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(57) Rezumat:
1

Vector de virus recombinant adeno-
asociat (rAAV) carc cuprinde o capsida
AAVhu68 produsi intr-un sistem de productie
care cuprinde o secventd de nucleotide din ID
NO SECV: 1, sau o secventd cel putin 75%
identica cu aceasta care codificd ID NO SECV:
2. Capsida AAVhu68 cuprinde subpopulatii de
reziduuri de asparagind puternic deamidate in
perechile asparagini — glicind in secventa de
aminoacizi din ID NO SECV: 2. Se furnizeaza

2
de asemeni compozitii care con{in rAAV-ul si
utilizirile acestora. Suplimentar, s¢ furnizeazi
rAAV care arc o capsuld AVV modificatd
genetic care cuprinde cel putin o subpopulatie
de proteine vpl sau vp2 avand o Val in pozitia
de aminoacid 157 fafd de numdritoarca
AAVhu68 vpl.

Revendiciri: 10
Figuri: 12




(54) Adeno-associated virus (AAV) clade F vector and uses therefor

(57) Abstract:

1

A recombinant adeno-associated virus
(rAAV) vector comprising an AAVhu68
capsid produced in a production system
comprising a nucleotide sequence of SEQ ID
NO: 1, or a sequence at least 75% identical
thereto which encodes SEQ ID NO:2. The
AAVhu68 capsid comprises subpopulations of
highly deamidated asparagine residues in
asparagine - glycine pairs in the amino acid
sequence of SEQ ID NO: 2. Also provided are

2

compositions containing the tAAV and uses
thereof. Additionally, rAAV having an
engineered AAV capsid comprising at least
one subpopulation of vpl or vp2 proteins
having a Val at amino acid position 157 with
reference to the AAVhu68 vpl numbering are
provided.

Claims: 10

Fig.: 12
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

DECLARATIE PRIVIND CERCETAREA SAU DEZVOLTAREA SPONSORIZATA LA NIVEL
FEDERAL

Aceasta cerere confine lucrdri sustinute de Agentia pentru Proiecte de Cercetare Avansati a
Departamentului  Apardrii (DARPA) sub W911NF-13-2-0036. Guvernul SUA poate avea anumite
drepturi asupra acestei inventii.

BAZA INVENTIEI

Virusul adeno-asociat (AAV), un membru al familiei Parvovirus, este un mic virus non-
anvelopat, icosaedric, cu genomurii de ADN liniar monocatenar (sSADN) de aproximativ 4,7 kilobaze
(kb) in lungime. Genomul de tip sdlbatic cuprinde repetéri terminale inversate (ITR-uri) la ambele capete
ale catenei de ADN si doud cadre de citire deschise (ORF-uri): rep si cap. Rep este compus din patru gene
suprapuse care codifica proteinele rep necesare pentru ciclul de viatd al AAV si cap contine secvente de
nucleotide suprapuse ale proteinelor de capsidd: VP1, VP2 si VP3, care se auto-asambleaza pentru a
forma o capsida de o simetrie icosaedrica.

AAYV este atribuit genului, Dependovirus, deoarece virusul a fost descoperit ca un contaminant
in stocurile purificate de adenovirus. Ciclul de viatd al AAV include o faz3 latentd, in care genomurile de
AAV, dupid infectare, sunt integrate in mod specific in cromozomii gazdei si o fazd infectioasd, in care, in
urma infectdrii fie cu adenovirus, fie cu virus herpes simplex, genomurile integrate sunt ulterior salvate,
replicate si impachetate in virusuri infectioase. Proprictitile de non-patogenitate, intervalul larg de
infectiozitate al gazdei, incluzand celulele care nu se divid si potentiala integrare cromozomiala specificd
zonei fac AAV un mijloc atractiv pentru transferul de gene.

Vectori recombinanti cu virus adeno-asociat (rAAV) derivati din parvovirusul uman deficient de
replicare au fost descrisi ca agenti purtitori corespunzitori pentru livrarea genei. In mod obisnuit, genele
rep functionale si gena cap sunt indepdrtate din vector, avand ca rezultat un vector incompetent de
replicare. Aceste functii sunt asigurate in timpul sistemului de productie a vectorului, dar sunt absente in
vectorul final.

Péand in prezent, au existat mai multe AAV-uri diferite, bine caracterizate, izolate din primate
umane sau non-umane (NHP). S-a descoperit faptul cd AAV-urile de diferite serotipuri prezinta eficiente
diferite de transfectie si prezintd tropism pentru diferite celule sau tesuturi. Multe clade de AAV diferite
au fost descrise in WO 2005/033321, incluzand clada F care este identificatd acolo ca avand doar trei
membri, AAV9, AAVhu31 si AAVhu32. O analizi structurald a AAV9 este asiguratd in M. A. DiMattia
si colab., J. Virol. (iunie 2012) vol. 86 nr. 12 6947-6958. Aceastd lucrare raporteazi faptul cd AAV9 are
60 de copii (in total) ale celor trei proteine variabile (vp-uri) care sunt codificate de gena cap si au
secvente suprapuse. Acestea includ VP1 (87 kDa), VP2 (73 kDa) si, respectiv, VP3 (62 kDa), care sunt
prezente intr-un raport anticipat de 1:1:10. Intreaga secventi a VP3 este cuprinsi in VP2 si toati a VP2
este cuprinsa in VP1. VP1 are un domeniu N-terminal unic. Coordonatele rafinate si factorii de structurd
sunt disponibile sub nr. de acces 3UX1 din baza de date RCSB PDB.

Mai multe variante diferite de AAV9 au fost structurate pe calea ingineriei pentru a deztinti sau a
tinti diferite tesuturi. Vezi, de exemplu, N. Pulicheria, "Engineering Liver-detargeted AAV9 Vectors for
Cardiac and Musculoskeletal Gene Transfer”, Molecular Therapy, Vol, 19, nr. 6, p. 1070-1078 (iunie
2011). Dezvoltarea variantelor de AAV9 pentru a livra gene peste bariera hemato-encefalicd a fost, de
asemenea, raportatd. Vezi, de exemplu, B.E. Deverman si colab., Nature Biotech, Vol. 34, Nr. 2, p 204 -
211 (publicat online la 1 februarie 2016) si comunicatul de presd al Caltech, A. Wetherston,
wwvwnsurelogy-central.com20 1021 O/ sueresstul-deliverv-of-genes-through-the-blood-brain-barrier/,
accesat la 10/05/2016. Vezi, de asemenea, WO 2015/164757, WO 2016/0492301 si US 8 734 809.

Ceea ce este de dorit sunt constructiile pe bazd de AAV pentru livrarea de molecule heterologe.
REZUMATUL INVENTIEI

Secvente noi de capsidd AAVhu68 si rep sunt descrise, care sunt utile in fabricare si in vectori
pentru livrarea moleculelor de acid nucleic la celulele gazda.

Asigurat aici este un virus recombinant adeno-asociat (rAAV) care cuprinde o capsidd
AAVhu68 si un genom de vector in capsida de AAVhu68, in care (A) genomul de vector cuprinde o
moleculd de acid nucleic care cuprinde secvente de repetare terminale inversate (ITR-uri) de AAV si intre
ITR-uri, o secventd de acid nucleic de non-AAV care codificd un produs legat in mod functional la
secvente care directioneaza expresia produsului intr-o celuld tintd de mamifer; si (8) capsida de AAVhu68
cuprinde proteine AAVhu68 vpl, proteine AAVhu68 vp2 si proteine AAVhu68 vp3 produse dintr-o
secventd de acid nucleic care codificd secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2, in care proteinele




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3589730 T2 2024.04.30
4

AAVhu68vpl cuprind un acid glutamic la pozitia 67 si o valind la pozitia 157 si proteinele AAVhu68vp2
cuprind o valind la pozitia 157, pe baza numerotdrii din NR ID SECV: 2.

Capsida de AAVhu68 poate cuprinde subpopulatii de proteine AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si
AAVhu68 vp3, in care subpopulatiile de proteine AAVhu68 vpl, AAVhut8 vp2 si AAV hu68 vp3
cuprind cel putin 50% pana la 100% asparagine deamidate (N) in perechile de asparagind — glicind, la
fiecare dintre pozitiile 57, 329, 452, 512, in raport cu aminoacizii din NR ID SECV: 2, in care
asparaginele deamidate sunt deamidate la acid aspartic, acid izoaspartic, o pereche de interconversie acid
aspartic/acid izoaspartic sau combinatii ale acestora, asa cum a fost determinat utilizind spectrometrie de
masa.

De asemenea asigurat aici, este un virus recombinant adeno-asociat (rAAV) care cuprinde o
capsidd AAVhu68 si un genom de vector in capsida de AAVhu68, in care (A) genomul de vector
cuprinde o moleculd de acid nucleic care cuprinde secvente de repetare terminale inversate (ITR-uri) de
AAV si intre ITR-uri, o secventd de acid nucleic de non-AAV care codificd un produs legat in mod
functional la secvente care directioneaza expresia produsului intr-o celuld tintd de mamifer; si (8) capsida
de AAVhu68 cuprinde populatii eterogene de proteine AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si AAVhu68 vp3,
in care proteincle de AAVhu68 vpl sunt aminoacizii 1 pani la 736 din NR ID SECV: 2 (vpl) care
cuprind un acid glutamic la pozitia 67 si o valind la pozitia 157 si cuprind, in plus, subpopulatii de
proteine vpl care cuprind aminoacizi modificati pe baza pozitiilor de aminoacizi din NR ID SECV: 2,
in care proteinele de AAVhu68 vp2 sunt aminoacizii 138 pana la 736 din NR ID SECV: 2 (vp2) care
cuprind o valind 1a pozitia 157 si cuprind, in plus, subpopulatii de proteine vp2 care cuprind aminoacizi
modificati pe baza pozitiilor de aminoacizi din NR ID SECV: 2, si
in care proteinele de AAVhu68 vp3 sunt aminoacizii 203 pani la 736 din NR ID SECV: 2 (vp3), care
cuprind subpopulatii de proteine vp3 care cuprind aminoacizi modificati pe baza pozitiilor de aminoacizi
din NR ID SECV: 2, in care subpopulatiile de proteine de AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si AAV hu68
vp3 cuprind cel putin 50% pana la 100% asparagine deamidate (N) in perechile asparagind - glicini la
fiecare dintre pozitiile 57, 329, 452, 512, in raport cu aminoacizii in NR ID SECV: 2, in care asparaginele
deamidate sunt deamidate la acid aspartic, acid izoaspartic, o pereche de interconversie acid aspartic/acid
izoaspartic sau combinatii ale acestora, asa cum a fost determinat utilizand spectrometrie de masa.

Patru reziduuri (N57, N329, N452, N512) prezintd in mod obisnuit niveluri ridicate de
deamidare. Reziduurile suplimentare (N94, N253, N270, N304, N409, N477 si Q599) prezintd, de
asemenea, niveluri de deamidare de pani la ~20% in diferite loturi.

Asparaginele deamidate sunt deamidate la acid aspartic, acid izoaspartic, o pereche de
interconversic acid aspartic/acid izoaspartic sau combinatii ale acestora. Glutamina (glutaminele)
deamidatd (deamidate) poate (pot) fi deamidatd (deamidate) la acid (a)-glutamic, acid y-glutamic, o
pereche de interconversie acid (a)-glutamic/acid y- glutamic sau combinatii ale acestora.

In anumite realiziri, capsida de AAVhu68 cuprinde subpopulatii care prezintd una sau mai multe
dintre: (a) cel putin 65% din asparagine (N) in perechile asparagini - glicind localizate la pozitiile 57 ale
proteinelor vpl este deamidat, asa cum a fost determinat prin spectrometric de masa, pe baza numerotarii
NR ID SECV: 2; (b) cel putin 75% din N in perechile asparagind - glicini din pozitia 329 a proteinelor
vpl, v2 si vp3 este deamidat, asa cum a fost determinat prin spectrometriec de masi, pe baza numerotirii
reziduurilor din secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2; (c) cel putin 50% din N in perechile
asparagind - glicind din pozifia 452 a proteinelor vpl, v2 si vp3 este deamidat, asa cum a fost determinat
prin spectrometrie de masd, pe baza numerotdrii reziduurilor din secventa de aminoacizi din NR ID
SECV: 2; si/sau (d) cel putin 75% din N in perechile asparagind - glicini din pozitia 512 a proteinelor
vpl, v2 si vp3 este deamidat, asa cum a fost determinat prin spectrometrie de masd, pe baza numerotirii
reziduurilor din secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2. In anumite realiziri, capsida hu68 cuprinde
o subpopulatic de vpl in care 75% pani la 100% din N din pozitia 57 a proteinelor vpl este deamidat, asa
cum a fost determinat utilizind spectrometric de masi. In anumite realiziri, capsida hu68 cuprinde o
subpopulatie de proteine vpl, proteine vp2 si/sau proteine vp3 in care 75% pand la 100% din N din
pozitia 329, pe baza numerotdrii SEQ ID NR: 2, este deamidat asa cum a fost determinat utilizind
spectrometric de masi. In anumite realiziri, capsida hu68 cuprinde o subpopulatic de proteine vpl,
proteine vp2 si/sau proteine vp3 in care 75% pand la 100% din N din pozitia 452, pe baza numerotarii
SEQ ID NR:2, este deamidat asa cum a fost determinat utilizind spectrometric de masi. In anumite
realiziri, capsida hu68 cuprinde o subpopulatie de proteine vpl, proteine vp2 si/sau proteine vp3 in care
75% pani la 100% din N din pozitia 512, pe baza numerotirii SEQ ID NR:2, este deamidat asa cum a fost
determinat prin spectrometric de masi. In anumite realiziri, secventa de acid nucleic care codifici
proteinele este NR ID SECV: 1 sau o secventd cel putin 80% pani la cel putin 99% identicd cu NR ID
SECV: 1 care codifici secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2. In anumite realiziri, secventa este cel
putin 80% pana la 97% identicd cu NR ID SECV: 1. Capsida de rAAVhu68 poate cuprinde in plus cel
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putin o subpopulatie de proteine vpl, vp2 si/sau vp3 care prezintd modificdri de aminoacizi din NR ID
SECV: 2, care cuprinde cel putin aproximativ 50 pani la 100% deamidare la cel putin patru pozitii
selectate dintre una sau mai multe dintre N57, 329, 452, 512 sau combinatii ale acestora. In anumite
realiziri, capsida hu68 cuprinde subpopulatii de proteine vpl, vp2 si/sau vp3 care cuprind in plus 1%
pana la aproximativ 40% deamidarea asparaginelor in cel putin una sau mai multe dintre pozitiile N94,
N113, N252, N253, Q259, N270, N303, N304, N305, N319, N328, N336, N409, N410, N477, N515,
N598, Q599, N628, N651, N663, N709 sau combinatii ale acestora. In anumite realizdri, capsida de hu68
cuprinde subpopulatii de proteine vpl, vp2 si/sau vp3 care cuprind in plus una sau mai multe modificari
serind si/sau treonind fosforilati, acid aspartic izomerizat, triptofan oxidat si/sau metionina oxidati sau un
aminoacid amidat, asa cum a fost determinat prin spectrometric de masi. rAAVhu68 poate cuprinde
aproximativ 60 de proteine totale de capsida intr-un raport de aproximativ 1 vpl la aproximativ 1 pani la
1,5 vp2 1a 3 pand la 10 proteine vp3. Capsida de AAVhu68 poate cuprinde aproximativ 60 de proteine
totale de capsida intr-un raport de aproximativ 1 vpl la aproximativ 1 vp2 la 3 pani la 9 proteine vp3. In
anumite realizari, genomul de vector cuprinde secvente ITR de AAV dintr-o sursd de AAV, alta decat
AAVhu68.

In anumite realiziri, o compozitie este asigurati, care cuprinde o populatic mixtd de virus
recombinant adeno-asociat hu68 (rAAVhu68), in care ficcare dintre rAAVhu68 este selectat in mod
independent dintr-un rAAVhu68, asa cum a fost descris aici. Capsida medie de AAVhu68 poate cuprinde
aproximativ 60 de proteine totale de capsida intr-un raport de aproximativ 1 vpl la aproximativ 1 pani la
1,5 vp2 la 3 pand la 10 proteine vp3. Capsida medie de AAVhu68 poate cuprinde aproximativ 60 de
proteine totale de capsidi intr-un raport de aproximativ 1 vpl la aproximativ 1 vp2 la 3 pani la 6 proteine
vp3. In anumite realiziri, compozitia este formulatd pentru livrare intratecald si genomul de vector
cuprinde o secventd de acid nucleic care codifici un produs pentru livrare la sistemul nervos central. in
anumite realizari, compozitia este formulati pentru administrare intravenoasd. Genomul de vector poate
cuprinde o secventd de acid nucleic care codifici un anticorp anti-HER2. In anumite realiziri, compozitia
este formulatd pentru livrare intranazald sau intramusculard. O compozitie poate cuprinde cel putin un
stoc de vector rAAVhu68 si un agent transportor, excipient si/sau agent de conservare optional. Utilizarea
unui rAAVhu68 sau a unei compozitii asa cum a fost definitd in revendicarile pentru livrarea unui produs
genetic dorit unui subiect care are nevoie de acesta, este asiguratd. Un rAAVhu68 asa cum a fost definit
in revendicari poate fi produs utilizind un sistem de productic rAAV asa cum a fost descris in cele ce
urmeaza. Sistemul de productie cuprinde: (a) o secventd de acid nucleic de capsidd de AAVhu68 care
codificd secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2; (b) o moleculd de acid nucleic corspunzitoare
pentru impachetare in capsida de AAVhu68, molecula mentionata de acid nucleic cuprinzand secvente de
repetare terminale inversate (ITR-uri) de AAV si o secventd de acid nucleic de non-AAV care codifici un
produs genetic legat in mod functional la secvente care directioneaza expresia produsului intr-o celula
gazda; si (c) suficiente functii rep AAV si functii auxiliare pentru a permite impachetarea moleculei de
acid nucleic in capsida de AAVhu68 recombinanti. Secventa de acid nucleic de la (a) poate cuprinde cel
putin NR ID SECV: 1 sau o secventa cel putin 70% pani la cel putin 99% identicd cu NR ID SECV: 1
care codificd secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2. Sistemul poate cuprinde in plus o secventd de
acid nucleic de la aproximativ nt 607 pana la aproximativ nt 2211 din NR ID SECV: 1, care codificd
AAVhu68 vp3 de la aproximativ aa 203 pani la aproximativ aminoacidul 736 din NR ID SECV: 2.
Sistemul poate cuprinde celule de rinichi embrionar uman 293 sau un sistem de baculovirus.

O metodd pentru reducerea deamidarii unei capside AAVhu68 este descrisd, dar nu este
revendicata aici. Metoda cuprinde producerea unei capside de AAVhu68 dintr-o secventd de acid nucleic
care contine codoni AAVhu68 vp modificati, secventa de acid nucleic cuprinzand codoni de glicind
modificati in mod independent la una péna la trei dintre perechile arginind - glicina localizate la pozitia
58, 330, 453 si/sau 513 din NR ID SECV: 2, astfel incit codonul modificat codificd un aminoacid, altul
decat glicina. Metoda poate cuprinde producerea unei capside de AAVhu68 dintr-o secventi de acid
nucleic care contine codoni AAVhu68 vp modificafi, secventa de acid nucleic cuprinzind codoni de
arginind modificati in mod independent la una pani la trei dintre perechile arginind - glicind localizate la
pozitia 57, 329, 452 si/sau 512 in NR ID SECV: 2, astfel incat codonul modificat codificd un aminoacid,
altul decét arginina.

Fiecare codon modificat poate codifica un aminoacid diferit.

Doi sau mai mulfi codoni modificati pot codifica acelasi aminoacid. O capsidd de AAVhu68
mutantd, asa cum a fost descrisd aici, poate contine o mutatie intr-o pereche arginind - glicind, astfel incat
glicina este schimbatd intr-o alanini sau intr-o serind. O capsidd de AAVhu68 mutanti poate confine
unul, doi sau trei mutanti, in care referinta AAVhu68 contine in mod nativ patru perechi NG. in anumite
realizdri, o capsidd de AAVhu68 mutanti contine doar o singurd mutatic intr-o pereche NG. O capsida de
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AAV mutantd poate contine mutatii in doud perechi NG diferite. O capsidd de AAVhu68 mutanta poate
contine mutatic in doud perechi NG diferite care sunt localizate intr-o locafie separatd, din punct de
vedere structural, in capsida de AAVhuo68.

Mutatia poate sa nu fie in regiunea unicd VP1.

Una dintre mutatii poate fi in regiunea unicd VP1. O capsidd de AAVhu6 mutantd poate sa nu
contind modificari in perechile NG, dar poate contine mutatii pentru a minimiza sau elimina deamidarea
in una sau mai multe asparagine sau intr-o glutamind, localizatd in afara unei perechi NG.

O particuld de AAVhu68, asa cum a fost definitd in revendicari, poate exprima un anticorp anti-
HER?2 util pentru tratamentul si/sau profilaxia cancerelor HER2+.

O moleculd de acid nucleic care cuprinde o secventd de acid nucleic care codificd o proteind rep
AAVhu68 sau un fragment functional al acesteia sub controlul secventelor de control reglatoare exogene,
care directioncaza expresia acesteia intr-o celuld gazda este descrisd, dar nu este revendicata aici. Proteina
rep poate avea secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 4 sau dintr-un fragment functional al acesteia.

Acestea si alte puncte de vedere conform inventiei vor fi evidente din urmitoarea descriere
detaliata a inventiei.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

FIG 1 asigurd o aliniere care prezintd secvenfa de aminoacizi a proteinei de capsidd vpl de AAVhu68
[NR ID SECV: 16] (marcatd hu.68.vpl in aliniere), cu AAV9 [NR ID SECV: 6], AAVhu31 (marcati
hu.31 in aliniere) [NR ID SECV: 10] si AAVhu32 (marcatd hu.32 in aliniere) [NR ID SECV: 11]. In
comparatie cu AAV9, AAVhu31 si AAVhu32, doud mutatii (A67E si A157V) au fost descoperite ca fiind
cruciale in AAVhué8 si incercuite in FIG.

FIGURILE 2A-2C asigurd o aliniere a secventei de acid nucleic care codifica proteina de capsidd vpl de
AAVhu68, cu AAV9, AAVhu31l [NR ID SECV: 12] si AAVhu32 [NR ID SECV: 13].

FIGURILE 3A-3B asigurd grafice care prezintd randamentele de AAVhu.68 in comparatie cu cele ale
AAV9. Experimentul a fost efectuat asa cum a fost descris in Exemplul 2. n=6. Valoarea P a fost
calculata si prezentata in figuri.

FIG 3A prezintd randamentele de AAVhu.68 si AAV9 din lizatul total. Valoarea p a fost calculatd ca
0,4173 si a fost determinata ca fiind nesemnificativa.

FIG 3B prezintd randamentele de AAVhu.68 si AAV9 din supernatantul de culturd. Randamentul
AAVhu.68 in supernatant este in mod semnificativ mai mare decét cel al AAV9 cu o valoare p la 0,0003.
FIGURILE 4A-4C asigura colorarea imunohistochimica a diferite organe (inimd, ficat, pldméan si muschi)
de la soareci cdrora li s-a administrat 5x10"" GC AAVhu68.CB7.nLacZ. Probele au fost preparate si
procesate asa cum a fost descris in Exemplul 3. Probele au fost contra-colorate cu Eozind prezentatd in
rosu. O colorare pozitiva pentru LacZ prezentata in albastru indica o transductie de succes a AAVhu68.
FIG 4A asigurd colorarea imunohistochimicd a diferite organe (inimi, ficat, plaman si muschi) de la
soareci cirora li s-a administrat 5x10'! GC AAVhu68.CB7.nLacZ pe cale intravenoasi (IV). Toate
organele testate au demonstrat transductia AAVhu68, in timp ce un tropism care favorizeazd inima si
ficatul fatd de pldman si muschi a fost observat.

FIG 4B asigurd colorarea imunohistochimica a diferite organe (inimad, ficat, pldman si muschi) de la
soareci cirora li s-a administrat 5x10'! GC AAVhu68.CB7.nLacZ pe cale intramusculard (IM). Inima,
ficatul si muschiul au demonstrat o ratd de transductie ridicatd a AAVhu68, in timp ce nicio transductie
detectabild in pliman nu a fost observata.

FIG 4C asigurd colorarea imunohistochimica a diferite organe (inimi, ficat, plamin si muschi) de la
soareci cirora li s-a administrat 5x10'! GC AAVhu68.CB7.nLacZ pe cale intranazali (IN). Transductia
dispersata a fost observata in inimd, ficat, muschi si plaman.

Figurile 5A-5C asigurd imagini microscopice fluorescente de diferite regiuni ale creierului (hipocamp,
FIG 5A; cortex motor, FIG 5B; si cerebel, FIG 5C) de la soareci cirora li s-a administrat AAVhu68.GFP
sau AAV9.GFP in doze de 1x10'% GC sau 1x10'' GC. Probele au fost preparate si procesate asa cum a
fost descris in Exemplul 4. Un semnal pozitiv de la GFP prezentat in verde indica o transductie de succes
a vectorilor AAV.

FIG 5A asigurd imagini microscopice fluorescente ale lamelelor de hipocamp de la soareci cérora li s-a
administrat AAVhu68.GFP sau AAV9.GFP la doze de 1x10'° GC san 1x10'! GC. Probe corespunzitoare
de la soareci netratafi colorate cu colorant de acid nucleic prezentat in albastru au fost asigurate ca un
control negativ. Transductia vectorilor AAV a fost observatd in toate probele testate, cu exceptia uneia de
la soarecii injectati cu 1x10'° GC de AAV9.GFP.

FIG 5B asigurd imagini microscopice fluorescente ale cortexurilor motorii de la soareci cérora li s-a
administrat AAVhu68 . GFP sau AAV9.GFP la doze de 1x10'° GC sau 1x10!! GC. O transductie mai buni
a AAVhu68.GFP in comparatie cu cea a AAV9 a fost observata.
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FIG 5C asigurd imagini microscopice fluorescente ale lamelelor de cerebel de la soareci cdrora li s-a
administrat AAVhu68.GFP sau AAV9.GFP la doze de 1x10° GC sau 1x10'"! GC. O transductie de
succes a AAVhu68.GFP a fost observatd atunci cand soarecii au fost injectati cu 1x10'! GC de vector.
Figurile 6A-6D asigurd imagini microscopice de diferite organe (ficat, rinichi, inima si pancreas) de la
soarcci cdrora li s-a administrat AAVhu68.GFP pe cale intravenoasi. Probele au fost preparate si
procesate asa cum a fost descris in Exemplul 4. Un semnal pozitiv de la GFP prezentat in verde indicd o
transductie de succes a vectorilor AAV mentionati. Imaginile de cAmp luminos prezentate in alb si negru
au fost asigurate pentru morfologia organului, in timp ce canalul fluorescent rosu corespunzitor a fost
asigurat ca un control negativ, acolo unde este cazul.
FIG 6A asigurd imagini microscopice ale unei sectiuni reprezentative de ficat de la soareci cdrora li s-a
administrat AAVhu68.GFP pe cale intravenoasd. Un semnal pozitiv prezentat in verde a fost observat.
FIG 6B asigurd imagini microscopice ale unei sectiuni reprezentative de rinichi de la soareci cérora li s-a
administrat AAVhu68.GFP pe cale intravenoasd. Un semnal pozitiv prezentat in verde a fost observat.
FIG 6C asigurd imagini microscopice ale unei sectiuni reprezentative de inim3 de la soareci cdrora li s-a
administrat AAVhu68.GFP pe cale intravenoasd. Un semnal pozitiv prezentat in verde a fost observat.
FIG 6D asigurd imagini microscopice ale unei sectiuni reprezentative de pancreas de la soareci cdrora li s-
a administrat AAVhu68.GFP pe cale intravenoasd. Un semnal pozitiv prezentat in verde a fost observat.
FIG 7 este o imagine a unui aparat pentru livrare intracisternald, incluzind un ac introductor optional
pentru metoda de inserfie coaxiald, care include o seringd cu vector de 10 cc, o seringd de spdlare pre-
umplutd de 10 cc, un set de extensie cu conector T, un ac spinal de 22G x x 5", un ac introductor optional
de 18G x 3,5".
FIGURILE 8A-8B ilustreazd randamentul de productiec pentru doi vectori AAVhu68 diferiti preparati la
scard micd (FIG 8A) si la scard foarte mare (mega, FIG 8B) in comparatie cu vectori care prezinti capside
diferite. Datele pentru preparatele de vector la scard micd au fost generate utilizind vectori care prezintd o
capsidd AAVhu68, AAV9, AAVS sau AAVStriplu si care prezintd un genom de vector care cuprinde un
promotor de citomegalovirus (CMV), o secventd de codificare a luciferazei de licurici si o poli A SV40
(CMV ffLuciferazi.SV40). Preparatele 1a scard mega au fost evaluate utilizand vectori AAVhu68, AAV9Y,
AAVSE sau AAV8triplu care prezintd un genom de vector care prezintd un promotor CMV, un intron, o
secventd de codificare a imunoadezinei (2011g IA) si o poli A SV40.
FIG. 9 asigura puritatea productiei pentru vectori AAVhu68 preparati la scard mega in comparatie cu
vectorii care prezintd capside diferite, incluzdnd AAVS8triplu, AAV9 si AAVS. Preparatele au fost
evaluate utilizand vectori AAVhu68, AAV9, AAVS sau AAVStriplu care prezintd un genom de vector
care cuprinde un promotor CMV, un intron, o secventd care codificd imunoadezina (2011Ig IA) si o poli A
SV40.
Figurile 10A -10B asigurd nivelul de expresie transgenicd a vectorilor AAVhu68 la soarecii masculi RAG
KO (n = 5/grup) injectati pe cale intramusculard cu 3x10!! GC/soarece (FIG 10A) sau 3x10'° GC/soarece
(FIG 10B) de vector in comparatic cu cea a vectorilor care prezintd capside diferite, incluzind
AAVS8triplu, AAV9 si AAVS. Transgena exprimati de vectorii rTAAV este o secventd care codificd
imunoadezind (2011g TA). Experimentul a fost efectuat asa cum a fost descris in detaliu in Exemplul 8.
Figurile 11A-11B asigurd nivelul de expresie transgenicd a vectorilor AAVhu68 fie in ficat (FIG 11A),
fie in muschi (FIG 11B) la soareci masculi C57BL/6J (n = 5/grup) injectati pe cale intramusculard cu
3x10'" GC/soarece de vector in comparatic cu cel al vectorilor care prezintd capside diferite, incluzand
AAVS8triplu, AAV9 si AAVS. Transgena exprimati de vectorii tAAV este luciferaza de licurici.
Experimentul a fost realizat asa cum a fost descris in detaliu in Exemplul 9.
FIG 12 asigurd nivelul de expresic transgenicd a vectorilor AAVhu68 la macaci cynomolgus masculi si
femele, injectati pe cale intramusculard cu 1x10'* GC/kg greutate corporald de vector in comparatie cu
cel a vectorilor care prezintd capside diferite, incluzand AAVS8triplu, AAV9 si AAVS. Transgena
exprimatd de vectorii rAAV este o secventd care codificd imunoadezind (2011g IA). Experimentul a fost
realizat asa cum a fost descris in detaliu in Exemplul 10.
DESCRIERE DETALIATA A INVENTIEI

Expunerea tehnicd prezentatd mai jos poate, in anumite privinfe, sd ajunga dincolo de sfera de
aplicare a revendicarilor. Elementele conform expunerii care nu intrd in sfera de aplicare a revendicarilor
sunt asigurate pentru informare.

Asigurate aici sunt secvente de acid nucleic si aminoacizi ai unui virus nou izolat adeno-asociat
(AAV), asa cum a fost definit in revendicdri, care este denumit aici AAVhu68, care se afld in clada F.
AAVhu68 (denumit anterior aici AAV3G2) variaza de un alt virus AAV9 de Clada F (NR ID SECV: 5)
prin doi aminoacizi codificati la pozitiile 67 si 157 ale vpl, NR ID SECV: 2. In schimb, celelalt AAV de
Clada F (AAV9, hu31, hu31) are un Ala la pozitia 67 si un Ala in pozitia 157. Sunt asigurate noi capside
de AAVhu68, asa cum au fost definite in revendiciri, avand valind (Val sau V) la pozitia 157 pe baza
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numerotdrii din NR ID SECV: 2 si un acid glutamic (Glu sau E) la pozitia 67. Raportul proteinelor vp3 in
capsida de AAVhu68 relativ la proteinele vpl si vp2 poate fi mai mic decat cel descris anterior pentru
capsidele de AAVY si de alte AAV-uri de clada F.

Capsida de AAVhu68 poate fi compusi din proteine de AAVhu68 vpl, proteine de AAVhuos
vp2 si proteine de AAVhu68 vp3 intr-un raport de aproximativ 1 vpl: 1 pand la aproximativ 1,5 vp2: 1a 3
pand la aproximativ 10 vp3. Un stoc de virus TAAVhu68 sau o populatic de rAAVhu68 poate fi o
compozifie care prezintd o medie de aproximativ 60 proteine totale vp 1, vp2 si vp3 in capsida de
AAVhu68, care sunt prezente in raport mediu vpl:vp2:vp3 de aproximativ 1: la aproximativ 1: la
aproximativ 3 pani la 6. Aceste capside de AAV descrise aici sunt utile pentru generarea de vectori AAV
recombinanti (rAAV) care asigurd randament si/sau eficientd de impachetare bund si pentru asigurareca de
vectori rAAV utili in transducerca unui numdr de tipuri diferite de celule si tesuturi. Astfel de tipuri de
celule si tesuturi pot include, fard limitare, plaman, inimd, muschi, ficat, pancreas, rinichi, creier,
hipocamp, cortex motor, cerebel, celule epiteliale nazale, celule musculare cardiace sau cardiomiocite,
hepatocite, celule endoteliale pulmonare, miocite, celule epiteliale pulmonare, celule insulare, celule
acinare, celule renale si neuroni motori.

Un ,,AAV recombinant” sau ,,tAAV” este o particula virald rezistentd la ADN-azi care confine
doud elemente, o capsidd de AAV si un genom de vector care confine cel pufin secvente de codificare de
non-AAV impachetate in capsida de AAV. Cu exceptia faptului in care a fost specificat altfel, acest
termen poate fi utilizat in mod interschimbabil cu expresia "vector de TAAV". tAAV este un ,,virus
deficient de replicare” sau ,,vector viral”, din moment ce ii lipseste orice gend functionald rep de AAV
sau gend functionald cap de AAV si nu poate genera urmasi. Singurele secvente de AAV pot fi secventele
de repetare terminale inversate (ITR-uri) de AAV, localizate in mod tipic la capetele terminale extreme 5’
si 3” ale genomului de vector pentru a permite genei si secventelor de reglare localizate intre ITR-uri si
fie impachetate in cadrul capsidei de AAV.

Asa cum a fost utilizat aici, un "genom de vector" se referd la secventa de acid nucleic
impachetata in interiorul capsidei de rAAYV care formeaza o particuld virald. O astfel de secventd de acid
nucleic contine secvente de repetare terminale inversate de AAV (ITR-uri). in exemplele de aici, un
genom de vector contine, la un minim, de la 5'1a 3', 0 ITR 5'de AAV, secventd (secvente) de codificare si
o ITR 3' de AAV. ITR-uri de AAV2, o sursa diferitd de AAV decat capsida sau altele decat ITR-urile de
lungime completd pot fi selectate. ITR-urile pot fi din aceeasi sursd de AAV, precum AAV care asigurd
functia de rep in timpul productici sau un AAV transcomplementar. In plus, alte ITR-uri pot fi utilizate.
Mai mult, genomul de vector contine secvente reglatoare care directioncazi expresia produsilor genetici.
Componentele corespunzitoare ale unui genom de vector sunt discutate mai in detaliu, aici.

Un rAAVhu68 este compus dintr-o capsidd de AAVhu68 si un genom de vector. O capsidi de
AAVhu68 este un ansamblu dintr-o populatic eterogend de vpl, o populatie eterogeni de vp2 si o
populatie eterogend de proteine vp3. Asa cum a fost utilizat aici, atunci cand este utilizat pentru a se referi
la proteine de capsidd vp, termenul ,.eterogen” sau orice variatie gramaticald a acestuia se referd la o
populatie care constd din elemente care nu sunt aceleasi, de exemplu, care prezintd monomeri (proteine)
vpl, vp2 sau vp3 cu diferite secvente de aminoacizi modificate. NR ID SECV: 2 asigurd secventa de
aminoacizi codificatd a proteinei de AAVhu68 vp 1.

Capsida de AAVhu68 contine subpopulatii in cadrul proteinelor vp1, in cadrul proteinelor vp2 si
in cadrul proteinelor vp3 care au modificdri de la reziduurile de aminoacizi anticipate in NR ID SECV: 2.
Aceste subpopulatii includ, la un minim, anumite reziduuri de asparagini deamidate (N sau Asn). De
exemplu, anumite subpopulatii cuprind cel putin una, doud, trei sau patru pozitii de asparagine (N) foarte
deamidate in perechile asparagini - glicind din NR ID SECV: 2 si, in mod optional, care cuprind in plus
alti aminoacizi deamidati, in care deamidarea are ca rezultat o modificare de aminoacid si alte modificari
optionale. In anumite realiziri, subpopulatiile de proteine de AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si AAVhu68
vp3 cuprind cel putin 50% pand la 100% asparagine (N) deamidate in perechile asparagind - glicini la
fiecare dintre pozitiile 57, 329, 452, 512, in raport cu aminoacizii din NR ID SECV: 2, in care
asparaginele deamidate sunt deamidate la acid aspartic, acid izoaspartic, o pereche de interconversie acid
aspartic/acid izoaspartic sau combinatii ale acestora, asa cum a fost determinat utilizind spectrometrie de
masd. NR ID SECV: 14 asigurd o secventd de aminoacizi a unei capside de AAVhu68 modificata,
ilustrand pozitii care pot avea un anumit procent de aminoacizi deamidati sau modificati altfel. Diferitele
combinatii ale acestor si ale altor modificiri sunt descrise aici.

Asa cum a fost utilizatd aici, o "subpopulatic” de proteine vp se referd la un grup de proteine vp
care are cel putin o caracteristica definitd in comun si care constd din cel putin un membru al grupului
pand la mai putin de toti membrii grupului de referintd, cu exceptia faptului in care a fost specificat altfel.
De exemplu, o ,,subpopulatic” de proteine vpl este cel putin o (1) proteind vpl si mai putin decét toate
proteinele vpl dintr-o capsidd de AAV asamblati, cu exceptia faptului in care a fost specificat altfel. O
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,subpopulatie” de proteine vp3 poate fi o (1) proteind vp3 pani la mai putin decit toate proteinele vp3
dintr-o capsidd de AAV asamblati, cu exceptia faptului in care a fost specificat altfel. De exemplu,
proteinele vpl pot fi o subpopulatie de proteine vp; proteinele vp2 pot fi o subpopulatic separatd de
proteine vp, si vp3 sunt incd o subpopulatic suplimentard de proteine vp intr-o capsidi de AAV
asamblatd. Intr-un alt exemplu, proteinele vpl, vp2 si vp3 pot contine subpopulatii care prezinti
modificiri diferite, de exemplu, cel putin una, doud, trei sau patru asparagine inalt deamidate, de
exemplu, la perechile asparagini - glicind.

Cu exceptia faptului in care a fost specificat altfel, inalt deamidat se referd la cel pufin 50%
deamidat, cel putin 60% deamidat, cel putin 65% deamidat, cel putin 70%, cel putin 75%, cel putin 80%,
cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 95%, 97%, 99%, pani la aproximativ 100% deamidat la o pozitie
de aminoacizi de referintd, in comparatie cu secventa de aminoacizi anticipati la pozifia de aminoacizi de
referintd (de exemplu, cel putin 80% din asparagine la aminoacidul 57 din NR ID SECV: 2 poate fi
deamidat pe baza proteinelor totale vpl sau 20% din asparaginele de la aminoacidul 409 din NR ID
SECV: 2 poate fi deamidat pe baza proteinelor totale vp 1, vp2 si vp3). Astfel de procente pot fi
determinate utilizand tehnici de spectrometrie de masa.

Fard a dori sd fie legatd de teorie, deamidarea a cel putin reziduurilor inalt deamidate din
proteinele vp din capsida de AAVhu68 este consideratd a fi in principal de naturd non-enzimatica, fiind
cauzatd de grupdrile functionale din interiorul proteinei de capsidd, care deamideazd asparaginele
selectate si intr-un grad mai mic, reziduuri de glutamini. Asamblarea eficientd a capsidei a majoritatii
proteinelor vpl de deamidare indicd faptul ca fie aceste evenimente au loc dupd asamblarea capsidei sau
faptul ca deamidarea in monomeri individuali (vp 1, vp2 sau vp3) este bine toleratd din punct de vedere
structural si nu afecteaza in mare masurd dinamica asamblarii. Deamidarea extinsa in regiunea unicd VP1
(VP1-u) (~aa 1-137), consideratd in general a fi localizatd intern inainte de intrarea celulard, sugereazi
faptul ca deamidarca VP poate avea loc inainte de asamblarea capsidei.

Fara a dori sa fie legatd de teorie, deamidarea N poate avea loc prin atomul de azot al reziduului
structurii principale de la capdtul C-terminal, care conduce un atac nucleofil la atomul de carbon al
grupdrii amidd a catenei laterale a Asn. Un reziduu de succinimidi cu inel inchis intermediar este
considerat cd se formeaza. Reziduul de succinimidd conduce apoi hidroliza rapidd pentru a duce la
produsul final acid aspartic (Asp) sau acid izoaspartic (IzoAsp). Prin urmare, in anumite realizari,
deamidarea asparaginei (N sau Asn) duce la un Asp sau un IzoAsp, care se poate face interconversia prin
intermediarul de succinimidd, de exemplu, asa cum a fost ilustrat mai jos.
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Asa cum a fost asigurat aici, fiecare N deamidat din NR ID SECV: 2 poate fi in mod
independent acid aspartic (Asp), acid izoaspartic (izoAsp), aspartat si/sau un amestec de interconversie de
Asp si izoAsp sau combinatii ale acestora. Orice raport corespunzitor de acid o- si izoaspartic poate fi
prezent. De exemplu, raportul poate fi de la 10:1 pana la 1:10 aspartic fatd de izoaspartic, aproximativ
50:50 aspartic: izoaspartic sau aproximativ 1:3 aspartic: izoaspartic sau un alt raport selectat.

In anumite realiziri, una sau mai multe glutamine (Q) din NR ID SECV: 2 deamideazi la acid
glutamic (Glu), adicd acid o-glutamic, acid y-glutamic (Glu) sau un amestec de acid a- si y-glutamic, care
se poate face interconversia printr-un intermediar comun de glutarinimida. Orice raport corespunzitor de
acid o- si y-glutamic poate fi prezent. De exemplu, raportul poate fi de la 10:1 péand la 1:10 o fata de vy,
sau aproximativ 50:50 oy sau aproximativ 1:3 oy sau un alt raport sclectat.
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Astfel, o capsida de rAAVhu68 asa cum a fost revendicati aici, cuprinde o capsidd de AAVhu68
si un genom de vector in capsida de AAVhu68, in care (A) genomul de vector cuprinde o moleculd de
acid nucleic care cuprinde secvente de repetare terminale inversate (ITR-uri) de AAV si intre ITR-uri o
secventd de acid nucleic de non-AAV care codificd un produs legat in mod functional la secvente care
directioneaza expresia produsului intr-o celuld tintd de mamifer; si (8) capsida de AAVhu68 cuprinde
proteine de AAVhu68 vpl, proteine de AAVhu68 vp2 si proteine de AAVhu68 vp3 produse dintr-o
secventd de acid nucleic care codificd secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2, in care proteinele de
AAVhu68vpl cuprind un acid glutamic la pozitia 67 si o valind la pozitia 157 si proteinele de
AAVhu68vp2 cuprind o valind la pozitia 157 pe baza numerotdrii NR ID SECV: 2.

Capsida de AAVhu68 poate cuprinde subpopulatii de proteine de AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2
si AAVhu68 vp3, in care subpopulatiile de proteine de AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si AAV hu68 vp3
cuprind cel pufin 50% pand la 100% asparagine (N) deamidate in perechi de asparagind — glicind la
fiecare dintre pozitiile 57, 329, 452, 512, in raport cu aminoacizii din NR ID SECV: 2, in care
asparaginele deamidate sunt deamidate la acid aspartic, acid izoaspartic, o pereche de interconversie acid
aspartic/acid izoaspartic sau combinatii ale acestora, asa cum a fost determinat prin spectrometric de
masa.

In mod alternativ, capsida de AAVhu68 cuprinde populatii eterogene de proteine de AAVhu68 vpl,
AAVhu68 vp2 si AAVhu68 vp3,

in care proteincle de AAVhu68 vpl sunt aminoacizii 1 pand la 736 din NR ID SECV: 2 (vpl) care
cuprind un acid glutamic la pozitia 67 si o valind la pozitia 157 si cuprind, in plus, subpopulatii de
proteine vpl care cuprind aminoacizi modificati pe baza pozitiilor de aminoacizi in NR ID SECV: 2,

in care proteincle de AAVhu68 vp2 sunt aminoacizii 138 pana la 736 din NR ID SECV: 2 (vp2) care
cuprind o valind 1a pozitia 157 si cuprind, in plus, subpopulatii de proteine vp2 care cuprind aminoacizi
modificati pe baza pozitiilor de aminoacizi in NR ID SECV: 2 | si

in care proteinele de AAVhu68 vp3 sunt aminoacizii 203 pand la 736 din NR ID SECV: 2 (vp3), care
cuprind subpopulatii de proteine vp3 care cuprind aminoacizi modificati pe baza pozitiilor de aminoacizi
din NR ID SECV: 2, in care subpopulatiile proteinelor AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si AAVhu68 vp3
cuprind cel pufin 50% pand la 100% asparagine (N) deamidate in perechile asparagind - glicin la fiecare
dintre pozitiile 57, 329, 452, 512, in raport cu aminoacizii in NR ID SECV: 2, in care asparaginele
deamidate sunt deamidate la acid aspartic, acid izoaspartic, o pereche de interconversie acid aspartic/acid
izoaspartic sau combinatii ale acestora, asa cum a fost determinat utilizand spectrometrie de masa.

Capsida de rAAVhu68 poate include subpopulatii din capsida de rAAVhu68 a proteinelor vpl,
vp2 si/sau vp3 cu aminoacizi deamidati, incluzind la un minim, cel putin o subpopulatie care cuprinde cel
putin o asparagini inalt deamidatd. In plus, alte modificiri pot include izomerizarea, in special la pozitiile
selectate de reziduuri ale acidului aspartic (D sau Asp). Alte modificdri pot include, de asemenea, o
amidare la o pozitie Asp.

O capsidd de AAVhu68 poate contine subpopulatii de vpl, vp2 si vp3 care prezintd cel putin 4
pani la cel putin aproximativ 25 de pozitii de reziduuri de aminoacizi deamidate, dintre care cel putin 1
pana la 10% sunt deamidate in comparatic cu secventa de aminoacizi codificatd din NR ID SECV: 2.
Majoritatea acestora pot fi reziduuri de N. Cu toate acestea, reziduurile de Q pot fi, de asemenea,
deamidate.
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Proteinele de AAVhu68 vpl, vp2 si vp3 sunt exprimate in mod tipic ca variante alternative de
matisare codificate de aceeasi secventd de acid nucleic care codificd secventa de aminoacizi vpl de
lungime completd din NR ID SECV: 2 (aminoacid 1 pani la 736). In mod optional, secventa care codifici
vpl este utilizatd singurd pentru a exprima proteinele vpl, vp2 si vp3. in mod alternativ, aceasti secventi
poate fi co-exprimatd cu una sau mai multe dintr-o secventi de acid nucleic care codificd secventa de
aminoacizi de AAVhu68 vp3 din NR ID SECV: 2 (aproximativ aa 203 pand la 736) fard regiunca unica a
vpl (aa 1 pind la aproximativ aa 137) si/sau regiuni unice vp2 (aproximativ aa 1 pana la aproximativ aa
202) sau o catend complementard acesteia, ARNm-ul sau ARNt-ul corespunzitor (aproximativ nt 607
pana la aproximativ nt 2211 din NR ID SECV: 1) sau o secventa de cel putin 70% péna la cel putin 99%
(de exemplu, cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin
99%) identici cu NR ID SECV: 1 care codifici aa 203 pani la 736 din NR ID SECV: 2. in plus sau
alternativ, secventa care codificd vpl si/sau care codificd vp2 poate fi co-exprimatd cu secventa de acid
nucleic care codificd secventa de aminoacizi AAVhu68 vp2 din NR ID SECV: 2 (aproximativ aa 138
pand la 736) fard regiunca unici vpl (aa 1 pani la aproximativ 137) sau o cateni complementara acesteia,
ARNm-ul sau ARNt-ul corespunzator (nt 412 pani la 22121 din NR ID SECV: 1) sau o secventa de cel
putin 70% pani la cel pufin 99% (de exemplu, cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin
97%, cel putin 98% sau cel putin 99%) identicd cu NR ID SECV: 1 care codificd aproximativ aa 138 pani
la 736 din NR ID SECV: 2.

Asa cum a fost descris aici, un rAAVhu68 are o capsida de rAAVhu68 produsa intr-un sistem de
productie care exprimd capside dintr-un acid nucleic de AAVhu68 care codificd secvenfa de aminoacizi
vpl din NR ID SECV: 2 si, in mod optional, secvente de acid nucleic suplimentare, de exemplu, care
codificd o proteind vp 3 fard regiunile unice vp 1 si/sau vp2. rAAVhu68 rezultat din producerea care
utilizeaza o singurd secventd de acid nucleic vpl produce populatii eterogene de proteine vpl, proteine
vp2 si proteine vp3. Mai particular, capsida de AAVhu68 contine subpopulatii in cadrul proteinelor vpl,
in cadrul proteinelor vp2 si in cadrul proteinelor vp3 care au modificdri din reziduurile de aminoacizi
anticipate in NR ID SECV: 2. Aceste subpopulatii includ, la un minim, reziduuri de asparagini (N sau
Asn) deamidati. De exemplu, asparaginele din perechile asparagind - glicini sunt inalt deamidate.

In anumite realiziri, subpopulatiile de proteine de AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si AAV hu68
vp3 cuprind cel putin 50% pana la 100% asparagine (N) deamidate in perechile asparagind - glicind la
fiecare dintre pozitiile 57, 329, 452, 512, in raport cu aminoacizii din NR ID SECV: 2, in care
asparaginele deamidate sunt deamidate la acid aspartic, acid izoaspartic, o pereche de interconversie acid
aspartic/acid izoaspartic sau combinatii ale acestora, asa cum a fost determinat utilizind spectrometrie de
masda.

Secventa de acid nucleic AAVhu68 vpl poate avea secventa din NR ID SECV: 1 sau o cateni
complementard acesteia, de exemplu, ARNm-ul sau ARNt-ul corespunzitor.

Proteinele vp2 si/sau vp3 pot fi exprimate suplimentar sau alternativ din secvente de acid nucleic
diferite decét vpl, de exemplu, pentru a modifica raportul dintre proteinele vp intr-un sistem de expresie
selectat. O secventd de acid nucleic care codificd secventa de aminoacizi AAVhu68 vp3 din NR ID
SECV: 2 (aproximativ aa 203 pand la 736) fara regiunea unicad vpl (aproximativ aa 1 pand la aproximativ
aa 137) si/sau regiuni unice vp2 (aproximativ aa 1 pind la aproximativ aa 202) sau o catend
complementard acesteia, ARNm-ul sau ARNt-ul corespunzitor (aproximativ nt 607 pani la aproximativ
nt 2211 din NR ID SECV: 1) pot fi selectate pentru utilizare la producerea capsidelor de AAVhu68.

O secventd de acid nucleic care codificd secvenfa de aminoacizi AAVhu68 vp2 din NR ID
SECV: 2 (aproximativ aa 138 pani la 736) fira regiunea unica vpl (aproximativ aa 1 pana la aproximativ
137) sau o catend complementara acesteia, ARNm-ul sau ARNt-ul corespunzitor (nt 412 pana la 2211 din
NR ID SECV: 1) pot fi selectate pentru utilizare in producerea capsidelor de AAVhu68.

Cu toate acestea, alte secvente de acid nucleic care codifici secventa de aminoacizi din NR ID
SECV: 2 pot fi selectate pentru utilizare in producerea capsidelor de rAAVhu68. Secventa de acid nucleic
poate avea secventa de acid nucleic din NR ID SECV: 1 sau o secventd cel putin 70% pana la 99%, cel
putin 75%, cel putin 80%, cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 97%, cel putin 99%,
identica cu NR ID SECV: 1 care codificd NR ID SECV: 2. Secventa de acid nucleic poate avea secventa
de acid nucleic din NR ID SECV: 1 sau o secventd cel putin 70 % pand la 99%, cel putin 75%, cel putin
80%, cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 97%, cel putin 99%, identici cu aproximativ
nt 412 pand la aproximativ nt 2211 din NR ID SECV: 1 care codificd proteina de capsidd vp2
(aproximativ aa 138 pani la 736) din NR ID SECV: 2. Secventa de acid nucleic poate avea secventa de
acid nucleic de la aproximativ nt 607 pani la aproximativ nt 2211 din NR ID SECV: 1 sau o secventa cel
putin 70% pani la 99%, cel putin 75%, cel putin 80%, cel putin 85%, cel pufin 90%, cel putin 95%, cel
putin 97%, cel putin 99%, identicd cu nt NR ID SECV: 1 care codificd proteina de capsidd vp3
(aproximativ aa 203 pani la 736) din NR ID SECV: 2.
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Este in cadrul aptitudinilor in domeniu si se proiecteze secvente de acid nucleic care codificd
aceasti capsidd de AAVhu68, incluzand ADN (genomic sau ADNc) sau ARN (de exemplu, ARNm).

Secventa de acid nucleic care codificd proteina de capsidd AAVhu68 vpl este asiguratd in NR
ID SECV: 1. Vezi, de asemenea, FIGURILE 1B-1D.

Astfel de secvente de acid nucleic pot fi optimizate cu codoni pentru expresie intr-un sistem
selectat (adica, tip de celuld), pot fi proiectate prin diferite metode. Aceasta optimizare poate fi efectuati
utilizAnd metode care sunt disponibile on-line (de exemplu, GeneArt), metode publicate sau printr-o
compani¢ care asigurd servicii de optimizare a codonului, de exemplu, DNA2.0 (Menlo Park, CA). O
metodd de optimizare a codonului este descrisd, de exemplu, in Publicatia Internationald de Brevet SUA
nr. WO 2015/012924.

Vezi de asemenea, de exemplu, Publicatia Brevetului SUA Nr. 2014/0032186 si Publicatia
Brevetului SUA Nr. 2006/0136184. In mod corespunzitor, intreaga lungime a cadrului de citire dechis
(ORF) pentru produs este modificatd. Cu toate acestea, in anumite realiziri, numai un fragment de ORF
poate fi modificat. Prin utilizarea uneia dintre aceste metode, se pot aplica frecventele 1a orice secventd
datd de polipeptida si se poate produce un fragment de acid nucleic al unei regiuni de codificare
optimizatd cu codon care codificd polipeptida. Un numir de optiuni sunt disponibile pentru efectuarea
modificirilor reale la codoni sau pentru sintetizarea regiunilor de codificare optimizate cu codoni,
proiectate asa cum a fost descris aici. Astfel modificdri sau sinteze pot fi efectuate utilizind manipulri
biologice moleculare standard si de rutind bine cunoscute profesionistilor in domeniu. Intr-o abordare, o
serie de perechi de oligonucleotide complementare de 80-90 de nucleotide fiecare in lungime si care se
intind pe lungimea secventei dorite sunt sintetizate prin metode standard. Aceste perechi de
oligonucleotide sunt sintetizate astfel incat, dupi calcinare, acestea formeazi fragmente dublu spiralate de
80-90 perechi de baze, care contin capete terminale coezive, de exemplu, fiecare oligonucleotidd din
pereche este sintetizatd pentru a se extinde cu 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 sau mai multe baze dincolo de regiunca
care este complementard cu cealaltd oligonucleotidd din pereche. Capetele monocatenare ale fiecirei
perechi de oligonucleotide sunt proiectate pentru a calcina cu capatul terminal monocatenar al altei
perechi de oligonucleotide. Perechile de oligonucleotide sunt ldsate sa calcineze si aproximativ cinci pand
la sase dintre aceste fragmente dublu spiralate sunt apoi 13sate sa calcineze impreund prin intermediul
capetelor terminale monocatenare coezive, §i apoi, acestea s-au ligaturat impreund si clonat intr-un vector
de clonare bacterian standard, de exemplu, un vector TOPO® disponibil de la Invitrogen Corporation,
Carlsbad, California. Constructia este apoi secventiatd prin metode standard. Cateva dintre aceste
constructii care constau din 5 pand la 6 fragmente de 80 pani la 90 de fragmente de perechi de baze ligate
impreund, adicd, fragmente de aproximativ 500 de perechi de baze sunt preparate, astfel incat intreaga
secventd doritd este reprezentatd intr-o serie de constructii plasmidice. Insertiile acestor plasmide sunt
apoi tdiate cu enzime de restrictie corespunzitoare si ligate impreund pentru a forma constructia finala.
Constructia finald este apoi clonatad intr-un vector de clonare bacterian standard si secventiatd. Metode
suplimentare vor fi imediat evidente profesionistului in domeniu. in plus, sinteza genelor este disponibil
cu usurinti pe cale comerciald.

Asparagina (N) in perechile N-G din proteinele de AAVhu68 vpl, vp2 si vp3 poate fi inalt
deamidatd. O capsidd de AAVhu68 poate contine subpopulatii de proteine de capsidda AAV vp 1, vp2
si/sau vp3 care prezintd cel putin patru pozitii de asparagind (N) in proteinele de capsidd AAVhu68 care
sunt inalt deamidate.

Aproximativ 20 pana la 50% dintre perechile N-N (exclusiv tripleti N-N-N) pot prezenta
deamidare. Primul N poate fi deamidat. Al doilea N poate fi deamidat. Deamidarea poate fi intre
aproximativ 15% pana la aproximativ 25% deamidare. Deamidarea la Q la pozitia 259 din NR ID SECV:
2 este de aproximativ 8% pani la aproximativ 42% din proteinele de capsidd de AAVhu68 vpl, vp2 si
vp3 ale unei proteine de AAVhu68.

Capsida de rAAVhu68 poate fi caracterizatd suplimentar printr-o amidare in D297 a proteinelor
vpl, vp2 si vp3. Aproximativ 70% pani la aproximativ 75% din D la pozitia 297 a proteinelor vpl, vp2
si/sau vp3 intr-o capsidd de AAVhu68 poate fi amidat, pe baza numerotarii NR ID SECV: 2.

In anumite realiziri, cel putin o Asp in vpl, vp2 si/sau vp3 a capsidei este izomerizati la D-Asp.
Astfel de izomeri sunt in general prezenti intr-o cantitate mai mica de aproximativ 1% din Asp la una sau
mai multe dintre pozitiile de reziduu 97, 107, 384, pe baza numerotdrii NR ID SECV: 2.

Un rAAVhu68 poate avea o capsidd de AAVhu68 care prezintd proteine vp 1, vp2 si vp3 care
prezinta subpopulatii care cuprind combinatii de unul, doud, trei, patru sau mai multe reziduuri deamidate
in pozitiile prezentate in tabelul de mai jos. Deamidarca in rAAV poate fi determinati utilizind
spectrometric de masa.

Cromatografia online poate fi efectuatd cu o coloanid Acclaim PepMap si un sistem Thermo
UltiMate 3000 RSLC (Thermo Fisher Scientific) cuplat la un Q Exactive HF cu o sursd NanoFlex
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(Thermo Fisher Scientific). Datele MS sunt dobandite utilizind o metodd top-20 dependentd de date
pentru Q Exactive HF, in mod dinamic alegind cei mai abundenti ioni precursori care nu au fost incd
secventiati din scandrile studiului (200-2000 m/z). Secventicrea este realizatd prin intermediul
fragmentdrii de disociere colizionald de energie mai mare cu o valoare {intd de le5 ioni determinati cu
control predictiv al castigului automat si o izolare a precursorilor a fost efectuatd cu o fereastra de 4 m/z.
Scandrile studiului au fost dobandite la o rezolutie de 120.000 la m/z 200. Rezolutia pentru spectrele
HCD poate fi setati la 30000 la m/z200 cu un timp maxim de injectare a ionilor de 50 ms si o energie de
coliziune normalizatd de 30. Nivelul RF al lentilei S poate fi setat la 50, pentru a asigura o transmisie
optimi a regiunii m/z ocupatd de peptidele din digerare. Ionii precursori pot fi exclusi cu stiri de sarcind
singulare, nealocate sau de sase si mai mari din selectia de fragmentare. Software-ul BioPharma Finder
1.0 (Thermo Fischer Scientific) poate fi utilizat pentru analiza datelor dobandite. Pentru cartograficrea
peptidelor, cautdrile sunt efectuate utilizand o bazi de date FASTA de proteine cu intrare unicd, cu
carbamidometilarea setati ca o modificare fixatd; si oxidarea, deamidarea si fosforilarea setate ca
modificari variabile, o precizie a masei de 10 ppm, o specificitate ridicatd de proteaza si un nivel de
incredere de 0,8 pentru spectrele MS/MS. Exemple de proteaze corespunzitoare pot include, de exemplu,
tripsina sau chimotripsina. Identificarea spectrometricd de masi a peptidelor deamidate este relativ
simpld, din moment ce deamidarea se adaugd la masa moleculei intacte +0,984 Da (diferenta de masa
intre grupdrile -OH si -NH»). Procentul de deamidare a unei peptide particulare este aria de masa
determinatd a peptidei deamidate impartitd la suma ariei peptidelor deamidate si native. Avand in vedere
numdrul de locuri posibile de deamidare, speciile izobare care sunt deamidate la diferite zone pot co-
migra intr-un singur varf. In consecintd, ionii de fragmentare care provin din peptide cu zone multiple
potentiale de deamidare pot fi utilizati pentru a localiza sau diferentia zone multiple de deamidare. In
aceste cazuri, intensitifile relative din cadrul modelelor de izotop observate pot fi utilizate pentru a
determina in mod specific abundenta relativa a diferitilor izomeri peptidici deamidati. Aceastd metoda
presupune faptul ca eficienta fragmentirii pentru toate speciile izomerice este aceeasi si independentd pe
zona deamidarii. Va fi inteles de cétre un specialist in domeniu faptul ci un numér de variatii ale acestor
metode ilustrative poate fi utilizat. De exemplu, spectrometrele de masi corespunzitoare pot include, de
exempluy, un spectrometru de masi cu timp de zbor quadrupol (QTOF), cum ar fi un Waters Xevo sau
Agilent 6530 sau un instrument orbitrap, cum ar fi Orbitrap Fusion sau Orbitrap Velos (Thermo Fisher).
Sisteme corespunzitoare de cromatografie lichidad includ, de exemplu, sistemul UPLC Acquity din
sistemele Waters sau Agilent (seria 1100 sau 1200). Software corespunzitor de analizd a datelor poate
include, de exemplu, MassLynx (Waters), Pinpoint si Pepfinder (Thermo Fischer Scientific), Mascot
(Matrix Science), Peaks DB (Bioinformatics Solutions). Alte tehnici suplimentare pot fi descrise, de
exemplu, in X. Jin si colab., Hu Gene Therapy Methods, Vol. 28, nr. 5, pp. 255-267, publicat online la 16
iunie, 2017.

‘Deamidare pe bazi de AAVHu68 [NR ID % mediu pe baza proteinelor VP1/VP2/VP3 in capsida

\SECV: 2] anticipat :de AAVhu68

gReziduu deamidat + 1 (AA invecinat) EInterval larg al { Intervale inguste (%)

; iprocentelor (%)
N57(NG)8panalalOO% ................... . '(')"fo'éih}{i'éi"i'b'(')';Né'éml'o'éﬂéni;'é?w
N66(NE) ................................................................................ OpanalaS .............................. OlpanalaS
§N94 (N-H) O pand la 15, lO, 1 pand la 15, 5 pana la 12, 8
N113 (N-L) 10 pani la 2 0,1 panila?2
N253(NN)OpanalaZS ........................... : 5panalaZZ
Q259(QI) .............................................................................. Spm134210pam134020pm1335
-N270 (N-D) 12 péni la 30 15 pana la 28

N304 (N-N) (position 303 also N) 0 paniila 5 1 panila 4

N319(NI) ...................................................................................................................................... vt

70 pand la 95, 85 pana la 95,
80 pana la 100, 85 pana la
100,
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H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
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'SECV: 2] anticipat ‘de AAVhu68

iReziduu deamidat + 1 (AA invecinat) éInterval larg al { Intervale inguste (%)

i procentelor (%)

\N336 (N-N) 0 pana la 100 0, 1 pana la 10, 25 pani la|

100, 30 pana la 100, 30 pani

-N409 (N

1N452 (N-G) 75 pani la 100 80 pand la 100, 90 pani la|

100, 95 pani la 100,

N477 (N-Y) 0 panila 8 0,1panilas

'N512 (N-G) 65 pand la 100 70 pand la 95, 85 pani la 95,
80 pana la 100, 85 pani la
100,

L N515 (N-S) 0 pani la 25 0, 1 pand la 10, 5 pani la 25, |
15 pana la 25

1 ~Q599 (Asn-Q-Gly) 1 pana la 20 2 pan la 20, 5 pani la 15

'N628 (N-F) 10 pan la 10 0, 1 pani la 10, 2 pani la 8

IN651 (N-T) 10 pani la 3 0. 1 panila3

N663 (N-K) Opandlas 0, 1 pana la 5, 2 pani la 4

N709 (N-N) 0 pani la 25 0.1 panila22, 15panila2s |

N735 0 pani la 40 0. 1 pan la 35, 5 pani la 50,

; s 20 pani la 35

Capsida de AAVhu68 poate fi caracterizatd prin faptul ci are proteine de capsida in care cel
putin 45% din reziduurile de N sunt deamidate la cel putin una dintre pozitiile N57, N329, N452 si/sau
N512 pe baza numerotdrii secventei de aminoacizi din NR ID SECV: 2. Cel putin aproximativ 60%, cel
putin aproximativ 70%, cel putin aproximativ 80% sau cel pufin 90% din reziduurile de N la una sau mai
multe dintre aceste pozitii N-G (adica, N57, N329, N452 si/sau N512, pe baza numerotdrii secventei de
aminoacizi din NR ID SECV: 2) poate fi deamidat. O capsidd de AAVhu68 poate fi caracterizatd
suplimentar prin faptul ci are o populatic de proteine in care aproximativ 1% pana la aproximativ 20%
din reziduurile de N prezintd deamidari la una sau mai multe dintre pozifiile: N94, N253, N270, N304,
N409, N477 si/sau Q599, pe baza numerotirii secventei de aminoacizi din NR ID SECV: 2.

AAVhu68 poate cuprinde cel putin o subpopulatie de proteine vpl, vp2 si/sau vp3 care sunt
deamidate la una sau mai multe dintre pozitiile N35, N57, N66, N94, N113, N252, N253, Q259, N270,
N303, N304, N305, N319, N328, N329, N336, N409, N410, N452, N477, N515, N598, Q599, N628,
N651, N663, N709, N735, pe baza numerotdrii secventei de aminoacizi din NR ID SECV: 2 sau
combinatii ale acestora. In anumite realiziri, proteinele de capsidi pot avea, de asemenea, unul sau mai
multi aminoacizi amidati.

Alte modificari suplimentare sunt observate, dintre care majoritatea nu au ca rezultat conversia
unui aminoacid intr-un reziduu de aminoacid diferit. In mod optional, cel putin un Lys in vpl, vp2 si vp3
ale capsidei este acetilat. In mod optional, cel putin un Asp in vpl, vp2 si/sau vp3 ale capsidei este
izomerizat la D-Asp. In mod optional, cel putin un S (Ser, serindi) in vpl, vp2 si/sau vp3 ale capsidei este
fosforilat. In mod optional, cel putin un T (Thr, Treonind) in vpl, vp2 si/sau vp3 ale capsidei este
fosforilat. in mod optional, cel putin un W (trp, triptofan) in vpl, vp2 si/sau vp3 ale capsidei este oxidat.
In mod optional, cel putin un M (Met, Metionind) in vpl, vp2 si/sau vp3 ale capsidei este oxidat.

Proteinele de capsida pot avea una sau mai multe fosforildri. De exemplu, anumite proteine de
capsida vpl pot fi fosforilate in pozitia 149.

O capsidd AAVhu68 poate cuprinde o populatiec heterogend de proteine vpl care sunt produsul
unei secvente de acid nucleic care codificd secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2, in care proteinele



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3589730 T2 2024.04.30
15

vpl cuprind un acid Glutamic (Glu) in pozitia 67 si o valind ( Val) la pozitia 157; o populatic heterogend
de proteine vp2 care cuprinde o valind (Val) la pozitia 157; si o populatic eterogend de proteine vp3.
Capsida de AAVhu68 poate contine cel putin o subpopulatie in care cel putin 65% dintre asparagine (N)
in perechile asparagind - glicind localizate la pozitia 57 a proteinelor vpl si cel putin 70% dintre
asparaginele (N) in perechile asparagind - glicin la pozitiile 329, 452 si/sau 512 ale proteinelor vpl, v2 si
vp3 sunt deamidate, pe baza numerotdrii reziduurilor din secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2, in
care deamidarea are ca rezultat o schimbare a aminoacizilor.

Asa cum a fost discutat mai in detaliu aici, asparaginele deamidate sunt deamidate la acid
aspartic, acid izoaspartic, o pereche de interconversie acid aspartic/acid izoaspartic sau combinatii ale
acestora. In anumite realiziri, rAAVhu68 sunt caracterizate suplimentar prin una sau mai multe dintre: (a)
fiecare dintre proteinele vp2 este in mod independent produsul unei secvente de acid nucleic care codificd
cel putin proteina vp2 din NR ID SECV: 2; (b) fiecare dintre proteinele vp3 este in mod independent
produsul unei secvente de acid nucleic care codificd cel putin proteina vp3 din

NR ID SECV: 2; (c) secventa de acid nucleic care codifica proteinele vpl este NR ID SECV: 1,
sau o secventd de cel putin 70% pand la cel putin 99% (de exemplu, cel pufin 85%, cel putin 90%, cel
putin 95%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99%) identicd cu NR ID SECV: 1 care codifica
secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2. in mod optional, acea secventi este utilizatd singura pentru a
exprima proteinele vpl, vp2 si vp3. In mod alternativ, aceasti secventd poate fi co-exprimatd cu una sau
mai multe dintr-o secventd de acid nucleic care codificd secventa de aminoacizi de AAVhu68 vp3 din NR
ID SECV: 2 (aproximativ aa 203 pana la 736) fard regiunca unicd a vpl (aproximativ aa 1 pani la
aproximativ aa 137) si/sau regiuni unice vp2 (aproximativ aa 1 pani la aproximativ aa 202) sau o catend
complementard acesteia, ARNm-ul sau ARNt-ul corespunzitor (aproximativ nt 607 pani la aproximativ
nt 2211 din NR ID SECV: 1) sau o secventd cel pufin 70% pana la cel putin 99% (de exemplu, cel putin
85%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 97%, cel putin 98% sau cel putin 99%) identicd cu NR ID
SECV: 1 care codifici aa 203 pani la 736 din NR ID SECV: 2. in plus sau in mod alternativ, secventa
care codificd vpl si/sau care codifici vp2 poate fi co-exprimatd cu secventa de acid nucleic care codificd
secventa de aminoacizi AAVhu68 vp2 din SECV. ID NR: 2 (aproximativ aa 138 pani la 736) fara
regiunea unici vpl (aa 1 pand la aproximativ 137) sau o catend complementard acesteia, ARNm-ul sau
ARNt-ul corespunzitor (nt 412 pana la 2211 din NR ID SECV: 1) sau o secventd cel pufin 70% pana la
cel putin 99% (de exemplu, cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel putin 97%, cel putin 98%
sau cel putin 99%) identicd cu NR ID SECV: 1 care codificd aproximativ aa 138 pand la 736 din NR ID
SECV: 2.

In plus sau in mod alternativ, capsida de rAAVhu68 poate cuprinde cel putin o subpopulatie de
proteine vpl, vp2 si/sau vp3 care sunt deamidate la una sau mai multe dintre pozifiille N57, N66, N94,
N113, N252, N253, Q259, N270, N303, N304, N305, N319, N328, N329, N336, N409, N410, N452,
N477, N512, N515, N598, Q599, N628, N651, N663, N709, pe baza numerotirii din NR ID SECV: 2,
sau combinatie a acestora, asa cum a fost determinat prin spectrometric de masa; (¢) capsida de
rAAVhu68 poate cuprinde o subpopulatie de proteine vpl, vp2 si/sau vp3 care cuprinde 1% pana la 20%
deamidare la una sau mai multe dintre pozitiile N66, N94, N113, N252, N253, Q259, N270, N303, N304,
N305, N319, N328, N336, N409, N410, N477, N515, N598, Q599, N628, N651, N663, N709, pe baza
numerotdrii din NR ID SECV: 2 sau combinatii ale acestora, asa cum a fost determinat prin spectrometrie
de masa; (f) capsida de rAAVhu68 poate cuprinde o subpopulatie de vpl in care 65% pani la 100% din N
la pozitia 57 a proteinelor vpl, pe baza numerotirii din NR ID SECV: 2, este deamidat asa cum a fost
determinat prin spectrometrie de masd; (g) capsida de rAAVhu68 poate cuprinde subpopulatie de proteine
vpl in care 75% pand la 100% din N la pozitia 57 a proteinelor vpl pe baza numerotdrii din NR ID
SECV: 2 este deamidat, asa cum a fost determinat prin spectrometrie de masa (h), capsida de rAAVhu68
cuprinde subpopulatie de proteine vpl, proteine vp2 si/sau proteine vp3 in care 80% pand la 100% din N
la pozitia 329, pe baza numerotirii NR ID SECV: 2, este deamidat, asa cum a fost determinat prin
spectrometrie de masd; (i) capsida de rAAVhu68 poate cuprinde o subpopulatie de proteine vpl, proteine
vp2 si/sau proteine vp3 in care 80% pand la 100% din N la pozitia 452, pe baza numerotarii din NR ID
SECV: 2, este deamidat, asa cum a fost determinat prin spectrometrie de masd; (j) capsida de rAAVhu68
poate cuprinde o subpopulatie de proteine vpl, proteine vp2 si/sau proteine vp3 in care 80% pani la
100% din N din pozitia 512, pe baza numerotirii din NR ID SECV: 2, este deamidat, asa cum a fost
determinat prin spectrometric de masd; (k) rAAV poate cuprinde aproximativ 60 de proteine totale de
capsidd intr-un raport de aproximativ 1 vpl la aproximativ 1 pana la 1,5 vp2 la 3 pani la 10 proteine vp3;
(1) rAAV cuprinde aproximativ 60 de proteine totale de capsidi intr-un raport de aproximativ 1 vpl la
aproximativ 1 vp2 la 3 pani la 9 proteine vp3.

Asa cum a fost utilizat aici, "secventa de aminoacizi codificatd" se referd la aminoacidul care
este anticipat pe baza translatiei unui codon ADN cunoscut al unei secvente de acid nucleic la care s-a
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facut referire, fiind translatati intr-un aminoacid. Urmatorul tabel ilustreazi codoni de ADN si doudzeci
de aminoacizi comuni, care prezinta atit codul cu o singura literd (SLC), cat si codul cu trei litere (3LC).

;Amino Acid ;SLC §3LC §C0d0ni de ADN
Tzoleucini 1 Ile |ATT, ATC, ATA
Leucin : .CTT, CTC, CTA, CTG, TTA, TTG
i s F e
S T T e ———
Metionina ATG
Cisteina
: .GGT, GGC, GGA, GGG
Prolina {CCT, CCC, CCA, CCG
‘Treonini |ACT, ACC, ACA, ACG
I s o e ooy
o I i T
e T R
Glutamini

gAsparaginé

e

Acid glutamic

' Acid aspartic

‘Lizini

| Arginina

GT, CGC, CGA, CGG, AGA, AGG

R R R R R R R R e R R R e R R R R R R R YRR YR R R R R R R R

' TAA, TAG, TGA

;Codoni de oprire

B
H

Capsidele de AAVhu68 pot fi utile. De exemplu, astfel de capside pot fi utilizate in generarea de
anticorpi monoclonali si/sau in generarea de reactivi utili in analizele pentru monitorizarea nivelurilor de
concentratie de AAVhu68 la pacientii cu terapie geneticd. Tehnicile pentru generarea de anticorpi anti-
AAVhu68 utili, marcarca unor astfel de anticorpi sau capside goale, precum si formate corespunzitoare
de analize sunt cunoscute profesionistilor in domeniu.

Expusd, dar nerevendicatd aici, este o secventd de acid nucleic din NR ID SECV: 1 sau o
secventd cel putin 70%, cel putin 75%, cel putin 80%, cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 95%, la cel
putin 97%, cel putin 99%, care codificd secventa de aminoacizi de vpl din NR ID SECV: 2 cu o
modificare (de exemplu, aminoacid deamidat), asa cum a fost descris aici. O secventd de aminoacizi de
vpl nerevendicatd aici este reprodusd in NR ID SECV: 14.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul ,,cladd” din moment ce acesta are legaturd cu grupurile de
AAV se referd la un grup de AAV care este legat filogenetic unul de celdlalt, asa cum a fost determinat
utilizind un algoritm de unire a vecinului printr-o valoare bootstrap de cel putin 75% (din cel pufin 1000
de replici) si o misurare a distantei de corectie Poisson de nu mai mult de 0,05, pe baza alinierii secventei
de aminoacizi AAV vpl. Algoritnul de unire a vecinului a fost descris in literaturd. Vezi, de exemplu, M.
Nei si S. Kumar, Molecular Evolution and Phylogenetics (Oxford University Press, New York (2000)).
Programe de calculator sunt disponibile, care pot fi utilizate pentru a implementa acest algoritm. De
exemplu, programul MEGA v2.1 implementeazd metoda Nei-Gojobori modificatd. Utilizind aceste
tehnici si programe de calculator si secventa unei proteine de capsidi AAV vpl, un profesionist in
domeniu poate determina cu usurintd dacd un AAV selectat este confinut intr-una dintre cladele
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identificate aici, intr-o altd cladi sau este in afara acestor clade. Vezi, de exemplu, G Gao, si colab., J
Virol, 2004 Jun; 78(10: 6381-6388, care identificd Cladele A, B, C, D, E si F si asigurd secvente de acid
nucleic ale AAV nou, numerele de acces GenBank AY530553 panid la AY530629. Vezi, de asemenca,
WO 2005/033321.

rAAV revendicat poate fi produs utilizind o moleculd structurati pe calea ingineriei care
cuprinde o secventd agent de spatiere intre secventa de codificare AAVhu68 vpl si secventele de
codificare AAVhu68 rep. Aceastd secventd de codificare este: atgacttaaaccaggt, NR ID SECV: 9.
Secventa de codificare pentru rep52 a AAVhu68 este reprodusa in NR ID SECV: 3. Secventa de proteina
rep52 este reprodusd in NR ID SECV: 4.

Intr-o comparatie intre AAVhu68 si AAVrh10, AAVhu68 a fost descoperit ci asiguri o eficienti
de transductie mai buni decat AAVrh10 la dozi scizuti (de exemplu, aproximativ 1 x 10° GC) in urma
administririi intracercbroventriculare. Intr-o comparatic suplimentari intre AAVhu68 si AAV9,
AAVhu68 a fost descoperit ci asigurd o eficientd de transductie mai buni decit AAV9 in cerebel,
cortexul motor si hipocampul creierului (de exemplu, la aproximativ 1 x 10! GC) in urma ad ministririi
intracerebroventriculare.

Un vector de AAVhu68 poate cuprinde un genom de vector care exprimi un anticorp directionat
impotriva unui receptor HER2. Un astfel de vector este util in tratamentul si/sau prevenirea cancerelor.

Asa cum a fost utilizatd aici, o "capsidd de AAV9" este o capsidd de AAV auto-asamblatd
compusd din mai multe proteine AAV9 vp. Proteinele de AAV9 vp sunt exprimate in mod tipic ca
variante alternative de matisare codificate de o secventi de acid nucleic din NR ID SECV: 5 sau o
secventd cel putin 70%, cel putin 75%, cel putin 80%, cel putin 85%, cel putin 90%, cel putin 95%, cel
putin 97%, cel putin 99% fatd de aceasta, care codificd secventa de aminoacizi vpl din NR ID SECV: 6
(acces GenBank: AAS99264). Aceste variante de matisare au ca rezultat proteine de lungimi diferite din
NR ID SECV: 6. "Capsida de AAV9" include un AAYV care prezintd o secventd de aminoacizi care este
99% identicd cu AAS99264 sau 99% identicd cu NR ID SECV: 6. Vezi, de asemenea, US 7906111 si
WO 2005/033321. Asa cum au fost utilizate aici, ,,variantele de AAV9” le includ pe cele descrise in, de
exemplu, WO 2016/049230, US 8 927 514, US 2015/0344911 si US 8 734 809.

Metode de generare a capsidei, a secventelor de codificare prin urmare si metode pentru
producerea vectorilor virali de rAAV au fost descrise. Vezi, de exemplu, Gao, si colab., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 100 (10), 6081-6086 (2003)) si US 2013/0045186A1.

Termenul ,,omologie substantiald” sau ,,aseminare substantiald”, atunci cand se referd la un acid
nucleic sau la un fragment al acestuia, indicd faptul cd, atunci cind este aliniat optim cu inserfii sau
stergeri de nucleotide corespunzitoare cu un alt acid nucleic (sau catena sa complementard), existd o
identitate de secventd de nucleotide in cel putin aproximativ 95 pand la 99% dintre secventele aliniate. De
preferat, omologia este pe o secventd de lungime completi sau pe un cadru de citire deschis al acesteia
sau pe un alt fragment corespunzitor care are cel putin 15 nucleotide in lungime. Exemple de fragmente
corespunzatoare sunt descrise aici.

Termenii "identitate de secventd" "identitate de secventd procentuald” sau "procent identic" in
contextul secventelor de acid nucleic se referd la reziduuile din cele doud secvente care sunt aceleasi
atunci cand sunt aliniate pentru o corespondentd maxima. Lungimea comparatiei identititii de secventd
poate fi pe intreaga lungime a genomului, intreaga lungime a unei secvente de codificare a genei sau a
unui fragment de cel putin aproximativ 500 pand la 5000 de nucleotide, este de dorit. Cu toate acestea,
identitatea printre fragmentele mai mici, de exemplu, cel putin aproximativ noud nucleotide, de obicei cel
putin aproximativ 20 pand la 24 de nucleotide, cel putin aproximativ 28 pand la 32 de nucleotide, cel
putin aproximativ 36 sau mai multe nucleotide, poate fi, de asemenca, doriti. In mod aseminitor,
,identitatea de secventd procentuald” poate fi determinatd cu usurintil pentru secventele de aminoacizi, pe
intreaga lungime a unei proteine sau a unui fragment al acesteia. In mod corespunzitor, un fragment este
de cel putin aproximativ 8 aminoacizi in lungime si poate avea pand la aproximativ 700 de aminoacizi.
Exemple de fragmente corespunzitoare sunt descrise aici.

Termenul ,,omologic substantiald” sau ,,asemdnare substantiald”, atunci cind se referd la
aminoacizi sau la fragmente ale acestora, indicd faptul ca, atunci cand sunt aliniati optim cu insertii sau
stergeri corespunzitoare de aminoacizi cu un alt aminoacid (sau catena sa complementard), existd o
identitate de secventd de aminoacizi in cel pufin aproximativ 95 pand la 99% dintre secventele aliniate.
De preferat, omologia este pe o secventd de lungime completd sau pe o proteind a acesteia, de exemplu, o
proteind cap, o proteind rep sau un fragment al acestora care este de cel putin 8 aminoacizi sau mai de
dorit, cel putin 15 aminoacizi in lungime. Exemple de fragmente corespunzitoare sunt descrise aici.

Prin termenul "inalt conservat" se intelege cel putin 80% identitate, de preferat cel putin 90%
identitate, si mai de preferat, peste 97% identitate. Identitatea este determinatd cu usurintd de citre un
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specialist in domeniu prin recurgere la algoritmi si programe de calculator cunoscute de profesionistii in
domeniu.

In general, atunci cand se face referire la "identitate”, "omologic" sau "aseminare" intre dous
virusuri adeno-asociate diferite, "identitatea", "omologia" sau "aseminarea" este determinata cu referire la
secventele "aliniate”. Secventele "aliniate" sau "alinieri" se referd la secvente multiple de acid nucleic sau
la secvente de proteine (aminoacizi), care contin adesea corectii pentru baze sau aminoacizi lipsd sau
suplimentare, in comparatic cu o secventd de referinti. In exemple, alinierile AAV sunt efectuate
utilizind secventele AAV9 publicate ca un punct de referintd. Alinierile sunt efectuate utilizAnd oricare
dintr-o varietate de Programe de Aliniere cu Secvente Multiple disponibile public sau pe cale comerciala.
Exemple de astfel de programe includ ,,Clustal Omega”, ,,Clustal W”, [ CAP Sequence Assembly”,
~MAP” si ,MEME”, care sunt accesibile prin serverele web de pe internet. Alte surse pentru astfel de
programe sunt cunoscute profesionistilor in domeniu. In mod alternativ, utilititi de Vector NTI sunt
utilizate, de asemenca. Existd, de asemenea, un numdr de algoritmi cunoscuti in domeniu care pot fi
utilizati pentru a mdsura identitatea secventei de nucleotide, incluzind pe cei continuti in programele
descrise mai sus. Ca un alt exemplu, secventele de polinucleotide pot fi comparate utilizind Fasta™, un
program in GCG Versiunea 6.1. Fasta™ asigurd alinieri si identitate de secventd procentuald a regiunilor
cu cea mai bund suprapunere intre secventele de interogare si cele de cdutare. De exemplu, identitatea de
secventd procentuald dintre secventele de acid nucleic poate fi determinatii utilizind Fasta™ cu parametrii
sai impliciti (o dimensiune a cuvantului de 6 si factorul NOPAM pentru matricea de scorare), asa cum a
fost asigurat in GCG Versiunea 6.1. Mai multe programe de aliniere a secvenfei sunt, de asemenea,
disponibile pentru secventele de aminoacizi, de exemplu, programele "Clustal Omega”, "Clustal X",
"MAP”", "PIMA", "MSA", "BLOCKMAKER", "MEME" si "Match-Box". In general, oricare dintre
aceste programe este utilizat la setdrile implicite, desi un profesionist in domeniu poate modifica aceste
setari dupd cum este necesar. In mod alternativ, un profesionist in domeniu poate utiliza un alt algoritm
sau program de calculator care asigura cel putin nivelul de identitate sau de aliniere precum cel asigurat
de algoritmii si programele la care s-a facut referire. Vezi, de exemplu, J. D. Thomson si colab., Nucl.
Acizi. Res., ,,A comprehensive comparison of multiple sequence alignments™, 27(13):2682-2690 (1999)).
I. Vectori rAAV

Asa cum a fost indicat mai sus, noile secvente si proteine de AAVhu68 sunt utile in producerea
de rAAV si sunt, de asemenea, utile in vectori recombinanti AAV care pot fi vectori de livrare antisens,
vectori de terapie genetica sau vectori de vacein.

Secventele genomice care sunt impachetate intr-o capsidd de AAV si livrate unei celule gazda
sunt compuse in mod tipic din, la un minim, o transgeni si secventele sale reglatoare si repetari terminale
inversate (ITR-uri) AAV. Atit AAV monocatenar, cat si AAV auto-complementar (sc) sunt cuprinse cu
rAAV-ul. Transgena este o secventd de codificare a acidului nucleic, heterologa fati de secventele vector,
care codifica o polipeptidd, o proteind, o moleculd functionald de ARN (de exemplu, ARNmi, inhibitor de
ARNmMmi) sau alt produs genetic, de interes. Secventa de codificare a acidului nucleic este legatd in mod
functional la componentele reglatoare intr-un mod care permite transcriptia, translatia si/sau expresia
transgenei intr-o celuld a unui tesut tinta.

Secventele de AAV ale vectorului cuprind in mod tipic secventele repetate terminale inversate 5’
si 3’ care actioneaza cis (vezi, de exemplu, B. J. Carter, in ,,Handbook of Parvoviruses”, ed., P. Tijsser,
CRC Press, pp. 155 168 (1990).)). Secventele ITR sunt de aproximativ 145 bp in lungime. De preferat,
secventele intregi in mod substantial care codificd ITR-urile sunt utilizate in moleculd, desi un anumit
grad de modificare minord a acestor secvente poate fi permis. Abilitatea de a modifica aceste secvente
ITR este la indeména competentei din domeniu. (Vezi, de exemplu, texte cum ar fi Sambrook si colab.,
"Molecular Cloning. A Laboratory Manual”, a doua ed., Cold Spring Harbor Laboratory, New York
(1989); si K. Fisher si colab., J. Virol., 70:520 532 (1996)). Un exemplu al unei astfel de molecule
folositd in prezenta inventic este o plasmida ,.care actioneaza c¢is” care contine transgena, in care secventa
de transgend sclectatd si elementele reglatoare asociate sunt flancate de secventele ITR de AAV 5'si 3",
ITR-urile pot fi de la un AAV diferit de cel care asigurd o capsidi. Secventele ITR pot fi de la AAV2. O
versiune scurtati a ITR-ului 5', denumitd AITR a fost descrisd, in care secventa D si zona de rezolutie
terminald (trs) sunt sterse. ITR-uri AAV 5' si 3' de lungime completd pot fi utilizate. Cu toate acestea,
ITR-uri din alte surse de AAV pot fi selectate. Acolo unde sursa ITR-urilor este din AAV2 si capsida de
AAYV este dintr-o altd sursd de AAV, vectorul rezultat poate fi denumit pseudotipat. Cu toate acestea, alte
configuratii ale acestor elemente pot fi corespunzitoare.

In plus fatd de elementele majore identificate mai sus pentru vectorul de AAV recombinant,
vectorul include, de asemenea, elementele de control conventionale necesare, care sunt legate in mod
functional la transgend intr-un mod care permite transcriptia, translatia si/sau expriesia acesteia intr-o
celuld transfectata cu vectorul de plasmida sau infectat cu virusul produs de cétre inventie. Asa cum a fost
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utlizat aici, secventele "legate in mod functional" includ atat secvente de control al expresiei care sunt
invecinate cu gena de interes, cit i secvente de control al expresiei care actioneazd in trans sau la o
distanta, pentru a controla gena de interes.

Elementele de control reglatoare contin in mod tipic o secventd promotor ca parte a secventelor
de control al expresici, de exemplu, localizatd intre secventa ITR 5' selectatd si secventa de codificare.
Promotori constitutivi, promotori care pot fi reglati [vezi, de exemplu, WO 2011/126808 si WO
2013/04943], promotori specifici fesuturilor sau un promotor responsiv la indicii fiziologice pot fi utilizati
in vectorii descrisi aici. Promotorul (promoterii) poate (pot) fi selectat (selectati) din diferite surse, de
exemplu, agentul de intensificare/promotorul imediat-timpuriu al citomegalovirusului uman (CMV),
agentul de intensificare/promotorul timpuriu SV40, promotorul polimovirusului JC, proteina bazicd a
mielinei (MBP) sau promotori ai proteinei acide fibrilare gliale (GFAP), promotorul asociat latentei
(LAP) virusului herpes simplex (HSV-1), promotorul de repetare terminald lungd (LTR) al virusului
sarcomului rouse (RSV), promotorul specific neuronului (NSE), promotorul factorului de crestere derivat
din trombocite (PDGF), hSYN, promotorul hormonului de concentrare a melaninei (MCH), CBA,
promotorul metaloproteinei matriceale (MPP) si promotorul beta-actinei de pui. In plus fati de un
promotor, un vector poate contine una sau mai multe alte secvente agent de intensificare corespunzitoare
de initiere a transcriptiei, de terminare, semnale eficiente de procesare a ARN, cum ar fi semnale de
matisare si poliadenilare (poliA); secvente care stabilizeazd ARNm citoplasmatic, de exemplu WPRE;
secvente care imbundtitesc eficienta translatiei (adicd, secventd consens Kozak), secvente care
imbunititesc stabilitatea proteinei; §i, atunci cand se doreste, secvente care imbunititesc secretia
produsului codificat. Un exemplu de agent de intensificare corespunzitor este agentul de intensificare
CMYV. Alti agenti de intensificare corespunzitori ii includ pe cei care sunt corespunzitori pentru
iafectiunile tesutului tintd dorit.

Caseta de expresie poate cuprinde unul sau mai multi agenti de intensificare ai expresiei. Caseta
de expresie poate contine doi sau mai multi agenti de intensificare ai expresiei. Acesti agenti de
intensificare pot fi aceiasi sau pot diferi unul de celdlalt. De exemplu, un agent de intensificare poate
include un agent de intensificare imediat timpuriu al CMV. Acest agent de intensificare poate fi prezent in
doua copii care sunt localizate adiacent unul fati de celilalt. In mod alternativ, copiile duale ale agentului
de intensificare pot fi separate prin una sau mai multe secvente. Caseta de expresie poate contine in plus
un intron, de exemplu, intronul beta-actind de pui. Alfi introni corespunzitori ii includ pe cei cunoscuti in
domeniu, de exemplu, asa cum sunt descrisi in WO 2011/126808. Exemple de secvente poliA
corespunzatoare includ, de exemplu, SV40, SV50, hormonul de crestere bovin (bGH), hormonul de
crestere uman si poliA-uri sintetice. in mod optional, una sau mai multe secvente pot fi selectate pentru a
stabiliza ARNm-ul. Un exemplu al unei astfel de secvente este o secventd WPRE modificatd, care poate fi
structuratd pe calea ingineriei in amonte de secventa poliA si in aval de secventa de codificare [vezi, de
exemplu, MA Zanta-Boussif, si colab, Gene Therapy (2009) 16: 605-619.

Aceste TAAV-uri sunt in special bine corespunzitoare pentru livrarea genei in scopuri
terapeutice si pentru imunizare, incluzand, pentru inducerea imunitatii protectoare. Mai mult, compozitiile
conform inventiei pot fi utilizate, de asemenea, pentru producerea unui produs genetic dorit in vitro.
Pentru productia in vitro, un produs dorit (de exemplu, o proteind) poate fi obtinuta dintr-o cultura dorita
dupd transfectia celulelor gazdd cu un rAAV care contine molecula care codificd produsul dorit si
cultivarea culturii celulare in conditii care permit expresia. Produsul exprimat poate fi apoi purificat si
izolat, dupd cum se doreste. Tehnicile corespunzitoare pentru transfectie, cultivare celulard, purificare si
izolare sunt cunoscute specialistilor in domeniu.

Un rAAV sau o compozitic asa cum a fost asiguratd aici nu poate contine un anticorp anti-gripa
sau o constructic de imunoglobulind. Un rAAV sau o compozitie, asa cum a fost asigurat aici, poate si
nu contind o secventi de codificare SMIN.

Gene terapeutice si produse genetice

Produsele utile codificate de transgend includ o varietate de produse genctice care inlocuiesc o
gendl defectuoasa sau deficitard, inactiveaza sau ,,elimind”, sau ,.inldturd” sau reduc expresia unei gene
care se exprimi la un nivel nedorit de ridicat, sau livrarea unui produs genetic care are un efect terapeutic
dorit. In majoritatea cazurilor, terapia va fi .terapic genetici somatica”, adici transferul de gene la o
celuld a corpului care nu produce spermatozoizi sau ovule. Transgenele pot exprima proteine care
prezintd secventa secventelor umane native. Cu toate acestea, proteinele sintetice pot fi, de asemenea,
exprimate. Astfel de proteine pot fi avute in vedere pentru tratament oamenilor sau proiectate pentru
tratamentul animalelor, incluzind animale de companie, cum ar fi populatiile canine sau feline sau pentru
tratamentul animalelor de ferma sau al altor animale care vin in contact cu populatiile umane.

Exemple de produse genctice corespunzitoare pot include pe cele asociate cu
hipercolesterolemia familiald, distrofia musculard, fibroza chistici si boli rare sau orfane. Exemple de
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astfel de boli rare pot includ atrofia musculard spinald (SMA), boala Huntingdon, sindromul Rett (de
exemplu, proteina 2 de legare a metil-CpG (MeCP2); UniProtKB - P51608), Scleroza Laterala
Amiotroficd (ALS), distrofia Musculard de Tip Duchenne, Ataxia Friedrichs (de exemplu, frataxini),
progranulind (PRGN) (asociati cu degenerari cerebrale non-Alzheimer, inclusiv dementi frontotemporala
(FTD), afazia progresivd non-fluentd (PNFA) si dementa semanticd), printre altele. Vezi, de exemplu,
www.orpha.net/consor/cgi-bin/Disease_Search_List.php; rarediseases.info.nih.gov/diseases.

Exemple de gene corespunzitoare pot include, de exemplu, hormoni si factori de crestere si de
diferentiere incluzand, fard limitare, insulina, glucagonul, peptida 1 de tip glucagon (GLP1), hormonul de
crestere (GH), hormonul paratiroidian (PTH), factorul de eliberare a hormonului de crestere. (GRF),
hormonul de stimulare a foliculului (FSH), hormonul luteinizant (LH), gonadotropina corionicd umani
(hCG), factorul de crestere a endoteliului vascular (VEGF), angiopoictine, angiostatina, factorul de
stimulare a coloniilor de granulocite (GCSF), eritropoictina (EPO) (incluzind, de exemplu, epo umana,
canind sau felind), factorul de crestere a tesutului conjunctiv (CTGF), factorii neutrofici incluzand, de
exemplu, factorul de crestere a fibroblastelor de bazd (bFGF), factorul de crestere a fibroblastelor acide
(aFGF), factorul de crestere epidermal (EGF), factorul de crestere derivat din trombocite (PDGF), factorii
I si II de crestere a insulinei (IGF-I si IGF-II), oricare dintre superfamilia factorului de crestere si
transformare o, incluzand TGFa, activine, inhibine sau oricare dintre BMP-urile 1-15 de proteine
morfogene osoase (BMP), oricare dintre familia factorilor de crestere a factorului de diferentiere (NDF)
heregluind/neuregulind/ARTA/neu, factorul de crestere a nervilor (NGF), factorul neurotrofic derivat din
creier (BDNF), neurotrofinele NT-3 si NT-4/5, factorul neurotrofic ciliar (CNTF), factorul neurotrofic
derivat din linia celulard gliald (GDNF), neurturina, agrina, oricare din familia de semaforine/colapsine,
netrina-1 si netrina-2, factorul de crestere a hepatocitelor (HGF), efrine, noggin, sonic hedgehog si tirozin
hidroxilaza.

Alte produse transgenetice utile includ proteine care regleazi sistemul imunitar, incluzind, fara
limitare, citokine si limfokine, cum ar fi trombopoietina (TPO), interleukinele (IL) IL-1 pana la IL-36
(incluzand, de exemplu, interleukine umane IL-1, IL-1¢, IL-1p, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-11,
IL-12, TL-13, IL-18, IL-31, IL-35), proteina chemoatractantd monocitard, factorul inhibitor de leucemie,
factorul de stimulare a coloniilor de granulocite-macrofage, ligandul Fas, factorii de necrozi tumorala a si
B, interferonii o, P si vy, factorul de celule stem, ligandul flk-2/f1t3. Produsele genetice produse de sistemul
imunitar sunt, de asemenea, utile in inventic. Acestea includ, fird limitdri, imunoglobulinele 1gG, IgM,
IgA, IgD si IgE, imunoglobulinele himerice, anticorpii umanizati, anticorpii cu lant unic, receptorii pentru
celule T, receptorii pentru celulele T himerice, receptorii pentru celulele T cu lant unic, moleculele MHC
de clasa I si clasd II, precum si imunoglobulinele structurate pe calea ingineriei si moleculele MHC. De
exemplu, anticorpii rAAV pot fi proiectati pentru a livra anticorpi canini sau de felind, de exemplu, cum
ar fi anti-IgE, anti-IL31, anti-CD20, anti-NGF, anti-GnRH. Produsele genetice utile includ, de asemenea,
proteine reglatoare a complementului, cum ar fi proteinele reglatoare a complementului, proteina cofactor
membranard (MCP), factorul de accelerare a dezintegrarii (DAF), CR1, CF2, CD39 si inhibitorul de
esterazd C1 (C1-INH).

Alte produse genetice suplimentare utile includ oricare dintre receptorii pentru hormoni, factorii
de crestere, citokine, limfokine, proteinele reglatoare si proteinele sistemului imunitar. Inventia cuprinde
receptori pentru reglarea colesterolului si/sau modularea lipidelor, incluzand receptorul pentru
lipoproteine cu densitate scidzutd (LDL), receptor pentru lipoproteine cu densitate inaltdi (HDL),
receptorul pentru lipoproteine cu densitate foarte scidzutd (VLDL) si receptori scavenger. Inventia
cuprinde, de asemenea, produse genetice, cum ar fi membrii superfamiliei receptorului pentru hormonii
steroizi, incluzand receptorii pentru glucocorticoizi §i receptorii pentru estrogen, receptorii pentru
vitamina D si alti receptori nucleari. In plus, produsele genetice utile includ factori de transcriptie cum ar
fi ca jun, fos, max, mad, factorul de raspuns seric (SRF), AP-1, AP2, myb, MyoD si miogenind, proteine
care contin caseta ETS, TFE3, E2F, ATF 1, ATF2, ATF3, ATF4, ZF5, NFAT, CREB, HNF-4, C/EBP,
SP1, proteine de legare a casetei CCAAT, factorul de reglare a interferonului (IRF) -1), proteina tumorald
Wilms, proteina de legare a ETS, STAT, proteine de legare a casetei GATA, de exemplu, GATA-3 si
familia de proteine helix inaripate.

Alte produse genetice utile includ carbamoil sintetaza I, ornitin transcarbamilaza (OTC),
arginosuccinat sintetaza, arginosuccinat liaza (ASL) pentru tratamentul deficientei de arginosuccinat
liaza, arginaza, fumarilacetat hidrolaza, fenilalanind hidroxilaza, alfa-1 antitritripsina, rhesus alfa
fetoproictina (AFP), gonadotropina corionicd rhesus (CG), glucozo-6-fosfataza, porfobilinogen
deaminaza, cistation beta-sintaza, decarboxilaza cetoacid cu lant ramificat, albumina, izovaleril-coA
dehidrogenaza, propionil CoA carboxilaza, metil malonil coAcid mutaza, glutaril CoA dehidrogenaza,
insulina, beta-glucozidazi, piruvat carboxilatul, fosforilazd hepaticd, fosforilazd kinaza, glicinad
decarboxilaza, proteina H, proteina T, o secventd de reglare transmembranard a fibrozei chistice (CFTR)
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si un produs al genei distrofinei, de exemplu, o mini- sau micro-distrofind]. Alte produse genetice
suplimentare utile includ enzime, cum ar fi, care pot fi utile in terapia de inlocuire a enzimelor, care este
utila intr-o varictate de afectiuni care rezulti din activitatea deficitard a enzimei. De exemplu, enzimele
care contin manoza-6-fosfat pot fi utilizate in terapii pentru bolile de depozitare lizozomala (de exemplu,
0 gend corespunzitoare o include pe aceea care codificd B-glucuronidaza (GUSB)).

rAAYV poate fi utilizat in sisteme de editare a genelor, sistem care poate implica un rAAV sau
co-administrarea de stocuri multiple de rAAV. De exemplu, rAAV poate fi structurat pe calea ingineriei
pentru a livra SpCas9, SaCas9, ARCUS, Cpfl si alte constructii corespunzitoare de editare a genelor.

Alte produse genetice suplimentare utile le includ pe cele utilizati pentru tratamentul hemofiliei,
incluzand hemofilia B (incluzind Factorul IX) si hemofilia A (incluzind Factorul VIII si variantele sale,
cum ar fi lantul usor si lantul greu al heterodimerului si domeniul sters B; Brevetul SUA Nr. 6 200 560 si
Brevetul SUA Nr. 6 221 349). Minigena poate cuprinde primele 57 de perechi de baze ale lanfului greu al
Factorului VIII care codificd secventa semnal de 10 aminoacizi, precum si secventa de poliadenilare a
hormonului de crestere uman (hGH). Minigena poate cuprinde suplimentar domeniile Al si A2, precum
si 5 aminoacizi de la capatul N-terminal al domeniului B si/sau 85 de aminoacizi de la capdtul C-terminal
al domeniului B, precum si A3, C1 si domeniile C2.

Acizii nucleici care codifici lantul greu si lanful usor al Factorului VIII pot fi asigurati intr-o
singurd minigend separatd de 42 de acizi nucleici, care codificd 14 aminoacizi din domeniul B. [Brevetul
SUA Nr. 6 200 5601].

Alte produse genetice utile includ polipeptide care apar in mod non-natural, cum ar fi polipeptide
himerice sau hibride care prezintd o secventd de aminoacizi care apare in mod non-natural, care contine
insertii, stergeri sau substitutii de aminoacizi. De exemplu, imunoglobulinele structurate pe calea
ingineriei cu un lant unic ar putea fi utile la anumiti pacienti imunocompromisi. Alte tipuri de secvente de
gene care apar in mod non-natural includ molecule antisens si acizi nucleici catalitici, cum ar fi
ribozimele, care ar putea fi utilizate pentru a reduce supracxpresia unei tinte.

Reducerea si/sau modularea expresiei unei gene este in special de dorit pentru tratamentul
afectiunilor hiperproliferative caracterizate prin celule de hiperproliferare, cum sunt cancerele si
psoriazisul. Polipeptidele tintd includ acele polipeptide care sunt produse in mod exclusiv sau la niveluri
mai mari in celule hiperproliferative, in comparatic cu celulele normale. Antigenele tintd includ
polipeptide codificate de oncogene cum ar fi myb, myc, fyn si gena de translocare ber/abl, ras, src, P53,
neu, trk si EGRF. In plus fatd de produsele oncogenetice ca antigene tintd, polipeptidele tintd pentru
tratamentele anticancer si regimurile protectoare includ regiuni variabile de anticorpi produsi de
limfoamele cu celule B si regiuni variabile ale receptorilor celulelor T ai limfoamelor cu celule T care pot
fi, de asemenea, utilizate ca antigene {intd pentru boala autoimuni. Alte polipeptide asociate cu tumora
pot fi utilizate ca polipeptide tintd, cum ar fi polipeptide care se gdsesc la niveluri mai ridicate in celulele
tumorale, incluzand polipeptida recunoscutd de anticorpul monoclonal 17-1A si polipeptidele de legare la
folat.

Alte polipeptide si proteine terapeutice corespunzitoare le includ pe cele care pot fi utile pentru
tratarea indivizilor care suferd de boli si tulburdri autoimune prin conferirea unui rdspuns imunitar
protector de bazd larga impotriva tintelor care sunt asociate cu autoimunitate, incluzand receptori celulari
si celulele care produc anticorpi ,,autodirectionati”. Bolile autoimune mediate de celulele T includ artrita
reumatoidd (RA), scleroza multipld (SM), sindromul Sjogren, sarcoidoza, diabetul zaharat insulino-
dependent (IDDM), tiroidita autoimund, artrita reactivd, spondilita anchilozantd, sclerodermia,
polimiozita, dermatomiozita, psoriazis, vasculita, granulomatoza Wegener, boala Crohn si colita
ulceroasa. Fiecare dintre aceste boli este caracterizatd de receptori ai celulelor T (TCR-uri) care se leagi
la antigenele endogene si initiazd cascada inflamatorie asociati cu bolile autoimune.

Alte gene ilustrative care pot fi livrate prin intermediul rtAAV includ, fara limitare, glucozo-6-
fosfataza, asociatd cu boala de depozitare a glicogenului sau cu deficienta de tip 1A (GSDI),
fosfoenolpiruvat-carboxikinaza (PEPCK), asociatd cu deficienta de PEPCK; kinaza de tip 5 dependenta
de ciclind 5 (CDKLS5), de asemenea cunoscutd ca serin/treonin kinaza 9 (STK9) asociati cu convulsii si
deteriorare severd a dezvoltdrii neurologice; galactozd-1 fosfat uridil transferaza, asociati cu
galactozemie; fenilalanin hidroxilaza, asociatd cu fenilcetonurie (PKU); alfa-cetoacid dehidrogenaza cu
lant ramificat, asociata cu boala urinei cu miros de sirop de artar; fumarilacetoacetat hidrolaza, asociata cu
tirozinemia de tip 1; metilmalonil-CoA mutaza, asociatd cu acidemia metilmalonica; acil CoA
dehidrogenaza cu lanf mediu, asociata cu deficienta de acetil CoA cu lant mediu; ornitin transcarbamilaza
(OTC), asociatd cu deficit de ornitin transcarbamilazd; sintetaza acidului argininosuccinic (ASS1),
asociati cu citrulinemia; deficitul de lecitin-colesterol aciltransferazi (LCAT); o acidemie metilmalonica
(MMA); boala Niemann-Pick, tip C1); academia propionicd (PA); proteina receptorului de lipoproteine
cu densitate scizutd (LDLR), asociata cu hipercolesterolemia familialda (FH); UDP-
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glucouronosiltransferaza, asociatdi cu boala Crigler-Najjar; adenozin deaminaza, asociati cu boala
imunodeficienfei combinate severe; hipoxantin guanin fosforibozil transferaza, asociatdi cu guta si
sindromul Lesch-Nyan; biotimidaza, asociatd cu deficienta de biotimidaza; alfa-galactozidaza A (a-Gal
A) asociatd cu boala Fabry); ATP7B asociat cu boala Wilson; beta-glucocerebrozidaza, asociatd cu boala
Gaucher tip 2 si 3; proteina membranard peroxizomald de 70 kDa, asociatd cu sindromul Zellweger;
arilsulfataza A (ARSA) asociatd cu leucodistrofia metacromatica; enzima galactocerebrozidaza (GALC),
asociatd cu boala Krabbe; alfa-glucozidaza (GAA), asociatd cu boala Pompe; gena sfingomielinazi
(SMPD1) asociata cu boala Nieman Pick tip A; argininosuccinat sintaza, asociatd cu citrulinemie de tip 11
cu debut la adult (CTLN2); carbamoil-fosfat sintaza 1 (CPS1), asociati cu tulburdrile ciclului ureei;
proteina neuronului motor de supravietuire (SMN), asociatd cu atrofia musculard spinald; ceramidaza,
asociatd cu lipogranulomatoza Farber; b-hexosaminidaza, asociatd cu gangliozidoza GM2 si bolile Tay-
Sachs si Sandhoff; aspartilglucozaminidaza, asociatd cu aspartil-glucozaminurie; a-fucozidaza, asociatd
cu fucozidozd; o-manozidaza, asociatd cu alfa-manozidozi; porfobilinogen deaminaza, asociati cu
porfiria acutd intermitentd (AIP); alfa-1 antitripsina pentru tratamentul deficientei de alfa-1 antitripsini
(emfizem); eritropoietina pentru tratamentul anemiei datorate talasemiei sau insuficientei renale; factorul
de crestere endotelial vascular, angiopoicetina-1 si factorul de crestere a fibroblastelor pentru tratamentul
bolilor ischemice; trombomodulina si inhibitorul cdii factorului tisular pentru tratamentul vasclor de
sange ocluzate, dupd cum sc observd, de exemplu, in aterosclerozi, trombozi sau embolii; aminoacid
aromatic decarboxilaza (AADC) si tirozin hidroxilaza (TH) pentru tratamentul bolii Parkinson; receptorul
beta adrenergic, anti-sens fatd de, sau o formd mutantd a, fosfolamban, adenozin trifosfataza-2 reticulului
sarco(endo)plasmatic. (SERCA?2) si adenilil ciclaza cardiacd pentru tratamentul insuficientei cardiace
congestive; 0 gend supresoare a tumorii, cum ar fi p53, pentru tratamentul diferitelor cancere; o citokind,
cum ar fi una dintre diferitele interleukine, pentru tratamentul tulburirilor inflamatorii §i imune si al
cancerelor; distrofina sau minidistrofina si utrofina sau miniutrofina pentru tratamentul distrofiilor
musculare; si, insulina sau GLP-1 pentru tratamentul diabetului.

Gengele si bolile de interes suplimentare includ, de exemplu, boli asociate cu gena distonind, cum
ar fi Neuropatia Ereditard Senzoriala si Autonoma de Tip VI (gena DST codificd distonina; vectori duali
AAV pot fi necesari din cauza dimensiunii proteinei (-7570 aa); boli asociate cu SCN9A, in care mutantii
cu pierderea functiei cauzeazad incapacitatea de a simti durere si mutanti cu castig in functie cauzeaza
afectiuni dureroase, cum ar fi eritromelagia. O alta afectiune este Charcot-Marie-Tooth de tip 1F si 2E din
cauza mutafiilor in gena NEFL (lantul usor al neurofilamentului) caracterizatd printr-o neuropatie
periferica progresiva motorie si senzoriald cu expresie clinica si electrofiziologic variabila.

rAAV descris aici poate fi utilizat in tratamentul tulburirilor de mucopolizacaridoze (MPS). Un
astfel de rAAV poate purta o secventd de acid nucleic care codificd o-L-iduronidazi (IDUA) pentru
tratarea MPS 1 (sindroame Hurler, Hurler-Scheie si Scheie); o secventd de acid nucleic care codifica
iduronat-2-sulfataza (IDS) pentru tratarca MPS 11 (sindromul Hunter); o secventd de acid nucleic care
codificd sulfamidaza (SGSH) pentru tratarca MPSIII A, B, C si D (sindromul Sanfilippo); o secventd de
acid nucleic care codificd N-acetilgalactozamin-6-sulfat sulfataza (GALNS) pentru tratarca MPS IV A si
B (sindromul Morquio); o secventd de acid nucleic care codifica arilsulfataza B (ARSB) pentru tratarca
MPS VI (sindromul Maroteaux-Lamy); o secventd de acid nucleic care codificd hialuronidaza pentru
tratarea MPSI IX (deficientd de hialuronidazd) si o secventd de acid nucleic care codificd beta-
glucuronidaza pentru tratarea MPS VII (sindromul Sly).

Transgene imunogene

Un vector de rAAV care cuprinde un acid nucleic care codificd un produs genetic asociat cu
cancerul (de exemplu, supresori de tumord) poate fi utilizat pentru a trata cancerul, prin administrarca
unui tAAV care prezintd vectorul de rAAV la un subiect care are cancerul.

Un vector de rAAV care cuprinde un acid nucleic care codificd un acid nucleic interferent mic
(de exemplu, shARN-uri, siARN-uri) care inhibd expresia unui produs genetic asociat cu cancer (de
exemplu, oncogene) poate fi utilizat pentru a trata cancerul, prin administrarea unui tAAV care prezinta
vectorul de rAAV la un subiect care prezintd cancer. Un vector de rAAV care cuprinde un acid nucleic
care codificd un produs genetic asociat cu cancerul (sau un ARN functional care inhibad expresia unei
gene asociate cu cancerul) poate fi utilizat in scopuri de cercetare, de exemplu, pentru a studia cancerul
sau pentru a identifica produsele terapeutice care trateazi cancerul. Urmétoarea este o listd non-limitativa
de gene exemplificative cunoscute a fi asociate cu dezvoltarea cancerului (de exemplu, oncogene si
supresori de tumord): AARS, ABCB1, ABCC4, ABI2, ABLI, ABL2, ACKI1, ACP2, ACY1, ADSL,
AK1, AKRIC2, AKT1, ALB, ANPEP, ANXAS5, ANXA7, AP2M1, APC, ARHGAP3, ARHGEF5,
ARID4A, ASNS, ATF4, ATM, ATP5B, ATP50, AXL, BARDI, BAX, BCL2, BHLHB2, BLMH,
BRAF, BRCAI1, BRCA2, BTK, CANX, CAP1, CAPNI, CAPNS1, CAV1, CBFB, CBLB, CCL2,
CCND1, CCND2, CCND3, CCNE1, CCTS5, CCYRG61, CD24, CD44, CD59, CDC20, CDC25, CDC25A,
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CD(C25B, CDC2L5, CDK10, CDK4, CDKS5, CDK9, CDKL1, CDKNI1A, CDKNIB, CDKNIC,
CDKN2A, CDKN2B, CDKN2D, CEBPG, CENPC1, CGRRF1, CHAF1A, CIB1, CKMT1, CLKI,
CLK2, CLK3, CLNSIA, CLTC, COL1A1, COL6A3, COX6C, COX7A2, CRAT, CRHRI, CSFIR, CSK,
CSNK1G2, CTNNAI1, CTNNBI1, CTPS, CTSC, CTSD, CULL, CYR61, DCC, DCN, DDX10, DEK,
DHCR7, DHRS2, DHXS8, DLG3, DVL1, DVL3, E2F1, E2F3, E2F5, EGFR, EGRI1, EIF5, EPHA2,
ERBB2, ERBB3, ERBB4, ERCC3, ETV1, ETV3, ETV6, F2R, FASTK, FBN1, FBN2, FES, FGFRI,
FGR, FKBPS, FN1, FOS, FOSL1, FOSL2, FOXG1A, FOXO1A, FRAPI, FRZB, FTL, FZD2, FZDS5,
FZD9, G22P1, GAS6, GCN5L2, GDF15, GNA13, GNAS, GNB2, GNB2L1, GPR39, GRB2, GSK3A,
GSPT1, GTF2I, HDAC1, HDGF, HMMR, HPRT1, HRB, HSPA4, HSPAS, HSPAS, HSPB1, HSPH1,
HYAL1, HYOUl, ICAMI1, ID1, ID2, IDUA, IER3, IFITMI1, IGFIR, IGF2R, IGFBP3, IGFBP4,
IGFBPS, IL1B, ILK, INGI1, IRF3, ITGA3, ITGA6, ITGB4, JAKI, JARIDIA, JUN, JUNB, JUND, K-
ALPHA-1, KIT, KITLG, KLK10, KPNA2, KRAS2, KRT18, KRT2A, KRT9, LAMBI1, LAMP2, LCK,
LCN2, LEP, LITAF, LRPAP1, LTF, LYN, LZTR1, MADH1, MAP2K2, MAP3KS8, MAPK12, MAPK 13,
MAPKAPK3, MAPRE1, MARS, MAS1, MCC, MCM2, MCM4, MDM2, MDM4, MET, MGSTI,
MICB, MLLT3, MME, MMP1, MMP14, MMP17, MMP2, MNDA, MSH2, MSH6, MT3, MYB,
MYBLI1, MYBL2, MYC, MYCL1, MYCN, MYD88, MYL9, MYLK, NEOI1, NF1, NF2, NFKBI,
NFKB2, NFSF7, NID, NINE, NMBR, NME1, NME2, NME3, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH4, NPM1,
NQOI1, NR1D1, NR2F1, NR2F6, NRAS, NRGI1, NSEP1, OSM, PA2G4, PABPC1, PCNA, PCTKI,
PCTK2, PCTK3, PDGFA, PDGFB, PDGFRA, PDPK1, PEA15, PFDN4, PFDN5, PGAMI, PHB,
PIK3CA, PIK3CB, PIK3CG, PIM1, PKM2, PKMYTI1, PLK2, PPARD, PPARG, PPIH, PPP1CA,
PPP2R5SA, PRDX2, PRDX4, PRKARIA, PRKCBP1, PRNP, PRSS15, PSMA1, PTCH, PTEN, PTGS1,
PTMA, PTN, PTPRN, RABS5A, RACI1, RAD50, RAF1, RALBPI1, RAP1A, RARA, RARB, RASGRFI,
RB1, RBBP4, RBL2, REA, REL, RELA, RELB, RET, RFC2, RGS19, RHOA, RHOB, RHOC, RHOD,
RIPK1, RPN2, RPS6 KB1, RRM1, SARS, SELENBP1, SEMA3C, SEMA4D, SEPP1, SERPINH1, SFN,
SFPQ, SFRS7, SHB, SHH, SIAH2, SIVA, SIVA TP53, SKI, SKIL, SLC16A1, SLC1A4, SLC20A1,
SMO, sfingomielind fosfodiesterasa 1 (SMPD1), SNAI2, SND1, SNRPB2, SOCS1, SOCS3, SOD1,
SORT1, SPINT2, SPRY2, SRC, SRPX, STATI1, STAT2, STAT3, STAT5B, STC1, TAF1, TBL3,
TBRG4, TCF1, TCF7L2, TFAP2C, TFDP1, TFDP2, TGFA, TGFB1, TGFBI, TGFBR2, TGFBR3,
THBS1, TIE, TIMP1, TIMP3, TJP1, TK1, TLE1, TNF, TNFRSF10A, TNFRSF10B, TNFRSFIA,
TNFRSF1B, TNFRSF6, TNESF7, TNK1, TOB1, TP53, TP53BP2, TP5313, TP73, TPBG, TPTI1,
TRADD, TRAMI1, TRRAP, TSG101, TUFM, TXNRDI, TYRO3, UBC, UBE2L6, UCHL1, USP7,
VDACI, VEGF, VHL, VIL2, WEE1, WNT1, WNT2, WNT2B, WNT3, WNT5A, WT1, XRCC1, YESI,
YWHAB, YWHAZ, ZAP70 si ZNF9..

Un vector de rAAYV poate cuprinde ca transgend un acid nucleic care codificd o proteind sau un
ARN functional care moduleazd apoptoza. Urmitoarca este o listd non-limitativd a genelor asociate cu
apoptoza si acizii nucleici care codificd produsele acestor gene si omologii lor si care codificd acizi
nucleici interferenti mici (de exemplu, shARN-uri, miARN-uri) care inhibd expresia acestor gene, i
omologii lor sunt utili ca transgene: RPS27A, ABL1, AKT1, APAFI, BAD, BAGI, BAG3, BAG4,
BAKI1, BAX, BCL10, BCL2, BCL2A1, BCL2L1, BCL2L10, BCL2L11, BCL2L12, BCL2L13, BCL2L2,
BCLAFI, BFAR, BID, BIK, NAIP, BIRC2, BIRC3, XIAP, BIRCS5, BIRC6, BIRC7, BIRCS, BNIP1,
BNIP2, BNIP3, BNIP3L, BOK, BRAF, CARDI10, CARD11, NLRC4, CARD14, NOD2, NODI,
CARD6, CARDS, CARDS, CASP1, CASP10, CASP14, CASP2, CASP3, CASP4, CASP5, CASPS6,
CASP7, CASPS, CASP9, CFLAR, CIDEA, CIDEB, CRADD, DAPK1, DAPK2, DFFA, DFFB, FADD,
GADD45A, GDNF, HRK, IGFIR, LTA, LTBR, MCLI1, NOL3, PYCARD, RIPKI, RIPK2, TNF,
TNFRSF10A, TNFRSF10B, TNFRSF10C, TNFRSFIOD, TNFRSF11B, TNFRSF12A, TNFRSF14,
TNFRSF19, TNFRSF1A, TNFRSF1B, TNFRSF21, TNFRSF25, CD40, FAS, TNFRSF6B, CD27,
TNFRSF9, TNFSF10, TNFSF14, TNFSF18, CD40LG, FASLG, CD70, TNFSFS, TNFSF9, TP53,
TP53BP2, TP73, TP63, TRADD, TRAF1, TRAF2, TRAF3, TRAF4 si TRAFS.

Produsele genetice utile includ si miARN-uri. miARN-urile si alfi acizi nucleici interferenti mici
regleazi expresia genelor prin intermediul scindarii/degraddrii transcriptului de ARN tintd sau prin
reprimare translationald a ARN-ului mesager tintd (mnARN). miARN-urile sunt exprimate nativ, in mod
tipic, ca 19-25 produse de ARN non-translatate finale. miARN-urile isi prezintd activitatea prin
interactiuni specifice secventei cu regiunile 3’ netranslatate (UTR) ale mARN-urilor tintd. Aceste
miARN-uri exprimate in mod endogen formeaza precursori in ac de par care sunt ulterior procesati intr-
un duplex de miARN si suplimentar intr-o moleculd de miARN monocatenard ,,maturd”. Acest miARN
matur ghideazd un complex multiproteic, miRISC, care identificd zona tintd, de exemplu, in regiunile 3'
UTR, ale mARN-urilor {intd pe baza complementaritétii lor cu miARN-ul matur.

Urmatoarea listd non-limitativd de gene miARN si omologii lor este utild ca gene sau ca tinte
pentru acizi nucleici interferenti mici codificati de gene (de exemplu, bureti miARN;, oligonucleotide
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antisens, ARN-uri TuD): hsa-let-7a, hsa-let-7a*, hsa-let-7b, hsa-let-7b*, hsa-let-7c, hsa-let-7c*, hsa-let-
7d, hsa-let-7d*, hsa-let-7e, hsa-let-7e*, hsa-let-7f, hsa-let-7f-1%*, hsa-let-7f-2*, hsa-let-7g, hsa-let-7g*,
hsa-let-71, hsa-let-71*, hsa-miR-1, hsa-miR-100, hsa-miR-100%*, hsa-miR-101, hsa-miR-101%*, hsa-miR-
103, hsa-miR-105, hsa-miR-105%, hsa-miR-106a, hsa-miR-106a*, hsa-miR-106b, hsa-miR-106b*, hsa-
miR-107, hsa-miR-10a, hsa-miR-10a*, hsa-miR-10b, hsa-miR-10b*, hsa-miR-1178, hsa-miR-1179, hsa-
miR-1180, hsa-miR-1181, hsa-miR-1182, hsa-miR-1183, hsa-miR-1184, hsa-miR-1185, hsa-miR-1197,
hsa-miR-1200, hsa-miR-1201, hsa-miR-1202, hsa-miR-1203, hsa-miR-1204, hsa-miR-1205, hsa-miR-
1206, hsa-miR-1207-3p, hsa-miR-1207-5p, hsa-miR-1208, hsa-miR-122, hsa-miR-122*, hsa-miR-1224-
3p, hsa-miR-1224-5p, hsa-miR-1225-3p, hsa-miR-1225-5p, hsa-miR-1226, hsa-miR-1226%*, hsa-miR-
1227, hsa-miR-1228, hsa-miR-1228%*, hsa-miR-1229, hsa-miR-1231, hsa-miR-1233, hsa-miR-1234, hsa-
miR-1236, hsa-miR-1237, hsa-miR-1238, hsa-miR-124, hsa-miR-124%*, hsa-miR-1243, hsa-miR-1244,
hsa-miR-1245, hsa-miR-1246, hsa-miR-1247, hsa-miR-1248, hsa-miR-1249, hsa-miR-1250, hsa-miR-
1251, hsa-miR-1252, hsa-miR-1253, hsa-miR-1254, hsa-miR-1255a, hsa-miR-1255b, hsa-miR-1256, hsa-
miR-1257, hsa-miR-1258, hsa-miR-1259, hsa-miR-125a-3p, hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-125b, hsa-miR-
125b-1%*, hsa-miR-125b-2*, hsa-miR-126, hsa-miR-126*, hsa-miR-1260, hsa-miR-1261, hsa-miR-1262,
hsa-miR-1263, hsa-miR-1264, hsa-miR-1265, hsa-miR-1266, hsa-miR-1267, hsa-miR-1268, hsa-miR-
1269, hsa-miR-1270, hsa-miR-1271, hsa-miR-1272, hsa-miR-1273, hsa-miR-127-3p, hsa-miR-1274a,
hsa-miR-1274b, hsa-miR-1275, hsa-miR-127-5p, hsa-miR-1276, hsa-miR-1277, hsa-miR-1278, hsa-miR-
1279, hsa-miR-128, hsa-miR-1280, hsa-miR-1281, hsa-miR-1282, hsa-miR-1283, hsa-miR-1284, hsa-
miR-1285, hsa-miR-1286, hsa-miR-1287, hsa-miR-1288, hsa-miR-1289, hsa-miR-129%*, hsa-miR-1290,
hsa-miR-1291, hsa-miR-1292, hsa-miR-1293, hsa-miR-129-3p, hsa-miR-1294, hsa-miR-1295, hsa-miR-
129-5p, hsa-miR-1296, hsa-miR-1297, hsa-miR-1298, hsa-miR-1299, hsa-miR-1300, hsa-miR-1301, hsa-
miR-1302, hsa-miR-1303, hsa-miR-1304, hsa-miR-1305, hsa-miR-1306, hsa-miR-1307, hsa-miR-1308,
hsa-miR-130a, hsa-miR-130a*, hsa-miR-130b, hsa-miR-130b*, hsa-miR-132, hsa-miR-132%, hsa-miR-
1321, hsa-miR-1322, hsa-miR-1323, hsa-miR-1324, hsa-miR-133a, hsa-miR-133b, hsa-miR-134, hsa-
miR-135a, hsa-miR-135a*, hsa-miR-135b, hsa-miR-135b*, hsa-miR-136, hsa-miR-136*, hsa-miR-137,
hsa-miR-138, hsa-miR-138-1*, hsa-miR-138-2*  hsa-miR-139-3p, hsa-miR-139-5p, hsa-miR-140-3p,
hsa-miR-140-5p, hsa-miR-141, hsa-miR-141%, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-142-5p, hsa-miR-143, hsa-
miR-143* hsa-miR-144, hsa-miR-144*, hsa-miR-145, hsa-miR-145%, hsa-miR-146a, hsa-miR-146a*,
hsa-miR-146b-3p, hsa-miR-146b-5p, hsa-miR-147, hsa-miR-147b, hsa-miR-148a, hsa-miR-148a*, hsa-
miR-148b, hsa-miR-148b*, hsa-miR-149, hsa-miR-149*, hsa-miR-150, hsa-miR-150%*, hsa-miR-151-3p,
hsa-miR-151-5p, hsa-miR-152, hsa-miR-153, hsa-miR-154, hsa-miR-154*, hsa-miR-155, hsa-miR-155%,
hsa-miR-15a, hsa-miR-15a*, hsa-miR-15b, hsa-miR-15b*, hsa-miR-16, hsa-miR-16-1%*, hsa-miR-16-2%,
hsa-miR-17, hsa-miR-17*, hsa-miR-181a, hsa-miR-181a*, hsa-miR-181a-2*, hsa-miR-181b, hsa-miR-
181c, hsa-miR-181c*, hsa-miR-181d, hsa-miR-182, hsa-miR-182*, hsa-miR-1825, hsa-miR-1826, hsa-
miR-1827, hsa-miR-183, hsa-miR-183%*, hsa-miR-184, hsa-miR-185, hsa-miR-185*, hsa-miR-186, hsa-
miR-186*, hsa-miR-187, hsa-miR-187%, hsa-miR-188-3p, hsa-miR-188-5p, hsa-miR-18a, hsa-miR-18a*,
hsa-miR-18b, hsa-miR-18b*, hsa-miR-190, hsa-miR-190b, hsa-miR-191, hsa-miR-191*, hsa-miR-192,
hsa-miR-192*, hsa-miR-193a-3p, hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-193b, hsa-miR-193b*, hsa-miR-194, hsa-
miR-194* hsa-miR-195, hsa-miR-195%, hsa-miR-196a, hsa-miR-196a*, hsa-miR-196b, hsa-miR-197,
hsa-miR-198, hsa-miR-199a-3p, hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-19a, hsa-miR-19a*, hsa-
miR-19b, hsa-miR-19b-1%#, hsa-miR-19b-2*, hsa-miR-200a, hsa-miR-200a*, hsa-miR-200b, hsa-miR-
200b*, hsa-miR-200c, hsa-miR-200c*, hsa-miR-202, hsa-miR-202*, hsa-miR-203, hsa-miR-204, hsa-
miR-205, hsa-miR-206, hsa-miR-208a, hsa-miR-208b, hsa-miR-20a, hsa-miR-20a*, hsa-miR-20b, hsa-
miR-20b*, hsa-miR-21, hsa-miR-21%, hsa-miR-210, hsa-miR-211, hsa-miR-212, hsa-miR-214, hsa-miR-
214* hsa-miR-215, hsa-miR-216a, hsa-miR-216b, hsa-miR-217, hsa-miR-218, hsa-miR-218-1%*, hsa-
miR-218-2* hsa-miR-219-1-3p, hsa-miR-219-2-3p, hsa-miR-219-5p, hsa-miR-22, hsa-miR-22%*, hsa-
miR-220a, hsa-miR-220b, hsa-miR-220c, hsa-miR-221, hsa-miR-221*, hsa-miR-222, hsa-miR-222*, hsa-
miR-223, hsa-miR-223%*, hsa-miR-224, hsa-miR-23a, hsa-miR-23a*, hsa-miR-23b, hsa-miR-23b*, hsa-
miR-24, hsa-miR-24-1%*, hsa-miR-24-2*, hsa-miR-25, hsa-miR-25%, hsa-miR-26a, hsa-miR-26a-1*, hsa-
miR-26a-2*, hsa-miR-26b, hsa-miR-26b*, hsa-miR-27a, hsa-miR-27a*, hsa-miR-27b, hsa-miR-27b*,
hsa-miR-28-3p, hsa-miR-28-5p, hsa-miR-296-3p, hsa-miR-296-5p, hsa-miR-297, hsa-miR-298, hsa-miR-
299-3p, hsa-miR-299-5p, hsa-miR-29a, hsa-miR-29a*, hsa-miR-29b, hsa-miR-296-1%*, hsa-miR-296-2%,
hsa-miR-29¢, hsa-miR-29¢*, hsa-miR-300, hsa-miR-301a, hsa-miR-301b, hsa-miR-302a, hsa-miR-302a%*,
hsa-miR-302b, hsa-miR-302b*, hsa-miR-302c¢, hsa-miR-302¢*, hsa-miR-302d, hsa-miR-302d*, hsa-miR-
302e, hsa-miR-302f, hsa-miR-30a, hsa-miR-30a*, hsa-miR-30b, hsa-miR-30b*, hsa-miR-30c, hsa-miR-
30c-1*, hsa-miR-30c-2*, hsa-miR-30d, hsa-miR-30d*, hsa-miR-30e, hsa-miR-30e*, hsa-miR-31, hsa-
miR-31#, hsa-miR-32, hsa-miR-32*, hsa-miR-320a, hsa-miR-320b, hsa-miR-320c, hsa-miR-320d, hsa-
miR-323-3p, hsa-miR-323-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-324-5p, hsa-miR-325, hsa-miR-326, hsa-miR-
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328, hsa-miR-329, hsa-miR-330-3p, hsa-miR-330-5p, hsa-miR-331-3p, hsa-miR-331-5p, hsa-miR-335,
hsa-miR-335%, hsa-miR-337-3p, hsa-miR-337-5p, hsa-miR-338-3p, hsa-miR-338-5p, hsa-miR-339-3p,
hsa-miR-339-5p, hsa-miR-33a, hsa-miR-33a*, hsa-miR-33b, hsa-miR-33b*, hsa-miR-340, hsa-miR-340%,
hsa-miR-342-3p, hsa-miR-342-5p, hsa-miR-345, hsa-miR-346, hsa-miR-34a, hsa-miR-34a*, hsa-miR-
34b, hsa-miR-34b*, hsa-miR-34c-3p, hsa-miR-34c-5p, hsa-miR-361-3p, hsa-miR-361-5p, hsa-miR-362-
3p, hsa-miR-362-5p, hsa-miR-363, hsa-miR-363*, hsa-miR-365, hsa-miR-367, hsa-miR-367%*, hsa-miR-
369-3p, hsa-miR-369-5p, hsa-miR-370, hsa-miR-371-3p, hsa-miR-371-5p, hsa-miR-372, hsa-miR-373,
hsa-miR-373*, hsa-miR-374a, hsa-miR-374a*, hsa-miR-374b, hsa-miR-374b*, hsa-miR-375, hsa-miR-
376a, hsa-miR-376a*, hsa-miR-376b, hsa-miR-376¢, hsa-miR-377, hsa-miR-377*, hsa-miR-378, hsa-
miR-378*, hsa-miR-379, hsa-miR-379%*, hsa-miR-380, hsa-miR-380%*, hsa-miR-381, hsa-miR-382, hsa-
miR-383, hsa-miR-384, hsa-miR-409-3p, hsa-miR-409-5p, hsa-miR-410, hsa-miR-411, hsa-miR-411%,
hsa-miR-412, hsa-miR-421, hsa-miR-422a, hsa-miR-423-3p, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-424, hsa-miR-
424* hsa-miR-425, hsa-miR-425%, hsa-miR-429, hsa-miR-431, hsa-miR-431%, hsa-miR-432, hsa-miR-
432% hsa-miR-433, hsa-miR-448, hsa-miR-449a, hsa-miR-449b, hsa-miR-450a, hsa-miR-450b-3p, hsa-
miR-450b-5p, hsa-miR-451, hsa-miR-452, hsa-miR-452*, hsa-miR-453, hsa-miR-454, hsa-miR-454%*,
hsa-miR-455-3p, hsa-miR-455-5p, hsa-miR-483-3p, hsa-miR-483-5p, hsa-miR-484, hsa-miR-485-3p,
hsa-miR-485-5p, hsa-miR-486-3p, hsa-miR-486-5p, hsa-miR-487a, hsa-miR-487b, hsa-miR-488, hsa-
miR-488%, hsa-miR-489, hsa-miR-490-3p, hsa-miR-490-5p, hsa-miR-491-3p, hsa-miR-491-5p, hsa-miR-
492, hsa-miR-493, hsa-miR-493*, hsa-miR-494, hsa-miR-495, hsa-miR-496, hsa-miR-497, hsa-miR-
497*, hsa-miR-498, hsa-miR-499-3p, hsa-miR-499-5p, hsa-miR-500, hsa-miR-500*, hsa-miR-501-3p,
hsa-miR-501-5p, hsa-miR-502-3p, hsa-miR-502-5p, hsa-miR-503, hsa-miR-504, hsa-miR-505, hsa-miR-
505%*, hsa-miR-506, hsa-miR-507, hsa-miR-508-3p, hsa-miR-508-5p, hsa-miR-509-3-5p, hsa-miR-509-
3p, hsa-miR-509-5p, hsa-miR-510, hsa-miR-511, hsa-miR-512-3p, hsa-miR-512-5p, hsa-miR-513a-3p,
hsa-miR-513a-5p, hsa-miR-513b, hsa-miR-513c, hsa-miR-514, hsa-miR-515-3p, hsa-miR-515-5p, hsa-
miR-516a-3p, hsa-miR-516a-5p, hsa-miR-516b, hsa-miR-517%*, hsa-miR-517a, hsa-miR-517b, hsa-miR-
517c, hsa-miR-518a-3p, hsa-miR-518a-5p, hsa-miR-518b, hsa-miR-518c, hsa-miR-518c*, hsa-miR-
518d-3p, hsa-miR-518d-5p, hsa-miR-518e, hsa-miR-518e*, hsa-miR-518f, hsa-miR-518f*, hsa-miR-
519a, hsa-miR-519b-3p, hsa-miR-519c¢c-3p, hsa-miR-519d, hsa-miR-519e, hsa-miR-519e*, hsa-miR-
520a-3p, hsa-miR-520a-5p, hsa-miR-520b, hsa-miR-520c-3p, hsa-miR-520d-3p, hsa-miR-520d-5p, hsa-
miR-520e, hsa-miR-520f, hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-521, hsa-miR-522, hsa-miR-523, hsa-
miR-524-3p, hsa-miR-524-5p, hsa-miR-525-3p, hsa-miR-525-5p, hsa-miR-526b, hsa-miR-526b*, hsa-
miR-532-3p, hsa-miR-532-5p, hsa-miR-539, hsa-miR-541, hsa-miR-541%, hsa-miR-542-3p, hsa-miR-
542-5p, hsa-miR-543, hsa-miR-544, hsa-miR-545, hsa-miR-545%, hsa-miR-548a-3p, hsa-miR-548a-5p,
hsa-miR-548b-3p, hsa-miR-5486-5p, hsa-miR-548c-3p, hsa-miR-548c-5p, hsa-miR-548d-3p, hsa-miR-
548d-5p, hsa-miR-548e, hsa-miR-548f, hsa-miR-548g, hsa-miR-548h, hsa-miR-548i, hsa-miR-548j, hsa-
miR-548k, hsa-miR-5481, hsa-miR-548m, hsa-miR-548n, hsa-miR-5480, hsa-miR-548p, hsa-miR-549,
hsa-miR-550, hsa-miR-550%, hsa-miR-551a, hsa-miR-551b, hsa-miR-551b*, hsa-miR-552, hsa-miR-553,
hsa-miR-554, hsa-miR-555, hsa-miR-556-3p, hsa-miR-556-5p, hsa-miR-557, hsa-miR-558, hsa-miR-559,
hsa-miR-561, hsa-miR-562, hsa-miR-563, hsa-miR-564, hsa-miR-566, hsa-miR-567, hsa-miR-568, hsa-
miR-569, hsa-miR-570, hsa-miR-571, hsa-miR-572, hsa-miR-573, hsa-miR-574-3p, hsa-miR-574-5p,
hsa-miR-575, hsa-miR-576-3p, hsa-miR-576-5p, hsa-miR-577, hsa-miR-578, hsa-miR-579, hsa-miR-580,
hsa-miR-581, hsa-miR-582-3p, hsa-miR-582-5p, hsa-miR-583, hsa-miR-584, hsa-miR-585, hsa-miR-586,
hsa-miR-587, hsa-miR-588, hsa-miR-589, hsa-miR-589%*, hsa-miR-590-3p, hsa-miR-590-5p, hsa-miR-
591, hsa-miR-592, hsa-miR-593, hsa-miR-593*, hsa-miR-595, hsa-miR-596, hsa-miR-597, hsa-miR-598,
hsa-miR-599, hsa-miR-600, hsa-miR-601, hsa-miR-602, hsa-miR-603, hsa-miR-604, hsa-miR-605, hsa-
miR-606, hsa-miR-607, hsa-miR-608, hsa-miR-609, hsa-miR-610, hsa-miR-611, hsa-miR-612, hsa-miR-
613, hsa-miR-614, hsa-miR-615-3p, hsa-miR-615-5p, hsa-miR-616, hsa-miR-616*, hsa-miR-617, hsa-
miR-618, hsa-miR-619, hsa-miR-620, hsa-miR-621, hsa-miR-622, hsa-miR-623, hsa-miR-624, hsa-miR-
624*, hsa-miR-625, hsa-miR-625%*, hsa-miR-626, hsa-miR-627, hsa-miR-628-3p, hsa-miR-628-5p, hsa-
miR-629, hsa-miR-629*, hsa-miR-630, hsa-miR-631, hsa-miR-632, hsa-miR-633, hsa-miR-634, hsa-
miR-635, hsa-miR-636, hsa-miR-637, hsa-miR-638, hsa-miR-639, hsa-miR-640, hsa-miR-641, hsa-miR-
642, hsa-miR-643, hsa-miR-644, hsa-miR-645, hsa-miR-646, hsa-miR-647, hsa-miR-648, hsa-miR-649,
hsa-miR-650, hsa-miR-651, hsa-miR-652, hsa-miR-653, hsa-miR-654-3p, hsa-miR-654-5p, hsa-miR-655,
hsa-miR-656, hsa-miR-657, hsa-miR-658, hsa-miR-659, hsa-miR-660, hsa-miR-661, hsa-miR-662, hsa-
miR-663, hsa-miR-663b, hsa-miR-664, hsa-miR-664*, hsa-miR-665, hsa-miR-668, hsa-miR-671-3p, hsa-
miR-671-5p, hsa-miR-675, hsa-miR-7, hsa-miR-708, hsa-miR-708%*, hsa-miR-7-1%*, hsa-miR-7-2*, hsa-
miR-720, hsa-miR-744, hsa-miR-744*, hsa-miR-758, hsa-miR-760, hsa-miR-765, hsa-miR-766, hsa-
miR-767-3p, hsa-miR-767-5p, hsa-miR-768-3p, hsa-miR-768-5p, hsa-miR-769-3p, hsa-miR-769-5p, hsa-
miR-770-5p, hsa-miR-802, hsa-miR-873, hsa-miR-874, hsa-miR-875-3p, hsa-miR-875-5p, hsa-miR-876-
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3p, hsa-miR-876-5p, hsa-miR-877, hsa-miR-877%, hsa-miR-885-3p, hsa-miR-885-5p, hsa-miR-886-3p,
hsa-miR-886-5p, hsa-miR-887, hsa-miR-888, hsa-miR-888*, hsa-miR-889, hsa-miR-890, hsa-miR-891a,
hsa-miR-891b, hsa-miR-892a, hsa-miR-892b, hsa-miR-9, hsa-miR-9*, hsa-miR-920, hsa-miR-921, hsa-
miR-922, hsa-miR-923, hsa-miR-924, hsa-miR-92a, hsa-miR-92a-1*, hsa-miR-92a-2*, hsa-miR-92b,
hsa-miR-92b*, hsa-miR-93, hsa-miR-93*, hsa-miR-933, hsa-miR-934, hsa-miR-935, hsa-miR-936, hsa-
miR-937, hsa-miR-938, hsa-miR-939, hsa-miR-940, hsa-miR-941, hsa-miR-942, hsa-miR-943, hsa-miR-
944, hsa-miR-95, hsa-miR-96, hsa-miR-96*, hsa-miR-98, hsa-miR-99a, hsa-miR-99a*, hsa-miR-99b si
hsa-miR-99b*. De exemplu, miARN care tinteste cadrul de citire deschis 72 al cromozomului 8
(C901f72) care exprima superoxid dismutaa (SOD1), asociat cu scleroza laterald amiotrofica (ALS) poate
fi de interes.

Un miARN inhibd functia ARNm-urilor pe care le tintesc si, ca rezultat, inhibd expresia
polipeptidelor codificate de ARNm-uri. Astfel, blocarea (partiald sau totald) a activititii miARN-ului (de
exemplu, silentierea miARN-ului) poate induce sau restabili in mod eficient expresia unei polipeptide a
cirei expresie este inhibatd (dereprimi polipeptida).

Dereprimarea polipeptidelor codificate de finte de ARNm ale unui miARN poate fi realizatd prin
inhibarea activititii miARN-ului in celule prin oricare dintr-o varietate de metode. De exemplu, blocarea
activititii unui miARN poate fi realizatd prin hibridizare cu un acid nucleic interferent mic (de exemplu,
oligonucleotidd antisens, burete miARN, ARN TuD) care este complementar sau complementar in mod
substantial cu miARN, astfel blocind interaciunea miARN-ului cu ARNm-ul sdu tintd. Asa cum a fost
utilizat aici, un acid nucleic interefernt mic care este complementar in mod substantial cu miARN este
unul care este capabil de hibridizare cu un miARN si de blocarea activitatii miARN-ului.

Un acid nucleic interferent mic care este complementar in mod substan{ial unui miARN poate fi
un acid nucleic interferent mic care este complementar cu miARN, la toate, dar cu exceptiaa 1,2, 3, 4, 5,
6, 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 sau 18 baze. Un "inhibitor de miARN" este un agent care
blocheazd functia, expresia si/sau procesarea miARN. De exemplu, aceste molecule includ, dar nu sunt
limitate la antisens specific microARN, burefi microARN, ARN-uri momeala rezistentd (ARN-uri TuD)
si oligonucleotide microARN (oligonucleotide dublu catenare, ac de par, scurte) care inhiba interactiunea
miARN cu un complex Drosha.

Inci alte gene utile pot include pe cele care codifici imunoglobuline care conferd imunitate
pasivd unui agent patogen. O "moleculd de imunoglobulinid" este o proteind care contine portiunile active
din punct de vedere imunologic ale unui lant greu de imunoglobulind si ale unui lant usor de
imunoglobulini cuplate in mod covalent impreuni si capabile de combinare in mod specific cu antigenul.
Moleculele de imunoglobulina sunt de orice tip (de exemplu, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA si IgY), clasd (de
exemplu, 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgAl si IgA2) sau subclasi. Termenii "anticorp” si "imunoglobulina"
pot fi utilizati aici in mod interschimbabil.

Un ,lant greu de imunoglobulind” este o polipeptidd care contine cel putin o portiune din
domeniul de legare la antigen al unei imunoglobuline si cel putin o porfiune dintr-o regiune variabild a
unui lant greu de imunoglobulind sau cel putin o portiune dintr-o regiune constantd a unui lant greu de
imunoglobulind. Astfel, lantul greu derivat din imunoglobulind are regiuni semnificative de omologie a
secventei de aminoacizi cu un membru al superfamiliei genelor de imunoglobulind. De exemplu, lanful
greu dintr-un fragment Fab este un lant greu derivat din imunoglobulina.

Un "lant usor de imunoglobulind" este o polipeptidd care confine cel putin o portiune din
domeniul de legare la antigen al unei imunoglobuline si cel putin o porfiune a regiunii variabile sau cel
putin o portiune a unei regiuni constante a unui lant usor de imunoglobulina. Astfel, lantul usor derivat
din imunoglobulind are regiuni semnificative de omologie de aminoacizi cu un membru al superfamiliei
genelor de imunoglobulina.

O ,,imunoadezind” este 0 moleculd himericd, de tip anticorp, care combind domeniul functional
al unei proteine de legare, de obicei un receptor, un ligand sau o moleculd de adeziune celulard, cu
domenii constante de imunoglobulind, incluzind in mod obisnuit regiunile balama si Fe.

Un "fragment de legare la antigen" (Fab) este o regiune a unui anticorp care se leagi la antigene.
Acesta este compus dintr-un domeniu constant si unul variabil al fiecdruia dintre lanful greu si lantul usor.

Constructia anti-patogeni este selectati pe baza agentului cauzal (patogenul) pentru boala
impotriva cdreia se cauta protectie. Acesti agenti patogeni pot fi de origine virald, bacteriand sau fungicd
si pot fi utilizati pentru a preveni infectia la oameni impotriva bolilor umane sau la mamifere non-umane
sau alte animale pentru a preveni bolile veterinare.

rAAV poate include gene care codificd anticorpi si, in special, anticorpi de neutralizare
impotriva unui agent patogen viral. Astfel de anticorpi anti-virali pot include anticorpi anti-gripa
directionati impotriva unuia sau mai multora dintre gripa A, Gripa B si Gripa C. Virusurile de tip A sunt
cel mai virulenfi agenti patogeni umani. Serotipurile de gripd A care au fost asociate cu pandemii includ,
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HINI, care a provocat gripa spaniold in 1918 si gripa porcind in 2009; H2N2, care a provocat Gripa
Asiaticd in 1957; H3N2, care a provocat Gripa din Hong Kong in 1968; HSNI, care a provocat Gripa
Aviard in 2004; H7N7; HIN2; HON2; H7N2; H7N3; si HION7. Alte virusuri patogene {intd includ
arenavirusuri (incluzdnd funind, machupo si Lassa), filovirusuri (incluzind Marburg si Ebola),
hantavirusuri, picomoviridac (incluzind rinovirusuri, ecovirus), coronavirusuri, paramixovirus,
morbillivirus, virus sinctial respirator, togavirus, coxsackievirus, virus JC, parvovirus B19, parainfluenza,
adenovirusuri, reovirusuri, variola (Variola major (Variola)) si Vaccinia (Variola vacii) din familia
poxvirus-urilor si varicela-zoster (pseudorabii). Febrele hemoragice virale sunt cauzate de membrii
familiei arenavirusurilor (febra Lassa) (familic care este asociati, de asemenca, cu Coriomeningita
Limfocitard (LCM)), filovirus (virusul ebola) si hantavirus (puremala). Membrii picornavirusurilor (o
subfamilie de rinovirusuri) sunt asociati cu riceala obisnuitd la oameni. Familia coronavirusurilor, care
include o serie de virusuri non-umane, cum ar fi virusul bronsitei infectioase (pasari de curte), virusul
gastroenteric transmisibil la porcine (porc), virusul encefalomielitei hemaglutinatinei porcine (porc),
virusul peritonitei infectioase feline (pisica), coronavirusul enteric la feline (pisicd), coronavirusul canin
(caine). Coronavirusurile respiratorii umane au fost asociate in mod fals cu riceala obignuitd, hepatita
non-A, B sau C si sindromul respirator acut brusc (SARS). Familia paramixovirusurilor includ virusul
parainfluenza Tip 1, virusul parainfluenza Tip 3, virusul parainfluenza bovin Tip 3, rubulavirusul (virusul
orcionului, virusul parainfluenza Tip 2, virusul parainfluenza Tip 4, virusul bolii Newcastle (giini), pesta
bovind, morbilivirusul, care include rujeola si ripciuga canind si pneumovirusul, care include virusul
sincitial respirator (RSV). Familia de parvovirusuri include parvovirusul felin (enterita la feline),
panleucopeniavirusul felin, parvovirusul canin si parvovirusul porcin. Familia adenovirusurilor include
virusuri (EX, AD7, ARD, O.B.) care cauzeaza boli respiratorii. Astfel, in anumite realiziri, un vector de
rAAV, asa cum a fost descris aici, poate fi structurat pe calea ingineriei pentru a exprima un anticorp anti-
ebola, de exemplu, 2G4, 4G7, 13C6, un anticorp anti-gripal, de exemplu, FI6, CR8033 si anti -anticorp
RSV, de exemplu, palivizumab, motavizumab.

Un constructic de anticorp de neutralizare impotriva unui agent patogen bacterian poate fi, de
asemenea, selectat pentru utilizare in prezenta inventie. Constructia de anticorp de neutralizare poate fi
directionatd impotriva bacteriei insdsi. Constructia de anticorp de neutralizare poate fi directionatd
impotriva unei toxine produse de bacterii. Exemple de agenti patogeni bacterieni transportati in aer
includ, de exemplu, Neisseria meningitidis (meningitd), Klebsiella pneumonia (pneumonie),
Pseudomonas aeruginosa (pneumonie), Pseudomonas pseudomallei (pneumonie), Pseudomonas mallei
(pneumonie), Acinetobacter (pneumonie), Moraxella catarrhalis, Moraxella lacunata, Alkaligenes,
Cardiobacterium, Haemophilus influenzae (gripd), Haemophilus parainfluenzae, Bordetella pertussis
(tuse convulsivd), Francisella tularensis (pneumonic/febrd), Legionella pneumonia (boala legionarilor),
Chlamydia psittaci (pneumonie), Chlamydia pneumoniae (pneumonie), Mycobacterium tuberculosis
(tuberculozd (TB)), Mycobacterium kansasii (TB), Mycobacterium avium (pneumonie), Nocardia
asteroides (pneumonie), Bacillus anthracis (antrax), Staphylococcus aureus (pneumonie), Streptococcus
pyogenes (scarlatind), Streptococcus pneumoniae (pneumonie), Corynebacteria diphtheria (difterie),
Mycoplasma pneumoniae (pneumonie).

rAAV poate include gene care codificd anticorpi si, in special, anticorpi de neutralizare
impotriva unui agent patogen bacterian, cum ar fi agentul cauzal al antraxului, o toxind produsd de
Bacillius anthracis. Anticorpi de neutralizare impotriva agentului de protectic (PA), una dintre cele trei
peptide care formeaz3 toxoidul, au fost descrisi. Celelalte doud polipeptide constau din factor letal (LF) si
factor de edem (EF). Anticorpii de neutralizare anti-PA au fost descrisi ca fiind eficienti in imunizarea
pasivad impotriva antraxului. Vezi, de exemplu, Brevetul SUA NR. 7 442 373; R. Sawada-Hirai si colab, J
Immune Based Ther Vaccines. 2004; 2: 5. (on-line 12 mai 2004). Alfi anticorpi suplimentari de
neutralizare a toxinei anti-antrax au fost descrisi si/sau pot fi generati. In mod aseminitor, anticorpii de
neutralizare impotriva altor bacterii si/sau toxine bacteriene pot fi utilizati pentru a genera o constructie
anti-patogen livratd de AAV, asa cum a fost descris aici.

Anticorpii impotriva bolilor infectioase pot fi cauzati de paraziti sau de ciuperci, inclusiv, de
exemplu, specia Aspergillus, Absidia corymbifera, Rhixpus stolonifer, Mucor plumbeaus, Cryptococcus
neoformans, Histoplasm capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, specia Penicillium,
Micropolysporafaeni, Thermoactinomyces vulgaris, Alternaria alternate, specia Cladosporium,
Helminthosporium si specia Stachybotrys.

rAAV poate include gene care codificd anticorpi si, in special, anticorpi de neutralizare,
impotriva factorilor patogeni ai bolilor, cum ar fi boala Alzheimer (AD), boala Parkinson (PD), GBA-
Parkinson, artrita reumatoidd (RA), sindromul colonului iritabil (IBS), boala pulmonard obstructiva
cronicd (BPOC), cancere, tumori, sclerozd sistemicd, astm si alte boli. Astfel de anticorpi pot fi, fard
limitare, de exemplu, alfa-sinucleind, anti-factorul de crestere vascular endotelial (VEGF) (anti-VEGF),
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anti-VEGFA, anti-PD-1, anti-PDL1, anti-CTLA- 4, anti-TNF-alfa, anti-IL-17, anti-1L-23, anti-IL-21,
anti-IL-6, receptor anti-IL-6, anti-IL-5, anti-IL-7, anti-Factor XII, anti-IL-2, anti-HIV, anti-IgE, anti-
receptorul 1 al factorului de necroza tumorald (TNFR1), anti-notch 2/3, anti-notch 1, anti-OX40, anti-
tirozin kinaza 3 a receptorului erb-b2 (ErbB3), anti-ErbB2, anti-antigenul de maturare a celulelor beta,
anti-stimulatorul de limfocite B, anti-CD20, anti-HER2, anti-factorul de stimulare a coloniilor de
granulocite macrofage, anti-oncostatina M (OSM), anti-proteina 3 a genei de activare a limfocitelor
(LAG3), anti-CCL20, anti-componenta P a amiloidului seric (SAP), anti-inhibitorul prolil hidroxilazei,
anti-CD38, anti-glicoproteina Ilb/Illa, anti-CD52, anti-CD30, anti-IL-1beta, anti-receptorul factorului de
crestere epidermic, anti-CD25, anti-ligandul RANK, anti-proteina C5 a sistemului de complement, anti-
CDl11a, anti-receptorul CD3, anti-alfa-4 integrini (u4), anti-proteina F RSV si anti-integrina ouf;. Alfi
agenti patogeni suplimentari si alte boli vor fi evidente unui profesionist in domeniu. Alti anticorpi
corespunzatori pot ii include pe cei utili pentru tratarea bolii Alzheimer, cum ar fi, de exemplu, anti-beta-
amiloid (de exemplu, crenezumab, solanezumab, aducanumab), anti-fibrila amiloidului beta, anti-plicile
amiloidului beta, anti-tau, un bapineuzamab, printre altele. Alti anticorpi corespunzitori pentru tratarea
unei varietdti de afectiuni ii includ pe cei descrisi, de exemplu, in PCT/US2016/058968, depus la 27
Octombrie 2016, publicat ca WO 2017/075119A1.

II. Productia de vectori de rAAV

Pentru utilizare in producerca unui vector viral de AAV (de exemplu, un AAV recombinant (1)),
casetele de expresie pot fi purtate pe orice vector corespunzitor, de exemplu, o plasmida, care este livrata
unei celule gazdad de impachetare. Plasmidele utile in aceastd inventie pot fi structurate pe calea ingineriei
astfel incat si fie corespunzitoare pentru replicare si impachetare in vitro in celule procariote, celule de
insecte, celule de mamifere, printre altele. Tehnicile de transfectie corespunzitoare si celulele gazda de
impachetare sunt cunoscute si/sau pot fi proiectate cu usurintd de citre un profesionist in domeniu.

Metodele pentru generarea si izolarea de AAV-uri corespunzitoare pentru utilizare ca vectori
sunt cunoscute in domeniu. Vezi, in general, de exemplu, Grieger & Samulski, 2005, ,, Adeno-associated
virus as a gene therapy vector: Vector development, production and clinical applications,” Adv. Biochem.
Engin/Biotechnol. 99: 119-145; Buning si colab., 2008, "Recent developments in adeno-associated virus
vector technology,” J. Gene Med. 10:717-733; si referintele citate mai jos. Pentru impachetarea unei gene
in virioni, ITR-urile sunt singurcle componente de AAV necesare in cis in aceeasi constructii, precum
molecula de acid nucleic care contine caseta (casetele) de expresie. Genele cap si rep pot fi asigurate in
trans.

Casetele de expresie descrise aici pot fi proiectate pe calea ingineriei intr-un element genetic (de
exemplu, 0 plasmida navetd) care transferd secventele constructiei de imunoglobulind purtate pe acestea
intr-o celuld gazda de impachetare pentru producerea unui vector viral,

Elementul genetic selectat poate fi livrat la o celuld de impachetare a AAV prin orice metoda
corespunzatoare, incluzand transfectia, clectroporarea, livrarca lipozomilor, tehnicile de fuziune la
membrand, trombocite acoperite cu ADN de mare viteza, infectia virala si fuziunea protoplastelor. Celule
stabile de impachetare a AAV pot fi, de asemenea, realizate. In mod alternativ, casetele de expresie pot fi
utilizate pentru a genera un vector viral altul decat AAV sau pentru producerea de amestecuri de anticorpi
in vitro. Metodele utilizate pentru a realiza astfel de constructii sunt cunoscute celor cu calificare in
manipularea acidului nucleic si includ inginerie geneticd, inginerie recombinata si tehnici sintetice. Vezi,
de exemplu, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, ed. Green and Sambrook, Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harbor, NY (2012).

Termenul "intermediar de AAV" sau "intermediar de vector de AAV" se referd la o capsida de
rAAV asamblata cireia ii lipsec secventele genomice dorite impachetate in aceasta. Acestea pot fi, de
asemeneca, denumite o capsidd ,,goald”. O astfel de capsidid poate sd nu contind secvente genomice
detectabile ale unei casete de expresic sau doar secvente genomice impachetate partial care sunt
insuficiente pentru a realiza expresia produsului genetic. Aceste capside goale sunt non-functionale pentru
a transfera gena de interes la o celula gazda.

Virusul adeno-asociat recombinant (AAV) descris aici poate fi generat utilizand tehnici care sunt
cunoscute. Vezi, de exemplu, WO 2003/042397; WO 2005/033321, WO 2006/110689; US 7588772 B2.
O astfel de metodd implicd cultivarca unei celule gazdd care contine o secventd de acid nucleic care
codificd o proteind de capsidd AAV; o gend rep functionald; o casetd de expresie compusd din, la un
minim, repetari terminale inversate (ITR-uri) AAV si o transgend; si suficiente functii auxiliare pentru a
permite impachetarea casetei de expresie in proteina de capsidd AAV. Metode de generare a capsidei,
secvente de codificare pentru aceasta si metode pentru producerea vectorilor virali de TAAV au fost
descrise. Vezi, de exemplu, Gao, si colab, Proc. Natl. Acad. Sci. SUA 100 (10), 6081-6086 (2023) si US
2013/0045186A1. Un AAVhu68 recombinant poate fi produs utilizand un AAVhu68 recombinant poate
fi produs utilizand cultura celulard de productie asa cum a fost descris in cele ce urmeaza. O astfel de
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culturd celulard contine un acid nucleic care codifici NR ID SECV: 2, care exprimi proteina de capsida
AAVhu68 in celula gazda; o moleculd de acid nucleic corespunzitoare pentru impachetare in capsida de
AAVhu68, adicd un genom de vector care contine ITR-uri AAV si o secventd de acid nucleic de non-
AAYV care codificd un produs genetic legat in mod functional la secvente care directioncazd expresia
produsului intr-o celuld gazda; si suficiente functii rep AAV si functii auxiliare de adenovirus pentru a
permite impachetarea moleculei de acid nucleic in capsida de AAVhu68 recombinant. Cultura celulard
poate fi compusa din celule de mamifere (de exemplu, celule de rinichi embrionar uman 293, printre
altele) sau celule de insecte (de exemplu, baculovirus).

In mod optional, functiile rep sunt asigurate de un alt AAV decit hu68. Cel putin pirti din
functiile rep pot fi de la AAVhu68. Vezi, de exemplu, secventele rep codificd proteinele rep ale NR ID
SECV: 4 si fragmentele functionale ale acestora. AAV rep poate fi codificatd de secventa de acid nucleic
din NR ID SECV: 3. Proteina rep poate fi o proteind rep heterologa, alta decat AAVhu68rep, de exemplu,
dar nu limitatd la, proteina rep AAV1, proteina rep AAV2, proteina rep AAV3, proteind rep AAV4,
proteina rep AAVS, proteina rep AAV6, proteina rep AAV7, proteina rep AAVSE; sau rep 78, rep 68, rep
52, rep 40, rep68/78 si rep40/52; sau un fragment al acestora; sau alti sursi. In mod optional, secventele
rep si cap sunt pe acelasi element genetic in cultura celulard. Poate exista un agent de spatiere intre
secventa rep si gena cap. In mod optional, agentul de spatiere este atgacttaaaccaggt, NR ID SECV: 9.
Oricare dintre aceste secvente de capsidd de AAVhu68 sau de AAV mutant poate fi sub controlul
secventelor de control reglator exogene care directioneazi expresia acestora intr-o celuld gazda.

Vectorii de terapic genetica pot fi fabricati intr-o culturd celulard corespunzitoare (de exemplu,
celule HEK 293). Metodele pentru fabricarea vectorilor de terapie gencticd descrise aici includ metode
bine cunoscute in domeniu, cum ar fi generarea de ADN plasmidic utilizat pentru producerea vectorilor
de terapie gencticd, generarea de vectori si purificarea vectorilor. Vectorul de terapie geneticd poate fi un
vector de AAV si plasmidele generate pot fi o cis-plasmidd AAV care codificd genomul de AAV si gena
de interes, o trans-plasmidd AAV care contine gene rep si cap AAV si o plasmidd helper de adenovirus.
Procesul de generare a vectorului poate include etape ale metodei, cum ar fi inifierea culturii celulare,
trecerea celulelor, insdmantarea celulelor, transfectia celulelor cu ADN plasmidic, schimbul de mediu
post-transfectie in mediu fara ser si recoltarea de celule care contin vector si a mediilor de culturd. La
celulele recoltate care contin vector si la mediile de culturd recoltate s-a facut referire aici ca recoltare de
celule brute. Intr-un alt sistem suplimentar, vectorii de terapie genetici sunt introdusi in celulele de
insecte prin infectare cu vectori pe bazd de baculovirus. Pentru recenzii asupra acestor sisteme de
productie, vezi, in general, de exemplu, Zhang si colab, 2009, ,, Adenovirus-adeno-associated virus hybrid
for large-scale recombinant adeno-associated virus production,” Human Gene Therapy 20:922-929.

Metodele de realizare si utilizare a acestora si a altor sisteme de productic de AAV sunt, de
asemenca, descrise urméitoarcle Brevete SUA: 5 139 941; 5 741 683; 6 057 152; 6 204 059; 6 268 213; 6
491 907; 6 660 514; 6 951 753, 7 094 604; 7 172 893; 7 201 898; 7229 823; si 7 439 065.

Recoltarca de celule brute poate fi apoi supusa etapelor metodei, cum ar fi concentrarea recoltei
de vector, diafiltrarca recoltei de vector, microfluidizarea recoltei de vector, digestia cu nucleaza a
recoltei de vector, filtrarea intermediarului microfluidizat, purificarca brutd prin cromatografie,
purificarea brutd. prin ultracentrifugare, schimb de tampon prin filtrare cu flux tangential si/sau formulare
st filtrare pentru a prepara vectorul in vrac.

O purificare prin cromatografie de afinitate in doud etape la concentratie ridicatd de sare, urmata
de cromatografia pe rasina cu schimb de anioni, este utilizata pentru a purifica produsul medicamentos de
vector si pentru a indeparta capsidele goale. Aceste metode sunt descrise mai detaliat in Cererea
Internationald de Brevet nr. PCT/US2016/065970, depusd la 9 decembrie, 2016 si documentele sale
prioritare, Cererile de Brevet SUA Nr. 62/322 071, depusa la 13 Aprilie 2016 si 62/226 357, depusd la 11
decembrie 2015 si intitulatd ,,Metod3 de Purificare Scalabild pentru AAV9".

Metode de purificare pentru AAVS, Cererea Internationald de Brevet nr. PCT/US2016/065976,
depusa la 9 decembrie 2016 si documentele sale prioritare Cererile de Brevet SUA Nr. 62/322 098,
depusd la 13 aprilie 2016 si 62/266 341, depusd la 11 decembrie 2015 si rh10, Cererea Internationald de
Brevet nr. PCT/US16/66013, depusd la 9 decembrie 2016 si documentele sale prioritare, Cererea de
Brevet SUA Nr. 62/322 055, depusd la 13 aprilie 2016 si 62/266 347, intitulatd "Metoda de Purificare
Scalabild pentru AAVrhl10", depusd, de asemenea, la 11 decembriec 2015, si pentru AAV1, Cererca
Internationald de Brevet nr. PCT/US2016/065974, depusd la 9 decembrie 2016 si documentele sale
prioritare Cererile de Brevet SUA Nr. 62/322 083, depusd la 13 aprilie 2016 si 62/26 351, pentru "Metoda
de Purificare Scalabild pentru AAV1", depusd la 11 decembrie 2015.

Pentru a calcula continutul de particule goale si pline, volumele de bandd VP3 pentru o probd
selectatd (de exemplu, in exemplele de aici, un preparat purificat cu gradient de iodixanol in care 4 din
GC = 4 din particule) sunt reprezentate grafic in raport cu particulele GC incircate. Ecuatia liniard
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rezultatd (y = mx+c) este utilizatd pentru a calcula numirul de particule din volumele de bandd ale
varfurilor articolului de testat. Numirul de particule (pt) per 20 uL incdrcati este apoi multiplicat cu 50
pentru a asigura particule (pt)/mL. Pt/mL impartit la GC/mL asigurd raportul dintre particule fata de
copiile de genom (pt/GC). Pt/mL-GC/mL asigurd pt/mL gol. pt/mL gol impdrtit la pt/mL si x 100 asigurd
procentul de particule goale.

In general, metodele de testare a capsidelor goale si a particulelor de vector de AAV cu
genomuri impachetate au fost cunoscute in domeniu. Vezi, de exemplu, Grimm si colab, Gene Therapy
(1999) 6:1322-1330; Sommer si colab, Molec. Ther. (2003) 7:122-128. Pentru a testa capsida denaturata,
metodele includ supunerea stocului de AAV tratat la electroforeza pe gel SDS-poliacrilamidd, constand
din orice gel capabil de separarea celor trei proteine de capsidd, de exemplu, un gel gradient care contine
3-8% Tris-acetat in tampon, apoi rularea gelului pAnd cind materialul de probd este separat si blottarea
gelulului pe membrane de nailon sau nitrocelulozi, de preferat nailon. Anticorpii anti-capsidd de AAV
sunt apoi utilizati ca anticorpi primari care se leagd la proteinele de capsidd denaturate, de preferat un
anticorp monoclonal anti-capsidd de AAV, cel mai de preferat anticorpul monoclonal B1 anti-AAV-2
(Wobus si colab, J. Virol. (2000) 74:9281-9293). Un anticorp secundar este apoi folosit, unul care se
leaga la anticorpul primar si contine un mijloc pentru detectarea legirii cu anticorpul primar, mai de
preferat un anticorp anti-IgG care confine o moleculd de detectare legatd in mod covalent la acesta, cel
mai de preferat un anticorp de oaie anti-IgG de soarece legat in mod covalent la peroxidazd de hrean. O
metodad pentru detectarea legirii este utilizatd pentru a determina semi-cantitativ legarea dintre anticorpii
primari si secundari, de preferat o metodd de detectare capabild de detectarea emisiilor de izotopi
radioactivi, a radiatiilor electromagnetice sau a modificdrilor colorimetrice, cel mai de preferat, un kit de
detectare a chemiluminiscentei. De exemplu, pentru SDS-PAGE, probele din fractiile de coloand pot fi
prelevate si incdlzite in tampon de incircare SDS-PAGE care contine agent reducitor (de exemplu, DTT),
si proteinele de capsidd au fost rezolvate pe gradient de geluri de poliacrilamida pre-turnate (de exemplu,
Novex). Colorarea cu argint poate fi efectuatd utilizand SilverXpress (Invitrogen, CA) in conformitate cu
instructiunile producitorului sau altd metodd de colorare corespunzitoare, adicd colordri SYPRO rubin
sau coomassie. Concentratia genomurilor de vector AAV (vg) in fractiile de coloand poate fi misurata
prin PCR cantitativa in timp real (Q-PCR). Probele sunt diluate si digerate cu DNaz3 I (sau altd nucleazi
corespunzatoare) pentru a indeparta ADN-ul exogen. Dupd inactivarea nucleazei, probele sunt diluate in
plus si amplificate utilizind primeri si o sondid florogend TagMan™ specifici pentru secventa de ADN
dintre primeri. Numirul de cicluri necesare pentru a atinge un nivel definit de fluorescenta (ciclu de prag,
Ct) este masurat pentru fiecare proba pe un Sistem de Detectare a Secventei Applied Biosystems Prism
7700. ADN-ul plasmidic care confine secvente identice cu cele confinute in vectorul de AAV este folosit
pentru a genera o curbd standard in reactia Q-PCR. Valorile pragului ciclului (Ct) obtinute din probe sunt
utilizate pentru a determina titrul genomului de vectorprin normalizarea acestuia la valoarea Ct a curbei
standard a plasmidei. Analize de punct final pe bazi de PCR digitala pot fi, de asemenea, utilizate.

O metoda q-PCR optimizatd poate fi utilizata, care utilizeaza o serin proteaza de spectru larg, de
exemplu, proteinaza K (asa cum este disponibild pe cale comerciald de la Qiagen). Mai particular, analiza
optimizata a titrului genomului qPCR este aseminitoare cu o analizi standard, cu exceptia faptului ca,
dupa digestia cu DNaza 1, probele sunt diluate cu tampon de proteinaza K si tratate cu proteinazd K
urmatd de inactivare termicd. Probele corespunzitoare sunt diluate cu tampon de proteinaza K intr-o
cantitate egald cu dimensiunca probei. Tamponul de proteinazd K poate fi concentrat de 2 ori sau mai
mult. De obicei, tratamentul cu proteinazid K este de aproximativ 0,2 mg/mL, dar poate fi variat de 1a 0,1
mg/mL pand la aproximativ 1 mg/mL. Etapa de tratament este in general efectuatd la aproximativ 55°C
timp de aproximativ 15 minute, dar poate fi efectuatd la o temperaturd mai scizutd (de exemplu,
aproximativ 37°C pand la aproximativ 50°C) pe o perioadad mai lungd de timp (de exemplu, aproximativ
20 de minute pand la aproximativ 30 de minute) sau o temperaturd mai mare (de exemplu, pani la
aproximativ 60°C) pentru o perioadd de timp mai scurtd (de exemplu, aproximativ 5 pana la 10 minute).
In mod aseminitor, inactivarea termici este in general la aproximativ 95°C timp de aproximativ 15
minute, dar temperatura poate fi scizuta (de exemplu, aproximativ 70 pand la aproximativ 90°C) si timpul
poate fi prelungit (de exemplu, aproximativ 20 minute pand la aproximativ 30 de minute). Probele sunt
apoi diluate (de exemplu, de 1000 de ori) si supuse analizei TagMan, asa cum a fost descris in analiza
standard.

In plus sau in mod alternativ, PCR digitald cu picituri (ddPCR) poate fi utilizatd. De exemplu,
metode pentru determinarea titrurilor de genom de vector de AAV monocatenar si auto-complementar
prin ddPCR au fost descrise. Vezi, de exemplu, M. Lock si colab, Hu Gene Therapy Methods, Hum Gene
Ther Methods. 2014 Apr;25(2): 115-25. doi: 10.1089/hgtb.2013.131. Epub 2014 14 februarie.

Pe scurt, metoda pentru separarea particulelor de rAAVhu68 care prezintd secvenfe genomice
impachetate din intermediarii de AAVhu68 deficienti de genom implicd supunerea unei suspensii care
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cuprind particule virale de AAVhu68 recombinante si intermediari de capsidd de AAVhu689 la
cromatografie lichida cu performantd rapida, in care particulele virale de AAVhu68 si intermediarii de
AAVhu68 sunt legati 1a o risind cu schimb puternic de anioni echilibrata la un pH de 10,2 si supusi unui
gradient de sare in timp ce se monitorizeazi eluatul pentru absorbtia ultraviolete la aproximativ 260 si
aproximativ 280. Desi mai putin optim pentru rAAV9hu68, pH-ul poate fi in intervalul de aproximativ
10,0 pani la 10,4. In aceasti metoda, capsidele complete de AAVhu68 sunt colectate dintr-o fractie care
este eluati atunci cind raportul A260/A280 atinge un punct de inflexiune. Intr-un exemplu, pentru etapa
de Cromatografic de Afinitate, produsul diafiltrat poate fi aplicat unei risini de afinitate Poros-AAV2/9
Capture Select™ (Life Technologies) care capteaza eficient serotipul AAV2/hu68. in aceste conditii
ionice, un procent semnificativ de ADN celular rezidual si de proteine reziduale curge prin coloand, in
timp ce particulele de AAV sunt capturate in mod eficient.

III. Compozitii si utilizari

Asigurate aici sunt compozitii care cuprind o populatic mixtd de virus adeno-asociat
recombinant hu68 (rAAVhu68), in care fiecare dintre rAAVhu68 este selectat in mod independent dintre
un rAAYV, asa cum a fost definit aici $i un agent transportor, excipient si/sau agent de conservare optional.
Un stoc de TAAV se referd la o multitudine de vectori rAAV care sunt aceiasi, de exemplu, cum ar fi in
cantititile descrise mai jos in discufia despre concentratii si unitdti de dozare.

Asa cum a fost utilizat aici, "agent transportor”" include oricare si toti solventii, mediile de
dispersie, agentii purtitori, agentii de acoperire, diluantii, agentii antibacterieni si antifungici, agentii
izotonici si de intArziere a absorbtici, tampoanele, solutiile agent transportor, suspensiile, coloizii si altele
asemenea. Utilizarea unor astfel de medii i agenti pentru substante active farmaceutice este bine
cunoscutd in domeniu. Ingrediente active suplimentare pot fi, de asemenea, incorporate in compozitii.
Expresia "acceptabile din punct de vedere farmaceutic" se referd la entitti si compozitii moleculare care
nu produc o reactic alergicd sau nefavorabild aseminitoare atunci cand sunt administrate unei gazde.
Agenti purtatori de livrare, cum ar fi lipozomi, nanocapsule, microparticule, microsfere, particule lipidice,
vezicule si altele asemenea, pot fi utilizate pentru introducerea compozitiilor conform prezentei inventii in
celule gazdi corespunzitoare. in special, vectorul de rAAV livrat genomurilor de vector poate fi formulat
pentru livrare fie incapsulat intr-o particuld de lipida, un lipozom, o veziculd, o nanosferd sau o
nanoparticuld sau altele asemenca.

O compozitic poate include o formulare finald corespunzitoare pentru livrare la un subiect, de
exemplu, este o suspensie lichidd apoasad tamponatd la un pH si o concentratic de sare compatibile din
punct de vedere fiziologic. in mod optional, unul sau mai multi agenti tensioactivi sunt prezenti in
formulare. Compozitia poate fi transportati ca un concentrat care este diluat pentru administrare la un
subiect. Compozitia poate fi liofilizatd i reconstituitd la momentul de timp al administrarii.

Un agent tensioactiv corespunzitor sau o combinatic de agenti tensioactivi, poate fi sclectatd
dintre agentii tensioactivi non-ionici care sunt non-toxici. Un agent tensioactiv de copolimer bloc
difunctional care se termind in grupari hidroxil primare poate fi selectat, de exemplu, cum ar fi Pluronic®
F68 [BASF], de asemenea cunoscut ca Poloxamer 188, care are un pH neutru, are o greutate moleculara
medie de 8400. Alti agenti tensioactivi si alti Poloxameri pot fi selectati, adica co-polimeri tribloc non-
ionici compusi dintr-un lant hidrofob central de polioxipropilena (oxid de polipropilend)) flancat de doud
lanturi hidrofile de polioxietilend (poli(etilen oxid)), SOLUTOL HS 15 (Macrogol-15 Hidroxistearat),
LABRASOL (gliceridd polioxi caprilicd), polioxi 10 oleil eter, TWEEN (esteri ai acidului gras de
polioxietilen sorbitan), etanol si polietilen glicol. Formularea poate contine un poloxamer. Acesti
copolimeri sunt denumiti in mod obisnuit cu litera ,,P” (pentru poloxamer) urmata de trei cifre: primele
doud cifre x 100 asigurd masa moleculard aproximativi a nucleului de polioxipropilend si ultima cifra x
10 asigura procentul de continut de polioxietilena. Intr-o realizare Poloxamer 188 este selectat. Agentul
tensioactiv poate fi prezent intr-o cantitate de pand la aproximativ 0,0005 % pana la aproximativ 0,001 %
din suspensie.

Vectorii sunt administrati in cantitati suficiente pentru a transfecta celulele si pentru a asigura
niveluri suficiente de transfer de gene i expresie pentru a asigura un beneficiu terapeutic fard efecte
adverse nejustificate sau cu efecte fiziologice acceptabile din punct de vedere medical, care pot fi
determinate de profesionistii in domeniile medicale. Caile conventionale si acceptabile din punct de
vedere farmaceutic de administrare includ, dar nu sunt limitate la, livrarca directd la un organ dorit (de
exemplu, ficatul (in mod optional prin intermediul arterei hepatice), pldménul, inima, ochiul, rinichiul),
orala, inhalatorie, intranazald, intratecald, intratraheald, intraarteriald, intraoculard, intravenoasa,
intramusculard, subcutanati, intradermica si alte cdi de administrare parentald. Cdile de administrare pot
fi combinate, daca se doreste.

Dozele vectorului viral vor depinde in primul rind de factori, cum ar fi afectiunea care este
tratatd, varsta, greutatea si sdndtatea pacientului si pot astfel varia intre pacienti. De exemplu, o dozi
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umand eficientd din punct de vedere terapeutic din vectorul viral este in general in intervalul de la
aproximativ 25 pand la aproximativ 1000 microlitri pand la aproximativ 100 ml de solutie care contine
concentratii de la aproximativ 1 x 10° panii la 1 x 10'¢ de vector de virus al genomurilor. Dozarea va fi
ajustatd pentru a echilibra beneficiul terapeutic fati de orice efecte secundare si astfel de dozari pot varia
in functie de aplicatia terapeutica pentru care vectorul recombinant este folosit. Nivelurile de expresie ale
produsului de transgend pot fi monitorizate pentru a determina frecventa dozirii care rezultd in vectori
virali, de preferat vectori de AAV care contin minigena. In mod optional, regimuri de dozare
aseminitoare cu cele descrise in scopuri terapeutice pot fi utilizate pentru imunizare utilizind
compozitiile conform inventiei.

Compozitiile cu virus deficient de replicare pot fi formulate in unititi de dozare pentru a confine
o cantitate de virus deficient de replicare care este in intervalul de aproximativ 1,0 x 10° GC pani la
aproximativ 1,0 x 10'® GC (pentru a trata un subiect mediu de 70 kg greutate corporald) incluzind toate
numerele intregi sau cantititile fractionale din cadrul intervalului si, de preferat, 1,0 x 102 GC pani la 1,0
x 10 GC pentru un pacient uman. Compozitiile pot fi formulate pentru a contine cel putin 1 x 10°,
2x10%, 3x10°, 4x10°, 5x10°%, 6x10°, 7x10°, 8x10° sau 9x10° GC per dozi incluzind toate cantitiitile
intregi sau cantititile fractionale din cadrul intervalului. Compozitiile pot fi formulate pentru a contine cel
putin 1 x 109, 2x10%° 3x10'°, 4x101°, 5x10'°, 6x10'°, 7x10'°, 8x10'® sau 9x10'° GC per dozi incluzand
toate numerele intregi sau cantitaile fractionale din interval.

Compozitiile pot fi formulate pentru a contine cel putin 1 x 10!, 2x10'!, 3x10", 4x10'!, 5x10',
6x10'1, 7x10!, 8x10!" sau 9x10'! GC per dozi incluzand toate numerele intregi sau cantititile fractionale
din cadrul intervalului. Compouzitiile pot fi formulate astfel incat si contind cel putin 1 x 1012, 2x10'2,
3x1012, 4x1012, 5x1012, 6x1012, 7x10'2, 8x10'2 sau 9x10'> GC per dozi incluzind toate numerele intregi
sau cantitdtile fractionale din cadrul intervalului.

Compozitiile pot fi formulate pentru a contine cel putin 1 x 1013, 2x1013, 3x10'3, 4x10'3, 5x1013,
6x1013, 7x10'3, 8x10%3, sau 9x10¥ GC per dozi incluzind toate numerele intregi sau cantitatile
fractionale din cadrul intervalului. Compozitiile pot fi formulate pentru a contine cel putin 1 x 10,
2x10%, 3x10%, 4x10™, 5x101, 6x10™, 7x10%, 8x10, sau 9x10'* GC per dozi incluzAnd toate numercle
intregi sau cantititile fractionale din cadrul intervalului. Compozitiile pot fi formulate pentru a contine cel
putin 1 x 10%3, 2x1015, 3x10%5, 4x10%5, 51013, 6x10'3, 7x10'5, 8x10", sau 9x10'* GC per dozi incluzand
toate numerele intregi sau cantitatile fractionale din cadrul intervalului. Pentru aplicarea umani, doza
poate varia de la 1x10'° pani la aproximativ 1x10'> GC per dozi incluzind toate numerele intregi sau
cantitdtile fractionale din cadrul intervalului.

Aceste doze de mai sus pot fi administrate intr-o varietate de volume de agent transportor,
excipient sau formulare tampon, variind de la aproximativ 25 pand la aproximativ 1000 microlitri, sau
volume mai mari, incluzind toate numerele din interval, in functie de dimensiunea ariei care urmeazi sa
fie tratata, titrul viral utilizat, calea de administrare si efectul dorit al metodei.

Volumul agentului transportor, al excipientului sau al tamponului poate fi de cel putin
aproximativ 25 uL. Volumul poate fi aproximativ 50 pL. Volumul poate fi aproximativ 75 pL. Volumul
poate fi aproximativ 100 pL. Volumul poate fi aproximativ 125 pL. Volumul poate fi aproximativ 150
uL.

Volumul poate fi aproximativ 175 pL.. Volumul poate fi aproximativ 200 pL. Volumul poate fi
aproximativ 225 pL. Volumul poate fi aproximativ 250 uL. Volumul poate fi aproximativ 275 pL.

Volumul poate fi aproximativ 300 pL.. Volumul poate fi aproximativ 325 pL. Volumul poate fi
aproximativ 350 pL.

Volumul poate fi aproximativ 375 pL. Volumul poate fi aproximativ 400 pL.

Volumul poate fi aproximativ 450 pL. Volumul poate fi aproximativ 500 pL. Volumul poate fi
aproximativ 550 pL.

Volumul poate fi aproximativ 600 pL. Volumul poate fi aproximativ 650 pL.

Volumul poate fi aproximativ 700 pL. Volumul poate fi intre aproximativ 700 si 1000 pL.

Doza poate fi in intervalul de aproximativ 1 x 10° GC/g de masi cerebrald pAnd la aproximativ 1
x 10'? GC/g de masi cercbrali. Doza poate fi in intervalul de aproximativ 3 x 10'® GC/g de masi
cerebrald la aproximativ 3 x 10'! GC/g de masi cerebrali.

Doza poate fi in intervalul de aproximativ 5 x 10'° GC/g de masi cerebrali la aproximativ 1,85
x 10! GC/g de masi cerebrali.

Constructiile virale pot fi livrate in doze de cel putin aproximativ 1 x 10° GC-uri pani la
aproximativ 1 x 103, sau aproximativ 1 x 10! pani la 5 x 10* GC. Volumele corespunzitoare pentru
livrarea acestor doze si concentratii pot fi determinate de un profesionist in domeniu. De exemplu,
volume de aproximativ 1 puL. pand la 150 mL pot fi sclectate, volume mai mari fiind sclectate pentru
adulti. De obicei, pentru sugarii nou-niscufi un volum corespunzitor este de aproximativ 0,5 mL pani la
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aproximativ 10 mL, pentru sugarii mai mari, aproximativ 0,5 mL pani la aproximativ 15 mL pot fi
selectate. Pentru copii mici, un volum de aproximativ 0,5 mL pani la aproximativ 20 mL poate fi selectat.
Pentru copii, volume de pani la aproximativ 30 mL pot fi selectate. Pentru pre-adolescenti si adolescenti,
volume de pani la aproximativ 50 mL pot fi selectate. In inci alte realiziri, un pacient care poate primi o
administrare intratecald intr-un volum de aproximativ 5 mL pani la aproximativ 15 mL este selectat sau
aproximativ 7,5 mL pand la aproximativ 10 mL. Alte volume si doziri corespunzitoare pot fi
determinate. Doza va fi ajustatd pentru a echilibra beneficiul terapeutic fatd de orice efecte secundare si
astfel de dozari pot varia in functie de aplicatia terapeutica pentru care este folosit vectorul recombinant.

Vectorii recombinanti descrisi mai sus pot fi livrati celulelor gazda in conformitate cu metodelor
publicate. TAAV, de preferat suspendat intr-un agent transportor compatibil din punct de vedere
fiziologic, poate fi administrat unui pacient mamifer uman sau non-uman.

Pentru administrare la un pacient uman, rAAV este suspendat in mod corespunzitor intr-o
solutic apoasd care contine solutic salini, un agent tensioactiv $i 0 sare sau un amestec de sdruri
compatibile din punct de vedere fiziologic. in mod corespunzitor, formularea este ajustati la un pH
acceptabil din punct de vedere fiziologic, de exemplu, in intervalul de pH 6 pand la 9, sau pH 6,5 pani la
7.5, pH 7.0 pani la 7,7 sau pH 7.2 pani la 7.8. Din moment ce pH-ul lichidului cefalorahidian este de
aproximativ 7,28 pani la aproximativ 7,32, pentru livrarea intratecald, un pH in cadrul acestui interval
poate fi dorit; in timp ce pentru livrarea intravenoasd, un pH de aproximativ 6,8 pand la aproximativ 7,2
poate fi dorit. Cu toate acestea, alte pH-uri in cadrul celor mai largi intervale si acestor subintervale pot fi
selectate pentru alti cale de livrare

Compozitia poate include un agent transportor, diluant, excipient si/sau adjuvant. Agenti
transportori corespunzitori pot fi selectati cu usurintd de citre un profesionist in domeniu, avand in
vedere afectiunea pentru care virusul de transfer este directionat. De exemplu, un agent transportor
corespunzator include solutie salini, care poate fi formulatd cu o varictate de solutii de tamponare (de
exemplu, solutic salind tamponatd cu fosfat). Alti agenti transportori exemplificativi includ solutie salind
sterild, lactoza, zaharoza, fosfat de calciu, gelatind, dextran, agar, pectind, ulei de arahide, ulei de susan si
apd. Tamponul/agentul transportor trebuie si includd o componenta care previne rAAV si se lipeasca de
tubul de perfuzie, dar care nu interfercazd cu activitatea de legare a rAAV in vivo. Un agent tensioactiv
corespunzator sau o combinatic de agenti tensioactivi poate fi selectatd dintre agentii tensioactivi non-
ionici care sunt non-toxici. Un agent tensioactiv de copolimer bloc difunctional care se termind in grupari
hidroxil primare poate fi selectat, de exemplu, cum ar fi Pluronic® F68 [BASF], de asemenea cunoscut ca
Poloxamer 188, care are un pH neutru, are o greutate moleculard medie de 8400. Alti agenti tensioactivi
si alti Poloxameri pot fi selectafi adica, adica copolimeri tribloc non-ionici compusi dintr-un lant hidrofob
central de polioxipropilend (oxid de polipropilend) flancat de doud lanturi hidrofile de polioxietilend
(poli(oxid de etilend)), SOLUTOL HS 15 (Macrogol-15 Hidroxistearat), LABRASOL (glicerida polioxi-
caprilicd), eter de polioxi-oleil, TWEEN (esteri ai acidului gras de polioxictilen sorbitan), ctanol si
polictilen glicol. Formularea poate contine un poloxamer. Acesti copolimeri sunt denumiti in mod
obisnuit cu litera ,,P” (pentru poloxamer) urmata de trei cifre: primele doud cifre x 100 asigurd masa
moleculard aproximativa a nucleului de polioxipropilend si ultima cifrd x 10 asigura procentul de confinut
de polioxietileni. Intr-o realizare Poloxamerul 188 este sclectat. Agentul tensioactiv poate fi prezent intr-
o cantitate de pani la aproximativ 0,0005% pani la aproximativ 0,001 % din suspensie. intr-un exemplu,
formularea poate contine, de exemplu, solutie salini tamponatd care cuprind unul sau mai multe dintre
clorurd de sodiu, bicarbonat de sodiu, dextrozd, sulfat de magneziu (de exemplu, sulfat de magneziu
“7TH,0), clorurd de potasiu, clorurd de calciu (de exemplu, clorurd de calciu -2H-0), fosfat de sodiu
dibazic si amestecuri ale acestora, in apa. In mod corespunzitor, pentru livrarea intratecald, osmolaritatea
este in cadrul unui interval compatibil cu lichidul cefalorahidian (de exemplu, aproximativ 275 pana la
aproximativ 290); vezi, de exemplu, emedicine.medscape.com/article/2093316-overview. In mod
optional, pentru administrarea intratecald, un diluant disponibil pe cale comerciala poate fi utilizat ca un
agent de suspendare sau in combinatic cu un alt agent de suspendare si alti excipienti optionali. Vezi, de
exemplu, solutia Elliotts B® [Lukare Medical]. Formularea poate contine unul sau mai mul(i agenti de
intensificare ai permeatiei. Exemple de agenti de intensificare ai permeatiei corespunzatori pot include, de
exemplu, manitol, glicocolat de sodiu, taurocolat de sodiu, deoxicolat de sodiu, salicilat de sodiu, caprilat
de sodiu, caprat de sodiu, lauril sulfat de sodiu, polioxietilen-9-laurel eter sau EDTA.

In mod optional, compozitiile conform inventici pot contine, in plus fati de rAAV si agent
transportor (agenti transportori), alte ingrediente farmaceutice conventionale, cum ar fi agenti de
conservare sau agenti de stabilizare chimici. Agenti de conservare exemplificativi corespunzatori includ
clorbutanol, sorbat de potasiu, acid sorbic, dioxid de sulf, galat de propil, parabeni, etil vanilind, glicerind,
fenol si paraclorofenol. Agenti de stabilizare chimici corespunzatori includ gelatind si albumina.
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Compozitiile in conformitate cu prezenta inventic pot cuprinde un agent transportor acceptabil
din punct de vedere farmaceutic, asa cum a fost definit mai sus. In mod corespunzitor, compozitiile
descrise aici cuprind o cantitate eficientd dintr-unul sau mai multe AAV-uri suspendate intr-un agent
transportor corespunzitor din punct de vedere farmaceutic si/sau amestecate cu excipienti corespunzitori
proiectati pentru livrarea subiectului prin intermediul injectdrii, pompei osmotice, cateterului intratecal
sau pentru livrare printr-un alt dispozitiv sau alti cale. Intr-un exemplu, compozitia este formulati pentru
livrare intratecala.

Asa cum au fost utilizati aici, termenii "livrare intratecald" sau "administrare intratecald" se
referd la o cale de administrare a medicamentelor printr-o injectare in canalul spinal, mai specific in
spatiul subarahnoidian, astfel incat acesta sa ajungi in lichidul cefalorahidian (LCR). Livrarea intratecala
poate include punctie lombard, intraventriculard (incluzdnd intracerebroventriculard (ICV)),
suboccipitald/intracisternald si/sau punctie C1-2. De exemplu, materialul poate fi introdus pentru difuzie
in spatiul subarahnoidian prin intermediul punctiei lombare. Intr-un alt exemplu, injectarea poate fi in
cisterna magna.

Asa cum au fost utilizati aici, termenii ,,livrare intracisternald” sau ,,administrare intracisternald”
se referd la o cale de administrare pentru medicamente in mod direct in lichidul cefalorahidian al cisternei
magna cerebellomedularis, mai specific prin intermediul unei punctii suboccipitale sau prin injectare
directa in cisterna magna sau prin intermediul tubului pozitionat permanent.

I'V. Aparat si Metodd pentru Livrarea unei Compozitii Farmaceutice in Lichidul Cefalorahidian

Vectorii asigurati aici pot fi administrafi pe cale intratecald prin intermediul metodei si/sau
dispozitivului asigurat in aceasti sectiune si descris in continuare in FIG. 7. in mod alternativ, alte
dispozitive si metode pot fi selectate. Metoda cuprinde etapele de avansare a unui ac spinal in cisterna
magna a unui pacient, conectarea unei lungimi de tub flexibil la un pivot proximal al acului spinal si un
orificiu de iesire al unei valve la un capat proximal al tubului flexibil si, dupa etapele mentionate de
avansare si conectare si dupad permiterea tubulaturii sa fie auto-amorsatd cu lichidul cefalorahidian al
pacientului, conectarea unui prim vas care contine o cantitate de solutie izotonica la un orificiu de intrare
de spdlare al valvei si apoi conectarea unui al doilea vas care confine o cantitate de compozitie
farmaceuticd la un orificiu de intrare vector al valvei. Dupd conectarea primului si a celui de-al doilea vas
la valva, o cale pentru curgerea fluidului este deschisa intre orificiul de intrare vector si orificiul de iesire
al valvei si compozitia farmaceutici este injectatd in pacient prin acul spinal si, dupd injectarea
compozifiei farmaceutice, o cale pentru curgerea fluidului este deschisa prin orificiul de intrare de spélare
si orificiul de iesire al valvei si solufia izotonica este injectatd in acul spinal pentru a curge compozitia
farmaceutica in pacient.

Un dispozitiv pentru administrarea intracisternald a unei compozitii farmaceutice este descris,
dar nu este revendicat aici. Dispozitivul include un prim vas care contine o cantitate dintr-o compozitie
farmaceuticd, un al doilea vas care contine o solutic izotonicd si un ac spinal prin care compozitia
farmaceuticd poate fi ejectatd din dispozitiv in mod direct in lichidul cefalorahidian in cisterna magna a
unui pacient. Dispozitivul include in plus o valva care prezintd un prim orificiu de intrare interconectat la
primul vas, un al doilea orificiu de intrare interconectat la al doilea vas, un orificiu de iesire interconectat
la acul spinal si un luer-lock pentru controlul fluxului compozitiei farmaceutice si al solufiei izotonice
prin acul spinal.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul tomografic computerizata (CT) se referd la radiografie in
care o imagine tridimensionald a unei structuri corporale este construitd de computer dintr-o serie de
imagini de sectiuni transversale plane realizate de-a lungul unei axe.

Aparatul sau dispozitivul medical 10 asa cum a fost prezentat in FIG. 7 include unul sau mai
multe vase, 12 si 14, interconectate prin intermediul unei valve 16. Vasele, 12 si 14, asigurd o sursd
proaspatd dintr-o compozitie farmaceutica, medicament, vector sau substantd similard si o sursd proaspata
de solutie izotonicd, cum ar fi solutie salind, respectiv. Vasele, 12 si 14, pot fi orice forma de dispozitiv
medical care permite injectarea de fluide intr-un pacient.

Pe calea exemplului, ficcare vas, 12 si 14, poate fi asigurat sub forma unei seringi, canule sau
altele asemenea. De exemplu, in aparatul sau dispozitivul medical ilustrat, vasul 12 este asigurat ca o
seringd separatd care contine o cantitate dintr-o compozitic farmaceutic si la care s-a facut referire aici ca
"seringd cu vector". Doar in scopuri de exemplu, vasul 12 poate contine aproximativ 10cc dintr-o
compozitie farmaceutica sau altele asemenea.

De asemenea, vasul 14 poate fi asigurat sub forma unei seringi, canule sau altele asemenea,
separate, care contine o cantitate de solutic salind si la care se poate face referire ca "seringa de spalare”.
Doar in scopuri de exemplu, vasul 14 poate contine aproximativ 10cc de solutie salina.

Ca o alternativa, vasele 12 si 14 pot fi asigurate in alte forme decét seringile si pot fi integrate
intr-un singur dispozitiv, cum ar fi un dispozitiv medical integrat de injectare, care prezintd o pereche de
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camere separate, una pentru compozifia farmaceuticd si una pentru solutia salini. De asemenea,
dimensiunca camerelor sau a vaselor poate fi asiguratd dupa cum este necesar, pentru a contine o cantitate
dorita de fluid.

In aparatul sau dispozitivul medical ilustrat, valva 16 este asiguratii ca un robinet cu 4 cii care
prezintd un luer lock cu conector pivotant 18. Valva 16 interconecteaza vasele 12 si 14 (adica, seringa cu
vector si seringa de spdlare in aparatul sau dispozitivul medical ilustrat), si luer lock cu conector pivotant
permite ca o cale prin valva 16 s fie inchisa sau deschisa citre fiecare dintre vasele 12 si 14. In acest fel,
calea prin valva 16 poate fi inchisa atit pentru seringa cu vector, ct si pentru seringa de spélare sau poate
fi deschisa citre una selectatd dintre seringa cu vector si seringa de spdlare. Ca o alternativa la un robinet
cu 4 cdi, valva poate fi un robinet cu 3 cdi sau un dispozitiv de control al fluidului.

In aparatul sau dispozitivul medical ilustrat, valva 16 este conectatd la un capit al unei lungimi
de tub de extensie 20 sau al unei conducte asemanitoare pentru fluid. Tubul 20 poate fi selectat pe baza
lungimii dorite sau a volumului intern. Doar pe calea exemplului, tubul poate fi de aproximativ 6 panad la
7 inci in lungime.

In aparatul sau dispozitivul medical ilustrat, un capit opus 22 al tubulaturii 12 este conectat la un
set de extensie de conector T 24 care, la rAndul sdu, este conectat la un ac spinal 26. Pe calea exemplului,
acul 26 poate fi un ac spinal de cinci inci, calibrul 22 sau 25. In plus, ca o optiune, acul spinal 26 poate fi
conectat la un ac introductor 28, cum ar fi un ac introductor de trei inci si jumadtate, calibrul 18.

In timpul utilizirii, acul spinal 26 si/sau acul introductor optional 28 pot fi avansate intr-un
pacient cdtre cisterna magna. Dupd avansarea acului, imagini de Tomografic Computerizatd (CT) pot fi
obtinute, care permit vizualizarea acului 26 si/sau 28 si a tesuturilor moi relevante (de exemplu, muschii
paraspinali, osul, trunchiul cerebral si miduva spindrii). Plasarea corectd a acului este confirmatd prin
observarea Lichidului Cefalorahidian (LCR) in pivotul acului si vizualizarea unui varf de ac in cisterna
magna. Apoi, tubul de extensie relativ scurt 20 poate fi atasat la acul spinal introdus 26, si robinetul de
oprire cu 4 cdi 16 poate fi apoi atasat la capétul opus al tubului 20.

Ansamblului de mai sus i se permite sd devind ,,auto-amorsat” cu LCR al pacientului. Apoi,
seringa de spélare cu solufie salind normald pre-umpluti 14 este atasata la un orificiu de intrare de spélare
al robinetului cu 4 cdi 16 si apoi seringa cu vector 12 care contine o compozitie farmaceutici este atasatad
la un orificiu de intrare cu vector al robinetului cu 4 cdi 16. Dupa aceea, orificiul de iesire al robinetului
de oprire 16 este deschis citre seringa cu vector 12, si continutul seringii cu vector poate fi injectat lent
prin valva 16 si aparatul asamblat si in pacient pe o perioadd de timp. Doar in scopuri de exemplu, aceasti
perioadd de timp poate fi aproximativ 1-2 minute si/sau orice alt timp dorit.

Dupa ce continutul seringii cu vector 12 este injectat, dispozitivul de blocare pivotant 18 de pe
robinetul 16 este rotit intr-o a doua pozitie, astfel incét robinetul 16 si ansamblul de ac si poati fi spilate
cu o cantitate dorita de solutie salind normald utilizind seringa de spalare pre-umpluta atasata 14. Doar pe
calea exemplului, 1 pana la 2 cc de solutie salind normala pot fi utilizati; desi cantititi mai mari sau mai
mici pot fi utilizate, dupd cum este necesar. Solutia salind normala asigurd ca toatd sau cea mai mare parte
a compozitiei farmaceutice este fortati sd fie injectatd prin dispozitivul asamblat si in pacient si astfel
incat putin sau deloc din compozifia farmaceutica sd rimand in dispozitivul asamblat.

Dupi ce dispozitivul asamblat a fost spélat cu solutie salind, dispozitivul asamblat in intregime,
inclusiv acul (acele), tubul de extensie, robinetul si seringile sunt indepartate lent din subiect si plasate pe
o tava chirurgicald pentru a fi aruncat intr-un recipient de deseuri cu risc biologic recipient sau intr-un
recipient dur (pentru ac (ace)).

Un proces de selectare poate fi realizat de un investigator principal care poate duce in cele din
urmi la o procedurd intracisternald (IC). Investigatorul principal poate descrie procesul, procedura,
procedura de administrare in sine si toate riscurile potenfiale de sigurantd pentru ca subiectul (sau
ingrijitorul desemnat) sd fie pe deplin informat. Istoricul medical, medicamentele concomitente,
examenul fizic, semnele vitale, electrocardiograma (ECG) si rezultatele testelor de laborator sunt obtinute
sau efectuate si asigurate unui neuroradiolog, neurochirurg si anestezist pentru utilizare in evaluarea de
selectare a eligibilitatii subiectului pentru procedura IC.

Pentru a permite un timp corespunzitor pentru a revizui eligibilitatea, urmitoarele proceduri pot
fi efectuate in orice moment intre prima vizita de selectare si pani la o sdptdmana inainte de o vizitd de
studiu. De exemplu, in ,Ziua 07, Imagistica prin Rezonan{d MagneticA Cap/Gat (RMN) cu si fara
gadoliniu (adicd, ¢GFR > 30 mL/min/1,73 m2) poate fi obtinuti. Pe lingd RMN-ul de Cap/Gat,
investigatorul poate determina nevoia oricarei evaludri suplimentare a gatului prin intermediul studiilor de
flexie/extensie. Protocolul RMN poate include imagini de protocol T1, T2, DTI, FLAIR si CINE.

In plus, MRA/MRYV Cap/Gat poate fi obtinut conform protocolului institufional (adicd, subiectii
cu o istorie de operatii intra/transdurale pot fi exclusi sau pot avea nevoie de teste suplimentare (de
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exemplu, cisternografia cu radionucleotide)) care permite evaluarea corespunzatoare a fluxului de LCR si
identificarea posibilelor blocaje sau a lipsei de comunicare intre spatiile LCR.

In cele din urmi, neuroradiologul, neurochirurgul si anestezistul discuti si determini
eligibilitatea fiecarui subiect pentru procedurile IC pe baza tuturor informatiilor disponibile (scandri,
istoric medical, examen fizic, laboratoare etc.). O evaluare pre-operatorie a anesteziei poate fi, de
asemenea, obfinutd de la ,Ziua -28” pand la ,Ziva 17, care asigurd o evaluare detaliatd a cailor
respiratorii, gatului (scurtat/ingrosat) si a intervalului de miscare a capului (gradul de flexie a gitului),
avand in vedere nevoile fiziologice speciale ale unui subiect MPS.

Inaintea unei proceduri IC, CT Suite va confirma ci urmitoarele echipamente si medicamente
sunt prezente: Kit de punctie lombara (LP) pentru adulti (asigurat pe institutic); BD (Becton Dickinson)
calibru 22 sau 25 x 3 - 7" ac spinal (Quincke bevel); ac introductor coaxial, utilizat la discretia
interventionistului (pentru introducerea acului spinal); robinet cu diametru mic cu 4 cai cu luer lock
pivotant (Spin); set de extensic pentru conector T (tub) cu adaptor luer lock prizi-prizd, lungime
aproximativa de 6,7 inci; Omnipaque 180 (iohexol), pentru administrare intratecald; contrast iodat pentru
administrare intravenoasa (IV); solutie de lidocaind 1% pentru injectare (daca nu este asigurati in kitul LP
pentru adulti); Seringd de spadlare cu solutie salind normald (sterild) de 10cc pre-umplutd, Marker
(markeri) Radiopaque; Echipament de pregitire chirurgicald/aparat de ras; Perne/suporturi pentru a
permite pozitionarea corectd a subiectului intubat; Echipament de intubare endotraheald, aparat de
anestezie generald si ventilator mecanic; echipament de monitorizare neurofiziologicd intra-operatorie
(IONM) (si personalul necesar); si seringd de 10 cc care confine vector, pregitite si transportate la
CT/sala de operatiec (OR) in conformitate cu Manualul separat de Farmacie.

Consimtdmantul informat pentru procedurd este confirmat si documentat in fisa medicala si/sau
in dosarul de studiu. Consimtdméantul separat pentru procedurd din partea personalului de radiologie si
anestezie este obfinut conform cerintelor institufionale. Subiectul are acces intravenos plasat in unitatea
de ingrijire spitaliceascd corespunzitoare, in conformitate cu ghidurilor institutionale (de exemplu, doud
locuri de acces I'V). Lichidele intravenoase sunt administrate la discretia medicului anestezist. La discretia
medicului anestezist si in conformitate cu ghidurile institutionale, subiectul poate fi indus si poate fi supus
intubdrii endotraheale cu administrarea anesteziei generale intr-o unitate de ingrijire a pacientului
corespunzatoare, intr-o zona de detinere sau intr-un locatie de proceduri chirurgicale/CT.

O punctie lombarj este realizatd, mai intii pentru a indepdrta 5 cc de lichid cefalorahidian (LCR)
si ulterior pentru a injecta contrast (Omnipaque 180) pe cale intratecald pentru a ajuta la vizualizarea
cisterna magna. Manevre corespunzitoare de pozifionare a subiectului pot fi efectuate pentru a facilita
difuzarea contrastului in cisterna magna.

Echipamentul de monitorizare neurofiziologica intra-operatoric (IONM) este atasat subiectului.
Subiectul este asezat pe masa cu scaner CT in pozitia decubit ventral sau lateral. Personalul corespunzitor
trebuie s fie prezent pentru a asigura siguranta subiectului in timpul transportului si pozitionarii. Daci se
considera corespunzaitor, subiectul poate fi pozitionat intr-un mod care sa ofere flexie a gitului la gradul
determinat a fi sigur in timpul evaludrii pre-operatorii si cu semnalele normale ale monitorului
neurofiziologic documentate dupd pozitionare.

Urmatorul personal poate fi confirmat a fi prezent si identificat la fata locului:
interventionist/neurochirurg care efectucaza procedura; Anestezist si tehnician respirator (tehnicieni
respiratori); Infirmiere si asistenti medicali; tehnicieni CT (sau OR); Tehnician de neurofiziologie; si
Medicul Coordonator. O ,,pauzd” poate fi efectuatid in conformitate cu protocolul Comisiei Mixte/al
Spitalului pentru a verifica subiectul corect, procedura, locul, pozifionarea si prezenta tuturor
echipamentelor necesare in camerd. Investigatorul principal al locului poate confirma apoi cu personalul
ci el/ea poate continua cu pregitirea subiectului.

Pielea subiectului de sub baza craniului este rasd, dupd cum este necesar. Imagini CT scout sunt
realizate, urmate de o planificare CT de pre-procedurd cu contrast IV, dacd sunt considerate necesare de
intervetionist pentru a localiza locatia {inta si pentru a supune imagisticii vascularizatia. Dupd ce zona
{intd (cisterna magna) este identificasta si traiectoria acului este planificatd, piclea este pregititi si drapati
utilizind o tehnici sterild, in conformitate ghidurile institutionale. Un marker radio-opac este plasat pe
locatia tinta a pielii, asa cum a fost indicat de interventionist. Piclea de sub marker este anesteziati prin
intermediul infiltrdrii cu lidocaind 1%. Un ac spinal de 22G sau 25G este apoi avansat spre cisterna
magna, cu optiunea de a utiliza un ac introductor coaxial.

Dupi avansarea acului, imaginile CT sunt obtinute utilizind cea mai subtire posibild grosime a
lamelei CT utilizind echipament institutional (in mod ideal < 2,5 mm). Imagini CT in serie care utilizeaza
cea mai micd doza de radiatie posibild care permite vizualizarea corespunzitoare a acului si a tesuturilor
moi relevante (de exemplu, muschii paraspinali, osul, trunchiul cerebral si miduva spindrii) sunt obtinute.
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Amplasarea corectd a acului este confirmatd prin observarea LCR in pivotul acului si vizualizarea
varfului acului in cisterna magna.

Interventionistul confirmi faptul ci seringa cu vector este pozitionatd aproape de, dar in afara
campului steril. Inainte de manipularea sau administrarca compozifiei farmaceutice in seringa cu vector,
mainusi, masca si protectic pentru ochi sunt donate de cdtre personalul care asistd procedura in cimpul
steril.

Tubul de extensie este atasat la acul spinal introdus, care este apoi atasat la robinetul cu 4 cii.
Odata ce acest aparat este "auto-amorsat” cu LCR al subiectului, seringa de spdlare cu solutie salind
normala pre-umplutd de 10 cc este atasatd la un orificiu de intrare de spdlare al robinetului cu 4 cii.
Seringa cu vector este apoi asigurata interventionistului si atasatd la un orificiu de intrare cu vector de pe
robinetul cu 4 cii.

Dupa ce orificiul de evacuare al robinetului este deschis la seringa cu vector prin plasarca
opritorului pivotant al robinetului intr-o primd pozitie, continutul seringii cu vector este injectat lent (in
aproximativ 1-2 minute), avand grijd sd nu se aplice fortd excesiva asupra pistonului seringii in timpul
injectrii. Dupd ce confinutul seringii cu vector este injectat, opritorul pivotant al robinetului este rotit
intr-o a doua pozitie, astfel incat ansamblul robinet si ac s poatd fi spalat cu 1-2 cc de solutie salind
normald utilizind seringa de spalare pre-umplutd atasata.

Atunci cand este gata, intervenfionistul alerteaza apoi personalul ca el/ea va indeparta aparatul
din subiect. Intr-o singurd miscare, acul, tubul de prelungire, robinetul si seringile sunt indepartate lent
din subiect si plasate pe o tava chirurgicald pentru a fi aruncate intr-un recipient pentru deseuri cu risc
biologic sau intr-un recipient dur (pentru ac).

Zona de inserare a acului este examinatd pentru semne de sangerare sau scurgere de LCR si
tratatd asa cum a fost indicat de citre investigator. Zona este imbricatd folosind tifon, bandi chirurgicald
si/sau pansament Tegaderm, asa cum a fost indicat. Subiectul este apoi indepartat din scanerul CT si
plasat in decubit dorsal pe o targd. Personalul adecvat este prezent pentru a asigura siguranta subiectului
in timpul transportului si pozitiondrii.

Anestezia este intreruptd si subiectul este ingrijit urmand ghidurile institutionale pentru ingrijire
post-anestezie. Monitoarele neurofiziologice sunt indepdrtate de la subiect. Capul targii pe care sc afla
subiectul trebuie sd fie usor ridicat (~30 de grade) in timpul recuperdrii. Subiectul este transportat 1a o
unitate de ingrijire post-anestezie corespunzitoare, in conformitate cu ghidurile institutionale. Dupa ce
subiectul si-a recuperat in mod corespunzitor cunostinta si este in stare stabild, el/ea va fi admis la
ctajul/unitatea corespunzitoare pentru evaludri obligatorii de protocol. Evaludrile neurologice vor fi
urmate in conformitate cu protocolul, si Investigatorul primar supravegheazi ingrijirca subiectului in
colaborare cu personalul de spital si de cercetare. O metoda pentru livrarea unei compozitii descrisd, dar
nerevendicatd aici, poate cuprinde ctapele de: avansarea unui ac spinal in cisterna magna a unui pacient;
conectarea unei lungimi de tub flexibil la un pivot proximal al acului spinal si la un orificiu de iesire al
unei valve la un capat proximal al tubului flexibil; dupa etapele mentionate de avansare si conectare si
dupa permiterea tubului si fie auto-amorsat cu lichidul cefalorahidian al pacientului, conectarea unui prim
vas care contine o cantitate de solutie izotonicica la un orificiu de intrare de spdlare al valvei si apoi
conectarea unui al doilea vas care confine o cantitate de o compozitic farmaceuticd la un orificiu de
intrare cu vector al valvei; dupad conectarca primului si celui de-al doilea vas mentionat la valvi,
deschiderea unei cdi pentru curgerea fluidului intre orificiul de intrare cu vector si orificiul de evacuare al
valvei §i injectarea compozitiei farmaceutice in pacient prin acul spinal; si dupa injectarea compozitiei
farmaceutice, deschiderea unei cdi pentru curgerea fluidului prin orificiul de intrare de spalare si orificiul
de iesire al valvei si injectarea solutici izotonicice in acul spinal pentru a curge compozitia farmaceutica
in pacient.

Metoda poate cuprinde suplimentar confirmarea plasarii corespunzitoare a unui varf distal al
acului spinal in interiorul cisternei magna inainte de conectarea tubului si valvei la pivotul acului spinal.
Etapa de confirmare poate include vizualizarea varfului distal al acului spinal in interiorul cisternei magna
cu imagisticd de Tomografie Computerizatd (CT). Etapa de confirmare poate include observarea prezentei
lichidului cefalorahidian al pacientului in pivotul acului spinal.

In metoda descrisd mai sus, valva poate fi un robinet cu un opritor pivotant adaptat si pivoteze
intr-o prima pozitie care permite fluxul din orificiul de intrare cu vector la orificiul de iesire, blocand
simultan fluxul prin orificiul de intrare de spalare si intr-o a doua pozitie care permite fluxul din orificiul
de intrare de spalare 1a orificiul de evacuare, in timp ce are loc blocarea simultand a fluxului prin orificiul
de intrare cu vector si in care opritorul pivotant este pozitionat in prima pozitic mentionatd atunci cind
compozifia farmaceuticd este injectatd pacientului si este pozitionatd in a doua pozitie atunci cind
compozitia farmaceuticd mentionatd este introdusi in pacientul mentionat prin solutia izotonicd. Dupd
injectarea solutiei izotonicice in acul apinal pentru a introduce compozitia farmaceuticd in pacient, acul
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spinal poate fi retras din pacient cu tubul, valva si primul si al doilea vas conectate la acestea ca un
ansamblu. Valva poate fi un robinet cu 4 cdi cu un opritor pivotant. Primul si al doilea vas pot fi seringi
separate. Un conector T poate fi amplasat la pivotul acului spinal si interconecteaza tubul la acul spinal.
In mod optional, acul spinal poate include un ac introductor la capitul distal al acului spinal. Acul spinal
poate fi un ac spinal de 5 inci, de calibru 22 sau 24. Acul de introductor poate fi un ac de introductor de
3,5 inci, calibrul 18.

Metoda poate utiliza un dispozitiv care este compus, la un minim, dintr-un prim vas pentru a
contine o cantitate dintr-o compozitie farmaceuticd; un al doilea vas pentru a contine o solutie izotonicd;
un ac spinal prin care compozitia farmaceutici poate fi ¢jectatd din dispozitiv in mod direct in lichidul
cefalorahidian in cisterna magna a unui pacient, si o valva care prezintd un prim orificiu de intrare
interconectat la primul vas, un al doilea orificiu de intrare interconectat la al doilea vas, un orificiu de
evacuare interconectat la acul spinal si un opritor pentru controlul fluxului compozitiei farmaceutice si al
solutiei izotonicice prin acul spinal. Valva poate fi un robinet cu un opritor pivotant adaptat sd pivoteze
intr-o prima pozitie care permite fluxul din primul orificiu de intrare la orificiul de iesire, blocand
simultan fluxul prin cel de-al doilea orificiu de intrare si intr-o a doua pozitie care permite fluxul din al
doilea orificiu de intrare la orificiul de iesire blocAnd simultan fluxul prin primul orificiu de intrare. In
mod optional, valva este un robinet cu 4 cii cu un opritor pivotant. Primul si al doilea vas pot fi seringi
separate. Acul spinal poate fi interconectat la supapa printr-o lungime a tubului flexibil. Un conector T
poate interconecta tubul la acul spinal. In anumite realiziri, acul spinal este un ac spinal de 5 inci, calibrul
22 sau 24. Dispozitivul poate cuprinde suplimentar un ac introductor conectat la un capdt distal al acului
spinal. In mod optional, acul introductor este un ac introductor de 3,5 inci, calibrul 18.

Accastd metodd si acest dispozitiv pot fi utilizate in mod optional fiecare pentru livrarca
intratecald a compozitiilor asigurate aici. In mod alternativ, alte metode si dispozitive pot fi utilizate
pentru o astfel de livrare intratecala.

O compozitie poate cuprinde anticorpul tAAVhu68.anti-HER?2 astfel incit vectorii de AAV sa
poarte casetele de expresie a acidului nucleic care codifica constructiile de imunoglobulind si secventele
reglatoare care directioneazi expresia imunoglobulinei acestora in celula selectatd. Dupa administrarca
vectorilor in SNC, vectorii livreazi casetele de expresie la SNC si exprimd constructiile preoteice de
imunoglobulind in vive. Utilizarea compozitiilor descrise aici intr-o metoda anti-neoplazica este descrisa,
precum si utilizirile acestor compozitii in regimuri anti-neoplazice, care pot implica in mod optional
livrarea unuia sau mai multor alti agenti anti-neoplazici sau alti agenti activi.

O compozitie poate contine un singur tip de vector de AAVhu68, asa cum a fost descris aici,
care contine cascta de expresie pentru livrarea constructiei anti-neoplazice de imunoglobulini in vivo. In
mod alternativ, 0 compozitic poate contine doi sau mai multi vectori de AAV diferiti, fiecare dintre care
are impachetate casete de expresie diferite. De exemplu, cele doud sau mai multe AAV-uri diferite pot
avea cascte de expresie diferite care exprimi polipeptide de imunoglobulind care se asambleazi in vivo
pentru a forma o singurii constructie de imunoglobulini functionali. Intr-un alt exemplu, cele doui sau
mai multe AAV-uri pot avea cascte de expresic diferite care exprima polipeptide de imunoglobulini
pentru tinte diferite, de exemplu, doud asigurd doud constructii de imunoglobulind functionald (de
exemplu, o constructic de imunoglobulind anti-Her2 si o a doua constructic anti-ncoplazicd de
imunoglobulini). Intr-o alti alternativd suplimentari, cele doud sau mai multe AAV-uri diferite pot
exprima constructii de imunoglobulind directionate cétre aceeasi tintd, in care una dintre constructiile de
imunoglobulind a fost modificatd pentru a eclimina legarea FcRn si o a doua constructic de
imunoglobulind care isi pdstreaza capacitatea sau are capacitatea imbunitatiti de a se lega la FcRn. O
astfel de compozitie poate fi utild pentru a asigura in mod simultan anticorpi cu retentie crescuti in zona
creierului i anticorpi pentru livrarea sistemica a constructiei de imunoglobulina.

In mod optional, una sau ambele dintre aceste constructii de imunoglobulind descrise aici au
activitate ADCC imbunitatitd. Un regim asa cum a fost descris aici poate cuprinde, in plus fatd de una sau
mai multe dintre combinatiile descrise aici, 0 combinatie suplimentard cu unul sau mai multe dintre un
medicament biologic anti-neoplazic, un medicament anti-neoplazic cu moleculd micd, un agent
chimioterapeutic, agenti de intensificare imunitari, radiatii, interventie chirurgicald si altele asemenea. Un
medicament biologic asa cum a fost descris aici, se bazeazd pe o peptidd, polipeptida, proteind, enzima,
molecula de acid nucleic, vector (incluzand vectori virali) sau altele asemenea.

In mod corespunzitor, compozitiile descrise aici cuprind o cantitate eficientd anti-neoplazici
dintr-un sau mai multe AAVhu68 suspendate intr-un agent transportor corespunzitor din punct de vedere
farmaceutic proiectat pentru livrare la subiect prin intermediul injectdrii, pompei osmotice, cateterului
intratecal sau pentru livrare printr-un alt dispozitiv sau o alti cale. Intr-un exemplu, compozitia este
formulatd pentru livrare intratecald. Asa cum a fost utilizat aici, livrarea intratecala cuprinde o injectare in
canalul spinal, mai specific in spatiul subarahnoidian. Cu toate acestea, alte ci de livrare pot fi selectate
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si agenti transportori acceptabili din punct de vedere farmaceutic pentru compozitiile de AAV incluzand,
de exemplu, livrarea lichidului cefalorahidian, intranazal, intracisternal, intracercbrospinal, printre alte cii
corespunzatoare directe sau sistemice, adica, rezervorul Ommaya.

Compozitiile pot fi formulate in unititi de dozare pentru a contine o cantitate de AAV care este
in intervalul de aproximativ 1 x 10° copii de genomului (GC) pani la aproximativ 5 x 10'* GC (pentru a
trata un subiect mediu de 70 kg greutate corporald). Un racord spinal poate fi efectuat, in care de la
aproximativ 15 mL (sau mai putin) pand la aproximativ 40 mL CSF sunt indepartati si in care vectorul
este amestecat cu CSF si/sau suspendat intr-un agent transportor compatibil si livrat subiectului. Intr-un
exemplu, concentratia vectorului este de aproximativ 3 x 10 ¥ GC, dar alte cantititi, cum ar fi
aproximativ 1 x 10° GC, aproximativ 5X 10° GC, aproximativ 1 x 10'° GC, aproximativ 5 x 109 GC,
aproximativ 1 x 10'" GC, aproximativ 5 x 10'! GC, aproximativ 1 x 10'> GC, aproximativ 5 x 10'?> GC
sau aproximativ 1,0 x 10'3 GC.

Compozitiile descrise aici pot fi utile pentru intarzierea cresterii unei tumori. Compozitiile
descrise aici pot fi utile pentru sciderca dimensiunii tumorii la un subiect. Compozitiile descrise aici pot
fi utile in reducerea numarului de celule canceroase intr-un cancer tumoral non-solid. O compozitic asa
cum a fost asiguratd aici poate fi utild pentru cresterea supravietuirii generale si/sau a supravietuirii fara
progresic la un pacient. Constructiile anti-neoplazice de imunoglobulinid pot fi sclectate in vederca
neoplasmului care urmeaza sd fie tratat. De exemplu, pentru tratamentul unui cancer de san metastatic in
creier, se poate structura pe calea ingineriei o casetd de expresie pentru un anticorp anti-HER intr-un
AAV recombinant, aga cum a fost descris aici. In mod optional, compozitiile de AAV asa cum au fost
descrise aici pot fi administrate in absenta unui agent farmacologic sau chimic extrinsec suplimentar sau a
unei alte perturbari fizice a barierei hematoencefalice. Intr-o terapie combinati, constructia de
imunoglobulind livratd de AAV descrisa aici poate fi administratd inainte, in timpul sau dupa inceperea
terapiei cu alt agent, precum si orice combinatie a acestora, adicd, inainte si in timpul, inainte si dupa, in
timpul si dupd, sau inainte, in timpul si dupa inceperea terapiei anti-neoplazice. De exemplu, AAV-ul
poate fi administrat intre 1 si 30 de zile, de preferat, 3 si 20 de zile, mai de preferat intre 5 si 12 zile
inainte de incepereca radioterapici. Chimioterapia poate fi administratd concomitent cu sau, mai de
preferat, ulterior terapiei cu imunoglobulind (anticorp) mediatd de AAV. Compozitiile conform inventiei
pot fi combinate cu alte substante biologice, de exemplu, medicamente cu anticorpi monoclonali
recombinanti, conjugati anticorp-medicament sau altele asemenea. in plus, combinatii de diferite
constructii de imunoglobulini livrate de AAV asa cum sunt discutate mai sus pot fi utilizate in astfel de
regimuri. Orice metoda sau cale corespunzitoare poate fi utilizatd pentru a administra 0 compozitie care
contine AAVhu68.anti-Her2, asa cum a fost descris aici, si in mod optional, pentru a co-administra agenti
anti-neoplazici si/sau antagonisti ai altor receptori. Regimurile de agent anti-neoplazic utilizate includ
orice regim considerat a fi corespunzitor optim pentru tratamentul afectiunii neoplazice a pacientului.
Diferite afectiuni maligne pot necesita utilizarea de anticorpi antitumorali specifici si de agenti anti-
neoplazici specifici, care vor fi determinate de la pacient la pacient. Cdile de administrare includ, de
exemplu, administrare sistemicd, orald, intravenoasd, intraperitoneald, subcutanatd sau intramusculard.
Doza de antagonist administratd depinde de numerosi factori, incluzand, de exemplu, tipul de antagonisti,
tipul si severitatea tumorii care este tratatd si calea de administrare a antagonistilor.

Este de semnalat faptul cd termenul "un" sau "o" se referd la unul sau mai multe. Ca atare,
termenii "un" (sau "o"), "unul sau mai multi" si "cel putin unul" sunt utilizati aici in mod interschimbabil.

Cuvintele ,,cuprinde”, ,cuprind” si ,,care cuprinde” trebuie interpretate mai degrabd inclusiv,
decat exclusiv. Cuvintele ,,constd”, ,care constd” si variantele lor trebuie interpretate mai degraba
exclusiv, decat inclusiv. In timp ce diverse realiziri din specificatic sunt prezentate utilizind limbajul
,care cuprinde”, in alte circumstante, o realizare inrudita este de asemenea intentionati a fi interpretatd si
descrisd utilizind limbajul ,,care constd din” sau ,,care consta in mod esential din”.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul "aproximativ" inseamni o variabilitate de 10% (£10%) fata
de referinta dat, cu exceptia cazului in care nu a fost specificat altfel.

Asa cum au fost utilizate aici, ,boald”, ,tulburare” si ,afectiune” sunt folosite in mod
interschimbabil, pentru a indica o stare anormald la un subiect.

Cu exceptia cazului in care au fost definiti altfel in aceastd specificafie, termenii tehnici si
stiintifici folositi aici prezintd aceeasi semnificatie, asa cum este inteleasd in mod obisnuit de citre un
profesionist in domeniu si prin referire la textele publicate, care asigurd unui profesionist in domeniu un
ghid general pentru multi dintre termenii utilizati in prezenta cerere.

Termenul "expresie" este utilizat aici in sensul sdu cel mai larg si cuprinde producerea de ARN
sau de ARN si proteine. In ceea ce priveste ARN, termenul "expresie" sau "translatie" se referd in special
la producerea de peptide sau proteine. Expresia poate fi tranzitorie sau poate fi stabila.
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Asa cum a fost utilizat aici, termenul "titru de NAb" este o misuritoare a cat de mult anticorp de
neutralizare (de exemplu, Nab anti-AAV) este produs, care neutralizeaza efectul fiziologic al epitopului
sdu tintit (de exemplu, un AAV). Titrurile de NAb anti-AAV pot fi misurate asa cum a fost descris in, de
exemplu, Calcedo, R, si colab, Worldwide Epidemiology of Neutralizing Antibodies to Adeno-Associated
Viruses. Journal of Infectious Diseases, 2009. 199(3): p. 381-390.

Asa cum a fost utilizatd aici, o "casetd de expresie" se referd la o molecula de acid nucleic care
cuprinde o secventd de codificare, un promotor si poate include alte secvente reglatoare pentru aceasta.
Un genom de vector poate contine doud sau mai multe casete de expresie. Termenul "transgend" poate fi
utilizat in mod interschimbabil cu "casetd de expresie". De obicei, o astfel de casetd de expresic pentru
generarea unui vector viral contine secventa de codificare pentru produsul genetic descris aici, flancatd de
semnale de impachetare ale genomului viral si alte secvente de control al expresiei, cum ar fi cele descrise
aicl.

Abrevierea ,,s¢” se referd la auto-complementare. "AAV auto-complementar”" se referd la o
constructic in care o regiune de codificare purtatd de o secventd de acid nucleic de AAV recombinant a
fost proiectatd pentru a forma un model de ADN dublu catenar intramolecular. Dupd infectare, mai
degraba decat si astepte sinteza mediatd de celuld a celei de-a doua catene, cele doud jumatifi
complementare ale sCAAV se vor asocia pentru a forma o unitate de ADN dublu catenar (dSADN) care
este gata pentru replicare si transcriptic imediatd. Vezi, de exemplu, DM McCarty si colab, "Self-
complementary recombinant adeno-associated virus (scAAV) vectors promote efficient transduction
independently of DNA synthesis", Gene Therapy, (August 2001), Vol 8, Numdrul 16, Paginile 1248-
1254. AAV-uri auto-complementare sunt descrise in, de exemplu, Brevetele SUA Nr. 6 596 535; 7 125
717; 517 456 683.

Asa cum a fost utilizat aici, termenul "legat in mod functional" se referd atat la secvente de
control al expresiei care sunt invecinate cu gena de interes, cat si la secvente de control al expresiei care
actioneaza in trans sau la distantd pentru a controla gena de interes.

Termenul "heterolog" atunci cand este utilizat cu referire la o proteind sau la un acid nucleic
indica faptul ca proteina sau acidul nucleic cuprinde doud sau mai multe secvente sau subsecvente care nu
se gasesc in aceeasi relatic una cu cealalti in naturd. De exemplu, acidul nucleic este produs in mod
recombinant in mod tipic, avind doud sau mai multe secvente din gene neinrudite aranjate pentru a realiza
un nou acid nucleic functional. De exemplu, acidul nucleic poate avea un promotor dintr-o geni aranjati
pentru a directiona expresia unei secvente de codificare dintr-o gena diferitd. Astfel, cu referire la
secventa de codificare, promotorul este heterolog.

Un ,virus deficient de replicare” sau un ,,vector viral” se referd la o particuld virala sinteticd sau
artificiala in care o casetd de expresie care contine o gend de interes este impachetat intr-o capsida virald
sau intr-o anvelopd, unde orice secvente genomice virale sunt, de asemenea, impachetate in capsida sau
anvelopd virald, sunt deficiente de replicare; adicd, acestea nu pot genera virioni descendenti, dar
pastreaza capacitatea de a infecta celulele tintd. Genomul vectorului viral poate si nu includd gene care
codificd enzimele necesare pentru replicare (genomul poate fi structurat pe calea ingineriei pentru a fi
fard intestine” — continind doar gena de interes flancatd de semnalele necesare pentru amplificarea si
impachetarea genomului artificial), dar aceste gene pot fi asigurate in timpul productiei. Prin urmare,
acesta este considerat sigur pentru utilizare in terapia geneticd, din moment ce replicarea si infectarea prin
virionii descendenti nu pot avea loc decét in prezenta enzimei virale necesare pentru replicare.

In multe cazuri, la particulele de rAAV s-a facut referire ca rezistente la DNaza. Totusi, in plus
fatd de aceastd endonucleaza (DNazd), alte endo- si exo-nucleaze pot fi, de asemenea, utilizate in etapele
de purificare descrise aici, pentru a indeparta acizii nucleici de contaminare. Astfel de nucleaze pot fi
selectate pentru a degrada ADN-ul monocatenar si/sau ADN-ul dublu catenar si ARN-ul. Astfel de etape
pot contine o singurd nucleazd sau amestecuri de nucleaze directionate citre diferite tinte si pot fi
endonucleaze sau exonucleaze.

Termenul ,,rezistent la nucleaza” indicd faptul ci capsida de AAV s-a asamblat complet in jurul
casetel de expresie, care este proiectatd sd livreze o gend la o celuld gazda si protejeaza aceste secvente
genomice impachetate de degradare (digestie) in timpul etapelor de incubare a nucleazei proiectate pentru
a elimina acizii nucleici de contaminare, care pot fi prezenti din procesul de productie.

Asa cum a fost utilizatd aici, o "cantitate eficientd" se refera la cantitatea compozitiei de rAAV
care livreazd si exprimd in celulele tintd o cantitate din produsul genetic din genomul de vector. O
cantitate eficientd poate fi determinatid pe baza unui model animal, mai degrabd decat a unui pacient
uman. Exemple ale unui model murinic corespunzator sunt descrise aici.

UnrAAV sau o compozitic asa cum a fost asiguratd aici poate exclude un anticorp anti-gripd sau
o constructic de imunoglobulind. Un rAAYV sau o compozitic asa cum a fost asiguratd aici poate exclude o
geni a atrofiei musculare spinale (SMA) sau o secventd de codificare a SMIN.
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Termenul ,translatie” in contextul prezentei inventii se referd la un proces la ribozom, in care o
catend de ARNm controleazd ansamblul unei secvente de aminoacizi pentru a genera o proteind sau o
peptida.

Asa cum au fost utilizati in aceastd specificatie si in revendicari, termenii "care cuprind"”, "care
contin", "care includ" si variantele sale includ alte componente, clemente, numere intregi, etape si altele
asemenea. In schimb, termenul ,care constd” si variantele sale sunt exlcusiv din alte componente,
elemente, numere intregi, etape si altele asemenea.

Este de semnalat faptul ci termenul "un" sau "o", se referd la unul sau mai multi, de exemplu,
"un agent de intensificare”, se intelege ca reprezintd unul sau mai multi agent (agenti) de intensificare. Ca
atare, termenii "un" (sau "o"), "unul sau mai multi" si "cel putin unul" sunt utilizati aici in mod
interschimbabil.

Asa cum a fost descris mai sus, termenul ,aproximativ’ atunci cand este utilizat pentru a
modifica o valoare numerica inseamna o variatie de +10%, cu exceptia faptului in care nu a fost specificat
altfel.

Urmitoarele exemple sunt doar ilustrative.

EXEMPLE

In anumite realiziri, capsida de AAVhu68 a fost observati ci are un randament mai bun de
AAV9, care este, de asemenea, in Clada F. Una sau ambele modificiri ale aminoacizilor ale acidului
glutamic (Glu) in pozitia 67 si valina (Val) in pozitia 157 pot conferi acest randament crescut. In anumite
realizdri, vectorii care prezintd capsidele de AAVhu68 asigura o crestere de cel putin 15% in randamentul
vectorului impachetat in comparatie cu vectorii pe bazi de AAV9. Intr-o comparatie intre AAVhu68 si
AAVrh10, AAVhu68 a fost descoperit cd asigurd o eficientd de transductiec mai bunid decat AAVrhl0 la
dozi scizutd (de exemplu, aproximativ 1 x 10°) in urma administririi intracerebroventriculare.
EXEMPLUL 1
A. Identificarea AAVhu68

ADN-ul tisular a fost extras din probe de tesut uman ca model PCR cu coloane QlAamp
(Qiagen) urméind recomandirile producitorului cu urmitoarele modificiri. ADN polimeraza Q5 (Q5® Hot
Start High-Fidelity 2X Master Mix, NEB) a fost aleasa pentru fidelitatea extraordinar de inalta si eficienta
sa robustd pentru a recupera gena VP1 de lungime completa a potentialelor AAV-uri in probe, asa cum a
fost descris de Gao, si colab [Proc Natl Acad Sci USA, 3 Septembrie 2002 3, 99(18): 11854-11859 (Epub
21 August 2002)] cu setul de primeri modificat dupd cum urmeazi: in locul AVINS, primerul
GCTGCGYCAACTGGACCAATGAGAAC, prm504 [NR ID SECV: 7] a fost utilizat si in locul
primerului invers AV2CAS,
prm505:CGCAGAGACCAAGTTCAACTGAAACGA [NR ID SECV: 8], a fost utilizat. Conditiile PCR
au fost modificate dupd cum urmeaza:

T A

‘Apa
Model 1
2X Q5 12,5
programPCR
: ;Timp (secunde) Ciclu (cicluri)
98 130 1

H 3
: : H
.............. e e e e e e e e e

Benzile de ~ 3 kb din PCR au fost tdiate din gel; ADN-ul a fost extras cu Kitul de Extractic cu
Gel QIAquick (Qiagen) si clonat in Kitul de clonare PCR Zero Blunt® TOPO® (Thermo Fisher
Scientific). Plasmidele au fost secventiate pentru a obtine intreaga lungime a genei AAV VPI1. Pentru
majoritatea probelor, cel pufin trei plasmide au fost secventiate complet si secventele consens au fost
extrase ca secventd finald AAV pentru acea proba.
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Secventa de acid nucleic dobénditd care codificd proteina de capsidd vpl a AAVhu68 este
asiguratd in NR ID SECV: 1. Vezi, de asemeneca, FIG. 2A-2C. Secventa de aminoacizi de vpl de
AAVhu68 este asigurati in FIG. 1 si NR ID SECV: 2. in comparatic cu AAV9, AAVhu31 si AAVhu32,
doud mutatii (A67E si A157V) au fost identificate cricuale in AAVhu68 (incercuite in FIG. 1).

Accastd metoda de amplificare a asigurat, de asemenea, o secventd agent de distantiere intre
secventa de codificare vpl si secventele de codificare rep. Aceastd secventd de codificare este:
atgacttaaaccaggt, NR ID SECV: 9. Secventa de codificare pentru rep52 de AAVhu68 este reprodusa in
NR ID SECV: 3. Secventa de proteind rep52 este de asemenea reprodusa in NR ID SECV: 4.

Plasmida trans pAAV2/hu68 a fost apoi realizatd prin incdrcarea genei VP1 de hu68 intr-o
structurd principald de pAAV2/9 in locul genei VP1 AAV9 pentru a evalua eficienta de impachetare,
randamentul si proprietitile de transductie. Plasmida pAAV2/9 contine ITR-uri AAV2 5' si 3' care
flancheaza gena de capsida si este disponibild de la Penn Vector Core [Universitatea din Pennsylvania,
Phila, PA US, pennvectorcore.med.upenn.edu].

B. Caracterizarea AAVhu68

Desi acest fenomen nu a fost observat sau descris anterior in capsidele de virus adeno-asociat,
alte proteine si peptide au fost descoperite a fi susceptibile, atét in vivo, precum si in vitro, la o varietate
de modificari chimice. Una dintre cele mai frecvente modificiri este deamidarea asparaginei, o reactie
spontand non-enzimatici. in general, timpii de injumatatire ai deamidarii asparaginilului in conditii
fiziologice (pH 7.4, 37°C) variaza intre aproximativ 1 si 1000 de zile. O serie aseminitoare de reactii
apare in reziduurile de glutamina la glutamat, dar aceste reactii sunt mult mai lente decat cele ale
omologilor lor de asparagind.

In peptide scurte, formarea intermediarilor ciclici este controlati de secventa primara, in timp ce
in proteine structurile secundare, tertiare si cuaternare au un efect suplimentar. Astfel, rata de deamidare a
fiecdrei amide proteice este determinatd in mod unic. Identificarea spectrometricd a masei a peptidelor
deamidate este relativ simpld, din moment ce deamidarea se adauga la masa moleculei intacte +0,984 Da
(diferenta de masa dintre grupdrile -OH si -NH;). Din moment ce deamidarea este o modificare stabild in
faza gazoasd, spectrele MS/MS pot releva pozitia deamiddrii chiar si in prezenta mai multor zone
potentiale de deamidare.

Patru vectori AAVhu68 au fost produsi utilizind unul dintre cele patru genomuri de vector care
nu sunt relevanti pentru acest studiu, fiecare produs utilizind metode conventionale de transfectie tripld in
celule 293. Pentru o descriere generala a acestor tehnici vezi, de exemplu, Bell CL si colab, "The AAV9
receptor and its modification to improve in vivo lung gene transfer in mice.", J Clin Invest.
2011;121:2427-2435. Pe scurt, o plasmidd care codificd secventa care urmeazi sa fie impachetatd (un
produs genetic exprimat dintr-un promotor de B-actind de pui, un intron si un hormon de crestere poli A)
flancat de repetdri terminale inversate de AAV2, a fost impachetat prin transfectie tripld a celulelor
HEK?293 cu plasmide. care codificd gena rep de AAV2 si gena cap de AAVhu68 si o plasmida auxiliard a
adenovirusului (pAdAF6). Particulele virale de AAV rezultate pot fi purificate utilizind centrifugare cu
gradient de CsCI, concentrate si congelate pentru utilizare ulterioara.

Denaturare si alchilare: La 100 pg de preparat viral dezghetat (solutie proteicd), se adaugd 2 pl
de ditiotreitol 1M (DTT) si 2 pl de clorhidrat de guanidind 8M (GndHC]I) si se incubeaza 1a 90°C timp de
10 minute. Se lasd solutia sa se riceascd la temperatura camerei, apoi se adauga 5 pl de iodoacetamida 1
M (IAM) proaspit preparati si se incubeaza timp de 30 de minute la temperatura camerei in intuneric.
Dupa 30 de minute, se stinge reactia de alchilare prin adaugarea de 1 pl de DTT 1M.

Digestia: La solufia de proteind denaturatd se adaugd de bicarbonat de amoniu 20 mM, pH 7,5-8
la un volum care dilueaza concentratia finald de GndHCI la 800 mM. Se adaugd solutic de proteaza
(tripsind sau chimotripsind) pentru un raport proteaza la proteind de 1:20 si se incubeaza la 37°C in timpul
noptii. Dupd digestie, se addugd TFA pani la un final de 0,5% pentru a stinge reactia de digestie.

Spectrometrie de masd: Aproximativ 1 microgram din amestecul combinat de digestic este
analizat prin UHPLC-MS/MS. LC este efectuatd pe un sistem UltiMate 3000 RSLCnano (Thermo
Scientific). Faza mobild A este apa MilliQ cu acid formic 0,1%. Faza mobild B este acetonitril cu acid
formic 0,1%. Gradientul LC este rulat de 1a 4% B la 6% B timp de 15 minute, apoi la 10% B timp de 25
de minute (40 de minute in total), apoi la 30% B timp de 46 de minute (86 de minute in total). Probele
sunt incdrcate in mod direct in coloanid. Dimensiunea coloanei este de 75 cm x 15 um L.D. si este
impachetatd cu medii C18 de 2 microni (Acclaim PepMap). LC este interfatatd cu un spectrometru de
masd cuadrupol-Orbitrap (Q-Exactive HF, Thermo Scientific) prin intermediul ionizirii cu
electropulverizare nanoflex utilizind o sursi. Coloana este incilzitd la 350C si se aplicd o tensiune de
electropulverizare de 2,2 kV. Spectrometrul de masi este programat s dobandeascad spectre de masd in
tandem de la primii 20 de ioni. Rezolutie completd MS la 120.000 si rezolutie MS/MS la 30.000. Energia
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de coliziune normalizatd este setata la 30, controlul automat al castigului la 1e5, umplerea maxima MS la
100 ms, umplerea maxima MS/MS la 50 ms.

Procesarea datelor: Fisierele de date RAW ale spectrometrului de masi au fost analizate de
BioPharma Finder 1.0 (Thermo Scientific). Pe scurt, toate cautirile au necesitat tolerantd de masa a
precursorului de 10 ppm, tolerantd de masa a fragmentului de 5 ppm, scindare tripticd, pand la 1 scindari
gresite, modificare fixd a alchildrii cisteinei, modificare variabild a oxidirii metioninei/triptofanului,
deamidarea asparaginei/glutaminei, fosforilare, metilare si amidarea.

In urmitorul tabel, T se referd la tripsini si C se refera la chimiotripsind.

S RN

iModiﬁcare \ _ : _ : . ; \ .
Enzima T T T T C C iC ¢ T T T

|% acoperire

.......................................................

EN57+ Deamid

'N66+ Deamid

'N94+ Deamid

e

e — T 5 55

Q259+ Deamid 352 |

N270+ Deamid 16,4 16,6 _ ‘

e e 13 TOE
~N314+Deamld ..........................
\N319+ Deamid 0.3 0,2 Q L
'N329+ Deamid 72,7 89,1 1868 | 794 1789 918
T R 7S PP s s v P P B S S
e Y 240 ........................................................
e 9881000687 ...... Frarv
\N477+ Deamid 44 | 2,6 0.8

'N512+ Deamid 97,5 95,7 ‘ 982 879 1757
B o ............... e
~Q599+Deam1d40 .................................. e T T T
'N628+ Deamid 5.3 :

'N651+ Deamid 0.9 _ _ :

R o 37 ........................................................
N709+Deamld060613 ........... .
N735 : 42,7 21,7
+ Acetilare (Ac):

K332+ Ac

~K693+AC B0 135

~K666+Ac I CEX:




MD/EP 3589730 T2 2024.04.30

44

?Modiﬁcare i :
~K68+ Ac 59,2

.......................................................

i+ Izomerizare (Iso):

e
h 8 i

D97 + Iso
D107 +Iso
‘D384 + Iso

.......................................................

+ Fosforilare (Fos)

S149+Fos 58 157 52 98 57 59 52 199

-S586+ Fos L 136

-+ Oxidare

~W2340xi

.........................................................

‘W247+0xi
klnul‘enlnfl i : 3 i H :
'W306+0xi 07 109 16 1.8 07 10 16 18

?W306+Oxidare la §0’3 20,3
‘kinurenind i i : : :

....................................................................

......................................................................

S W .............................
E-M518+ Oxi 1299 | _
-M524+ Oxi 188 316 |
'M559+0xi '

‘W619+0xi

'W619+Oxidare L

-M640+ Oxi 235 1642 |

W695+Oxi 0.3 ' ' ‘
E+Amidare : :

| ~D297+Amidare 7291 1733

In cazul proteinei de capsidd AAVhu68, 4 reziduuri (N57, N329, N452, N512) prezintd in mod
obisnuit niveluri ridicate de deamidare si in majoritatea cazurilor > 90% in diferite loturi. Reziduurile
suplimentare de asparagind (N94, N253, N270, N304, N409, N477) si Q599) prezintd, de asemenea,
niveluri de deamidare de pand la ~20% in diferite loturi. Nivelurile de deamidare au fost identificate
initial utiliznd o digestie cu tripsind si verificate cu o digestie cu chimotripsind.

EXEMPLUL 2 - Randamentul vectorilor de AAVhu68
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Vectori de AAVhu68 si AAV9 care poartd diversi markeri universali, cum ar fi GFP si LacZ au
fost generati si evaluati. Fiecare dintre vectori a fost generat utilizand tehnica de transfectie tripla in celule
293, asa cum a fost descris de Gao si colab. [Gao, Guang-Ping, si colab. "Novel adeno-associated viruses
from rhesus monkeys as vectors for human gene therapy.” Proceedings of the National Academy of
Sciences 99,18 (2002): 11854-11859,]

A. Producerea plasmidei trans pAAVhu68

Secventa de acid nucleic care codifica proteina de capsida vpl este asiguratd in NR ID SECV: 1.

Plasmida trans pAAV2/hu68 a fost realizatd prin incarcarea genei VP1 de hu68 intr-o structurd
principald de pAAV2/9 in locul genei VP1 de AAV9 pentru a evalua eficienta impachetirii, randamentul
si proprietdtile de transductie. Plasmida pAAV2/9 confine ITR-uri AAV2 5' si 3' care flancheazd gena
capsidei si este disponibild de la Penn Vector Core [Universitatea din Pennsylvania, Phila, PA US,
pennvectorcore.med.upenn.edu].

B. Randamentul vectorilor de AAVhu68

Celule 293 au fost cultivate si mentinute in DMEM, 1X (Mediu Esential Minim Eagle cu
Modificare Dulbecco) cu 4,5 g/L glucoza, L-glutamind si piruvat de sodiu suplimentat cu 10% ser fetal de
bovind sub atmosferd cu 5% CO, la 37°C. Transfectiile au fost efectuate asa cum a fost descris de Gao si
colab. [Gao, Guang-Ping, si colab. "Novel adeno-associated viruses from rhesus monkeys as vectors for
human gene therapy.” Proceedings of the National Academy of Sciences 99,18 (2002): 11854-11859.] cu
plasmida vectorului inlocuitd cu pAAV2/hu68 sau pAAV2/9. Transgena (caseta de expresie) utilizatd a
fost CB7.CLffLuciferazd. RBG. Celulele transfectate au fost cultivate in continuare in placi cu 6 godeuri.
Lizatul total al celulelor, precum si supernatantul au fost colectate pentru cuantificarea virusului prin
intermediul analizei TagMan (Applied Biosystems) utilizAnd sonde si primeri care tintesc regiunea poliA
beta-globind de iepure a transgenei (caseta de expresie), asa cum a fost descris in Gao si colab. [Gao,
Guangping, si colab. "Purification of recombinant adeno-associated virus vectors by column
chromatography and its performance in vivo." Human gene therapy 11,15 (2000): 2079-2091.].
Randamentele a sase plasmide pAAV2/9 si sase plasmide pAAV2/hu.68 au fost comparate pe o placi cu
6 godeuri, cap la cap, atit in termeni de titru al supernatantului, cit si ai titrului total de lizat. Fiecare
plasmidi a provenit dintr-o colonie de bacterii individuale.

Randamentul AAVhu68 a fost descoperit a fi asemanitor cu cel al AAV9 in termeni de lizat
total (FIG. 3A, n=6, p = 0,42). Cu toate acestea, in supernatant, randamentul AAVhu68 a fost in mod
semnificativ mai mare decat cel al AAV9 (FIG. 3B, n=6, p = 0,0003). Astfel, AAVhu68 a fost demonstrat
ca un vector mai bun in comparatie cu AAV9 in termeni de productie, din moment ce supernatantul este
recoltat in timpul scaldrii stivei celulare si productiei de virus.

EXEMPLUL 3 - Transductia in vivo a AAVhu68.LacZ

AAVhu68.CB7.nLacZ (la care s-a ficut referire, de asemenca ca AAVhu68.LacZ) a fost generat
prin intermediul inserdrii unei secvente care codificd P-galactozidaza bacteriand localizatd nuclear
(nLacZ) si apoi produs asa cum a fost descris in Exemplul 2. Pentru a evalua eficienta impachetdrii,
randamentul, proprietitile de transductie, eficienta transductiei si tropismul AAVhu68 in vive, soarecii au
fost injectati cu 5 x 10!! copii de genom ale vectorului AAVhu68.LacZ prin intermediul a diferite metode
de administrare, cum ar fi administrare intravenoasd, intramusculard si intranazald. Muschiul, plamanul,
ficatul si inima au fost colectate dupa sacrificarea soarecilor la doud sdptimani dupd administrarea
vectorului. Sectiunile inghetate ale fiecdrui organ au fost pregitite, procesate si analizate ca protocol
conventional de detectare a expresiei genei LacZ [Bell, Peter, si colab. "An optimized protocol for
detection of E. coli B-galactosidase in lung tissue following gene transfer.” Histochemistry and cell
biology 124,1 (2005): 77-85.]. O colorare pozitivd pentru LacZ prezentatd in albastru (FIG. 4A-4C)
indicd o transductie reusitd a AAVhu68.

Asa cum a fost prezentat in FIG. 4A, dupd ce vectorii au fost introdusi la soareci prin intermediul
injectdrii intravenoase (IV), toate organele testate (inima, ficatul, plamanul si muschiul) au demonstrat
transductia AAVhu68 in timp ce un tropism care favorizeazd inima si ficatul fatd de plamén si muschi a
fost observat. Dupd ce vectorii introdusi la soareci prin intermediul injectirii intramusculare (IM), inima,
ficatul si muschiul au demonstrat o ratd de transductie ridicatd a AAVhu68, in timp ce nicio transductie
detectabild in pldman nu a fost observatd. Dacd administrarea intranazald a fost efectuatd, transductie
dispersata a fost observata in inimd, ficat, muschi si plaman.

Aceste rezultate au relevat faptul cd AAVhu68 a demonstrat o eficien{d ridicatd de transductie si
un tropism larg de tesut/organ.

EXEMPLUL 4 - Transductia in vivo a AAVhu68.GFP in comparatie cu AAV9.GFP

AAVhu68.GFP si AAV9.GFP au fost generate prin intermediul inserarii unei gene care codifica
proteina fluorescentd verde (GFP) ca genele care sunt apoi produse asa cum a fost descris in Exemplul 2.
Pentru a evalua eficienta impachetdrii, randamentul, proprietdtile de transductie, eficien{a transductiei si
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tropismul AAVhu68 si AAVY in vivo, soarecii au fost administrati cu AAVhu68.GFP sau AAV9.GFP la
doze de 1x10'° GC sau 1x10!! GC. Creierul, muschiul, plamanul, ficatul si inima au fost colectate dupi
sacrificarea soarecilor la doud saptimani dupa administrarea vectorului. Sectiunile congelate ale fiecirui
organ au fost pregitite si procesate pentru a vizualiza expresia GFP asa cum a fost descris de Wang si
colab. [Wang L, si colab., Hum Gene Ther. 2011 Nov; 22(11):1389-401; Wang L, si colab., Mol Ther.
2010 Jan; 18(1): 126-34]. O colorare pozitivd pentru GFP prezentata in verde (FIG. SA-5C si FIG. 6A-
6D) indicd o transductie de succes a vectorilor testati.

Sectiuni din diferite regiuni ale creierului (hipocamp, cortex motor si cerebel) de soareci cu
administrare intracerebroventriculara a vectorilor au fost investigate. Transductia vectorilor AAV a fost
observati in toate probele de hipocamp testate, cu exceptia unuia dintre soarecii injectati cu 1x10'° GC de
AAV9.GFP. O transductie mai bund a AAVhu68.GFP in comparatic cu cea a AAV9 a fost observati in
cortexul motor. in plus, transductia in cerebel a AAVhu68.GFP a fost observati atunci cind soarecii au
fost injectati cu 1x10!! GC doar de vector. Prin urmare, AAVhu68 a prezentat o eficientd de transductie
mai mare, precum si un tropism mai larg in creier in comparatiec cu AAV9.

Intr-un experiment suplimentar, diferite organe, cum ar fi ficatul, rinichiul, inima si pancreasul,
de la soareci administrati cu AAVhu68.GFP pe cale intravenoasd au fost preparate si procesate asa cum a
fost descris de Wang si colab. [Wang L, Calcedo R, Bell P, Lin J, Grant RL, Siegel DL, Wilson JM, Hum
Gene Ther. 2011 Nov; 22(11): 1389-401; Wang L, Calcedo R, Wang H, Bell P, Grant R, Vandenberghe
LH, Sanmiguel J, Morizono H, Batshaw ML, Wilson JM, Mol Ther. 2010 Jan; 18(1):126-34]. Un semnal
pozitiv de la GFP prezentat in verde indicd o transductic reusiti a vectorilor de AAV mentionati.
Imaginile de cAmp luminos prezentate in alb si negru au fost asigurate pentru morfologia organului, in
timp ce canalul fluorescent rosu corespunzitor a fost asigurat ca un control negativ.

Semnalul pozitiv puternic prezentat in verde a fost observat in ficat, in timp ce rinichiul, inima si
pancreasul au demonstrat si transductia vectorului mentionat de asemenea, indicAnd un tropism larg de
tesut/organ al vectorului AAVhu68.

EXEMPLUL 5 - Randament si transductie in vivo ale vectorilor AAV cu mutatic A67E si A157V

Pentru a creste randamentul si/sau eficienta de impachetare a unui vector recombinant adeno-
asociat (rAAV), o geni a capsidei de AAV pentru a exprima o proteind vpl cu o Glu la pozitia de
aminoacid 67 si/sau o Val la pozifia de aminoacid 157 este structuratd pe calea ingineriei la vectori de
AAV, cum ar fi AAV9, AAVhu3l si AAVhu32, in care numerotarea reziduurilor de aminoacizi se
bazeazd pe AAVhu68 [NR ID SECV: 5].

Vectorii AAV mentionati sunt produsi si evaluafi pentru randamentul fiecdrui vector in
conformitate cu Exemplul 2. Eficienta transductiei in vivo si tropismul tesutului/organului/regiunii sunt
evaluate in continuare prin metode conventionale, asa cum au fost ilustrate in Exemplul 3.

EXEMPLUL 6 - AAVhu68.CMV.PLhtrastuzumab.SV40 intratecal pentru profilaxia metastazelor
cerebrale ale cancerului mamar uman cu HER2+

EAAV9 gVirus adeno-asociat 9 ;
EAAV9.trastuzumab §AAV9.CMV.PI.htrastuzumab.SV4O (AAV9 care poartd o casetd de expresic a
: gtrastuzumab)
BCA ............................................. A nahzaac1du]u1b1(;1nc0n1n1c ..............................................................................................................
BCBM ....................................... MetastazecerebralealeCancemlmdesﬁn .....................................................................................
ECI gIntron himeric

gAgent de intensificare timpuriu imediat al citomegalovirusului /promoter de§
{beta-actini de pui i

iReactia digitala cu picituri in lant a polimerazei

i Acid deoxiribonucleic

GC Copii de genomuri

EGLP gBune practici de laborator

e e e e e e e e e e e e e e e e e

rogram de terapic genetica

{HER2 gReceptorul 2 al factorului de crestere epidermic uman
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EAAth68 §Ser0tipul hu68 al virusului adeno-asociat

EAAth68,trastuzumab §hu68.CMV.PI.htrastuzumab.SV4O (AAVhu68 care poartd o casetd de expresie

icu trastuzumab)

ICV ‘Intracerebroventricular
.ID :Numar de identificare

1T Intratecal

H
3
3
3
3
3
3
3
3
3

H
=

H
=

3
&

{ Anticorp monoclonal

iDozi esentiald minima

Numiir de animale

:Solutie salina de fosfat

3

§Reac1;ia cantitativa in lant a polimerazei

iGena 1 de eliminare de activare a recombindrii

iGena 1 de activare a recombindrii

R R R

Secventa poli A de B-globina de iepure

H
=

3
&

§Rota‘;ie per minut

ESD {Deviere standard

3

ESOP §Procedurz'1 standard de operare
ESV40 (semnal Poli A)  {Semnal de poliadenilare a virusului simian 40
A. Rezumat

Scopul  acestui studiu a  fost sd  testeze eficacitatea  terapeuticA  a
AAVhu68.CMV.PLhtrastuzumab.SV4(0 (AAVhu68.trastuzumab), un virus recombinant adeno-asociat de
serotip AAVhu68 care contine o casetd de expresie a trastuzumab, pentru profilaxia metastazelor
cerebrale ale cancerului de sin uman cu HER2+ intr-un model de soarece cu xenogrefd. Trastuzumab
(Herceptin®, Roche) este un anticorp monoclonal umanizat (mAb) directionat impotriva HER2 care
extinde supraviefuirea pacienilor atunci cind este utilizat pe cale intravenoasa cu chimioterapie pentru a
trata boala sistemica cu HER2+. Cu toate acestea, bariera hemato-encefalici exclude Herceptin® care este
administrat pe cale intravenoasa de la intrarea in sistemul nervos central, facindu-1 incapabil sa trateze in
mod eficient metastazele cerebrale ale cancerului de san cu HER2+. Mai multe rapoarte de caz indica
faptul cd Herceptin® administrat pe cale intratecald poate creste supravietuirea pacientilor cu boald
leptomeningeald cu HER2+ sau poate opri progresia metastazelor focale cu HER2+ [J. C. Bendell, si
colab., Central nervous system metastases in women who receive trastuzumab-based therapy for
metastatic breast carcinoma. Cancer. 97, 2972-2977 (2003); D. J. Slamon, si colab., Use of Chemotherapy
plus a Monoclonal Antibody against HER2 for Metastatic Breast Cancer That Overexpresses HER2, N.
Engl. J. Med. 344, 783-792 (2001), M. A. Cobleigh, si colab., Multinational study of the efficacy and
safety of humanized anti-HER2 monoclonal antibody in women who have HER2-overexpressing
metastatic breast cancer that has progressed after chemotherapy for metastatic disease. J. Clin. Oncol. 17,
2639-2648 (1999), Zagouri F, si colab., (2013). Intrathecal administration of trastuzumab for the
treatment of meningeal carcinomatosis in HER2-positive metastatic breast cancer: a systematic review
and pooled analysis. Breast Cancer Res Treat, 139(1):13-22, Bousquet G, si colab. (2016). Intrathecal
Trastuzumab Halts Progression of CNS Metastases in Breast Cancer. J Clin Oncol. 34(16):e151-155]. Cu
toate acestea, LCR se transformi rapid, compromitind probabil efectul terapeutic al IT Herceptin®
datorita profilului farmacocinetic LCR cu fluctuatii mari. Scopul tratamentului cu AAVhu68 trastuzumab
este de a preveni aparitia, de a incetini cresterea, de a imbunititi supravietuirea sau de a creste calitatea
clinici a masurilor pentru viati asociate cu HER2+ BCBM prin asigurarea expresiei localizate, pe termen
lung, a AAVhu68.trastuzumab in parenchimul cerebral insusi.

AAVhu68 trastuzumab a fost administrat la patru doze diferite (1,00x10°, 3,00x10'°, 1,00x10"!
si 3,00x10'' GC/animal) prin injectare intracranioventriculard (ICV) in soareci RAG1” in varstd de 6-9
saptdmani. Celulele BT474 M1 flue, derivate dintr-o linie celulard de carcinom ductal uman cu HER2+,
au fost implantate cel putin 21 de zile mai tarziu. Soarecii au fost observati zilnic si eutanasiafi la punctul
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final al studiului. Tesutul cerebral a fost colectat la necropsie pentru masurarea volumului tumorii. S-a
concluzionat faptul ci administrarea ICV profilactici a AAVhu68.CMV Pl htrastuzumab.SV40 intr-un
model de xenogrefi RAG17 a metastazelor cerebrale de cancer de sin cu HER2+ a avut ca rezultat un
volum al tumorii redus in mod semnificativ la toate dozele de testare in acest experiment. in total, aceste
rezultate au demonstrat eficacitatea terapeuticd potentiald a AAVhu68.trastuzumab pentru a imbunitati
supravietuirea pacientilor cu BCBM HER2+.

B. Obiectivul acestui studiu a fost de a investiga doza minimd esentialdi (MED) de
AAVhu68 trastuzumab pentru profilaxia tumorii intr-un model de xenogrefi RAG1”-de BCBM HER2+
pe calea studierii volumului tumorii. Vectorul este AAVhu68.CMV.PLhtrastuzumab.SV40 sau
AAVhu68.trastuzumab.

Titrul ddPCR: 7,38x10'* GC/ml

Endotoxing: < 2,0 EU/ml

Puritate: 100%

Solutie salind cu tampon fosfat (PBS) (Fara control al tratamentului)

Capacitatca AAVhu68.trastuzumab de a asigura profilaxia tumorii a fost evaluati utilizand un
model de xenogrefd murinicdi RAG1-/- de BCBM HER2+. Un model de soarece cu imunodeficientd
permite cresterea tumorilor ortotopice de origine umani intr-un soarece, fard respingere de cétre sistemul
imunitar al soarecelui. In plus, soarecele RAG1-/- nu posedd IgG intrinsecd, permitind trastuzumab s fie
cuantificat prin ELISA de proteini A.

Tabel: Proiectarea studiului

B e T e
e (@Cg0aTeC) dozel (W) 1 ORI
| gﬁgﬁ‘gg'“as RAG1" (10) S ICV
> gﬁgﬁ‘gg'“as é3,0x1010 RAGI (10) 5 Icv |
4 gﬁgﬁ‘gg'“as %3,0x10“ RAG1™ (10) 5 IcV
s PBS §tr;(t:ailment " RAGI(10) 5 v

Articolul de testat si controlul negativ au fost diluate cu solutie salind tamponata cu fosfat (PBS)
sterild la concentratie corespunzitoare. Vectorul a fost administrat ICV in ventriculul lateral stang.

Livrarea intratecald de AAV poate fi efectuati utilizand o varietate de rute pentru accesul LCR.
Calea ICV a fost aleasd deoarece este minim invaziva si nu necesitd nicio procedurd chirurgicald la
soarece (in comparatie cu calea cisterna magna care necesiti incizii prin piele si muschii gatului). S-a
demonstrat anterior in laboratorul nostru si de catre altii, faptul cd o singurd injectare de vector de AAV9
in lichidul cefalorahidian (ICV sau cisterna magna) atit la soareci, cit si la animalele mari tinteste
neuronii din tot creierul [Dirren si colab. (2014). Intracerebroventricular Injection Of Adeno-Associated
Virus 6 And 9 Vectors For Cell Type-Specific Transgene Expression In The Spinal Cord. Hum. Gene.
Therapy 25, 109-120, Snyder si colab. (2011). Comparison Of Adeno-Associated Viral Vector Serotypes
For Spinal Cord And Motor Neuron Gene Delivery. Hum. Gene Ther 22, 1129-1135, Bucher si colab
(2014). Intracisternal Delivery Of AAV9 Results In Oligodendrocyte And Motor Neuron Transduction In
The Whole Central Nervous System Of Cats. Gene Therapy 21, 522-528, Hinderer si colab. (2014).
Intrathecal Gene Therapy Corrects CNS Pathology In A Feline Model Of Mucopolysaccharidosis 1. Mol
Ther: 22, 2018-2027].

C. Implantarea celulelor tumorale la soareci RAG1-/-

Pentru crearea unui model de xenogrefd de soarece pentru BCBM HER2+, o linie celulard de
carcinom cu celule ductale HER2+ umani transdusi cu luciferaza de licurici, BT474-Ml.ffluc a fost
folositd. Pentru procedura de injectare, soarecii au fost anesteziati cu ketamina/xilazini. Blana de pe scalp
si gat a fost tunsd. O granuld de 17-B estradiol cu eliberare in timp (1,7 mg, eliberare in 90 de zile,
Innovative Research of America) a fost implantata pe cale subcutanatd in dorsul gitului si readministratad
la fiecare 90 de zile in timpul studiului. Soarecii au fost fixafi intr-un aparat stereotaxic. Pielea expusi a
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fost curdtatd cu povidond-iod si 70% etanol. O incizie antero-posterioard de 1 cm a fost facutd peste
partea superioard a craniului. Bregma a fost identificatd. Un burghiu pneumatic a fost pozitionat la
bregma, apoi a fost mutat cu 0,8 mm 1in spate si la 2,2 mm in stinga bregma, unde o gaurd de bavurid a
fost foratd in craniu. O seringd Hamilton de 25 pL a fost incércatd cu 5 L suspensie de celule tumorale
(100.000 de celule in total in 50:50 MatriGel®:PBS). Acul a fost adus la bregma si mutat la coordonatele
indicate mai sus inainte de a patrunde 4,0 mm in parenchimul cerebral. Acul a fost apoi ridicat cu 1,0 mm
inapoi pe pista acului pentru a crea un buzunar in care si se injecteze celulele tumorale. Acul a fost 13sat
pe loc timp de 5 minute. Apoi, 5 pL de suspensie celulard au fost injectati timp de 10 minute utilizind un
aparat de injectic motorizat. Acul a fost 14sat pe loc timp de 5 minute dupa ce injectarea a fost finalizat3,
apoi a fost indepdrtat incet. Incizia peste craniu a fost suturatid cu 4,0 vicril i soarecii au primit 15 mg/kg
de enrofloxacini (Bayer) in PBS steril impreund cu 0,3 mg/kg de buprenorfind in PBS steril, ambele pe
cale subcutanata.

Soarecii au fost monitorizati zilnic. Atunci cand sunt muribunzi, soarecii au fost eutanasiafi prin
supracxpunere la CO2 urmata de dislocare cervicald. La necropsie, creierele au fost izolate si taiate
coronal prin pista acului de injectare a tumorii.

Volumul tumorii: Masurarea diametrului tumorii in ziva 35 a fost efectuatd cu sublere digitale
Vernier (Thermo-Fisher). Creierele au fost recoltate la necropsie. Disectia brutd la nivelul pistei acului de
injectare a tumorii a fost utilizatd pentru a izola tumorile din fesutul cerebral inconjurdtor. Diametrul
tumorii a fost apoi misurat in 3 dimensiuni (X, y si z) si volumul tumorii a fost calculat ca volumul unui
elipsoid, 4/3 * m *x/2 * y/2 * z/2. Emisfera cercbrald dreaptd, emisfera contralaterald la zona injectarii
vectorului si a implantirii tumorii au fost pastrate in formol. Tumorile disecate au fost colectate raportat
la cohorta de doza si conservate in formol. Comparatiile de volum tumoral au fost efectuate utilizind
testul Mann-Whitney in GraphPad Prism 7.

D. Rezultate

Volumul tumorii: Pentru a determina dacd profilaxia tumorii IT AAVhu68.trastuzumab
incetineste cresterea tumorii, am mdsurat diametrul tumorii la 35 de zile dupa implantare. Volumul mediu
al tumorilor din grupul care a primit cea mai mare dozd de AAVhu68.trastuzumab profilaxia tumorii (0,4
mm?, n=10) a fost in mod semnificativ mai mic decét soarecii care nu au primit niciun tratament (26,1
mm?, n=9). Soarecii care au primit doze mai mici de AAVhu68.trastuzumab au avut tumori in mod
semnificativ mai mici in comparatie cu niciun tratament. Volumul tumoral mediu al soarecilor care au
primit 1,00x10'% GC/soarece a fost calculat ca fiind acelasi din punct de vedere statistic cu volumul
tumoral median al soarecilor care au primit 3,00 x 10'% GC/goarece (p=0,6029). De notat, doi soareci din
grupul 1, un soarece din grupul 2, trei soareci din grupul 3 si trei soareci din grupul 4 nu au avut o tumora
foarte apreciabild la disectie.

EGrup §DOZA Numir de soareci §Volum mediu  al §Valoarea p in comparatie cu niciun
: (GC/soarece) §tum0rii (mm?) i tratament
S 00x1010 ............... — .................................................... T T :
00x1010 ............... s 00053
3 Looxion o¥ 13 10,0026

4 3.00x10"" 10 0,4 <0,0001

i* Un animal din fiecare dintre aceste grupuri a fost cutanasiat inainte :
‘de data programata pentru necropsie §i, prin urmare, nu a fost inclus in
‘analizi. {

La toate dozele, administrarea IT de AAVhu68.trastuzumab a condus la un volum mediu al
tumorii in mod semnificativ mai mic la D35 post-implantare tumorald atunci cand a fost administrat pe
cale profilacticd intr-un model de xenogrefi murind RAG1” de BCBM HER2+ care utilizeazi linia
celulard de carcinom ductal uman BT474 M1 HER2+. AAVhu68.trastuzumab MED madsurat in acest
studiu a fost 1,00x10'° GC/soarece.

EXEMPLUL 7 - Randament productiei i puritatea pentru vectorii AAVhu68

Pentru a compara randamentul productiei si/sau puritatea unui vector recombinant adeno-asociat
(tAAV) care prezintd capside diferite, doud seturi diferite de vectori care prezintd capside diferite,
incluzand AAVhu68, AAVS8triplu, AAVS si AAVY au fost generate si preparate.
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Pe scurt, un set de vectori care prezintd o capsida indicatd si un genom de vector care cuprinde
un promotor de citomegalovirus (CMV), o secventd de codificare a luciferazei de licurici si o poli A
SV40 (CMV ffLuciferazd. SV40) au fost produse si evaluate pentru randamentul fiecdrui vector la scard
micd. Rezultatele arata faptul cd vectorii AAV9 au asigurat cel mai mare randament in timp ce vectorul
AAVhu68 a urmat ca al doilea (FIG 8A). Vectorii AAV8 si AAVStriplu au asigurat, de asemenea, un
randament de peste 4x10'2 GC (FIGURA 8A).

Celalalt set de vectori care prezintd o capsida indicatd si un genom de vector care cuprinde un
promotor CMV, un intron, o secventd de codificare a imunoadezinei (2011g IA) si o poli A SV40
(CMV.P1.2011g IA.SV40) au fost produse si evaluate pentru randamentul si puritatea fiecirui vector la
scard mega, in conformitate cu metode conventionale. Rezultatele sunt prezentate in Figurile 8B si 9.

Aseminitor cu randamentele preparatelor la scard micd, vectorii de AAV9 au asigurat cel mai
mare randament la aproximativ 5,7x10"* GC in timp ce vectorul de AAVhu68 a urmat ca al doilea, la
aproximativ 3,8 x 10 GC (FIG 8B). Vectorii de AAV8 au asigurat un randament de aproximativ
3,6x10% GC si AAV8triplu la aproximativ 1,8x10% GC (FIG 8B). Purititile preparatelor testate sunt
comparabile, variind de la aproximativ 97,4% pand la aproximativ 98,6%.

EXEMPLUL 8 - Vectori de rAAV la soareci masculi RAG KO.

Expresia genei a fost testatd in vivo utilizind vectori de rAAV care prezintd diferite capside,
incluzand AAVhu68, AAVS8triplu, AAV8 si AAV9 si care exprimd un produs transgenetic secretat, 2011g
IA.

Soarecii masculi RAG KO in varstd de 6-8 saptimani (n = 5/grup) au fost administrati pe cale
intramusculard in mugchiul gastrocnemian fie cu 3x10'! GC/soarece sau 3x10'° GC/soarece din vectorul
testat utilizind o seringd Hamilton. Serul a fost colectat sdptdmanal de la soareci carora li s-au administrat
vectori care exprimi proteine secretate prin prelevari de singe submandibulare in tuburi de colectare a
serului. Nivelurile de expresie a transgenelor au fost misurate in ser prin ELISA asa cum a fost descris in
Greig si colab, Intramuscular Injection of AAVS8 in Mice and Macaques Is Associated with Substantial
Hepatic Targeting and Transgene Expression, PLoS One. 13 Noiembrie 2014 13;9(11):e112268, doi:
10,1371/journal.pone.0112268, eCollection 2014.

Asa cum a fost prezentat in FIG. 10A si 10B, vectorii de AAVhu68, AAVS si AAV9 au
exprimat transgena la un nivel aseminitor, in timp ce vectorul AAVS8triplu se exprimd mai bine dupd
injectare IM la soareci. La doza mai mici testatd (adica, 3x10'° GC/soarece), diferenta in expresie fati de
AAV8triplu este substantiala.

EXEMPLUL 9 - Expresia transgenetici a vectorilor de rAAYV la soareci masculi C57BL/6J.

Expresia in ficat si muschi a fost testatd in vivo utilizand vectori de rAAV care prezintd diferite
capside, incluzind AAVhu68, AAV8triplu, AAV8 si AAVY si care exprimd o luciferazd de licurici
(ffLuc) ca transgena.

Soareci masculi C57BL/6J in varstd de 6-8 sdptimani (n = 5/grup) au fost administrati pe cale
intramusculard in muschiul gastrocnemian cu 3x10'! GC/soarece din vectorul testat utilizind o seringi
Hamilton. Expresia ffLuc a fost vizualizatd siptimanal prin imagisticd de bioluminiscentd a intregului
corp, asa cum a fost descris anterior (Greig si colab., PLoS One 2014, citat mai sus).

Asa cum a fost prezentat in FIG. 11A si 11B, vectorii de AAVhuo8, AAVS si AAV9 au fost
exprimati la un nivel asemanitor atat in nmuschi, cat si in ficat, in timp ce vectorul AAV8triplu a redus
expresia in ficat si a imbunatitit expresia in muschi.

EXEMPLUL 10 - Vectori de rAAV in Macaci Cynomolgus masculi si femele.

Expresia transgenei a fost testatd in Macaci Cynomolgus utilizand vectori de rAAV care prezintd
diferite apside, incluzand AAVhu68, AAVStriplu, AAVS si AAVY si care exprimd o transgend secretatd,
2011g TA.

Macacii cynomolgus masculi si femele care prezintd titruri de NAb la vectorul injectat de <1,5 la
inceputul studiilor, au fost administrati cu o dozi de 10'* GC/kg de greutate corporald de vector care
exprimi 2011g TA de la una dintre cele patru capside de vector (AAVS8triplu, AAVhuo8, AAV9 sau
AAVS) pe cale intramusculard in muschiul vast lateral al picioarelor, drept si stang, ca injectari de 1 ml
per kg greutate corporald (concentratia vectorului din 10'* GC/ml) pentru studiul de biodistributie a
vectorului. Probele de sange au fost prelevate anterior studiului si sdptiménal in timpul studiului prin
intermediul punctiei venoase a venei femurale. Nivelurile de expresie a transgenelor au fost misurate in
ser prin ELISA, asa cum a fost descris anterior (Greig si colab., PLoS One 2014, citat mai sus).

Asa cum a fost prezentat in FIG12, AAVhu68 si AAVStriplu se exprimd mai bine in comparatie
cu vectorii AAVY si AAVS dupa injectare IM.

(Text Liber de Enumerare a Secventelor)

Urmatoarele informatii sunt asigurate pentru secventele care contin text liber sub identificatorul

numeric <223>.
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'NR ID SECV: (contine text liber) | Text liber sub <223>
2 <223> Constructic sintetica
B
pr————— T
5<223>Cap51davp1deAAngemgmehomoSaplens ......................
' §<220>

<221> CDS

| <223> Capsida VP1 de AAV9

:6 <223> Constructic sintetica
7 <223> primer prm504
8 <223>pnmerprm505 .............................................................................................
9<223>secven;ﬁagemdespaperedeAAth68 ........................................
10 §<223> Proteina de capsidd vpl de AAVhu31
11 §<223> Proteina de capsida vpl de AAVhu32
12 <223> Secventd de codificare a vpl de AAVhu31
13 ........................................................................ - 223>Secven‘;adecomﬁcareavpldeAAth32
14<223>hu68vp1m0d1f1cat ....................................................................................
: <2205

<221> TRASATURA NOUA
<222>(23)(23) ........................................................................................................

..........................................................................................................................................................................................................................

§<223> Xaa poate fi W (Trp, triptofan) sau W oxidat.
1<220>
<221> TRASATURA NOUA

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau
Asp/izoAsp

B H
............................................................................................................................................

1<220>
<221> TRASATURA NOUA
<222> (57)..(57)

.........................................................................................................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau
Asp/izoAsp

..........................................................................................................................................................................................................................

1<221> TRASATURA NOUA
§<222> (66)..(66)

3 3

§<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau
{ Asp/izoAsp

3 H

220>

B H
..........................................................................................................................................................................................................................

|<221> TRASATURA_NOUA
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:NR ID SECV: (contine text liber)

Text liber sub <223>

<222> (94)..(94)

............................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
Asp/izoAsp !

............................................................................................................................................

..........................................................................................................................................................................................................................

1<221> TRASATURA NOUA

<2225 (97)..(97)

<223> Xaa poate fi D (asp, acid aspartic) sau D izomerizat.

|<221> TRASATURA_NOUA

<222> (107)..(107)

<223> Xaa poate fi D (asp, acid aspartic) sau D izomerizat.

............................................................................................................................................

R

1<221> TRASATURA NOUA

1<222> (113)..(113)

1 <223> Xaa poate fi orice aminoacid care apare pe cale naturali

.............................................................................................................................................

§<222> (149)..(149)

<223> Xaa poate fi S (Ser, serind) sau S Fosforilata

............................................................................................................................................

..........................................................................................................................................................................................................................

1<222> (149)..(149)

§<223> Xaa poate fi S (Ser, serind) sau S Fosforilata

B H
............................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi W (Trp, triptofan) sau W oxidat (de§

exemplu, kinurening).

<220>

<221> TRASATURA NOUA

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
Asp/izoAsp i

1<220>

<221> TRASATURA NOUA

B H
............................................................................................................................................

<223> Xaa reprezintd Q, sau Q deamidat in acid glutamic (acid
alfa-glutamic), acid gamma-glutamic (Glu) sau un amestec de§
acid alfa- §i gamma-glutamic :

B
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:NR ID SECV: (contine text liber)

Text liber sub <223>

..........................................................................................................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau
Asp/izoAsp

1<220>

<221> TRASATURA NOUA

§<223> Xaa reprezintd D (Asp, acid aspartic) sau D amindat in N

(Asn, asparagini)

..........................................................................................................................................................................................................................

1<222> (304)..(304)

............................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau
Asp/izoAsp

1<220>

<221> TRASATURA NOUA

.............................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi W (Trp, triptofan) sau W oxidat (de§

exemplu, kinurening).

<220>

<221> TRASATURA NOUA

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau
Asp/izoAsp i

R

1<221> TRASATURA NOUA

<222> (319)..(319)

B

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
Asp/izoAsp :

.............................................................................................................................................

<221> TRASATURA NOUA

<222> (329)..(329)

............................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau
Asp/izoAsp i

..........................................................................................................................................................................................................................

1<221> TRASATURA NOUA

§<222> (332)..(332)

§<223> Xaa poate fi K (lys, lizind) sau K acetilatd

g el

1<220>

R H
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'NR ID SECV: (contine text liber) | Text liber sub <223>
' <221> TRASATURA NOUA

.........................................................................................................................................................................................................................

.........................................................................................................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
Asp/izoAsp i

..........................................................................................................................................................................................................................

1<221> TRASATURA NOUA

<222> (384)..(384)

<221> TRASATURA NOUA
<2225 (404)..(404)

.........................................................................................................................................................................................................................

R

1<221> TRASATURA NOUA
<222> (409)..(409)

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
AsplizoAsp |

...........................................................................................................................................................................................................................

|<221> TRASATURA_NOUA
<222> (436)..(436)
<223> Xaa poate fi M (Met, Metionind) sau M oxidati.

.........................................................................................................................................................................................................................

..........................................................................................................................................................................................................................

1<221> TRASATURA NOUA
<2225 (452)..(452)

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau |
Asp/izoAsp

.........................................................................................................................................
....................................................................................

§<222> @77)..(477)

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
Asp/izoAsp !

<220>

1<222> (499)..(499)

§<223> Xaa poate fi S (Ser, serind) sau S Fosforilata

<220>

1<221> TRASATURA_NOUA

222> (512)..(512)

.........................................................................................................................................
....................................................................................

§<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
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'NR ID SECV: (contine text liber) | Text liber sub <223>

Asp/izoAsp

.........................................................................................................................................................................................................................

R

1<221> TRASATURA NOUA

R

1<222> (515)..(515)

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
Asp/izoAsp

<2225 (518)..(518)

<223> Xaa poate fi M (Met, Metionind) sau M oxidata.

.........................................................................................................................................................................................................................

R

§<222> (524)..(524)

<223> Xaa poate fi M (Met, Metionind) sau M oxidata.
§<220>

<221> TRASATURA NOUA

...........................................................................................................................................................................................................................

| <223> Xaa poate fi M (Met, Metionind) sau M oxidatd.
<220>
<221> TRASATURA NOUA

.........................................................................................................................................................................................................................

R

1<223> Xaa poate fi T (Thr, treonini) sau T Fosforilati
1<220>
<221> TRASATURA NOUA

...........................................................................................................................................................................................................................

<221> TRASATURA NOUA
<222> (599)..(599)

<223> Xaa reprezintd Q, sau Q deamidat in acid glutamic (acid
alfa-glutamic), acid gamma-glutamic (Glu) sau un amestec de§
acid alfa- si gamma-glutamic !

R

1<221> TRASATURA NOUA
§<222> (605)..(605)

223> Xaa poate fi M (Met, Metionind) sau M oxidata.

B
.....................................................................................................................................

220>

...........................................................................................................................................................................................................................

|<221> TRASATURA_NOUA
<2225 (619)..(619)




MD/EP 3589730 T2 2024.04.30

56

:NR ID SECV: (contine text liber)

Text liber sub <223>

<223> Xaa poate fi W (Trp, triptofan) sau W oxidat (de
exemplu, kinurening).

............................................................................................................................................

............................................................................................................................................

..........................................................................................................................................................................................................................

1<222> (628)..(628)

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau
Asp/izoAsp

.................................................................................................................................................
............................................................................

| <222> (640)..(640)

<223> Xaa poate fi M (Met, Metionind) sau M oxidata.

..............................................................................

............................................................................................................................................

<221> TRASATURA NOUA

............................................................................................................................................

<2225 (651)..(651)

............................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau
Asp/izoAsp i

1<220>

<221> TRASATURA NOUA

B H
..........................................................................................................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau

Asp/izoAsp

<220>

<221> TRASATURA NOUA

1<221> TRASATURA NOUA

<222> (689)..(689)

.................................................................................................................................................
............................................................................

<221> TRASATURA NOUA

<222> (693)..(693)

1<220>

1<221> TRASATURA NOUA

§<222> (695)..(695)

1 <223> Xaa poate fi W (Trp, triptofan) sau W oxidat.

220>

.................................................................................................................................................
............................................................................

|<221> TRASATURA_NOUA
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'NR ID SECV: (contine text liber) | Text liber sub <223>

<222> (709)..(709)

............................................................................................................................................................................................................

<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
Asp/izoAsp i

............................................................................................................................................................................................................

.............................................................................................................................................................................................................

1<221> TRASATURA NOUA

§<222> (735)..(735)

§<223> Xaa poate fi Asn, sau deamidat in Asp, izoAsp, sau§
{ Asp/izoAsp 3

T T T T e T e e e e e e e e e e e e e e e e e
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(57) Revendiciri:

1. Virus recombinant adeno-asociat (rAAV) care cuprinde o capsidd de AAVhu68 si un genom
de vector in capsida de AAVhu68, in care:

(A) genomul de vector cuprinde o moleculd de acid nucleic care cuprinde secvente de repetare
terminale inversate (ITR-uri) de AAV si intre ITR-uri o secventd de acid nucleic de non-AAV care
codificd un produs legat in mod functional la secvente care directioneazi expresia produsului intr-o celuld
tintd de mamifer; si

(B) capsida de AAVhu68 cuprinde proteine de AAVhu68 vpl, proteine de AAVhu68 vp2 si
proteine de AAVhu68 vp3 produse dintr-o secventa de acid nucleic care codifica secventa de aminoacizi
din NR ID SECV: 2, in care proteinele de AAVhu68vpl cuprind un acid glutamic la pozitia 67 si o valind
in pozitia 157 si proteinele de AAVhu68vp2 cuprind o valind in pozitia 157 pe baza numerotarii din NR
ID SECV: 2.

2. rAAV in conformitate cu revendicarea 1, in care capsida de AAVhu68 cuprinde subpopulatii
de proteine de AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si AAVhu68 vp3, in care subpopulatiile de proteine de
AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si AAV hu68 vp3 cuprind cel putin 50% pand la 100% asparagine
deamidate (N) in perechile asparagind - glicind la fiecare dintre pozitiile 57, 329, 452, 512 in raport cu
aminoacizii din NR ID SECV: 2, in care asparaginele deamidate sunt deamidate in acid aspartic, acid
izoaspartic, o pereche de interconversie acid aspartic/acid izoaspartic sau combinatii ale acestora, asa cum
a fost determinat prin spectrometrie de masa.

3. Virus recombinant adeno-asociat (rAAV) care cuprinde o capsidd de AAVhu68 si un genom
de vector in capsida de AAVhu68, in care:

(A) genomul de vector cuprinde o moleculd de acid nucleic care cuprinde secvente de repetare
terminale inversate (ITR-uri) de AAV si intre ITR-uri o secventd de acid nucleic de non-AAV care
codificd un produs legat in mod functional la secvente care directioneazi expresia produsului intr-o celuld
tintd de mamifer; si

(B) capsida de AAVhu68 cuprinde populatii eterogene de proteine de AAVhu68 vpl, AAVhu68
vp2 si AAVhu68 vp3,

in care proteinele de AAVhu68 vpl sunt aminoacizii 1 pand la 736 din NR ID SECV: 2 (vpl)
care cuprind un acid glutamic la pozitia 67 si o valini la pozitia 157 si cuprind, in plus, subpopulatii de
proteine vpl care cuprind aminoacizi modificati pe baza pozitiilor de aminoacizi din NR ID SECV: 2.

in care proteinele de AAVhu68 vp2 sunt aminoacizii 138 pand la 736 din NR ID SECV: 2 (vp2)
care cuprind o valind la pozitia 157 si cuprind, in plus, subpopulatii de proteine vp2 care cuprind
aminoacizi modificati pe baza pozitiilor de aminoacizi din NR ID SECV: 2 | si

in care proteinele de AAVhu68 vp3 sunt aminoacizii 203 pand la 736 din NR ID SECV: 2 (vp3),
care cuprind subpopulatii de proteine vp3 care cuprind aminoacizi modificati pe baza pozitiilor de
aminoacizi din NR ID SECV: 2,

in care subpopulatiile de proteine de AAVhu68 vpl, AAVhu68 vp2 si AAV hu68 vp3 cuprind
cel putin 50% pénd la 100% asparagine deamidate (N) in perechile asparagind - glicina la fiecare dintre
pozitiile 57, 329, 452, 512, in raport cu aminoacizii din NR ID SECV: 2, in care asparaginele deamidate
sunt deamidate in acid aspartic, acid izoaspartic, o pereche de interconversic acid aspartic/acid izoaspartic
sau combinatii ale acestora, asa cum a fost determinat utilizand spectrometrie de masa.

4. rAAV in conformitate cu revendicarea 2 sau cu revendicarea 3, in care subpopulatiile de
proteine de AAVhu68 vpl, vp2 si vp3 cuprind in plus:

(1) una sau mai multe modificiri selectate dintre: lizind acetilat, serind si/sau treonind
fosforilate, acid aspartic izomerizat, glutamine deamidate, triptofan si/sau metioninid oxidate sau un
aminoacid amidat, asa cum a fost determinat prin spectrometrie de masd; si/sau

(i1) 1% pani la 40% deamidare a asparaginelor la una sau mai multe dintre pozitiile N94, N113,
N252, N253, Q259, N270, N303, N304, N305, N319, N328, N336, N409, N410, N477, N515, N598,
Q599, N628, N651, N663, N709 sau combinatii ale acestora, pe baza numerotirii NR ID SECV: 2, asa
cum a fost determinat prin spectrometrie de masd.

5. rAAV in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 2 pani la 4, in care subpopulatiile de
capsidd de AAVhu68 ale proteinelor de capsidid de AAVhu68 vpl, vp2 si vp3 cuprind in plus

(a) cel putin 65% din asparaginele (N) in perechile asparagind - glicind localizate la pozitiile 57
ale proteinelor vpl este deamidat, asa cum a fost determinat utilizind spectrometrie de masa, pe baza
numerotdrii din NR ID SECV: 2; si/sau
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(b) cel putin 75% din N in perechile asparagini - glicind la pozitia 329 a proteinelor vpl, vp2 si
vp3 este deamidat, asa cum a fost determinat prin spectrometrie de masa, pe baza numerotirii reziduurilor
din secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2 ; si/sau

(c) cel putin 50% din N in perechile asparagind - glicina la pozitia 452 a proteinelor vpl, vp2 si
vp3 este deamidat, asa cum a fost determinat prin spectrometrie de masa, pe baza numerotirii reziduurilor
din secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2 ; si/sau

(d) cel putin 75% din N in perechile asparagini - glicind la pozitia 512 a proteinelor vpl, vp2 si
vp3 este deamidat, asa cum a fost determinat prin spectrometrie de masa, pe baza numerotirii reziduurilor
din secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2.

6. rAAV in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 1 pani la 5, in care capsida de AAVhu68
cuprinde:

(a) o subpopulatic de proteine vpl in care 75% pana la 100% din N la pozitia 57 a proteinelor
vpl este deamidat, asa cum a fost determinat prin spectrometrie de masi; si/sau

(b) subpopulatii de proteine vpl, proteine vp2 si/sau proteine vp3 in care 75% pand la 100% din
N la pozitia 329, pe baza numerotirii NR ID SECV: 2, este deamidat, asa cum a fost determinat utilizand
spectrometrie de masa; si/sau

(c) subpopulatii de proteine vpl, proteine vp2 si/sau proteine vp3 in care 75% pana la 100% din
N la pozitia 452, pe baza numerotirii NR ID SECV: 2, este deamidat, asa cum a fost determinat utilizand
spectrometrie de masa; si/sau

(d) subpopulatii de proteine vpl, proteine vp2 si/sau proteine vp3 in care 75% pani la 100% din
N la pozitia 512, pe baza numerotirii NR ID SECV: 2, este deamidat, asa cum a fost determinat utilizand
spectrometric de masa.

7. rAAV in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 1 pani la 6, in care secventa de acid
nucleic care codifica proteinele vpl este NR ID SECV: 1 sau o secventd cel putin 80% pana la cel putin
99% identicd cu NR ID SECV: 1, care codificd secventa de aminoacizi din NR ID SECV: 2; in mod
optional, in care secventa de acid nucleic este identica cel putin 80% pénd la 97% cu NR ID SECV: 1.

8. Compozitic care cuprinde o populatic mixtd de virus adeno-asociat recombinant hu68
(tAAVhu68), in care fiecare dintre rTAAVhu68 este selectat in mod independent dintr-un rAAV in
conformitate cu oricare dintre revendicarile 1 pand la 7.

9. rAAV in conformitate cu oricare dintre revendicdrile 1 pand la 7 sau compozitia in
conformitate cu revendicarea 8, in care secventele ITR de AAV sunt o ITR 3'si o ITR 3' dintr-o alti
sursd de AAV decit AAVhu68.

10. Compozitia in conformitate cu oricare dintre revendicarile 8 sau 9, in care compozitia este
formulatd pentru

(1) livrarea intratecald si genomul de vector cuprinde o secventd de acid nucleic care codifica un
produs pentru livrare la sistemul nervos central;

(i) livrare intravenoasa; sau

(iii) livrare intranazala sau intramusculara.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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