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DESCRIPCION
Vectores AAV para la terapia génica de la retina y el SNC
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de EE.UU. N° de Serie 61/988.131,
presentada el 2 de mayo de 2014, y la Solicitud Provisional de EE.UU. N° de Serie 62/114.575, presentada el 10 de
febrero de 2015.

PRESENTACION DEL LISTADO DE SECUENCIAS EN ARCHIVO DE TEXTO ASCII

El contenido de la siguiente presentacion en un archivo de texto ASCII se incorpora en esta memoria como referencia
en su totalidad: un formulario legible por computadora (CRF) del Listado de Secuencias (nombre de archivo:
159792010440SEQLIST.txt, fecha de registro: 29 de abril de 2015, tamafio: 85 KB).

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a vectores virales adeno-asociados recombinantes (rAAV) variantes para un
suministro mejorado a los ojos; por ejemplo, para una terapia génica mejorada de la retina.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

Las enfermedades degenerativas de la retina son un enfoque prometedor para la terapia génica mediada por vectores
adeno-asociados (AAV). Los vectores AAV pueden mediar en la expresién génica a largo plazo en la retina y provocar
respuestas inmunitarias minimas, lo que hace que estos vectores sean una eleccién atractiva para el suministro de
genes alos o0jos. La retina es un tejido sensible a la luz en la parte posterior del ojo que se compone de una diversidad
de tipos de células, incluyendo células fotorreceptoras, células epiteliales pigmentadas de la retina y células
ganglionares de la retina. El tipo de célula diana y la ruta de suministro del vector para el vector de terapia génica de
AAV dependera de la indicacion de la enfermedad. Por ejemplo, un ensayo clinico de Fase | para la degeneracién
macular relacionada con la edad emplea un suministro intravitreo de vector para lograr la transduccion de las células
ganglionares de la retina y un ensayo clinico reciente para el tratamiento de pacientes con amaurosis congénita de
Leber tipo 2, una forma de retinitis pigmentosa, utiliza un suministro subretiniano del gen RPEB5 para transducir las
células epiteliales pigmentadas de la retina.

Allocca et al. (2007, J. Virology 81:11372-11380) informa sobre la transduccion de fotorreceptores murinos con sero-
tipos de AAV.

A la vista de una utilidad de este tipo, existe la necesidad de desarrollar agentes y métodos novedosos para mejorar
el suministro de AAV a los 0jos.

En la invencién, el trastorno es un trastorno ocular y la administracién es a la subreting, y la particula de rAAV
comprende una capside de rAAV2 segun se define en las reivindicaciones.

Los vectores basados en virus adeno-asociados (AAV) también se han convertido en el sistema de vectores preferido
para la terapia génica neurolégica, con un excelente historial de seguridad en multiples ensayos clinicos (Kaplitt, M.G.
et al. (2007) Lancet 369:2097-2105; Eberling, J.L. et al. (2008) Neurology 70:1980-1983; Fiandaca, M.S. et al. (2009)
Neuroimage. 47 Supl 2: T 27-35). Sin embargo, el tratamiento eficaz de los trastornos neurolégicos se ha visto
obstaculizado en gran medida por los problemas asociados con el suministro de vectores AAV a las poblaciones de
células afectadas. Este problema de suministro ha sido especialmente problematico para los trastornos que implican
el sistema nervioso central (SNC). Por consiguiente, existe una necesidad adicional de mejorar el suministro de AAV
al SNC.

En base a la descripcion que esta contenida en esta memoria, la presente invencioén proporciona una particula de virus
adeno-asociado recombinante (rAAV) para uso en un método de tratar un trastorno ocular en un mamifero,
comprendiendo dicho método suministrar un acido nucleico heterélogo al ojo de un individuo, en donde dicho método
comprende administrar dicha particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) a la subretina del individuo, en
donde la particula de rAAV comprende a) una capside de AAV2 recombinante (rAAV2) que comprende proteinas de
la capside de AAV2 que comprenden una o mas sustituciones de amino&cidos en una o mas de las posiciones R484,
R487, K527, K532, R585 y/o R588, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2, en donde la una o mas
sustituciones de aminoacidos es con un residuo de aminoacido hidréfobo, y en donde la una o mas sustituciones de
aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAV a un proteoglicano de heparan sulfato, y b) un vector rAAV que
comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal invertida de AAV.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién que comprende una particula de virus adeno-
asociado recombinante (rAAV) para uso en un método para tratar un trastorno ocular en un individuo, en donde dicho
método comprende el suministro subretiniano de dicha composicién a la retina del individuo, en donde las particulas
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de rAAV comprenden a) una capside de rAAV2 que comprende proteinas de la capside de AAV2 que comprenden
una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas de las posiciones R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588,
numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2, en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos es con un
residuo de aminoacido hidrofobo, y en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos reduce la unién de la particula
de rAAV a un proteoglicano de heparan sulfato y b) un vector rAAV que comprende un &cido nucleico heterélogo v al
menos una repeticion terminal de AAV.

La presente invencién, otros aspectos de la misma y algunas realizaciones preferidas de la misma se recogen en las
reivindicaciones adjuntas.

En algunos casos, la divulgaciéon proporciona métodos para suministrar un acido nucleico heterélogo al ojo de un
individuo, que comprenden administrar una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) a la subretina del
individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende proteinas de la capside
de rAAV que comprenden una o0 mas sustituciones de aminoacidos en una 0 mas posiciones que interactdan con un
proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532,
585 o0 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV que comprende el &cido nucleico
heter6logo y al menos una repeticién terminal invertida de AAV. En la invencion, la particula rAAV comprende una
capside de serotipo 2 de AAV (AAV2). En la invencién, la una o mas sustituciones de aminoacidos reducen la unién
de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones, la una 0 mas sustituciones de
aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al
menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos
un 75% o aproximadamente al menos un 100%. En algunas realizaciones, la una o0 mas sustituciones de aminoacidos
aumentan la eficacia de transduccién por la particula de rAAV de una célula en el ojo o el SNC. En algunas
realizaciones, la sustitucion de uno o mas aminoacidos aumenta la eficiencia de la transduccion por la particula de
rAAV de una célula en el ojo o el SNC en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%,
aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al menos un 100%, p.
ef., en comparacion con una capside de rAAV de referencia que comprende una proteina de la capside de AAV de
tipo salvaje. En algunas realizaciones, la célula del ojo es una célula de la retina, una célula fotorreceptora, células
epiteliales pigmentadas de la retina, células bipolares, células horizontales, células amacrinas, células de Miiller y/o
células ganglionares. En algunos casos, la célula del SNC es un oligodendrocito, astrocito, neurona, célula del
parénquima cerebral, célula microglial, célula ependemal y/o una célula de Purkinje.

En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacién comprenden una capside con una o mas sustituciones de
aminoacidos en la posicion 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2. En
algunas realizaciones, la numeracion se basa en la VP1 de AAV2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién de un
residuo de aminoacido cargado positivamente con un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente. En
algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente se sustituye con un residuo de aminoacido
hidréfobo. En realizaciones adicionales, una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustituciéon de un
residuo de arginina o lisina. En aln otras realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la
sustitucion de un residuo de arginina o lisina por un residuo de alanina. En la invencion, la una o mas sustituciones
de aminoacidos comprenden una sustitucion en la posicién R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588, numeracion
basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende una o0 mas proteinas de la
capside de rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con las SEQ ID
NOs: 2, 4 y/o 6. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende una sustitucién en la
posicion R532. En algunas realizaciones, la una o més sustituciones de aminoacidos comprenden sustituciones en
la posicion R484 y R487 o en las posiciones R585 y R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En realizaciones
adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden sustituciones de R484A y R487A o
sustituciones de R585A y R588A, numeracién basada en VP1 de AAV2. En realizaciones adicionales, la capside de
AAV comprende sustituciones de aminoacidos R585A y R588A, numeracion basada en VP1 de AAV-2. En la
invencion, la particula de rAAV comprende una capside de AAV2.

En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacion comprenden una capside con una o mas sustituciones de
aminoacidos en la posicion 485, 488, 528, 533, 586 o 589, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R.
En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacion comprenden una capside con una o mas sustituciones de
aminoacidos en la posicién 485, 488, 528 o 533, numeracién basada en la numeraciéon VP1 de AAVrh8R. En algunos
casos, la numeracioén se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.
En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién de un residuo de
aminoacido cargado positivamente con un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente. En algunos
casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo. En
realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de
arginina o lisina. En alin realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucion
de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina. En otros casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos
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comprenden una sustitucién de un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente con un residuo de
aminoacido cargado positivamente. En algunos casos, un residuo de aminoacido hidréfobo se sustituye con un residuo
de aminoacido cargado positivamente. En casos adicionales, la sustitucién de uno o mas aminoacidos comprende la
sustituciéon de un residuo de alanina. En aun realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprende la sustitucion de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina. En algunos casos, la sustitucion
de aminoacidos esta en la posicién 485, 488, 528, 533 o0 589, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R.
En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacion comprenden una capside con una o mas sustituciones de
aminoacidos en la posicion 485, 488, 528 o 533, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos
casos, la numeracion se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.
En algunos casos, la sustitucién de aminoacidos comprende una sustitucion en la posicion R485, R488, R533 o T589,
numeracién basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende la proteina
de la capside de rAAV de SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una o mas proteinas
de la capside de rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 11. En algunos casos, la sustitucion de un aminoacido comprende una sustitucién R533A, numeracién basada
en VP1 de AAVrh8R.

En algunos casos, la particula de rAAV comprende una capside de AAV1, AAV6 o AAV9 y en donde la una o mas
sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 485, 488, 528, 533, 586 y/o 589, numeracién basada en la
numeraciéon VP1 de AAV1, AAV6 o AAV9; y/o en donde la particula de rAAV comprende una capside de AAV8 o
AAVrh10 y en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 487, 490, 535, 588 y/o 591,
numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV8 o AAVrh10.

En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacién comprenden una capside que comprende una o mas
sustituciones de aminoéacidos que alteran la unién a HSPG (p. €j., reduce o elimina la unién a HSPG) o en una o mas
posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeracién
VP1 de AAV2 y un vector rAAV que comprende un &cido nucleico heterdlogo que codifica un polipéptido terapéutico
o acido nucleico terapéutico. En algunas realizaciones, el acido nucleico heterologo codifica un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en un antioxidante, un factor neurotréfico, un factor anti-apoptético, un factor anti-
angiogénico y un factor antiinflamatorio. En realizaciones adicionales, el acido nucleico heterélogo codifica un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: Prph2, RPE65, AIPL1, GUCY2D, LCA5, CRX, CEP290, MYO 7a,
Clarina, ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRB1, LRAT, NMNAT1, TULP1, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3,
GNAT2, GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO, BCL2, BCL-X, NPkB, Endostatina, Angiostatina, sFlt, sSPDGF-R, IL10, anti-
IL17,sIL17R, IL1-ra, anti-TGFB, sTNF-R |, sTNF-R Il € IL4. En otras realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica
un acido nucleico terapéutico. En realizaciones adicionales, el acido nucleico terapéutico es un ARNip, un ARNi, un
miARN, un ARN antisentido, una ribozima 0 una ADNzima. En algunas realizaciones, el vector rAAV es un vector
rAAV auto-complementario.

En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacién comprenden una capside que comprende una o mas
sustituciones de aminoéacidos que alteran la unién a HSPG (p. €j., reduce o elimina la unién a HSPG) o en una o mas
posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeracioén
VP1 de AAV2 y un acido nucleico heterbélogo que codifica un polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico, en
donde el acido nucleico heterdlogo esta bajo el control de una secuencia de promotor que se expresa en la retina. En
algunas realizaciones, el acido nucleico heter6logo esta enlazado operativamente a un promotor adecuado para la
expresion del polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico en uno o mas tipos de células de la retina. En
algunas realizaciones, la célula de la retina es una célula fotorreceptora, células epiteliales pigmentadas de la retina,
células bipolares, células horizontales, células amacrinas, células de Muller y/o células ganglionares. En algunas
realizaciones, el promotor es un promotor de rodopsina quinasa (RK), un promotor de opsina, un promotor de
citomegalovirus (CMV), un promotor de B-actina de pollo (CBA).

En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacién comprenden una capside que comprende una 0 mas
sustituciones de aminoacidos que alteran la union a HSPG (p. €/., reduce o elimina la unién a HSPG) o en una o mas
posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeracioén
VP1 de AAV2y un &cido nucleico heterélogo para el suministro del acido nucleico heterélogo a la retina de un individuo.
En algunas realizaciones, el individuo es un ser humano. En algunas realizaciones, el acido nucleico heterélogo se
utiliza para tratar un trastorno ocular seleccionado del grupo que consiste en: degeneracion retiniana autosémica
recesiva grave de inicio temprano (amaurosis congénita de Leber), acromatopsia congénita, enfermedad de Stargardt,
enfermedad de Best, enfermedad de Doyne, distrofia de conos, retinitis pigmentosa, retinosquisis ligada al cromosoma
X, sindrome de Usher, degeneraciéon macular relacionada con la edad, degeneracion macular atréfica relacionada con
la edad, AMD neovascular, maculopatia diabética, retinopatia diabética proliferativa (PDR), edema macular cistoide,
retinopatia serosa central, desprendimiento de retina, inflamacion intraocular, glaucoma y uveitis posterior.

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos para mejorar la transduccién de células de rAAV después del
suministro subretiniano de una particula de rAAV al ojo de un individuo en comparacion con la transduccion de células
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con un rAAV que comprende una cépside de tipo salvaje, comprendiendo el método incorporar una o mas sustituciones
de aminoécidos.en una proteina de la capside de AAV en una 0 mas posiciones que interactia con un proteoglicano
de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588,
numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2; en donde la particula de rAAV comprende la proteina de la
capside de rAAV y un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterdlogo y al menos una repeticion terminal de
AAV.

En otros casos, la divulgacion proporciona métodos para mejorar la expresién de un acido nucleico heterdlogo después
del suministro subretiniano de particulas de rAAV al ojo de un individuo, comprendiendo el método incorporar una o
mas sustituciones de aminoacidos en una proteina de la capside de AAV en una 0 mas posiciones gque interactda con
un proteoglicano de heparan sulfato 0 en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 532,
585 o0 588, numeracién basada en la numeraciéon VP1 de AAV2; en donde la particula de rAAV comprende la proteina
de la capside de rAAV y un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una repeticién terminal
de AAV.

En la invencién, las particulas de rAAV con transducciéon mejorada y/o expresion mejorada de un acido nucleico
heter6logo comprenden una capside de serotipo 2 de AAV (AAV2). En la invencion, la una o0 mas sustituciones de
aminoacidos reducen la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones,
la una o mas sustituciones de aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAYV al proteoglicano de heparan sulfato
en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%,
aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al menos un 100%.

En algunos casos, las particulas de rAAV con transduccién mejorada y/o expresion mejorada de un acido nucleico
heter6logo comprenden la capside con una o mas sustituciones de aminoacidos en la posicion 484, 487, 527, 532,
585 o0 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la numeracion se basa en
la VP1 de AAV2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la una 0 mas
sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién de un residuo de aminoacido cargado positivamente con
un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado
positivamente se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo. En realizaciones adicionales, una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de arginina o lisina. En ain otras realizaciones,
la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucion de un residuo de arginina o lisina por un residuo
de alanina. En la invencién, la una o méas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicion
R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la particula
de rAAV comprende una o mas proteinas de la capside de rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al
menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% o el 100% de
identidad de secuencia con las SEQ ID NOs: 2, 4 y/o 6. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden sustituciones en la posicion R484 y R487 o en las posiciones R585 y R588, numeracion
basada en VP1 de AAV2. En realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden
sustituciones de R484A y R487A o sustituciones de R585A y R588A, numeracién basada en VP1 de AAV2. En
realizaciones adicionales, la capside de AAV comprende sustituciones de aminoacidos R585A y R588A, numeracion
basada en VP1 de AAV-2. En la invencion, la particula de rAAV comprende una capside de AAV2.

En algunos casos, las particulas de rAAV con transduccién mejorada y/o expresién mejorada de un acido nucleico
heterélogo comprenden la capside con una o mas sustituciones de aminoacidos en la posicion 485, 488, 528, 533,
586 o0 589, numeracién basada en la numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, las particulas de AAV de la
divulgacién comprenden una capside con una o mas sustituciones de aminoacidos en la posicion 485, 488, 528 o0 533,
numeracién basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracién se basa en la VP1 de
AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la una o mas sustituciones
de aminoacidos comprenden una sustitucion de un residuo de aminoacido cargado positivamente con un residuo de
aminoacido que no esta cargado positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente
se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo. En realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de
aminodacidos comprenden la sustitucién de un residuo de arginina o lisina. En adn realizaciones adicionales, la una o
mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucién de un residuo de arginina o lisina con un residuo de
alanina. En otros casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién de un residuo de
aminoacido que no esta cargado positivamente con un residuo de aminoacido cargado positivamente. En algunos
casos, un residuo de aminoé&cido hidrofobo se sustituye con un residuo de aminoacido cargado positivamente. En
casos adicionales, la sustitucién de uno o mas aminoacidos comprende la sustitucion de un residuo de alanina. En
aun realizaciones adicionales, la una 0 mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de
alanina con un residuo de arginina o lisina. En algunos casos, la sustitucién de aminoacidos esta en la posicion 485,
488, 528, 533 o 589, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, las particulas de
AAV de la divulgacion comprenden una capside con una o mas sustituciones de aminoacidos en la posicién 485, 488,
528 0 533, numeracién basada en la numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracién se basa en la
VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la sustitucion de
aminoacidos comprende una sustitucion en la posicion R485, R488, R533 o T589, numeracién basada en la
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numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende la proteina de la capside de rAAV
de SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una o mas proteinas de la capside de rAAV
que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el
92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al
menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos
aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la sustitucion
de un aminoacido comprende una sustitucién R533A, numeracién basada en VP1 de AAVrh8R.

En algunos casos, las particulas de rAAV con transduccién mejorada y/o expresion mejorada de un acido nucleico
heter6logo comprenden una capside que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos que alteran la unién a
HSPG (p. e/., reduce o elimina la unién a HSPG) o en una 0 mas mas posiciones correspondientes a los aminoacidos
484, 487, 527, 532, 585 0 588, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2 y un vector rAAV que comprende
un acido nucleico heterdlogo que codifica un polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico. En algunas
realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un
antioxidante, un factor neurotréfico, un factor anti-apoptético, un factor anti-angiogénico y un factor antiinflamatorio.
En realizaciones adicionales, el &cido nucleico heterélogo codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste
en: Prph2, RPE65, AIPL1, GUCY2D, LCA5, CRX, CEP290, MYO 7a, Clarina, ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRB1, LRAT,
NMNAT1, TULP1, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, GNAT2, GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO, BCL2,
BCL-X, NPkB, Endostatina, Angiostatina, sFlt, sPDGF-R, IL10, anti-IL17, sIL17R, IL1-ra, anti-TGFB, sTNF-R I, sTNF-
R Il e IL4. En otras realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica un acido nucleico terapéutico. En realizaciones
adicionales, el acido nucleico terapéutico es un ARNip, un ARNhc, un ARNi, un miARN, un ARN antisentido, una
ribozima o una ADNzima. En algunas realizaciones, el vector rAAV es un vector rAAV auto-complementario.

En algunos casos, las particulas de rAAV con transduccién mejorada y/o expresion mejorada de un &cido nucleico
heterdlogo comprenden una capside que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos que alteran la unién a
HSPG (p. gj., reduce o elimina la unién a HSPG) o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484,
487, 532, 585 o0 588, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2 y un &cido nucleico heterbélogo que codifica
un polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico, en donde el acido nucleico heterblogo esta bajo el control de
una secuencia de promotor que se expresa en la retina. En algunas realizaciones, el &cido nucleico heterdlogo esta
enlazado operativamente a un promotor adecuado para la expresion del polipéptido terapéutico o acido nucleico
terapéutico en uno o mas tipos de células de la retina. En algunas realizaciones, la célula de la retina es una célula
fotorreceptora, una célula epitelial pigmentada de la retina y/o una célula ganglionar. En algunas realizaciones, el
promotor es un promotor de rodopsina quinasa (RK), un promotor de opsina, un promotor de citomegalovirus (CMV),
un promotor de B-actina de pollo (CBA).

En algunos casos, las particulas de rAAV con transduccién mejorada y/o expresion mejorada de un &cido nucleico
heter6logo comprenden una capside que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos que alteran la unién a
HSPG (p. €., reduce o elimina la union a HSPG) o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484,
487, 527, 532, 585 0 588, numeracién basada en la numeraciéon VP1 de AAV2 y un &cido nucleico heterélogo para el
suministro del acido nucleico heterélogo a la retina de un individuo. En algunas realizaciones, el individuo es un ser
humano. En algunas realizaciones, el acido nucleico heterdlogo se utiliza para tratar un trastorno ocular seleccionado
del grupo que consiste en: degeneracion retiniana autosémica recesiva grave de inicio temprano (amaurosis congénita
de Leber), acromatopsia congénita, enfermedad de Stargardt, enfermedad de Best, enfermedad de Doyne, distrofia
de conos, retinitis pigmentosa, retinosquisis ligada al cromosoma X, sindrome de Usher, degeneracion macular
relacionada con la edad, degeneracién macular atrofica relacionada con la edad, AMD neovascular, maculopatia
diabética, retinopatia diabética proliferativa (PDR), edema macular cistoide, retinopatia serosa central,
desprendimiento de retina, inflamacién intraocular, glaucoma y uveitis posterior.

En algunos casos, la divulgacion proporciona métodos para tratar un trastorno ocular en un individuo (p. &j., un ser
humano) que comprenden el suministro de una composicion que comprende particulas de rAAV a la retina de un
individuo, en donde las particulas de rAAV comprenden a) una capside de rAAV que comprende una proteina de la
capside de rAAV que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactia
con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487,
527,532, 585 0 588, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2, y b} un vector rAAV que comprende el acido
nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal de AAV. En la invencion, la particula rAAV comprende una
capside de serotipo 2 de AAV (AAV2). En la invencion, la una o mas sustituciones de aminoacidos reducen la unién
de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de
aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al
menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos
un 75% o aproximadamente al menos un 100%.

En algunos casos, los métodos comprenden el suministro subretiniano de particulas de rAAV que comprenden un
vector rAAV que codifica un acido nucleico heterélogo utilizado en el tratamiento del trastorno ocular en un individuo
(p. ef., un ser humano), en donde las particulas de rAAV comprenden una capside con una 0 mas sustituciones de
aminoacidos en la posicion 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeraciéon VP1 de AAV2. En
algunas realizaciones, la numeracién se basa en la VP1 de AAV2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
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SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion de un
residuo de aminoéacido cargado positivamente con un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente. En
algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo.
En realizaciones adicionales, una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de
arginina o lisina. En aun otras realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucién de
un residuo de arginina o lisina por un residuo de alanina. En la invencién, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprenden una sustitucién en la posicién R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588, numeracion basada en VP1 de
AAV2. En algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende una o mas proteinas de la capside de rAAV que
tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%,
al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos
aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos
aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con las SEQ ID NOs: 2, 4 y/o 6. En algunas
realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden sustituciones en la posicion R484 y R487 o en
las posiciones R585 y R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En realizaciones adicionales, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden sustituciones de R484A y R487A o sustituciones de R585A y R588A,
numeracion basada en VP1 de AAV2. En realizaciones adicionales, la capside de AAV comprende sustituciones de
aminodacidos R585A y R588A, numeracion basada en VP1 de AAV-2. En algunas realizaciones, la particula de rAAV
comprende una capside de AAV1, una capside de AAV2, una capside de AAV3, una capside de AAV6, una capside
de AAVS, una cépside de AAVrh8R, una capside de AAV9 o una capside de AAVrh10.

En algunos casos, los métodos comprenden el suministro subretiniano de particulas de rAAV que comprenden un
vector de rAAV que codifica un acido nucleico heterélogo utilizado en el tratamiento del trastorno ocular en un
individuo (p. ej., un ser humano), en donde las particulas de rAAV comprenden una cépside con una 6 mas
sustituciones de aminodacidos en la posicion 485, 488, 528, 533, 586 o 589, numeracion basada en la numeracién
VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacion comprenden una capside con una o
mas sustituciones de aminoacidos en la posicién 485, 488, 528 o 533, numeracién basada en la numeracion VP1 de
AAVrh8R. En algunos casos, la numeracion se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la una 0 mas sustituciones de aminoacidos comprenden una
sustitucion de un residuo de aminoéacido cargado positivamente con un residuo de aminoacido que no esta cargado
positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente se sustituye con un residuo de
aminoacido hidréfobo. En realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la
sustitucion de un residuo de arginina o lisina. En aun realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de
aminodcidos comprende la sustitucion de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina. En otros casos,
la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion de un residuo de aminoacido que no esta
cargado positivamente con un residuo de aminoacido cargado positivamente. En algunos casos, un residuo de
aminoacido hidréfobo se sustituye con un residuo de aminoacido cargado positivamente. En casos adicionales, la
sustitucion de uno o mas aminoacidos comprende la sustitucion de un residuo de alanina. En aun realizaciones
adicionales, la una 0 mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustituciéon de un residuo de alanina con un
residuo de arginina o lisina. En algunos casos, la sustitucién de aminoacidos esta en la posicién 485, 488, 528, 533
0 589, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, las particulas de AAV de la
divulgacién comprenden una capside con una o mas sustituciones de aminodacidos en la posicion 485, 488, 528 o
533, numeracion basada en la numeraciéon VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracion se basa en la VP1
de AAVrh8R que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la sustitucion de
aminoacidos comprende una sustitucion en la posiciéon R485, R488, R533 o T589, numeracion basada en la
numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende la proteina de la capside de rAAV
de SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una o mas proteinas de la capside de rAAV
que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el
92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%,
al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al
menos aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la
sustitucion de un aminoacido comprende una sustitucion R533A, numeracion basada en VP1 de AAVrh8R.

En algunos casos, los métodos comprenden el suministro subretiniano de particulas de rAAV que comprenden un
vector rAAV que codifica un acido nucleico heterdlogo utilizado en el tratamiento del trastorno ocular en un individuo
(p. €j., un ser humano), y una capside que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos que alteran unioén a
HSPG (p. €j., reduce o elimina la unién a HSPG) o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484,
487, 527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, el acido
nucleico heterblogo codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un antioxidante, un factor
neurotrofico, un factor anti-apoptético, un factor anti-angiogénico y un factor antiinflamatorio. En realizaciones
adicionales, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: Prph2, RPEB5,
AIPL1, GUCY2D, LCA5, CRX, CEP290, MYO 7a, Clarina, ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRB1, LRAT, NMNAT1, TULP1,
MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, GNAT2, GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO, BCL2, BCL-X, NPkB,
Endostatina, Angiostatina, sFlt, sSPDGF-R, IL10, anti-IL17, sIL17R, IL1-ra, anti-TGFB, sTNF-R I, sTNF-R Il e IL4. En
otras realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica un acido nucleico terapéutico. En realizaciones adicionales,
el acido nucleico terapéutico es un ARNip, un ARNhc, un ARNi, un miARN, un ARN antisentido, una ribozima o una
ADNzima. En algunas realizaciones, el vector rAAV es un vector rAAV auto-complementario.
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En algunos casos, los métodos comprenden el suministro subretiniano de particulas de rAAV que comprenden un
vector rAAV que codifica un acido nucleico heterélogo utilizado en el tratamiento del trastorno ocular en un individuo
(p. €., un ser humano) y una capside que comprende una o0 mas sustituciones de aminoacidos que alteran union a
HSPG (p. €j., reduce o elimina la unién a HSPG) o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484,
487, 527, 532, 585 0 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2, en donde el acido nucleico heterdlogo
esta bajo el control de una secuencia de promotor que se expresa en la retina. En algunas realizaciones, el acido
nucleico heterélogo esta enlazado operativamente a un promotor adecuado para la expresion del polipéptido
terapéutico o acido nucleico terapéutico en uno o mas tipos de células de la retina. En algunas realizaciones, la célula
de la retina es una célula fotorreceptora, una célula epitelial pigmentada de la retina y/o una célula ganglionar. En
algunas realizaciones, el promotor es un promotor de rodopsina quinasa (RK), un promotor de opsina, un promotor de
citomegalovirus (CMV), un promotor de B-actina de pollo (CBA).

En algunos casos, los métodos comprenden el suministro subretiniano de particulas de rAAV que comprenden un
vector rAAV que codifica un acido nucleico heterdlogo utilizado en el tratamiento del trastorno ocular en un individuo
(p. &j., un ser humano) y una capside que comprende una o0 mas sustituciones de aminoacidos que alteran la unién a
HSPG (p. gj.,reduce o elimina la unién a HSPG) o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484,
487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2, en donde el trastorno ocular se
selecciona del grupo que consiste en degeneracién retiniana autosémica recesiva grave de inicio temprano (amaurosis
congénita de Leber), acromatopsia congénita, enfermedad de Stargardt, enfermedad de Best, enfermedad de Doyne,
distrofia de los conos, retinitis pigmentosa, retinosquisis ligada al cromosoma X, sindrome de Usher, degeneracién
macular relacionada con la edad, degeneracion macular atréfica relacionada con la edad, AMD neovascular,
maculopatia diabética, retinopatia diabética proliferativa (PDR), edema macular cistoide, retinopatia serosa central,
desprendimiento de retina, inflamacion intraocular, glaucoma y uveitis posterior.

En algunos casos, los métodos comprenden el suministro subretiniano de una composicién que comprende particulas
de rAAV, en donde las particulas de rAAV comprenden un vector rAAV que codifica un &cido nucleico heterélogo
utilizado en el tratamiento del trastorno ocular en un individuo (p. ej., un ser humano) y una capside que comprende
una o mas sustituciones de aminoacidos que alteran la unién a HSPG (p. ej., reduce o elimina la unién a HSPG) o en
una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la
numeraciéon de VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la concentracién de las particulas en la composicién es de
aproximadamente 1 x 108 DRP/ml a aproximadamente 1 x 10'* DRP/ml. En algunas realizaciones, la composicién de
particulas de rAAV es eficaz para tratar la funcion visual del individuo. En algunas realizaciones, la funcién visual se
evalla mediante microperimetria, perimetria adaptada a la oscuridad, evaluacién de la movilidad visual, agudeza visual,
ERG o evaluacion de la lectura. En algunas realizaciones, el método da como resultado una mejora en la funcién
visual del individuo. En algunas realizaciones, el método da como resultado la prevencién o una ralentizacién de la
progresion del deterioro de la funcién visual del ser humano debido a la progresién del trastorno ocular.

En algunos casos, la divulgacién proporciona sistemas para el suministro subretiniano de un vector a un ojo de un
individuo, que comprende a) una composicion que comprende una cantidad eficaz de particulas de rAAV, en donde i)
una proteina de la capside de las particulas de rAAV comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o
mas posiciones que interactian con un proteoglicano heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a
los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 0 588, y ii) el vector comprende un acido nucleico heterélogo que codifica un
polipéptido terapéutico o ARN terapéutico y al menos una repeticién terminal de AAV; y b) un dispositivo para el
suministro retiniano del rAAV. En algunos casos, el dispositivo comprende una canula de calibre fino y una jeringa,
en donde la canula de calibre fino es de calibre 27 a 45. En algunos casos, la composicion de particulas de rAAV esta
contenida dentro de la jeringa. En algunos casos, la canula esta fijada a la jeringa. En algunas realizaciones, la
concentracion de las particulas en la composicion es de aproximadamente 1 x 108 DRP/ml a aproximadamente 1 x
10" DRP/ml.

En algunos casos, las particulas de rAAV del sistema comprenden una capside de AAV2 que comprende una o mas
sustituciones de aminoacidos que alteran la unién de HSPG (p. €j., reduce o elimina la unién). En algunos casos, la
sustitucion de uno o mas aminodacidos reduce la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato. En
algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos reduce la unioén de la particula de rAAV al proteoglicano de
heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al
menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al menos un 100%. En algunos casos, la
una o mas sustituciones de aminoacidos aumentan la eficacia de transduccién por la particula de rAAV de una célula
en el ojo 0 el SNC. En algunos casos, la sustitucion de uno 0 mas aminoacidos aumenta la eficiencia de la transduccion
por la particula de rAAV de una célula en el ojo o el SNC en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente
al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al
menos un 100%, p. &j., en comparacion con una capside de rAAV de referencia que comprende una proteina de la
capside de AAV de tipo salvaje. En algunos casos, la célula del ojo es una célula de la retina, una célula fotorreceptora,
células epiteliales pigmentadas de la retina, células bipolares, células horizontales, células amacrinas, células de
Mdller y/o células ganglionares. En algunos casos, la célula del SNC es un oligodendrocito, astrocito, neurona, célula
del parénquima cerebral, célula microglial, célula ependemal y/o una célula de Purkinje.
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En algunos casos, las particulas de rAAV del sistema comprenden una capside de AAV2 que comprende una o mas
sustituciones de aminoacidos que alteran la unién de HSPG (p. ej.,reduce o elimina la unién). En algunos casos, la
una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la
numeraciéon VP1 de AAV2. En algunos casos, la numeracion se basa en la VP1 de AAV2 que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una
sustitucion de un residuo de aminoacido cargado positivamente con un residuo de aminoacido que no esta cargado
positivamente. En algunos casos, €l residuo de aminoacido cargado positivamente se sustituye con un residuo de
aminoacido hidréfobo. En realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la
sustitucion de un residuo de arginina o lisina. En aln realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprende la sustitucion de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina. En algunos casos,
la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicion R484, R487, K527, K532, R585
y/o R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una o mas
proteinas de la capside de rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%,
al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con las SEQ ID
NOs: 2, 4 y/o 6. En algunos casos, la una o mas sustituciones de amino&cidos comprenden sustituciones en la posicién
R484 y R487 o en las posiciones R585 y R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En casos adicionales, la una o
mas sustituciones de aminoacidos comprenden sustituciones de R484A y R487A o sustituciones de R585A y R588A,
numeraciéon basada en VP1 de AAV2. En casos adicionales, la capside de AAV comprende sustituciones de
aminoacidos R585A y R588A, numeracion basada en VP1 de AAV-2. En algunos casos, la particula de rAAV
comprende una capside de AAV1, una capside de AAV2, una capside de AAV3, una capside de AAV6, una capside
de AAVS, una cépside de AAVrh8R, una capside de AAV9 o una capside de AAVrh10.

En algunos casos, las particulas de rAAV del sistema comprenden una capside de AAV2 que comprende una 0 mas
sustituciones de aminoacidos que alteran la unién de HSPG (p. e/., reduce o elimina la unién). En algunos casos, la
una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicién 485, 488, 528, 533, 586 o 589, numeracién basada en la
numeraciéon VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracién se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la una o0 mas sustituciones de aminoacidos
comprenden una sustitucién de un residuo de aminoacido cargado positivamente con un residuo de aminoacido que
no esta cargado positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente se sustituye con
un residuo de aminoacido hidréfobo. En realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprenden la sustitucion de un residuo de arginina o lisina. En adn realizaciones adicionales, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucién de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina.
En otros casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion de un residuo de aminoacido
que no esta cargado positivamente con un residuo de aminoacido cargado positivamente. En algunos casos, un
residuo de aminoacido hidréfobo se sustituye con un residuo de aminoacido cargado positivamente. En casos
adicionales, la sustitucion de uno o mas aminoacidos comprende la sustitucién de un residuo de alanina. En aun
realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de
alanina con un residuo de arginina o lisina. En algunos casos, la sustitucién de aminoacidos esta en la posicién 485,
488, 528, 533 0 589, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracion se
basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la
sustitucion de aminoacidos comprende una sustitucion en la posicién R485, R488, R533 o T589, numeracion basada
en la numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende la proteina de la capside de
rAAV de SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una o mas proteinas de la capside de
rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente
el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%,
al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos
aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la sustitucién
de un aminoacido comprende una sustitucion R533A, numeracion basada en VP1 de AAVrh8R.

En algunos casos, las particulas de rAAV del sistema comprenden una cépside de AAV que comprende una o0 mas
sustituciones de aminoacidos que alteran la union a HSPG (p. &/., reduce o elimina la unién) o en una o mas posiciones
correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de
AAV2 y un vector rAAV que comprende un &cido nucleico heterélogo. En algunos casos, el &cido nucleico heterélogo
codifica un polipéptido terapéutico o un acido nucleico terapéutico. En algunos casos, el acido nucleico heterélogo
codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un antioxidante, un factor neurotréfico, un factor anti-
apoptético, un factor anti-angiogénico y un factor antiinflamatorio. En casos adicionales, el acido nucleico heterélogo
codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: Prph2, RPESG5, AIPL1, GUCY2D, LCA5, CRX, CEP290,
MYO 7a, Clarina, ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRB1, LRAT, NMNAT1, TULP1, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGAS,
CNGB3, GNAT2, GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPQO, BCL2, BCL-X, NFkB, Endostatina, Angiostatina, sFlt, sSPDGF-R,
IL10, anti-IL17, sIL17R, IL1-ra, anti-TGFB, sTNF-R |, sTNF-R |l e IL4. En otros casos, el acido nucleico heterdlogo
codifica un acido nucleico terapéutico. En casos adicionales, el acido nucleico terapéutico es un ARNip, un ARNhc, un
ARNi, un miARN, un ARN antisentido, una ribozima o una ADNzima. En algunos casos, el vector rAAV es un vector
rAAV auto-complementario.
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En algunos casos, las particulas de rAAV del sistema comprenden una capside de AAV con una 0 mas sustituciones
de aminoacidos que alteran la unidon a HSPG (p. €/., reduce o elimina la uniébn) o en una o mas posiciones
correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeraciéon VP1 de
AAV2 y un vector rAAV que comprende un acido nucleico heterélogo, en donde el acido nucleico heterdlogo esta bajo
el control de una secuencia de promotor que se expresa en la retina. En algunos casos, el &cido nucleico heterdlogo
esta enlazado operativamente a un promotor adecuado para la expresion del polipéptido terapéutico o acido nucleico
terapéutico en uno o mas tipos de células de la retina. En algunos casos, la célula de la retina es una célula
fotorreceptora, una célula epitelial pigmentada de la retina y/o una célula ganglionar. En algunos casos, el promotor
es un promotor de rodopsina quinasa (RK), un promotor de opsina, un promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor
de B-actina de pollo (CBA).

En algunos casos, las particulas de rAAV del sistema comprenden una cépside de AAV que comprende una o0 mas
sustituciones de aminoacidos que alteran la union a HSPG (p. &/., reduce o elimina la unién) o en una o mas posiciones
correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de
AAV2 y un vector rAAV que comprende un &cido nucleico heterélogo, se utilizan para el suministro del &cido nucleico
heter6logo a la retina de un individuo. En algunos casos, el individuo es un ser humano. En algunos casos, el acido
nucleico heterblogo se utiliza para tratar un trastorno ocular seleccionado del grupo que consiste en: degeneracion
retiniana autosémica recesiva grave de inicio temprano (amaurosis congénita de Leber), acromatopsia congénita,
enfermedad de Stargardt, enfermedad de Best, enfermedad de Doyne, distrofia de conos, retinitis pigmentosa,
retinosquisis ligada al cromosoma X, sindrome de Usher, degeneracién macular relacionada con la edad,
degeneracion macular atréfica relacionada con la edad, AMD neovascular, maculopatia diabética, retinopatia diabética
proliferativa (PDR), edema macular cistoide, retinopatia serosa central, desprendimiento de retina, inflamacién
intraocular, glaucoma y uveitis posterior.

En algunos casos, la divulgaciéon proporciona un método para suministrar un acido nucleico heterélogo al sistema
nervioso central (SNC) de un individuo, que comprende administrar una particula de virus adeno-asociado
recombinante (rAAV) al SNC del individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que
comprende proteinas de la capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas
posiciones que interactiian con un proteoglicano de heparan sulfato 0 en una o mas posiciones correspondientes a
los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2, y b) un vector
rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una repeticién terminal invertida de AAV. En algunos
casos, la divulgacién proporciona un método para mejorar la transduccion de células del rAAV en el sistema nervioso
central (SNC) de un individuo en comparacion con la transduccién de células con un rAAV que comprende una capside
de tipo salvaje, comprendiendo el método administrar una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) al
SNC del individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende proteinas de la
capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interacta
con un proteoglicano de heparan sulfato o en uno o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487,
527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV que comprende un
acido nucleico heterdlogo y al menos una repeticién terminal invertida de AAV. En casos adicionales, la divulgacion
proporciona un método para mejorar la expresion de un acido nucleico heterélogo al sistema nervioso central (SNC)
de un individuo, comprendiendo el método administrar una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) al
SNC del individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende proteinas de la
capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones gque interactian
con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487,
527, 532, 585 0 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2, y b} un vector rAAV que comprende el acido
nucleico heterblogo y al menos una repeticion terminal invertida de AAV. En aun casos adicionales, la divulgacién
proporciona un método para tratar un trastorno del sistema nervioso central (SNC) de un individuo, que comprende
administrar una cantidad eficaz de una composicién que comprende una particula de rAAV al SNC del individuo, en
donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende proteinas de la capside de rAAV que
comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactiian con un proteoglicano
de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588,
numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterdlogo
y al menos una repeticion terminal de AAV.

En algunas realizaciones de lo anterior, el acido nucleico heterélogo se expresa a un nivel de expresion
incrementado, en comparacioén con el nivel de expresion de un acido nucleico heterélogo de una particula de rAAV
que comprende una capside de rAAV de referencia. En algunas realizaciones, la expresién del acido nucleico se
incrementa en al menos aproximadamente un 10%, al menos aproximadamente un 25%, al menos
aproximadamente un 50%, al menos aproximadamente un 75% 0 al menos aproximadamente un 100%. En algunas
realizaciones, la particula de rAAV provoca una neuroinflamacién reducida, en comparaciéon con una particula de
rAAV que comprende una capside de rAAV de referencia. En algunas realizaciones, la neuroinflamacién se reduce
en al menos aproximadamente un 10%, al menos aproximadamente un 25%, al menos aproximadamente un 50%, al
menos aproximadamente un 75% o al menos aproximadamente un 100%. En la invencién, la particula rAAV
comprende una capside de serotipo 2 de AAV (AAV2). En la invencion, la una o0 més sustituciones de aminoacidos
reducen la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones, las una o
mas sustituciones de aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato, en
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comparacién con la unién de una particula de rAAV que comprende una capside de rAAV de referencia al
proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos reduce la
unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%,
aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% o
aproximadamente al menos un 100%. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos reduce
la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%,
aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% o
aproximadamente al menos un al menos el 100%, en comparacion con la unién de una particula de rAAV que
comprende una capside de referencia al proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones, una capside de
rAAV de referencia comprende una capside o proteina de capside de rAAV de tipo salvaje. En algunas
realizaciones, una capside de rAAV de referencia comprende una capside de rAAV o una proteina de la capside que
carece de una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactia con un proteoglicano de
heparan sulfato. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos aumentan la eficacia de
transduccion por la particula de rAAV de una célula en el ojo o el SNC. En algunas realizaciones, la sustitucién de
uno o mas aminoacidos aumenta la eficiencia de la transduccién por la particula de rAAV de una célula en el ojo o el
SNC en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un
50%, aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al menos un 100%, p. &j., en comparacién con una
capside de rAAV de referencia que comprende una proteina de la capside de AAV de tipo salvaje. En la invencion, la
particula de rAAV comprende una capside de AAV2. En algunas realizaciones, la particula de rAAV se administra en
un unico sitio.

En algunas realizaciones de lo anterior, la particula de rAAV se suministra mediante suministro estereotactico. En
algunos casos, la particula de rAAV se suministra mediante un suministro potenciado por conveccion. En algunos
casos, la particula de rAAV se administra utilizando un sistema de suministro CED. En algunos casos, el sistema de
suministro de CED comprende una canula y/o una bomba. En algunos casos, la canula es una canula resistente al
reflujo o una canula escalonada. En algunas realizaciones, la bomba es una bomba manual. En algunos casos, la
bomba es una bomba osmética. En algunos casos, la bomba es una bomba de infusién.

En algunos casos de lo anterior, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en 448, 451, 484, 487, 527, 532, 585
y/o 588, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos esta en la posicion 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2.
En algunas realizaciones, la numeracion se basa en la VP1 de AAV2 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la una o mas sustituciones de amino&cidos comprenden una sustitucién de un
residuo de aminoacido cargado positivamente con un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente. En
algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo.
En algunas realizaciones, una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucion de un residuo de
arginina o lisina. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucién de un
residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprenden una sustitucién en la posicion R347, R350, K390, K395, R448, R451, R484, R487, K527, K532, R585 y/o
R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En la invencion, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden
una sustitucién en la posicién R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588, numeracién basada en VP1 de AAV2. En
algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende una o mas proteinas de la capside de rAAV que tienen al
menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos
aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos
aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos
aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con las SEQ ID NOs: 2, 4 y/o 6. En algunos casos, la
una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la posicién R347A, R350A, K390A, K395A,
R448A, R451A, R484A, R487A, K527A, K532A, R585A y/o R588A, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas
realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden sustituciones en la posicion R484 y R487 o en
las posiciones R585 y R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden sustituciones de R484A y R487A o sustituciones de R585A y R588A,
numeraciéon basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones de
aminodacidos en R585A y R588A, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV
comprende sustituciones de aminoacidos en K532A, numeracién basada en VP1 de AAV2.

En algunos casos de lo anterior, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 485, 488, 528, 533,
586 o0 589, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracién se basa en la
VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos. la una 0 méas
sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién de un residuo de aminoacido cargado positivamente con
un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado
positivamente se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo. En realizaciones adicionales, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucion de un residuo de arginina o lisina. En ain realizaciones
adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucién de un residuo de arginina o lisina
con un residuo de alanina. En otros casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién de
un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente con un residuo de aminoacido cargado positivamente.
En algunos casos, un residuo de aminoacido hidréfobo se sustituye con un residuo de aminoacido cargado
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positivamente. En casos adicionales, la sustitucion de uno o0 mas aminoacidos comprende la sustituciéon de un residuo
de alanina. En aun realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucion
de un residuo de alanina con un residuo de arginina o lisina. En algunos casos, la sustitucién de aminoacidos esta en
la posicion 485, 488, 528, 533 o 589, numeracién basada en la numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la
numeracién se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En
algunos casos, la sustitucién de aminoacidos comprende una sustitucién en la posicién R485, R488, R533 o T589,
numeracion basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende la proteina
de la capside de rAAV de SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una o mas proteinas de
la capside de rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 11. En algunos casos, la sustitucion de un amino&cido comprende una sustitucién R533A, numeracion basada en
VP1 de AAVrh8R.

En algunas realizaciones de lo anterior, el acido nucleico heterdlogo codifica un polipéptido terapéutico o un acido
nucleico terapéutico. En algunos casos, el acido nucleico heterélogo codifica un gen asociado al SNC. En algunos
casos, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en una enzima, un
factor neurotréfico, un polipéptido deficiente o mutado en un individuo con un trastorno relacionado con el SNC, un
antioxidante, un factor antiapoptético, un factor anti-angiogénico y un factor antiinflamatorio, alfa-sinucleina, beta-
glucosidasa acida (GBA), beta-galactosidasa-1 (GLB1), iduronato 2-sulfatasa (IDS), galactosilceramidasa (GALC), una
manosidasa, alfa-D-manosidasa (MAN2B1), beta-manosidasa (MANBA), pseudoarilsulfatasa A (ARSA), N-
acetilglucosamina-1-fosfotransferasa (GNPTAB), esfingomielinasa acida (ASM), proteina de Niemann-Pick C (NPC1),
acido alfa -1,4-glucosidasa (GAA), subunidad beta de hexosaminidasa, HEXB, N-sulfoglucosamina sulfohidrolasa
(MPS3A), N-alfa-acetilglucosaminidasa (NAGLU), heparina acetil-CoA, alfa-glucosaminidasa N-acetiltransferasa
(MPS3C), N-acetilglucosamina-6-sulfatasa (GNS), alfa-N- acetilgalactosaminidasa (NAGA), beta-glucuronidasa
(GUSB), subunidad alfa de hexosaminidasa (HEXA), huntingtina (HTT), lipasa &cida lisosomal (LIPA),
aspartilglucosaminidasa, alfa-galactosidasa A, palmitoil proteina tioesterasa, tripeptidil peptidasa, proteina
transmembrana lisosomal, transportador de cisteina, ceramidasa acida, alfa-L- fucosidasa acida, catepsina A, alfa-L-
iduronidasa, arilsulfatasa B, arilsulfatasa A, N-acetilgalactosamina-6-sulfato, beta-galactosidasa acida o alfa-
neuramidasa. En algunas realizaciones, el acido nucleico heterdlogo codifica un polipéptido seleccionado del grupo
que consiste en proteina inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de
crecimiento derivado de la glia (GDNF), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), factor neurotréfico ciliar
(CNTF), tirosina hidroxilasa (TH), GTP- ciclohidrolasa (GTPCH), aminoacido descarboxilasa (AADC), un antioxidante,
un polipéptido antiangiogénico, un polipéptido antiinflamatorio y aspartoacilasa (ASPA). En algunas realizaciones, el
acido nucleico heterélogo codifica un acido nucleico terapéutico. En algunas realizaciones, el acido nucleico
terapéutico es un ARNip, un ARNhc, un ARNi, un miARN, un ARN antisentido, una ribozima o una ADNzima. En
algunas realizaciones, el acido nucleico heterdlogo esta bajo el control de una secuencia de promotor que se expresa
en una o mas células del SNC. En algunas realizaciones, el acido nucleico heterélogo esta bajo el control de una
secuencia de promotor seleccionada del grupo que consiste en un promotor temprano inmediato de citomegalovirus
(CMV), un RSV LTR, un MoMLV LTR, un promotor de fosfoglicerato quinasa-1 (PGK), un virus simio 40 (§V40), un
promotor de CKB6, un promotor de transtiretina (TTR), un promotor de TK, un promotor sensible a tetraciclina (TRE),
un promotor de VHB, un promotor de hAAT, un promotor de LSP, un promotor quimérico especifico del higado (LSP),
un promotor de E2F, un promotor de telomerasa (hTERT); un potenciador de citomegalovirus/beta-actina de
pollo/promotor de B-globina de conejo (CAG), un promotor del factor de elongacién 1-alfa ( EFl-alfa), un promotor de
B-glucuronidasa humana, un promotor de B-actina de pollo (CBA), un promotor de LTR del virus del sarcoma de Rous
retroviral (RSV), un promotor de dihidrofolato reductasa y un promotor de 13-actina. En algunos casos, el acido
nucleico heterblogo estad enlazado operativamente a un promotor adecuado para la expresiéon del polipéptido
terapéutico o acido nucleico terapéutico en uno o mas células del SNC. En algunos casos, la una o mas células del
SNC comprenden una o mas células del cerebro. En algunos casos, la una o mas células del SNC es un
oligodendrocito, astrocito, neurona, célula del parénquima cerebral, célula microglial, célula ependemal y/o una célula
de Purkinje. En algunos casos, la célula del cerebro es una neurona.

En algunas realizaciones de lo anterior, el vector rAAV es un vector rAAV auto-complementario. En algunas
realizaciones, el vector comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica el acido nucleico heterdlogo
y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un complemento del acido nucleico, en donde la primera
secuencia de acido nucleico puede formar pares de bases intracadena con la segunda secuencia de &cido nucleico a
lo largo de la mayoria o toda su longitud. En algunas realizaciones, la primera secuencia de acido nucleico y la segunda
secuencia de acido nucleico estan enlazadas por una ITR de AAV mutada, en donde la ITR de AAV mutada comprende
una delecién de la regién D y comprende una mutacion de la secuencia de resolucién terminal.

En algunas realizaciones de lo anterior, el individuo es un ser humano.
En algunos casos, el trastorno es una enfermedad de almacenamiento lisosomal seleccionada del grupo que consiste

en aspartilglusoaminuria, Fabry, enfermedad de Batten infantil (CNL1), enfermedad de Batten infantil tardia clasica
(CNL2), enfermedad de Batten juvenil (CNL3), forma de Batten CNL4, forma de Batten CNL5, forma de Batten CNL6,
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forma de Batten CNL7, forma de Batten CNLS8, cistinosis, Farber, fucosidosis, galactosidosialidosis, enfermedad de
Gaucher tipo 1, enfermedad de Gaucher tipo 2, enfermedad de Gaucher tipo 3, gangliosidosis GM1, enfermedad de
Hunter, enfermedad de Krabbe, enfermedad de manosidosis a, enfermedad de manosidosis B, Maroteaux-Lamy,
enfermedad de leucodistrofia metacromatica, Morquio A, Morquio B, mucolipidosis II/1ll, enfermedad de Niemann-Pick
A, enfermedad de Niemann-Pick B, enfermedad de Niemann-Pick C, enfermedad de Pompe, enfermedad de Sandhoff,
enfermedad de Sanfillipo A, enfermedad de Sanfillipo B, enfermedad de Sanfillipo C, enfermedad de Sanfillipo D,
enfermedad de Schindler, Schindler-Kanzaki, sialidosis, enfermedad de Sly, enfermedad de Tay-Sachs y enfermedad
de Wolman

En algunos casos, la divulgacion proporciona un método para tratar la enfermedad de Huntington en un individuo, que
comprende administrar una cantidad eficaz de una composicién que comprende una particula de virus adeno-asociado
recombinante (rAAV) al cuerpo estriado del individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de
rAAV que comprende una proteina de la capside de rAAV que comprende una 0 mas sustituciones de aminoacidos
en una o mas posiciones que interactia con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones
correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de
AAV2, y b} un vector rAAV que comprende un acido nucleico heterdlogo y al menos una repeticion terminal de AAV.
En algunas realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido terapéutico o un acido nucleico
terapéutico.

En algunos casos, la divulgacion proporciona un método para tratar la enfermedad de Parkinson en un individuo, que
comprende administrar una cantidad eficaz de una composicién que comprende una particula de virus adeno-asociado
recombinante (rAAV) al cuerpo estriado del individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de
rAAV que comprende una proteina de la capside de rAAV que comprende una 0 mas sustituciones de aminoacidos
en una o mas posiciones que interactia con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones
correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de
AAV2, y b} un vector rAAV que comprende un acido nucleico heterdlogo y al menos una repeticion terminal de AAV.
En algunas realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido terapéutico o un acido nucleico
terapéutico. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico es TH, GTPCII, GDNF, BDNF y/o AADC; o un
fragmento del mismo. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico es AADC o un fragmento del mismo.

En algunas realizaciones de lo anterior, el acido nucleico heterélogo se expresa a un nivel de expresién incrementado,
en comparacion con el nivel de expresion de un acido nucleico heterélogo de una particula de rAAV que comprende
una capside de rAAV de referencia. En algunas realizaciones, la particula de rAAV provoca una neuroinflamaciéon
reducida, en comparacién con una particula de rAAV que comprende una capside de rAAV de referencia. En la
invencion, la particula de rAAV comprende una cépside de serotipo 2 de AAV (AAV2). En algunas realizaciones, la
una o mas sustituciones de aminodacidos reduce la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato.
En algunas realizaciones, las una o mas sustituciones de aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAV al
proteoglicano de heparan sulfato, en comparacion con la unién de una particula de rAAV que comprende una capside
de rAAV de referencia al proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de
aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al
menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos
un 75% o aproximadamente al menos un 100%. En algunas realizaciones, la una o0 mas sustituciones de aminoacidos
reduce la unioén de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%,
aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% 0
aproximadamente al menos un al menos el 100%, en comparacion con la unién de una particula de rAAV que
comprende una capside de referencia al proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones, una capside de
rAAV de referencia comprende una capside o proteina de capside de rAAV de tipo salvaje. En algunas realizaciones,
una capside de rAAV de referencia comprende una capside de rAAV o una proteina de la capside que carece de una
0 mas sustituciones de aminoacidos en una o0 mas posiciones que interactiia con un proteoglicano de heparan sulfato.

En algunas realizaciones de lo anterior, la particula de rAAV se suministra mediante suministro estereotactico. En
algunos casos, la particula de rAAV se suministra mediante un suministro potenciado por conveccion. En algunos
casos, la particula de rAAV se administra utilizando un sistema de suministro CED. En algunos casos, la canula es
una canula resistente al reflujo o una canula escalonada. En algunos casos, el sistema de suministro de CED
comprende una canula y/o una bomba. En algunos casos, la particula de rAAV se administra utilizando un sistema de
suministro CED. En algunos casos, la bomba es una bomba manual. En algunos casos, la bomba es una bomba
osmoética. En algunos casos, la bomba es una bomba de infusion.

En algunos casos de lo anterior, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 484, 487, 527, 532,
585 o0 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la numeracion se basa en
la VP1 de AAV2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En algunos casos, la una 0 mas
sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién de un residuo de aminoacido cargado positivamente con
un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado
positivamente se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo. En algunas realizaciones, una o mas sustituciones
de aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de arginina o lisina. En algunas realizaciones, la una 0 mas
sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucion de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina.
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En algunos casos, la una o0 mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la posicion R347, R350,
K390, K395, R448, R451, R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas
realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustituciéon en la posicién R484, R487,
K527, K532, R585 y/o R588, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la particula de rAAV
comprende una o mas proteinas de la capside de rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% o el 100% de
identidad de secuencia con las SEQ ID NOs: 2, 4 y/o 6. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprenden una sustitucion en la posicién R347A, R350A, K390A, K395A, R448A, R451A, R484A, R487A, K527A,
K532A, R585A y/o R588A, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones
de aminoacidos comprenden sustituciones en la posicion R484 y R487 o en las posiciones R585 y R588, numeracion
basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden
sustituciones de R484A y R487A o sustituciones de R585A y R588A, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas
realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones de aminoacidos en R585A y R588A, numeracion basada
en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones de aminoacidos en K532A,
numeracién basada en VP1 de AAV2.

En algunos casos de lo anterior, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 485, 488, 528, 533,
586 o0 589, numeracion basada en la numeraciéon VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, las particulas de AAV de la
divulgacion comprenden una capside con una o mas sustituciones de aminoacidos en la posicion 485, 488, 528 o0 533,
numeracién basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracién se basa en la VP1 de
AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la una o mas sustituciones
de aminoacidos comprenden una sustitucién de un residuo de aminoacido cargado positivamente con un residuo de
aminoacido que no esta cargado positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente
se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo. En realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden la sustitucion de un residuo de arginina o lisina. En aun realizaciones adicionales, la una o
mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucion de un residuo de arginina o lisina con un residuo de
alanina. En otros casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién de un residuo de
aminoacido que no esta cargado positivamente con un residuo de aminoacido cargado positivamente. En algunos
casos, un residuo de aminoé&cido hidrofobo se sustituye con un residuo de aminoacido cargado positivamente. En
casos adicionales, la sustitucién de uno o mas aminoacidos comprende la sustitucion de un residuo de alanina. En
aun realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucion de un residuo de
alanina con un residuo de arginina o lisina. En algunos casos, la sustitucién de aminoacidos esta en la posicion 485,
488, 528, 533 o0 589, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracion se
basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la
sustitucion de aminoacidos comprende una sustitucion en la posicion R485, R488, R533 o T589, numeracién basada
en la numeraciéon VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende la proteina de la capside de
rAAV de SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una o mas proteinas de la capside de
rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente
el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%,
al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos
aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la sustitucién
de un aminoacido comprende una sustitucion R533A, numeracién basada en VP1 de AAVrh8R. En la invencién, la
particula de rAAV comprende una capside de AAV2.

En algunos casos de lo anterior, el acido nucleico heterélogo esta bajo el control de una secuencia de promotor que
se expresa en una o mas células del SNC. En algunos casos, el acido nucleico heterdlogo esta bajo el control de una
secuencia de promotor seleccionada del grupo que consiste en un promotor temprano inmediato de citomegalovirus
(CMV), un RSV LTR, un MoMLV LTR, un promotor de fosfoglicerato quinasa-1 (PGK}), un virus simio 40 (§V40), un
promotor de CKB6, un promotor de transtiretina (TTR), un promotor de TK, un promotor sensible a tetraciclina (TRE}),
un promotor de VHB, un promotor de hAAT, un promotor de LSP, un promotor quimérico especifico del higado (LSP),
un promotor de E2F, un promotor de telomerasa (hTERT); un potenciador de citomegalovirus/beta-actina de
pollo/promotor de B-globina de conejo (CAG), un promotor del factor de elongacién 1-alfa ( EFl-alfa), un promotor de
B-glucuronidasa humana, un promotor de B-actina de pollo (CBA), un promotor de LTR del virus del sarcoma de Rous
retroviral (RSV), un promotor de dihidrofolato reductasa y un promotor de 13-actina. En algunos casos, el acido
nucleico heter6logo estd enlazado operativamente a un promotor adecuado para la expresiéon del polipéptido
terapéutico o acido nucleico terapéutico en uno o mas células del SNC. En algunos casos, la una o mas células del
SNC comprenden una o mas células del cerebro. En algunos casos, la una o mas células del SNC es un
oligodendrocito, astrocito, neurona, célula del parénquima cerebral, célula microglial, célula ependemal y/o una célula
de Purkinje. En algunos casos, la célula del cerebro es una neurona.

En algunas realizaciones de lo anterior, el vector rAAV es un vector rAAV auto-complementario. En algunas
realizaciones, el vector comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica el acido nucleico heterélogo
y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un complemento del acido nucleico, en donde la primera
secuencia de acido nucleico puede formar pares de bases intracadena con la segunda secuencia de acido nucleico a
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lo largo de la mayoria o toda su longitud. En algunas realizaciones, la primera secuencia de acido nucleico y la segunda
secuencia de acido nucleico estan enlazadas por una ITR de AAV mutada, en donde la ITR de AAV mutada comprende
una delecion de la region D y comprende una mutacién de la secuencia de resolucién terminal.

En algunas realizaciones de lo anterior, el individuo es un ser humano.

En algunos casos, la divulgaciéon proporciona un kit para uso en cualquiera de las realizaciones anteriores, que
comprende una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV), en donde la particula de rAAV comprende a)
una capside de rAAV que comprende proteinas de la capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de
aminoacidos en una o mas posiciones que interactian con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas
posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeracioén
VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterdlogo y al menos una repeticién terminal
invertida de AAV. En algunos casos, la divulgacion proporciona un kit para suministrar un &cido nucleico heterélogo
al sistema nervioso central (SNC) de un individuo que comprende una composicién que comprende una particula de
virus adeno-asociado recombinante (rAAV), en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que
comprende proteinas de la capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas
posiciones que interacttan con un proteoglicano de heparan sulfato, y b) un vector rAAV que comprende el acido
nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal invertida de AAV. En algunos casos, la descripcién proporciona
un kit para tratar un trastorno del sistema nervioso central (SNC) en un individuo que comprende una composicién que
comprende una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV), en donde la particula de rAAV comprende a)
una capside de rAAV que comprende rAAVproteinas de la capside que comprenden una o mas sustituciones de
aminoacidos en una 0 mas posiciones que interactdan con un proteoglicano de heparan sulfato, y b) un vector rAAV
que comprende el acido nucleico heterélogo para tratar un trastorno del SNC y al menos una repeticién terminal
invertida de AAV.

En algunas realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido terapéutico o un acido nucleico
terapéutico. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico es TH, GTPCIl, GDNF, BDNF y/o AADC; o un
fragmento del mismo. En algunas realizaciones, el polipéptido terapéutico es AADC o un fragmento del mismo.

En algunos casos, la invencién proporciona una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) para uso en
cualquiera de las realizaciones anteriores. En algunos casos, la divulgacion proporciona una particula de virus adeno-
asociado recombinante (rAAV) para suministrar un acido nucleico heterologo al sistema nervioso central (CNS) de un
individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende proteinas de la capside
de rAAV que comprenden una o0 mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactiia con un
proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532,
585 0 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV que comprende el &cido nucleico
heterdlogo y al menos una repeticién terminal invertida de AAV. En algunos casos, la divulgacién proporciona una
particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) para tratar un trastorno del sistema nervioso central (SNC) de
un individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende una proteina de la
capside de rAAV que comprende una 0 mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactdan
con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487,
527,532, 585 0 588, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2, y b} un vector rAAV que comprende el acido
nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal invertida de AAV. En algunos casos, la divulgacioén proporciona
una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) para tratar la enfermedad de Huntington en un individuo,
en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende una proteina de la capside de rAAV
que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactian con un
proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532,
585 0 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV que comprende un &cido nucleico
heterdlogo y al menos una repeticion terminal de AAV, en donde la particula de rAAV se formula para su suministro al
cuerpo estriado. En algunos casos, la divulgacién proporciona una particula de virus adeno-asociado recombinante
(rAAV) para tratar la enfermedad de Parkinson en un individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una
capside de rAAV que comprende una proteina de la capside de rAAV que comprende una o mas sustituciones de
aminoacidos en una o mas posiciones que interactian con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas
posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracion
VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV que comprende un acido nucleico heterélogo y al menos una repeticién terminal
de AAV, en donde la particula de rAAV se formula para su suministro al cuerpo estriado. En algunos casos, la
divulgacion proporciona una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) para tratar la enfermedad de
Huntington en un individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una cépside de rAAV que comprende una
proteina de la capside de rAAV que comprende una 0 mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones
que interactdan con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los
aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o0 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV
que comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una repeticién terminal invertida de AAV, en donde la particula
de rAAV se formula para la administracion en un solo sitio (p. ej., al SNC de un individuo). En algunos casos, la
divulgacion proporciona una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) para tratar la enfermedad de
Parkinson en un individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una cépside de rAAV que comprende una
proteina de la capside de rAAV que comprende una 0 mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones
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que interactian con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los
aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o0 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV
que comprende el &cido nucleico heterélogo y al menos una repeticién terminal invertida de AAV, en donde la particula
de rAAV se formula para la administracién en un solo sitio (p. /., al SNC de un individuo)

En algunas realizaciones de lo anterior, el acido nucleico heterélogo se expresa a un nivel de expresion incrementado,
en comparacion con el nivel de expresién de un acido nucleico heterélogo de una particula de rAAV que comprende
una capside de rAAV de referencia. En algunos casos, la particula de rAAV provoca una neuroinflamacién reducida,
en comparacion con una particula de rAAV que comprende una capside de rAAV de referencia. En la invencion, la
particula rAAV comprende una capside de serotipo 2 de AAV (AAV2). En la invencion, la una o mas sustituciones de
aminoacidos reducen la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones,
las una o mas sustituciones de aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan
sulfato, en comparacién con la unién de una particula de rAAV que comprende una capside de rAAV de referencia al
proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones, la una 0 mas sustituciones de aminoacidos reduce la
unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%,
aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% 0
aproximadamente al menos un 100%. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos reduce la
unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%,
aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% 0
aproximadamente al menos un al menos el 100%, en comparacion con la unién de una particula de rAAV que
comprende una capside de referencia al proteoglicano de heparan sulfato. En algunas realizaciones, una capside de
rAAV de referencia comprende una capside o proteina de capside de rAAV de tipo salvaje. En algunas realizaciones,
una capside de rAAV de referencia comprende una capside de rAAV o una proteina de la capside que carece de una
0 mas sustituciones de aminoacidos en una 0 mas posiciones que interactiia con un proteoglicano de heparan sulfato.

En algunos casos de lo anterior, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicién 484, 487, 527, 532,
585 0 588, numeracién basada en la numeracion VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucién de un residuo de aminoacido cargado positivamente con un residuo de
aminoacido que no esta cargado positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente
se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo. En algunas realizaciones, una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de arginina o lisina. En algunas realizaciones, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucién de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina.
En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicion R347,
R350, K390, K395, R448, R451, R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588, numeracién basada en VP1 de AAV2. En
algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la posicién R484,
R487, K527, K532, R585 y/o R588, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la particula de
rAAV comprende una o mas proteinas de la capside de rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al
menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% o el 100% de
identidad de secuencia con las SEQ ID NOs: 2, 4 y/o 6. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicion R347A, R350A, K390A, K395A, R448A, R451A, R484A,
R487A, K527A, K532A, R585A y/o R588A, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la una o
mas sustituciones de aminoacidos comprenden sustituciones en la posicion R484 y R487 o en las posiciones R585 y
R588, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprenden sustituciones de R484A y R487A o sustituciones de R585A y R588A, numeracion basada en VP1 de
AAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones de aminoacidos en R585A y R588A,
numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones de
aminoacidos en K532A, numeracion basada en VP1 de AAV2. En la invencién, la particula de rAAV comprende una
capside de AAV2.

En algunos casos de lo anterior, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 485, 488, 528, 533,
586 o0 589, numeracién basada en la numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracién se basa en la
VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién de un residuo de aminoacido cargado positivamente con
un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado
positivamente se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo. En realizaciones adicionales, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden la sustituciéon de un residuo de arginina o lisina. En adn realizaciones
adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucién de un residuo de arginina o lisina
con un residuo de alanina. En otros casos, la una 0 mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion de
un residuo de aminoéacido que no esta cargado positivamente con un residuo de aminoacido cargado positivamente.
En algunos casos, un residuo de aminodacido hidréfobo se sustituye con un residuo de aminoacido cargado
positivamente. En casos adicionales, la sustitucion de uno o0 mas aminoacidos comprende la sustituciéon de un residuo
de alanina. En aun realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucion de
un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina. En algunos casos, la sustitucién de aminoacidos esta en la
posicion 485, 488, 528, 533 o 589, numeracion basada en la numeraciéon VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2879 636 TS

numeracién se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En
algunos casos, la sustitucién de aminoacidos comprende una sustituciéon en la posicién R485, R488, R533 o T589,
numeracion basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende la proteina
de la capside de rAAV de SEQ ID NO: 11. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una o mas proteinas de
la capside de rAAV que tienen al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos
aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% o el 100% de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 11. En algunos casos, la sustitucion de un amino&cido comprende una sustitucién R533A, numeracion basada en
VP1 de AAVrh8R.

En algunos casos de lo anterior, el acido nucleico heterbélogo esta bajo el control de una secuencia de promotor que
se expresa en una o mas células del SNC. En algunas realizaciones, el acido nucleico heterdlogo esta bajo el control
de una secuencia de promotor seleccionada del grupo que consiste en un promotor temprano inmediato de
citomegalovirus (CMV), un RSV LTR, un MoMLV LTR, un promotor de fosfoglicerato quinasa-1 (PGK), un virus simio
40 (SV40), un promotor de CK6, un promotor de transtiretina (TTR), un promotor de TK, un promotor sensible a
tetraciclina (TRE), un promotor de VHB, un promotor de hAAT, un promotor de LSP, un promotor quimérico especifico
del higado (LSP), un promotor de E2F, un promotor de telomerasa (hTERT); un potenciador de citomegalovirus/beta-
actina de pollo/promotor de B-globina de conejo (CAG), un promotor del factor de elongacién 1-alfa ( EFl-alfa), un
promotor de B-glucuronidasa humana, un promotor de B-actina de pollo (CBA), un promotor de LTR del virus del
sarcoma de Rous retroviral (RSV), un promotor de dihidrofolato reductasa y un promotor de 13-actina. En algunos
casos, el acido nucleico heterélogo esta enlazado operativamente a un promotor adecuado para la expresién del
polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico en uno o mas células del SNC. En algunos casos, la una o mas
células del SNC comprenden una o mas células del cerebro. En algunos casos, la una o mas células del SNC es un
oligodendrocito, astrocito, neurona, célula del parénquima cerebral, célula microglial, célula ependemal y/o una célula
de Purkinje.

En algunas realizaciones de lo anterior, el vector rAAV es un vector rAAV auto-complementario. En algunas
realizaciones, el vector comprende una primera secuencia de acido nucleico que codifica el acido nucleico heterdlogo
y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un complemento del acido nucleico, en donde la primera
secuencia de acido nucleico puede formar pares de bases intracadena con la segunda secuencia de &cido nucleico a
lo largo de la mayoria o toda su longitud. En algunas realizaciones, la primera secuencia de acido nucleico y la segunda
secuencia de acido nucleico estan enlazadas por una ITR de AAV mutada, en donde la ITR de AAV mutada comprende
una delecién de la regién D y comprende una mutacion de la secuencia de resolucién terminal.

En algunas realizaciones de lo anterior, el individuo es un ser humano.

En algunas realizaciones de lo anterior, las particulas de rAAV estan en una composicién. En algunas realizaciones,
la composicién comprende un tampdn y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la
particula de rAAV comprende, ademas, instrucciones para el suministro de la composicion de particulas de rAAV al
SNC. En algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende, ademas, instrucciones para el suministro de la
composicién de particulas de rAAV al cuerpo estriado.

En algunos casos, la divulgacion proporciona una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside de
AAVrh8R, en donde la proteina de la capside de AAVrh8R comprende una o mas sustituciones de aminoacidos, en
donde la una o mas sustituciones de aminoacidos aumentan la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de
heparan sulfato en comparacion con una particula de AAV que comprende una proteina de la capside AAVrh8R de
tipo salvaje, o en donde la sustitucién de uno o mas aminoacidos esta en una o mas posiciones correspondientes a
los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2. En algunos
casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos aumenta la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de
heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al
menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al menos un 100%. En algunos casos, la
sustitucion de aminodcidos esta en la posicién 586, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En
algunos casos, la numeracién se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 9. En algunos casos, la sustitucion de aminoacidos comprende una sustitucion en la posicion A586, numeracion
basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la sustitucién de un aminoacido comprende una
sustitucion A586R o A586K, numeracién basada en VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV
comprende la proteina de la capside de rAAV de SEQ ID NO: 10.

En algunos casos, la divulgacién proporciona un método para aumentar la unién de una particula de rAAV que
comprende una proteina de la capside de AAVrh8R al proteoglicano de heparan sulfato, que comprende introducir
una o mas sustituciones de aminoacidos en la proteina de la capside, en donde la una o mas sustituciones de
aminoacidos aumenta la unién. de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en comparaciéon con una
particula de AAV que comprende una proteina de la capside de AAVrh8R de tipo salvaje. En algunos casos, la una o
mas sustituciones de aminoacidos aumenta la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en
aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%,
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aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al menos un 100%. En algunos casos, la sustitucién de
aminoacidos esta en la posicion 586, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la
numeracién se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En
algunos casos, la sustitucién de aminoacidos comprende una sustitucion en la posicién A586, numeracion basada en
la numeracion VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la sustitucion de un aminoacido comprende una sustitucion A586R
0 A586K, numeracion basada en VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende la proteina de
la capside de rAAV de SEQ ID NO: 10.

En algunos casos, la divulgacién proporciona un método para suministrar un acido nucleico heterélogo a la retina de
un individuo, que comprende administrar una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) al individuo, en
donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende proteinas de la capside de rAAV que
comprenden una o0 mas sustituciones de aminoacidos en una 0 mas posiciones que interactia con un proteoglicano
de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588,
numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2, y b) un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterdlogo
y al menos una repeticion terminal invertida de AAV. En algunos casos, la divulgacion proporciona un método para
mejorar la transduccion de células de rAAV después del suministro intravitreo de una particula de rAAV al ojo de un
individuo en comparacion con la transduccion de células con un rAAV que comprende una capside de tipo salvaje,
comprendiendo el método incorporar una o mas sustituciones de aminoacidos.en una proteina de la capside de AAV
en una o mas posiciones que interactla con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones
correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeraciéon VP1 de
AAV2; en donde la particula de rAAV comprende la proteina de la capside de rAAV y un vector rAAV que comprende
el &cido nucleico heterdlogo y al menos una repeticion terminal de AAV. En otros casos, la divulgacion proporciona un
método para mejorar la expresiéon de un acido nucleico heterélogo después del suministro intrevitreal de particulas de
rAAV al ojo de un individuo, comprendiendo el método incorporar una 0 mas sustituciones de aminoacidos en una
proteina de la capside de AAV en una o mas posiciones que interactlia con un proteoglicano de heparan sulfato o en
una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la
numeracién VP1 de AAV2; en donde la particula de rAAV comprende la proteina de la capside de rAAV y un vector
rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal de AAV. En algunos casos, la
divulgacion proporciona un método para tratar un trastorno ocular en un individuo, que comprenden el suministro de
una composicién que comprende particulas de rAAV a la retina de un individuo, en donde las particulas de rAAV
comprenden a) una capside de rAAV que comprende una proteina de la capside de rAAV que comprende una o mas
sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactlia con un proteoglicano de heparan sulfato o en
una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la
numeracién VP1 de AAV2, y b} un vector rAAV que comprende el &cido nucleico heterdlogo y al menos una repeticion
terminal de AAV. En algunos casos, la divulgacion proporciona un sistema para el suministro de un vector a un ojo de
un individuo, que comprende a) una composicion que comprende una cantidad eficaz de particulas de rAAV, en donde
i} una proteina de la capside de las particulas de rAAV comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o
mas posiciones que interactiia con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes
a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2, y ii) el vector
comprende un acido nucleico heterélogo que codifica un polipéptido terapéutico o ARN terapéutico y al menos una
repeticion terminal de AAV; y b) un dispositivo para el suministro intravitreo del rAAV. En algunos casos, la particula
de rAAV comprende una capside de serotipo AAVrh8R, AAV1, AAV6, AAV8, AAV9 o AAVrh10. En algunos casos, la
divulgacion proporciona un kit para tratar un trastorno ocular, que comprende a) una composicién que comprende
particulas de rAAV, en donde la particula de rAAV comprende i) una capside de rAAV que comprende proteinas de la
capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactda
con un proteoglicano de heparan sulfato o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487,
527,532, 585 0 588, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2, y i) un vector rAAV que comprende el acido
nucleico heterélogo para tratar un trastorno ocular y al menos una repeticién terminal invertida de AAV; y b) un
excipiente farmacéutico adecuado para administracién intravitrea. En algunos casos, la particula de rAAV comprende
una capside de AAVrh8R, AAV1, AAV6, AAV8, AAV9 o AAVrh10. En algunos casos, la divulgacién proporciona una
particula de rAAV que comprende una proteina de la capside de AAV1, en donde la proteina de la capside de AAV1
comprende una o mas sustituciones de aminoacidos, en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos aumentan
la eficiencia de la transduccion de la particula de rAAV a una célula en el ojo en comparacién con una particula de
AAV que comprende una proteina de la capside AAV1 de tipo salvaje, o en donde la una 0 mas sustituciones de
aminoacidos estd en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588,
numeracién basada en la numeracion VP1 de AAV2. En algunos casos, la divulgacion proporciona una particula de
rAAV que comprende una proteina de la capside de AAV6, en donde la proteina de la capside de AAV6 comprende
una o mas sustituciones de aminoacidos, en donde la una o més sustituciones de aminoacidos aumentan la eficiencia
de la transduccién de la particula de rAAV a una célula en el ojo en comparacién con una particula de AAV que
comprende una proteina de la capside AAV6 de tipo salvaje, o en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos
esta en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada
en la numeraciéon VP1 de AAV2. En algunos casos, la divulgacion proporciona una particula de rAAV que comprende
una proteina de la capside de AAV8, en donde la proteina de la capside de AAV8 comprende una o mas sustituciones
de aminoacidos, en donde la una 0 mas sustituciones de aminoacidos aumentan la eficiencia de la transduccién de la
particula de rAAV a una célula en el ojo en comparacién con una particula de AAV que comprende una proteina de la
capside AAV8 de tipo salvaje, 0 en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en una o mas posiciones
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correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeraciéon VP1 de
AAV2. En algunos casos, la divulgacién proporciona una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside
de AAV9, en donde la proteina de la capside de AAV9 comprende una o mas sustituciones de aminoéacidos, en donde
la una o mas sustituciones de aminoacidos aumentan la eficiencia de la transduccion de la particula de rAAV a una
célula en el ojo en comparacién con una particula de AAV que comprende una proteina de la capside AAV9 de tipo
salvaje, o en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en una o mas posiciones correspondientes a los
aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV2. En algunos casos,
la divulgacién proporciona una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside de AAVrh10, en donde
la proteina de la capside de AAVrh10 comprende una o mas sustituciones de aminoacidos, en donde la una o mas
sustituciones de aminoacidos aumentan la eficiencia de la transduccion de la particula de rAAV a una célula en el ojo
en comparacion con una particula de AAV que comprende una proteina de la capside AAVrh10 de tipo salvaje, o en
donde la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos
484, 487, 527, 532, 585 0 588, numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2. En algunos casos, la divulgacion
proporciona una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside de AAV3, en donde la proteina de la
capside de AAV3 comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o méas posiciones correspondientes a
los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2. En algunos
casos, la particula de rAAV comprende una cépside de AAV1, una capside de AAV2, una capside de AAV3, una
capside de AAV6, una capside de AAV8, una capside de AAVrh8R, una capside de AAV9 o una capside de AAVrh10.
En algunas realizaciones, la eficiencia de la transduccién se incrementa en al menos aproximadamente un 10%, al
menos aproximadamente un 25%, al menos aproximadamente un 50%, al menos aproximadamente un 75% o al
menos aproximadamente un 100%.

En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos incrementa la union de la particula de rAAV al
proteoglicano de heparan sulfato. En algunos casos, la una o0 mas sustituciones de aminoacidos aumenta la union de
la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al
menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al
menos un 100%. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos aumenta la eficiencia de la
transduccion de la particula de rAAV para una célula en el ojo o el sistema nervioso central en comparaciéon con una
particula de AAV que comprende una proteina de la capside de AAVrh8R de tipo salvaje en aproximadamente al
menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos
un 75% o aproximadamente al menos un 100%. En algunos casos, la célula del ojo es una célula de la retina, una
célula fotorreceptora, células epiteliales pigmentadas de la retina, células bipolares, células horizontales, células
amacrinas, células de Milller y/o células ganglionares. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprenden una sustitucién de un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente con un residuo de
aminoacido cargado positivamente. En algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente reemplaza a
un residuo de aminoacido hidréfobo. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende
la sustitucién de un residuo de arginina o lisina. En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoéacidos
comprende la sustitucién de un residuo de alanina, serina, glutamina o treonina con un residuo de arginina o lisina. En
algunos casos, la particula de rAAV comprende una capside de serotipo rh8R de AAV (AAVrh8R). En algunos casos,
la una o mas sustituciones de aminoacidos estan en la posicion 586 y/o 589, numeracién basada en la numeraciéon
VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracion se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una
sustitucion en la posicién A586 y/o T589, numeracion basada en VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion A586R o A586K, numeracion basada en VP1 de AAVrh8R.
En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion T589R o T589K,
numeracion basada en VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una capside de AAV
serotipo 1 (AAV1). En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos estan en la posicién 586 y/o 589,
numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV1. En algunos casos, la VP1 de AAV1 que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 12. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una
sustitucion en la posicion S586 y/o T589, numeracion basada en VP1 de AAV1. En algunos casos, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion S586R o S586K, numeracién basada en VP1 de AAV1. En
algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién T589R o T589K, numeracion
basada en VP1 de AAV1. En algunos casos, |la particula de rAAV comprende una capside de AAV serotipo 6 (AAVB).
En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos estan en la posicién 586 y/o 589, numeracién basada
en la numeracion VP1 de AAV6. En algunos casos, la numeracion se basa en la VP1 de AAV6 que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprenden una sustitucion en la posicion S586 y/o T589, numeracién basada en VP1 de AAV6. En algunos casos,
la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién S586R, numeracién basada en VP1 de AAVS.
En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion T589R o T589K,
numeracién basada en VP1 de AAV6. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una capside de AAV serotipo
8 (AAV8). En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos estan en la posicion 588 y/o 591, numeracion
basada en la numeracién VP1 de AAV8. En algunos casos, la VP1 de AAV8 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una
sustitucion en la posicion Q588 y/o T591, numeracion basada en VP1 de AAV8. En algunos casos, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién Q588R o Q588K, numeracion basada en VP1 de AAVS8. En
algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustituciéon T591R, numeracién basada
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en VP1 de AAV8. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una capside de AAV serotipo 9 (AAV9). En
algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos estan en la posicién 586 y/o 589, numeracién basada en
la numeracion VP1 de AAV9. En algunos casos, la VP1 de AAV9 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 15. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la
posicion S586 y/o A589, numeracion basada en VP1 de AAV9. En algunos casos, la una o0 mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucion S586R o S586K, numeracion basada en VP1 de AAV9. En algunos casos,
la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién A589R o A589K, numeracion basada en VP1
de AAV9. En algunos casos, la particula de rAAV comprende una capside de serotipo rh10 de AAV (AAVrh10). En
algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos estan en la posicién 588 y/o 591, numeracién basada en
la numeracion VP1 de AAVrh10. En algunos casos, la VP1 de AAVrh10 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 16. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la
posicion Q588 y/o A591, numeracién basada en VP1 de AAVrh10. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucién Q588R o Q588K, numeracion basada en VP1 de AAVrh10. En algunos
casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion A591R o A591K, numeracién basada
en VP1 de AAVrh10. En algunos casos, la divulgacion proporciona una particula de rAAV que comprende una proteina
de la capside de AAV3, en donde la proteina de la capside de AAV3 comprende una o mas sustituciones de
aminoacidos en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527, 532, 585 o0 588, numeracion
basada en la numeracién VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos aumenta la
eficiencia de la transduccién de la particula de rAAV para una célula en el ojo o el sistema nervioso central en
comparacién con una particula de AAV que comprende una proteina de la capside de AAVrh8R de tipo salvaje en
aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%,
aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al menos un 100%. En algunos casos, la particula de rAAV
comprende una capside de AAV1, una cépside de AAV2, una capside de AAV3, una capside de AAV6, una capside
de AAVS, una capside de AAVrh8R, una capside de AAV9 o una capside de AAVrh10. En algunos casos, el acido
nucleico heterélogo codifica un polipéptido terapéutico o un acido nucleico terapéutico. En algunos casos, el acido
nucleico heterélogo codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un antioxidante, un factor
neurotroéfico, un factor anti-apoptético, un factor anti-angiogénico y un factor antiinflamatorio. En casos adicionales, el
acido nucleico heterdlogo codifica un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: Prph2, RPE6G5, AIPL1,
GUCY2D, LCA5, CRX, CEP290, MYO 7a, Clarina, ABCA4, RDH12, IMPDH1, CRB1, LRAT, NMNAT1, TULP1, MERTK,
RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, GNAT2, GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO, BCL2, BCL-X, NPkB, Endostatina,
Angiostatina, sFlt, sSPDGF-R, IL10, anti-IL17, sIL17R, IL1-ra, anti-TGFB, sTNF-R I, sTNF-R Il e IL4. En otros casos, €l
acido nucleico heterélogo codifica un acido nucleico terapéutico. En casos adicionales, el acido nucleico terapéutico
es un ARNip, un ARNhc, un ARNi, un miARN, un ARN antisentido, una ribozima o una ADNzima. En algunos casos,
el vector rAAV es un vector rAAV auto-complementario. En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacion
comprenden una capside que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos que alteran la uniéon a HSPG (p.
€j., reduce o elimina la unién a HSPG) o en una o mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 527,
532, 585 o0 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2 y un acido nucleico heter6logo que codifica un
polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico, en donde el &cido nucleico heterblogo esta bajo el control de una
secuencia de promotor que se expresa en la retina. En algunos casos, el acido nucleico heterélogo esta enlazado
operativamente a un promotor adecuado para la expresién del polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico en
uno o mas tipos de células de la retina. En algunos casos, la célula de la retina es una célula fotorreceptora, células
epiteliales pigmentadas de la retina, células bipolares, células horizontales, células amacrinas, células de Miiller y/o
células ganglionares. En algunos casos, el promotor es un promotor de rodopsina quinasa (RK), un promotor de opsina,
un promotor de citomegalovirus (CMV), un promotor de B-actina de pollo (CBA). En algunos casos, el individuo es un
ser humano. En algunos casos, el acido nucleico heterblogo se utiliza para tratar un trastorno ocular seleccionado del
grupo gque consiste en: degeneracion retiniana autosémica recesiva grave de inicio temprano (amaurosis congénita de
Leber), acromatopsia congénita, enfermedad de Stargardt, enfermedad de Best, enfermedad de Doyne, distrofia de
conos, retinitis pigmentosa, retinosquisis ligada al cromosoma X, sindrome de Usher, degeneracién macular
relacionada con la edad, degeneracién macular atréfica relacionada con la edad, AMD neovascular, maculopatia
diabética, retinopatia diabética proliferativa (PDR), edema macular cistoide, retinopatia serosa central,
desprendimiento de retina, inflamacién intraocular, glaucoma y uveitis posterior. En algunos casos, el vector rAAV es
un vector rAAV auto-complementario. En algunos casos, el vector comprende una primera secuencia de acido nucleico
que codifica el acido nucleico heterdlogo y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un complemento
del acido nucleico, en donde la primera secuencia de acido nucleico puede formar pares de bases intracadena con la
segunda secuencia de &cido nucleico a lo largo de la mayoria o toda su longitud. En algunos casos, la primera
secuencia de acido nucleico y la segunda secuencia de acido nucleico estan enlazadas por una ITR de AAV mutada,
en donde la ITR de AAV mutada comprende una delecién de la regién D y comprende una mutacién de la secuencia
de resolucién terminal. En algunos casos, el individuo es un ser humano. En algunos casos, la una o mas sustituciones
de aminoacidos aumenta la eficiencia de la transduccion de la particula de rAAV para una célula en el 0jo o el sistema
nervioso central en comparacién con una particula de AAV que comprende una proteina de la capside de AAVrh8R
de tipo salvaje en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al
menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al menos un 100%.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
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La FIG. 1 indica los residuos de la capside implicados en la unién del proteoglicano de heparan sulfato y las
mutaciones introducidas para generar el mutante AAV2 HBKO. La numeracién se basa en la secuencia de
aminoacidos de VP1.

La FIG. 2 muestra la disminucién en la transduccion de células 293 en cultivo observada con particulas de
AAV2 mutantes de HBKO (AAV2 HBKO CBA-sFLT02), en comparacién con particulas de AAV2 de tipo
salvaje (AAV2 CBA-sFLT02). La transduccién se ensay6 midiendo la cantidad de Flt soluble (sFLT) presente
en el medio de cultivo celular 48 horas después de la inyeccién con particulas de AAV2 de tipo salvaje o
mutantes de HBKO que portan vectores que utilizan el promotor de CBA para impulsar la expresién de Fli.

La FIG. 3 muestra la disminucion en la transduccion de células 293 y Hela en cultivo observada con particulas
de AAV2 mutantes de HBKO (AAV2 HBKO CBA- GFP), en comparacion con particulas de AAV2 de tipo
salvaje (AAV2 CBA-GFP). La transduccién se ensay6é mediante formacién de imagenes por fluorescencia de
células tomadas 48 horas después de la inyeccion con particulas AAV2 de tipo salvaje o mutantes de HBKO
que portan vectores que utilizan el promotor de CBA para impulsar la expresion de EGFP.

Las FIGS. 4A y 4B muestran la transduccién observada tras la inyeccion intravitrea (FIG. 4A) o subretiniana
(FIG. 4B) de particulas AAV2 de tipo salvaje o mutantes de HBKO. La transduccién se ensayé mediante la
expresion de Flt soluble (sFLT) después de la transduccién con vectores que codifican Flt. El nimero de
genomas de vector inyectados se indica para cada uno de los experimentos (108 0 10° vg).

La FIG. 5 muestra que las particulas de AAV2 mutantes de HBKO no logran transducir el ojo del ratén
después de inyeccion intravitrea. A los ratones se les administré una inyeccion intravitrea de particulas de
AAV2 de tipo salvaje (AAV2 CBA-GFP) o mutantes de HBKO (AAV2 HBKO CBA-GFP) que portan vectores
que utilizan el promotor de CBA para impulsar la expresion de EGFP, y las secciones se obtuvieron mediante
microscopia de fluorescencia.

La FIG. 6 muestra que las particulas de AAV2 mutantes de HBKO (AAV2 CBA HBKO) provocan un aumento
significativo en la transduccion después de la inyeccion subretiniana, en comparacién con particulas de tipo
salvaje (AAV2 CBA). La transduccioén se ensayé mediante la expresion de Flt soluble (sFLT) después de la
inyeccion con particulas de AAV2 que portan vectores que utilizan el promotor de CBA para impulsar la
expresion de Flt. Se indica el nimero de genomas de vector inyectados (108 o0 10° vg).

La FIG. 7 muestra que las particulas de AAV2 mutantes de HBKO (AAV2 HBKO CBA - GFP) provocan un
aumento significativo en la transduccién de células fotorreceptoras (como se marcan) después de la inyeccion
subretiniana, en comparacién con particulas de tipo salvaje (AAV2 CBA- GFP). La transduccién se midio
mediante formacién de imagenes por fluorescencia de la expresion de GFP después de la transduccién con
particulas de AAV2 que portan vectores que utilizan el promotor de CBA para impulsar la expresién de EGFP.

La FIG. 8 muestra que las particulas de AAV2 mutantes de HBKO (AAV2 RK HBKO) provocan un aumento
significativo en la transduccion de fotorreceptores después de la inyeccioén subretiniana, en comparacion con
particulas de tipo salvaje (AAV2 RK). La transduccion se ensay6 mediante la expresion de Flt soluble (sFLT)
después de la inyeccién con particulas de AAV2 que portan vectores que utilizan el promotor de rodopsina
quinasa (RK) para impulsar la expresion de Flt. Se indica el nimero de genomas de vector inyectados (108 o
10°% vg).

Las FIGS. 9A y 9B muestran la expresién de EGFP en el cerebro de ratén 30 dias después de la inyeccion
intraestriatal de AAV2HBKO-EGFP (FIG. 9A), en comparacién con AAV2-EGFP (FIG. 9B) en ratones de tipo
salvaje. En cada uno de los paneles, la expresién de EGFP fue impulsada por el promotor de CBA y
visualizada utilizando microscopia de fluorescencia.

Las FIGS. 10A y 10B muestran la expresion de GFP en el cerebro de ratén 30 dias después de la inyeccion
intraestriatal de AAV2HBKO-miARN-Ht-GFP (FIG. 10A), en comparacion con AAV1-miARN-Htt-GFP (FIG.
10B) en ratones YAC128 HD. Los vectores de miARN - Htt -GFP se refieren a construcciones que expresan
un miARN artificial que fija como objetivo Htt humano y un informador de GFP. En cada uno de los paneles,
la expresion de GFP fue impulsada por el promotor de CBA y visualizada utilizando microscopia de
fluorescencia a tres aumentos diferentes (4X, 10Xy 20X, como se marca).

La FIG. 11A muestra el analisis de gPCR de los niveles de ARNm de HTT humano en punciones de cerebro
de raton estriatal 30 dias después de la inyeccién de AAV1-miARN-Htt y AAV2HBKO-miARN-HLtt, en
comparacién con controles no tratados.

La FIG. 11B muestra el analisis de transferencia Western de los niveles de proteina Htt humana en punciones

de cerebro de ratén cortical 30 dias después de la inyeccién de AAV1-miARN-Htt y AAV2HBKO-miARN-Htt,
en comparaciéon con controles no tratados.
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Las FIGS. 12A-12C muestran la expresion de Ibal en el cuerpo estriado de ratén YAC128 30 dias después
de la inyeccién con AAV2HBKO-miARN-Hit-GFP (FIG. 12B) o AAV1-miARN-Hit-GFP (FIG. 12C), en
comparacioén con los controles no tratados (FIG. 12A).

Las FIGS. 13A-13C muestran la expresion de GFP en el cuerpo estriado de raton YAC128 30 dias después
de la inyeccién con AAV2HBKO-miARN-Hit-GFP (FIG. 1 3B) o AAV1-miARN-Hit-GFP (FIG. 13C), en
comparacion con los controles no tratados (FIG. 1.3A).

La FIG. 14 compara los residuos de la capside implicados en la unién de proteoglicanos de heparan sulfato
entre las capsides de AAV2 y AAVrh8R. La numeracién se basa en la secuencia de aminoacidos de VP1.

La FIG. 15 muestra un alineamiento de aminoacidos de AAV2 y AAVrh8R en los residuos responsables para
la unién de heparan de AAV2. Las posiciones de las modificaciones de la cépside de arginina AAVrh8R
estan marcadas con un circulo.

La FIG. 16 A muestra la transduccién in vitro mejorada de células HelLa exhibida por el mutante de AAVrh8R
A586R, en comparacion con AAVrh8R de tipo salvaje. La transduccion se controlé mediante sFLT02 en
medio de cultivo 48 horas después de la infeccién con AAVrh8R o los vectores modificados con arginina
AAVrh8R.

La FIG. 16B muestra la transduccién in vitro disminuida de células HeLaRC32 exhibida por el mutante de
AAVrh8R R533A, en comparacién con AAVrh8R de tipo salvaje. La transduccion se controlé mediante
sFLT02 en medio de cultivo 48 horas después de la infeccidon con AAVrh8R o los vectores modificados con
arginina AAVrh8R.

Las FIGS. 17A-17D muestra los niveles de transduccion in vitro exhibidos por los mutantes de AAVrh8R
A586R y R533A, en comparacion con AAVrh8R de tipo salvaje. El mutante AAVrh8R A586R (FIG. 17B)
muestra una transduccion in vitro incrementada de células NS1, en comparacién con AAVrh8R de tipo salvaje
(FIG. 17A). El mutante AAVrh8R R533A (FIG. 17D) muestra una transduccion in vitro disminuida de células
Hela, en comparacion con AAVrh8R de tipo salvaje (FIG. 17C). La transduccién se controld mediante la
expresion de EGFP en células 48 horas después de la infeccién con AAVrh8R o los vectores modificados
con arginina AAVrh8R.

Las FIGS. 18A y 18B muestran los niveles de transduccién subretiniana en ratones C57B16 exhibidos por
mutantes AAVrh8R A586R y R533A. (FIG. 18A) El mutante AAVrh8R A586R muestra una transduccion
subretiniana disminuida, en comparacion con AAVrh8R de tipo salvaje. También se testé el vector AAV2.
(FIG. 18B) El mutante AAVrh8R R533A muestra una transduccién subretiniana incrementada, en
comparaciéon con AAVrh8R de tipo salvaje y ratones naif. La transduccién se controld mediante sFLT02 en
lisados retinianos de ratones C57B16 30 dias después de la administracién subretiniana de vectores
modificados con arginina AAVrh8R o AAVrh8R

La FIG. 19 muestra los niveles de sFLTO02 en lisados de retina de ratones C57B16 30 dias después de la
administracion intravitrea de vectores AAV2, AAVrh8R o AAVrh8R-A586R.

La FIG. 20 muestra un alineamiento de aminoacidos en los residuos responsables de la unién de heparan de
AAV2 con AAVrh8R, AAV1, AAV6, AAV8, AAVI y AAVrh10.

DESCRIPCION DETALLADA

Tal como se describe en esta memoria, los autores de la invencién han descubierto, sorprendentemente, que
modificaciones en las particulas de rAAV correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 532, 585 y/o 588, numeracion
basada en la numeracion VP1 de AAV2, demuestran una transduccién incrementada de células después de la
administracion al ojo de un sujeto. Sin desear estar ligado a teoria alguna, se cree que estas particulas de rAAV han
reducido o eliminado la unién a HSPG o tienen una carga modificada en la capside de tal manera que la administracién
de las particulas de rAAV da como resultado una transduccion incrementada de células en el ojo de un sujeto. Por lo
tanto, la presente divulgacién proporciona métodos para suministrar un acido nucleico heterélogo al ojo de un individuo,
que comprende administrar una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) al ojo del individuo, en donde
la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende proteinas de la capside de rAAV que
comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactian con un proteoglicano
de heparan sulfato, y b) un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una repeticiéon terminal
invertida de AAV. En la invencién, las sustituciones de aminoacidos dan como resultado una unién reducida o
eliminada a HSPG.

En algunos casos, la presente divulgacion proporciona métodos para suministrar un acido nucleico heterélogo al ojo

de un individuo, que comprenden administrar una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) a la
subretina del individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende proteinas
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de la capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que
interactdan con un proteoglicano de heparan sulfato, y b} un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo
y al menos una repeticion terminal invertida de AAV.

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos para mejorar la transduccion de células de rAAV después del
suministro subretiniano de una particula de rAAV al ojo de un individuo en comparacion con la transduccion de células
con un rAAV que comprende una cépside de tipo salvaje, comprendiendo el método incorporar una o mas sustituciones
de aminoécidos.en una proteina de la capside de AAV en una o mas posiciones que interactia con un proteoglicano
de heparan sulfato, en donde la particula de rAAV comprende la proteina de la capside de rAAV y un vector rAAV que
comprende el &cido nucleico heterdlogo y al menos una repeticién terminal de AAV. En la invencion, las sustituciones
de aminoacidos dan como resultado una unién reducida o eliminada a HSPG. En algunas realizaciones, las particulas
de rAAV comprenden una capside que comprende sustituciones R585A y R588A de rAAV2, numeracién basada en
VP1 de AAV2 (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una capside que
comprende sustituciones A586R y/o R533A de AAVrh8R, numeracién basada en VP1 de AAVrh8R (SEQ ID NO: 9).

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos para mejorar la supresién de un &cido nucleico heterélogo
después del suministro subretiniano de particulas de rAAV al ojo de un individuo, comprendiendo el método incorporar
una o mas sustituciones de aminoacidos.en una proteina de la capside de AAV en una o mas posiciones que interactiia
con un proteoglicano de heparan sulfato, en donde la particula de rAAV comprende la proteina de la capside de rAAV
y un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterdlogo y al menos una repeticién terminal de AAV. En la
invencién, las sustituciones de aminoacidos dan como resultado una unién reducida o eliminada a HSPG. En algunas
realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una capside que comprende sustituciones R585A y R588A de
rAAV2, numeracién basada en VP1 de AAV2 (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, las particulas de rAAV
comprenden una capside que comprende sustituciones A586R y/o R533A de AAVrh8R, numeracién basada en VP1
de AAVrh8R (SEQ ID NO: 9).

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos para mejorar la supresién de un &cido nucleico heterélogo
después del suministro subretiniano de particulas de rAAV al ojo de un individuo, comprendiendo el método incorporar
una o mas sustituciones de aminoacidos.en una proteina de la capside de AAV en una o mas posiciones que interactiia
con un proteoglicano de heparan sulfato, en donde la particula de rAAV comprende la proteina de la capside de rAAV
y un vector de rAAV que comprende el acido nucleico heterdlogo y al menos una repeticion terminal de AAV. La mejora
es que la transduccién se compara con las particulas de rAAV que comprenden la capside de tipo salvaje. En la
invencién, las sustituciones de aminoacidos dan como resultado una unién reducida o eliminada a HSPG. En algunas
realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una capside que comprende sustituciones R585A y R588A de
rAAV2, numeracién basada en VP1 de AAV2 (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, las particulas de rAAV
comprenden una capside que comprende sustituciones A586R y/o R533A de AAVrh8R, numeracién basada en VP1
de AAVrh8R (SEQ ID NO: 9).

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos para tratar un trastorno ocular en un individuo, que comprenden
el suministro de una composiciéon que comprende una cantidad eficaz de particulas de rAAV a la retina de un individuo,
en donde las particulas de rAAV comprenden a) una capside de rAAV que comprende una proteina de la capside de
rAAV que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactian con un
proteoglicano de heparan sulfato, y b) un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una
repeticion terminal de AAV. En la invencién, las sustituciones de aminoacidos dan como resultado una unién reducida
o eliminada a HSPG. En algunas realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una capside que comprende
sustituciones R585A y R588A de rAAV2, numeracién basada en VP1 de AAV2 (SEQ ID NO: 1). En algunas
realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una capside que comprende sustituciones A586R y/o R533A de
AAVrh8R, numeracién basada en VP1 de AAVrh8R (SEQ ID NO: 9).

La divulgacion proporciona también sistemas para el suministro subretiniano de un vector a un ojo de un individuo,
que comprende a) una composicién que comprende una cantidad eficaz de particulas de rAAV, en donde i) una
proteina de la céapside de las particulas de rAAV comprende una o0 mas sustituciones de aminoacidos en una o0 mas
posiciones que interactian con un proteoglicano de heparan sulfato, y ii} el vector comprende un acido nucleico
heterdlogo que codifica un polipéptido terapéutico o ARN terapéutico y al menos una repeticion terminal de AAV; y b)
un dispositivo para el suministro retiniano del rAAV. En la invencién, las sustituciones de aminoacidos dan como
resultado una union reducida o eliminada a HSPG. En algunas realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una
capside que comprende sustituciones R585A y R588A de rAAV2, numeracién basada en VP1 de AAV2 (SEQ ID NO:
1). En algunas realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una capside que comprende sustituciones A586R
y/o R533A de AAVrh8R, numeracion basada en VP1 de AAVrh8R (SEQ ID NO: 9).

En algunos casos, la presente divulgacion proporciona, ademas, métodos para suministrar un acido nucleico
heterdlogo al sistema nervioso central (SNC) de un individuo, que comprenden administrar una particula de virus
adeno-asociado recombinante (rAAV) al SNC del individuo. La particula de rAAV comprende (a) una capside de rAAV
que comprende proteinas de la capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o
mas posiciones que interactia con un proteoglicano de heparan sulfato, y (b) un vector rAAV que comprende el acido
nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal invertida de AAV. Estos métodos exhiben una expresién de
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acido nucleico heterdlogo y/o transduccion de células de rAAV mejoradas después del suministro de una particula de
rAAV al SNC de un individuo, p. /., en comparacién con la transduccién de células con un rAAV que comprende una
capside de tipo salvaje. Particulas de rAAV y métodos de este tipo son adecuados para uso en el tratamiento de
trastornos del SNC, incluyendo, pero no limitados a la enfermedad de Huntington. En la invencion, las sustituciones
de aminoacidos dan como resultado una unién reducida o eliminada a HSPG. En algunas realizaciones, las particulas
de rAAV comprenden una capside que comprende sustituciones R585A y R588A de rAAV2, numeracién basada en
VP1 de AAV2 (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una capside que
comprende sustituciones A586R y/o R533A de AAVrh8R, numeracién basada en VP1 de AAVrh8R (SEQ ID NO: 9).

I. Técnicas Generales

Las técnicas y los procesos descritos o referenciados en esta memoria se entienden generalmente bien y se emplean
comunmente utilizando metodologia convencional por los expertos en la técnica, tales como, por ejemplo, las
metodologias ampliamente utilizadas descritas en Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook et al., 42 ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2012); Current Protocols in Molecular Biology (F.M.
Ausubel, et al. eds., 2003); la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); PCR 2: A Practical Approach (M.J.
MacPherson, B.D. Hames y G.R. Taylor eds., 1995); Antibodies, A Laboratory Manual (Harlow y Lane, eds., 1988);
Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique and Specialized Applications (R.l. Freshney, 62 ed., J. Wiley and
Sons, 2010); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular Biology, Humana Press; Cell
Biology: A Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed., Academic Press, 1998); Introduction to Cell and Tissue Culture (J.P.
Mather y P.E. Roberts, Plenum Press, 1998); Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Giriffiths,
y D.G. Newell, eds., J. Wiley and Sons, 1993-8); Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weir y C.C. Blackwell,
eds., 1996); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller y M.P. Calos, eds., 1987); PCR: The Polymerase
Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current Protocols in Immunology (J.E. Coligan et al., eds., 1991); Short
Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds., J. Wiley and Sons, 2002); Immunobiology (C.A. Janeway et al.,
2004); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A Practical Approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989);
Monoclonal Antibodies: A Practical Approach (P. Shepherd y C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using
Antibodies: A Laboratory Manual (E. Harlow y D. Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The Antibodies
(M. Zanetti y J. D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995); y Cancer: Principles and Practice of Oncology
(V.T. DeVita et al., eds., J.B. Lippincott Company, 2011).

Il. Definiciones

Un "vector”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un plasmido o virus recombinante que comprende un
acido nucleico a ser suministrado a una célula huésped, ya sea in vitro o in vivo.

El término "polinucleétido” o la expresién "acido nucleico”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una forma
polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos. Por lo tanto, este
término o expresion incluye, pero no se limita a, ADN o ARN de cadena sencilla, doble o multi.cadena, ADN gendmico,
ADNc, hibridos de ADN-ARN o un polimero que comprende bases de purina y pirimidina, u otras bases de nucleétidos
naturales, quimica o bioquimicamente modificadas, no naturales o derivatizadas. La cadena principal del
polinucleétido puede comprender azlcares y grupos fosfato (tal como se pueden encontrar tipicamente en el ARN o
ADN), o grupos azlcar o fosfato modificados o sustituidos. Alternativamente, la cadena principal del polinucleétido
puede comprender un polimero de subunidades sintéticas tales como fosforamidatos y, por lo tanto, puede ser un
oligodesoxinucledsido fosforamidato (P-NHz) o un oligémero de fosforamidato-fosfodiéster mixto. Ademas, se puede
obtener un polinucleétido de doble cadena a partir del producto polinucleotidico de cadena sencilla de la sintesis
quimica, ya sea sintetizando la cadena complementaria y reasociando las cadenas en condiciones adecuadas, o
sintetizando la cadena complementaria de novo utilizando una ADN polimerasa con un cebador apropiado.

Los términos "polipéptido" y "proteina" se utilizan indistintamente para referirse a un polimero de residuos de
aminoacidos y no se limitan a una longitud minima. Polimeros de residuos de aminoacidos de este tipo pueden
contener residuos de aminoacidos naturales o no naturales e incluyen, pero no se limitan a péptidos, oligopéptidos,
dimeros, trimeros y multimeros de residuos de aminoéacidos. Tanto las proteinas de longitud completa como los
fragmentos de las mismas quedan abarcados por la definicién. Los términos también incluyen modificaciones
posteriores a la expresion del polipéptido, por ejemplo, glicosilacion, sialilacion, acetilacion, fosforilacién y similares.
Ademas, para los fines de la presente invencién, un "polipéptido” se refiere a una proteina que incluye modificaciones,
tales como deleciones, adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservadora), a la secuencia nativa,
siempre que la proteina mantenga la actividad deseada. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, tal como por
mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser accidentales, tal como por mutaciones de huéspedes que producen las
proteinas o errores debidos a la amplificacién por PCR.

Un "vector viral recombinante" se refiere a un vector polinucleotidico recombinante que comprende una o mas
secuencias heterélogas (es decir, una secuencia de acido nucleico que no es de origen viral). En el caso de los
vectores AAV recombinantes, el acido nucleico recombinante esta flanqueado por al menos una secuencia repetida
terminal invertida (ITR). En algunas realizaciones, el acido nucleico recombinante esta flanqueado por dos ITRs.
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Un "vector AAV recombinante (vector rAAV)" se refiere a un vector polinucleotidico que comprende una o mas
secuencias heterélogas (es decir, una secuencia de acido nucleico que no es de origen AAV) que estan flanqueadas
por al menos una secuencia de repeticion terminal invertida (ITR) de AAV. Vectores rAAV de este tipo se pueden
replicar y empaquetar en particulas virales infecciosas cuando estan presentes en una célula huésped que ha sido
infectada con un virus auxiliar adecuado (0 que expresa funciones auxiliares adecuadas) y que expresa productos
génicos rep y cap de AAV (es decir, proteinas AAV Rep y Cap). Cuando un vector rAAV se incorpora en un
polinucleétido mas grande (p. €j., en un cromosoma o en otro vector tal como un plasmido utilizado para la clonacién
o transfeccion), entonces el vector rAAV puede denominarse "pro-vector" que puede ser "rescatado" por replicacion y
encapsidacion en presencia de funciones de empaquetamiento de AAV y funciones auxiliares adecuadas. Un vector
rAAV puede estar en cualquiera de un cierto nimero de formas, incluyendo, pero no limitadas a plasmidos,
cromosomas lineales artificiales, complejados con lipidos, encapsulados dentro de liposomas y encapsulados en una
particula viral, p. ej., una particula de AAV. Un vector rAAV puede empaquetarse en una cépside de virus de AAV
para generar una "particula viral adeno-asociada recombinante (particula de rAAV)".

Un «virus de rAAV» o «particula viral de rAAV» se refiere a una particula viral compuesta por al menos una proteina
de la capside de AAV y un genoma de vector rAAV encapsidado.

"Heterélogo" significa derivado de una entidad genotipicamente distinta de la del resto de la entidad con la que se
compara o en la que se introduce o incorpora. Por ejemplo, un polinucleétido introducido mediante técnicas de
ingenieria genética en un tipo de célula diferente es un polinucleétido heterblogo (y, cuando se expresa, puede codificar
un polipéptido heterélogo). De manera similar, una secuencia celular (p. €j., un gen o una porcién del mismo) que se
incorpora en un vector viral es una secuencia de nucleétidos heteréloga con respecto al vector.

El término "transgén” se refiere a un polinucleétido que se introduce en una célula y es capaz de transcribirse en ARN
y, opcionalmente, traducirse y/o expresarse en condiciones apropiadas. En algunos aspectos, confiere una propiedad
deseada a una célula en la que se introdujo, o de otro modo conduce a un resultado terapéutico o diagnéstico deseado.
En otro aspecto, se puede transcribir en una molécula que medie en la interferencia de ARN, tal como miARN, ARNip
0 ARNhc.

Las expresiones "particulas del genoma (gp)", "equivalentes del genoma" o "copias del genoma", tal como se utilizan
en referencia a un titulo viral, se refieren al nimero de viriones que contienen el genoma de ADN de AAV recombinante,
independientemente de la infectividad o funcionalidad. El nimero de particulas del genoma en una preparacion de
vector particular puede medirse mediante procedimientos como los descritos en los Ejemplos de esta memoria o, por
ejemplo, en Clark et al. (1999) Hum. Gene Ther., 10:1031-1039; Veldwijk et al. (2002} Mol. Ther., 6:272-278.

La expresion "genoma de vector (vg)", tal como se utiliza en esta memoria, puede referirse a uno o mas polinucleétidos
que comprenden un conjunto de secuencias de polinucledtidos de un vector, p. €j., un vector viral. Un genoma de
vector se puede encapsular en una particula viral. Dependiendo del vector viral particular, un genoma de vector puede
comprender ADN de cadena sencilla, ADN de doble cadena o ARN de cadena sencilla 0 ARN de doble cadena. Un
genoma de vector puede incluir secuencias endégenas asociadas con un vector viral particular y/o cualesquiera
secuencias heterdlogas insertadas en un vector viral particular mediante técnicas recombinantes. Por ejemplo, un
genoma de vector AAV recombinante puede incluir al menos una secuencia de ITR que flanquea un promotor, un
relleno, una secuencia de interés (p. €j., un ARNi} y una secuencia de poliadenilacion. Un genoma de vector completo
puede incluir un conjunto completo de secuencias de polinucleétidos de un vector. En algunas realizaciones, el titulo
de &cido nucleico de un vector viral puede medirse en términos de vg/mL. Métodos adecuados para medir este titulo
son conocidos en la técnica (p. /., PCR cuantitativa).

Las expresiones "unidad de infeccion (ui)", "particula infecciosa" o "unidad de replicacién”, tal como se utilizan en
referencia a un titulo viral, se refieren al nimero de particulas de vector AAV recombinante infecciosas y con capacidad
de replicacion segun lo medido por el ensayo de centro infeccioso, también conocido como ensayo de centro de
replicacion, tal como se describe, por ejemplo, en McLaughlin et al. (1988) J. Virol., 62:1963-1973.

La expresion "unidad transductora (tu)", tal como se utiliza en referencia a un titulo viral, se refiere al nimero de
particulas de vector AAV recombinante infecciosas que dan como resultado la produccion de un producto transgénico
funcional segun se mide en ensayos funcionales tales como los descritos en los Ejemplos de esta memoria o, por
ejemplo, en Xiao et al. (1997) Exp. Neurobiol., 144:113-124; o en Fisher et al. (1996) J. Virol., 70:520-532 (ensayo
LFU).

Una secuencia de "repeticion terminal invertida" o "ITR" es una expresién bien entendida en la técnica y se refiere a
secuencias relativamente cortas que se encuentran en los extremos de los genomas virales que estan en orientacion
opuesta.

Una secuencia de "repeticién terminal invertida (ITR) de AAV", una expresion bien entendida en la técnica, es una
secuencia de aproximadamente 145 nucleotidos que esta presente en ambos extremos del genoma de AAV de cadena
sencilla nativo. Los 125 nucleétidos mas externos de la ITR pueden estar presentes en cualquiera de dos orientaciones
alternativas, lo que conduce a la heterogeneidad entre diferentes genomas de AAV y entre los dos extremos de un
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solo genoma de AAV. Los 125 nuclettidos méas exteriores también contiene varias regiones mas cortas de auto-
complementariedad (designados regiones A, A’, B, B, C, C’ y D), permitiendo que se produzca el apareamiento
intracatenario de bases dentro de esta porcion de la ITR.

Una "secuencia de resolucién terminal” o "trs" es una secuencia en la regién D de la ITR de AAV que es escindida por
proteinas rep de AAV durante la replicacion del ADN viral. Una secuencia de resolucion terminal mutante es refractaria
a la escisién por proteinas rep de AAV.

Un "virus auxiliar" para AAV se refiere a un virus que permite que AAV (que es un parvovirus defectuoso) sea replicado
y empaquetado por una célula huésped. Se ha identificado un cieerto nimero de estos virus auxiliares, incluyendo
adenovirus, virus herpes y poxvirus tales como la vaccinia. Los adenovirus abarcan un cierto nimero de subgrupos
diferentes, aunque el adenovirus tipo 5 del subgrupo C (Ad5) es el mas cominmente utilizado. Se conocen numerosos
adenovirus de origen humano, mamifero no humano y aviar y estan disponibles en depositos tales como la ATCC.
Los virus de la familia del herpes, que también estan disponibles en depésitos tales como ATCC, incluyen, por ejemplo,
virus del herpes simple (HSV), virus de Epstein-Barr (EBV), citomegalovirus (CMV) y virus de la pseudorrabia (PRV).

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia" con respecto a una secuencia de polipéptido o acido nucleico de
referencia se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos o nucleétidos en una secuencia candidata que
son idénticos a los residuos de aminoacidos o nucleétidos en la secuencia del polipéptido o acido nucleico de
referencia, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el porcentaje maximo
de identidad de secuencia, y sin considerar sustitucidon conservadora alguna como parte de la identidad de secuencia.
El alineamiento con el propdsito de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos o &cidos
nucleicos se puede lograr de diversas formas que estan dentro de la experiencia en la técnica, por ejemplo, utilizando
programas de software de computadora disponibles publicamente, por ejemplo, los descritos en Current Protocols in
Molecular Biology ( Ausubel et al., eds., 1987), Sup. 30, seccién 7.7.18, Tabla 7.7.1, e incluyendo el software BLAST,
BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Un ejemplo de un programa de alineamiento es ALIGN Plus (Scientific and
Educational Software, Pensilvania). Los expertos en la técnica pueden determinar los parametros apropiados para
medir el alineamiento, incluyendo los algoritmos necesarios para lograr el alineamiento maximo a lo largo de toda la
longitud de las secuencias que se estan comparando. Para los fines de esta memoria, el % de identidad de secuencia
de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A dada con respecto, con o contra una secuencia de aminoacidos
B dada (que alternativamente puede expresarse como una secuencia de aminoacidos A dada que tiene o comprende
un determinado % de identidad de la secuencia de &cido con respecto, con 0 contra una secuencia de aminoacidos
B) se calcula de la siguiente manera: 100 veces la fraccion X/Y, en donde X es el nimero de residuos de aminoéacidos
puntuados como coincidencias idénticas por el programa de alineamiento de secuencias en ese alineamiento de Ay
B del programa, y en que Y es el nimero total de residuos de aminoé&cidos en B. Se apreciara que cuando la longitud
de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de la
secuencia de aminoacidos A a B no sera igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B a A. Para los fines
de este memoria, el % de identidad de secuencia de acido nucleico de una secuencia de acido nucleico C dada con
respecto, con o contra una secuencia de acido nucleico D dada (que alternativamente puede expresarse como una
secuencia de acido nucleico C dada que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia de acido
nucleico con respecto, con o contra una secuencia de acido nucleico D dada) se calcula de la siguiente manera: 100
veces la fraccion W/Z, en que W es el nimero de nucleétidos puntuados como coincidencias idénticas por el programa
de alineamiento de secuencias en el alineamiento del programa de C y D, y en que Z es el nimero total de nucleétidos
en D. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de acido nucleico C no es igual a la longitud de secuencia
de acido nucleico D, el % de identidad de secuencia de acido nucleico de C a D no sera igual al % de identidad de
secuencia de acido nucleico de D a C.

Una molécula "aislada" (p. ej., acido nucleico o proteina) o célula significa que ha sido identificada y separada y/o
recuperada de un componente de su entorno natural.

Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para lograr resultados beneficiosos 0 deseados, incluyendo los
resultados clinicos (p. ej., mejora de los sintomas, consecucion de criterios de valoracién clinicos y similares). Puede
administrarse una cantidad eficaz en una o0 mas administraciones. En términos de un estado patologico, una cantidad
eficaz es una cantidad suficiente para mejorar, estabilizar o retrasar el desarrollo de una enfermedad.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Mamiferos incluyen, pero no se limitan a animales domesticados (p. &/.,
vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (p. ej., primates humanos y no humanos tales como monos), conejos
y roedores (p. ej., ratones. y ratas). En determinadas realizaciones, el individuo 0 sujeto es un ser humano.

Tal como se utiliza en esta memoria, "tratamiento" es un enfoque para obtener resultados clinicos beneficiosos o
deseados. Para los fines de esta invencion, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero no se
limitan a, alivio de los sintomas, disminuciéon de la extensiéon de la enfermedad, estado estabilizado (p. &j., sin
empeoramiento) de la enfermedad, prevencién de la propagacion (p. ef., metastasis) de la enfermedad, retraso o
ralentizacién de la progresion de la enfermedad, mejora o paliacién del estado de la enfermedad y remisién (ya sea
parcial o total}, ya sea detectable o indetectable. "Tratamiento" también puede significar prolongar la supervivencia en
comparacién con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.
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Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "tratamiento profilactico” se refiere a un tratamiento en el que se
sabe o se sospecha que un individuo tiene o esta en riesgo de tener un trastorno, pero no ha mostrado sintomas o
tiene sintomas minimos del trastorno. Un individuo que se somete a un tratamiento profilactico puede recibir
tratamiento antes de la aparicion de los sintomas.

Tal como se utiliza en esta memoria, un agente "terapéutico” (p. ej., un polipéptido, acido nucleico o transgén
terapéutico) es uno que proporciona un resultado clinico beneficioso o deseado, tal como los resultados clinicos
ejemplares arriba descritos. Como tal, se puede utilizar un agente terapéutico en un tratamiento tal como se describe
arriba.

La expresion "retina central", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la macula externa y/o la macula interna
y/o la févea. La expresion "tipos de células de la retina central”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a tipos
de células de la retina central, tales como, por ejemplo, RPE y células fotorreceptoras.

El término "macula” se refiere a una region de la retina central en primates que contiene una mayor concentracion
relativa de células fotorreceptoras, especificamente bastones y conos, en comparacién con la retina periférica. La
expresion "macula externa", tal como se utiliza en esta memoria, también puede denominarse "macula periférica”. La
expresion "macula interna", tal como se utiliza en esta memoria, también puede denominarse "macula central".

El término "févea" se refiere a una pequefia regién en la retina central de primates de aproximadamente igual o0 menos
de 0,5 mm de diametro que contiene una mayor concentracion relativa de células fotorreceptoras, especificamente
conos, en comparacién con la retina periférica y la macula.

La expresién "espacio subretiniano", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la ubicacion en la retina entre
las células fotorreceptoras y las células del epitelio pigmentario de la retina. El espacio subretiniano puede ser un
espacio potencial, tal como antes de cualquier inyeccién subretiniana de fluido. El espacio subretiniano también puede
contener un fluido que se inyecta en el espacio potencial. En este caso, el fluido esta "en contacto con el espacio
subretiniano”. Las células que estan "en contacto con el espacio subretiniano” incluyen las células que bordean el
espacio subretiniano, tales como RPE y células fotorreceptoras.

El término "ampolla”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un espacio de fluido dentro del espacio
subretiniano de un ojo. Una ampolla de la divulgacién puede crearse mediante una sola inyeccién de fluido en un solo
espacio, mediante multiples inyecciones de uno o mas fluidos en el mismo espacio, 0 mediante multiples inyecciones
en multiples espacios, que cuando se reposicionan crean un espacio total de fluidos util para lograr un efecto
terapéutico sobre la porcion deseada del espacio subretiniano.

"Promotor de rodopsina quinasa (RK)" se refiere a una secuencia de polinucleétidos derivada de un gen de rodopsina
quinasa (p. e/, RK humana, representado por GenBank Entrez Gene ID 6011) que impulsa la expresion
especificamente en células fotorreceptoras de bastones y conos, asi como en lineas celulares de |a retina, tales como
WERI Rb-1. Tal como se utiliza en esta memoria, "promotor de rodopsina quinasa" puede referirse a una secuencia
de promotor completa o un fragmento de la secuencia de promotor suficiente para impulsar la expresion especifica
para el fotorreceptor, tal como las secuencias descritas en Khani, S.C., et al. (2007} Invertir. Ophahlmol. Vis. Sci.
48(9):3954-61 y Young, J.E., et al. (2003) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 44(9):4076-85. En algunas realizaciones, el
promotor de RK se extiende desde -112 hasta +180 con respecto al sitio de inicio de la transcripcion.

«Promotor de B-actina de pollo» se refiere a una secuencia de polinucleétidos derivada de un gen de B-actina de pollo
(p. €., beta-actina de Gallus gallus, representada por GenBank Entrez Gene ID 396526). Tal como se utiliza en esta
memoria, "promotor de B-actina de pollo» puede referirse a un promotor que contiene un elemento potenciador
temprano de citomegalovirus (CMV), el promotor y el primer exén e intrén del gen de B-actina de pollo, y el aceptor de
corte y empalme del gen beta-globina, tal como las secuencias descritas en Miyazaki, J., et al. (1989) Gene 79(2):269-
77. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "promotor de CAG" se puede utilizar indistintamente. Tal como
se utiliza en esta memoria, el término "potenciador temprano de CMV/promotor de beta actina de pollo (CAG)" puede
utilizarse indistintamente.

La referencia a "aproximadamente" un valor o parametro en esta memoria incluye (y describe) realizaciones que estan
dirigidas a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, la descripcion que hace referencia a "aproximadamente X"
incluye la descripcién de "X".

Tal como se utiliza en esta memoria, la forma en singular de los articulos "un", "
plural, a menos que se indique lo contrario.

una"y "el", “la” incluye referencias en

Se entiende que los aspectos y realizaciones de la invencién descritos en esta memoria incluyen aspectos y

realizaciones "que comprende", "que consiste" y/o "que consiste esencialmente en".

lll. Particulas virales
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Se sabe en la técnica que el proteoglicano de heparan sulfato (HSPG) actia como el receptor celular para particulas
de AAV2 (Summerford, C. y Samulski, R.J. (1998) J. Virol. 72(2):1438-45). La unién entre una particula de AAV2 y
HSPG en la membrana celular sirve para fijar la particula a la célula. Otras proteinas de la superficie celular, tales
como el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos y la integrina avf5, también pueden facilitar la infeccién
celular. Después de unirse, una particula de AAV2 puede penetrar en la célula a través de mecanismos que incluyen
endocitosis mediada por receptores a través de cavidades recubiertas de clatrina. Una particula de AAV2 puede
liberarse de una vesicula endocitica tras la acidificacion endosomal. Esto permite que la particula de AAV2 viaje a la
region perinuclear y luego al nicleo de la célula. También se sabe que las particulas de AAV3 se unen a heparan
(Rabinowitz, J.E., et al. (2002) J. Virol. 76(2):791-801).

Los protocolos de terapia génica para trastornos del ojo requieren el suministro localizado del vector a las células del
ojo (p. /., células de la retina). Las células que seran el objetivo del tratamiento en estas enfermedades pueden incluir,
inter alia, una o mas células del ojo (p. e/., fotorreceptores, neuronas oculares, etc.). Los métodos y kits de la invencién
se basan, al menos en parte, en el descubrimiento de que las capsides especificas para rAAV (p. gj., aquellas que
comprenden una proteina de la capside de rAAV que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o
mas posiciones que interactian con un proteoglicano de heparan sulfato) permiten una amplia distribucién del vector
entre las células del ojo. Como tales, estas capsides pueden ser particularmente ventajosas para el suministro de un
acido nucleico heterblogo al ojo de un individuo, mejorando la transduccién de rAAV de las células después del
suministro de una particula de rAAV al ojo de un individuo, mejorando la expresién de un acido nucleico heterdlogo
después del suministro de particulas de rAAV al ojo de un individuo y/o tratamiento de un trastorno del ojo de un
individuo utilizando particulas de rAAV.

De igual manera, los protocolos de terapia génica para trastornos del SNC requieren el suministro localizado del vector
a las células en el SNC. Las células que seran el objetivo del tratamiento en estas enfermedades pueden incluir, inter
alia, una o mas células del ojo (p. €}.,., neuronas). Los métodos de la divulgacion se basan, al menos en parte, en el
descubrimiento de que capsides especificas para rAAV (p. gj., aquellas que comprenden una proteina de la capside
de rAAV que comprende una o0 mas sustituciones de aminoacidos en una 0 mas posiciones que interactdan con un
proteoglicano de heparan sulfato) permiten una amplia distribucién del vector entre las células del SNC. Como tales,
estas capsides pueden ser particularmente ventajosas para el suministro de un acido nucleico heterélogo al sistema
nervioso central (SNC) de un individuo, mejorando la transduccion de rAAV de las células después del suministro de
una particula de rAAV al SNC de un individuo, mejorando la expresién de un acido nucleico heterdlogo después del
suministro de particulas de rAAV al SNC de un individuo y/o el tratamiento de un trastorno del SNC de un individuo
utilizando particulas de rAAV.

Se sabe que la capside de AAV (p. gj., AAV2, AAVrh8R, etc.) incluye tres proteinas de la capside: VP1, VP2 y VP3.
Estas proteinas contienen cantidades significativas de secuencias de aminoacidos solapantes y secuencias N-
terminales Unicas. Una cépside de AAV2 incluye 60 subunidades dispuestas por simetria icosaédrica (Xie, Q., et al.
(2002) Proc. Natl. Acad. Sci. 99(16):10405-10). Se ha encontrado que VP1, VP2 y VP3 estan presentes en una relacién
de 1:1:10.

Se sabe que la union entre las proteinas de la capside de AAV2 y HSPG se produce a través de interacciones
electrostaticas entre los residuos basicos de la proteina de la capside de AAV2 y los residuos de glucosaminoglicanos
cargados negativamente (Opie, SR et al., (2003) J. Virol. 77:6995-7006; Kern, A et al., (2003} J. Virol. 77:11072-
11081). Residuos de la capside especificos implicados en estas interacciones incluyen R484, R487, K532, R585 y
R588. Se ha demostrado que mutaciones en estos residuos reducen la unién de AAV2 a las células Hela y al propio
heparan (Opie, SR et al., (2003} J. Virol. 77:6995-7006; Kern, A et al., (2003} J. Virol. 77:11072-11081; documento
WO 2004/027019 A2, Patente de EE.UU. N°® 7.629.322). Ademas, sin desear estar ligado a la teoria, se cree que la o
las sustituciones de aminoacidos en uno o mas de los residuos correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 532,
585 0 588, la numeracion basada en la numeracién VP1 de AAV2 puede modular las propiedades de transduccion de
los tipos de capside de AAV que no se unen a HSPG, o pueden modular las propiedades de transduccién de los tipos
de capside de AAV independientemente de su capacidad para unirse a HSPG.

En algunos casos, la particula de rAAV comprende una capside de rAAV que comprende proteinas de la capside de
rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una 0 mas posiciones que interactian con un
proteoglicano de heparan sulfato. En la invencion, la particula de rAAV comprende una capside de serotipo 2 de AAV
(AAV2). En algunos casos, la particula de rAAV de la divulgaciéon comprende una capside de serotipo rh8R de AAV
(AAVrh8R).

Tal como se describe en esta memoria, particulas de rAAV con mutaciones en las proteinas de la capside en los
residuos que interactian con HSPG o en uno o mas de los residuos correspondientes a los aminoacidos 484, 487,
532, 585 o0 588, numeracion basada en la numeracion VP1 de AAV2, muestran propiedades ventajosas, tales como
expresion potenciada y/o neuroinflamacién reducida. Por consiguiente, en algunas realizaciones, tras el suministro, el
acido nucleico heterélogo codificado por el vector rAAV se expresa a un nivel incrementado, en comparacién con el
nivel de expresion de un acido nucleico heterdlogo de una particula de rAAV que comprende una capside de rAAV
que comprende un rAAV de referencia. proteina de la capside (p. /., una proteina de la capside de rAAV de tipo
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salvaje). En algunas realizaciones, la expresion del &cido nucleico se incrementa en al menos aproximadamente un
10%, al menos aproximadamente un 25%, al menos aproximadamente un 50%, al menos aproximadamente un 75%
o al menos aproximadamente un 100%. En algunos casos, tras el suministro, la particula de rAAV provoca una
neuroinflamacién reducida, en comparacién con una particula de rAAV que comprende una proteina de la capside de
rAAV de referencia (p. €j., una proteina de la capside de rAAV de tipo salvaje). En algunos casos, la neuroinflamacion
se reduce en al menos aproximadamente un 10%, al menos aproximadamente un 25%, al menos aproximadamente
un 50%, al menos aproximadamente un 75% o al menos aproximadamente un 100%. Una proteina de la capside de
rAAV de referencia adecuada puede incluir cualquier proteina de la capside que carece de una o mas sustituciones
de aminoacidos en una o0 mas posiciones que interactlian con un proteoglicano de heparan sulfato (la capside de
referencia puede contener una o mas sustituciones de "fondo" que no alteran la unién a HSPG).

En algunos casos, la divulgacion proporciona métodos para suministrar un acido nucleico heterélogo al ojo de un
individuo, que comprenden administrar una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) al espacio
subretinal del individuo, en donde la particula de rAAV comprende a) una capside de rAAV que comprende proteinas
de la capside de rAAV que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que
interactdan con un proteoglicano de heparan sulfato, y b} un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo
y al menos una repeticion terminal invertida de AAV.

En la invencién, la particula de rAAV comprende una capside de serotipo 2 de AAV (AAV2). En algunos casos, una o
mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de una cualquiera de VP1, VP2 y/o
VP3 de AAV2, en donde las sustituciones de amino alteran la interaccion de la particula de rAAV con HSPG (p. .,
reducir o eliminar la unién a HSPG). En la invencién, una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de
residuos de aminoacidos de VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos son
sustituciones de residuos de aminoacidos de VP2 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de VP3 de AAV2. En algunos casos, una o mas
sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de la combinacion de VP1, VP2 y VP3 de
AAV2. En algunos casos, una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de
cualquiera de VP1, VP2 y/o VP3 de AAV2. En algunos casos, una o mas sustituciones de aminoacidos son
sustituciones de residuos de aminoacidos de una cualquiera de las proteinas de la capside de SEQ ID NO: 1, 3 y/o 5.
En algunas realizaciones, las particulas de rAAV de la invencidon comprenden proteinas de la capside de SEQ. ID NO:
2,4vy/o6.

En algunos casos, la particula rAAV de la divulgacién comprende una capside de serotipo 3 de AAV (AAV3). En
algunos casos, una 0 mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de una
cualquiera de VP1, VP2 y/o VP3 de AAV3, en donde las sustituciones de amino alteran la interaccion de la particula
de rAAV con HSPG (p. €j., reducir o eliminar la union a HSPG). En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de VP1 de AAV3. En algunos casos, la una o mas
sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de VP2 de AAV3. En algunos casos, la
una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de VP3 de AAV3. En algunos
casos, una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de la combinacion de
VP1, VP2 y VP3 de AAV3. En algunos casos, una 0 mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos
de aminoécidos de cualquiera de VP1, VP2 y/o VP3 de AAV3. En algunos casos, una o mas sustituciones de
aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos correspondiente a la proteina de la capside de SEQ ID
NO: 7.

En algunos casos, la particula de rAAV de la divulgacién comprende una capside de serotipo rh8R de AAV (AAVrh8R),
p. €j., en la Publicacién de EE.UU. PG. N& 20090317417. En algunos casos, una o mas sustituciones de aminoacidos
son sustituciones de residuos de aminoacidos de una cualquiera de VP1, VP2 y/o VP3 de AAVrh8R, en donde las
sustituciones de amino alteran la interaccion de la particula de rAAV con HSPG (p. &j., reducen o eliminan la unién a
HSPG). En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos
de VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de
aminoacidos de VP2 de AAVrh8R. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de
residuos de aminoacidos de VP3 de AAVrh8R. En algunos casos, una o mas sustituciones de aminoacidos son
sustituciones de residuos de amino&cidos de la combinacién de VP1, VP2 y VP3 de AAVrh8R. En algunos casos, una
0 mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de cualquiera de VP1, VP2 y/o
VP3 de AAVrh8R. En algunos casos, una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de
aminoacidos de la proteina de la capside ejemplificada por SEQ ID NO: 9. En algunos casos, las particulas de rAAV
de la divulgacion comprenden proteinas de la capside de SEQ. ID NOs: 10 y/u 11.

En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos reducen la unién de la particula de rAAV al
proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 25%,
aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% o aproximadamente al menos un 100%. En
algunas realizaciones, la una o méas sustituciones de amino&cidos reducen la union de la particula de rAAV al
proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%, aproximadamente al menos un 15%,
aproximadamente al menos un 20%, aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 30%,
aproximadamente al menos un 35%, aproximadamente al menos un 40%, aproximadamente al menos un 45%,
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aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 55%, aproximadamente al menos un 60%,
aproximadamente al menos un 65%, aproximadamente al menos un 70%, aproximadamente al menos un 75%,
aproximadamente al menos un 80%, aproximadamente al menos un 85%, aproximadamente al menos un 90%,
aproximadamente al menos un 95% o aproximadamente al menos el 100% (en comparacion con la unién de una
particula de rAAV que comprende una capside de tipo salvaje). En algunas realizaciones, la una 0 mas sustituciones
de aminoacidos reducen la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en uno cualquiera de
aproximadamente 10% a aproximadamente 100%, aproximadamente 20% a aproximadamente 100%,
aproximadamente 30% a aproximadamente 100%, aproximadamente 40% a aproximadamente 100%,
aproximadamente 50% a aproximadamente 100%, aproximadamente 60% a aproximadamente 100%,
aproximadamente 70% a aproximadamente 100%, aproximadamente 80% a aproximadamente 100%,
aproximadamente 90% a aproximadamente 100%, aproximadamente 10 % a aproximadamente 90%,
aproximadamente 20% a aproximadamente 90%, aproximadamente 30% a aproximadamente 90%, aproximadamente
40% a aproximadamente 90%, aproximadamente 50% a aproximadamente 90%, aproximadamente 60% a
aproximadamente 90%, aproximadamente 70% a aproximadamente 90%, aproximadamente 80% a aproximadamente
90%, aproximadamente 10% a aproximadamente 80%, aproximadamente 20% a aproximadamente 80%,
aproximadamente 30% a aproximadamente 80%, aproximadamente 40% a aproximadamente 80%, aproximadamente
50% a aproximadamente 80%, aproximadamente 60% a aproximadamente 80%, aproximadamente 70% a
aproximadamente 80%, aproximadamente 10% a aproximadamente 70%, aproximadamente 20% a aproximadamente
70%, aproximadamente 30% a aproximadamente 70%, aproximadamente 40% a aproximadamente 70%,
aproximadamente 50% a aproximadamente 70%, aproximadamente 60% a aproximadamente 70%, aproximadamente
10% a aproximadamente 60%, aproximadamente 20% a aproximadamente 60%, aproximadamente 30% a
aproximadamente 60%, aproximadamente 40% a aproximadamente 60%, aproximadamente 50% a aproximadamente
60%, aproximadamente 10% a aproximadamente 50%, aproximadamente 20% a aproximadamente 50%,
aproximadamente 30% a aproximadamente 50%, aproximadamente 40% a aproximadamente 50%, aproximadamente
10% a aproximadamente 40%, aproximadamente 20% a aproximadamente 40%, aproximadamente 30% a
aproximadamente 40%, aproximadamente 10% a aproximadamente 30%, aproximadamente 20% a aproximadamente
30% o aproximadamente 10% a aproximadamente 20% (en comparacion con la unién de una particula de rAAV que
comprende una capside de tipo salvaje). En algunas realizaciones, la una o mas sustituciones de aminoacidos resulta
en una unién no detectable de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en comparacién con la unién
de una particula de rAAV de tipo salvaje. Se conocen en la técnica medios para medir la union de particulas de AAV
a HSPG; p. €j., la unién a un medio de cromatografia de heparan sulfato o la unién a una célula que se sabe que
expresa HSPG en su superficie. Por ejemplo, véase Opie, SR et al., (2003) J. Virol. 77:6995-7006 y Kern, A et al.,
(2003) J. Virol. .77:11072-11081.

En algunos casos, la divulgacién proporciona particulas de rAAV para el suministro subretiniano de un acido nucleico
terapéutico, en donde las particulas de rAAV comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos de proteinas de la
capside que reducen o eliminan la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato, en donde la una
0 mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 484, 487, 532, 585 o 588, numeracién basada en la
numeraciéon VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicién 484,
487, 532, 585 o0 588 de VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la
posicion 484, 487, 532, 585 o 588 de VP2 de AAV2, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones,
la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 484, 487, 532, 585 o 588 de VP3 de AAV2, numeracion
basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 484, 487,
532, 585 0 588 de VP1 de AAV2, VP2 de AAV2 y/o VP3 de AAV2, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas
realizaciones, la VP1 de rAAV2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 484, 487, 532, 585 o0 588 de VP1 de
AAV3, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la una o méas sustituciones de aminoacidos
esta en la posicion 484, 487, 532, 585 o 588 de VP2 de AAV3, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunos
casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicion 484, 487, 532, 585 o 588 de VP3 de AAV3,
numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicién
484, 487, 532, 585 0 588 de VP1 de AAV3, VP2 de AAV3 y/o VP3 de AAV3, numeracion basada en VP1 de AAV2. En
algunas realizaciones, la VP1 de rAAV2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

En algunos casos, las particulas de AAV de la divulgacion comprenden una capside con una o mas sustituciones de
aminoacidos en la posicion 485, 488, 528, 533, 586 o 589, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAVrh8R.
En algunos casos, la numeracion se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la una o mas sustituciones de amino&cidos comprenden una sustitucién de un
residuo de aminoacido cargado positivamente con un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente. En
algunos casos, el residuo de aminoacido cargado positivamente se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo.
En realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de
arginina o lisina. En alin realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustitucion
de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina. En otros casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprenden una sustituciéon de un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente con un residuo de
aminodcido cargado positivamente. En algunos casos, un residuo de aminoacido hidrofobo se sustituye con un residuo
de aminoacido cargado positivamente. En casos adicionales, la sustitucién de uno o mas aminoacidos comprende la
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sustituciéon de un residuo de alanina. En auln realizaciones adicionales, la una o méas sustituciones de aminoacidos
comprende la sustitucién de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina. En algunos casos, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la posicion R533 y/o A586, numeracién basada en VP1
de AAVrh8R. En casos adicionales, la capside de AAV comprende sustituciones de aminoacidos A586R y/o R533A,
numeracién basada en VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende proteinas de la capside
de rAAV de SEQ ID NOs: 10 y/u 11.

En algunos casos de la divulgacion, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion de un
residuo de aminoacido cargado positivamente (p. /., un aminoacido con una cadena lateral cargada positivamente)
con un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente (p. e/., un aminoacido que no contiene una cadena
lateral cargada positivamente). Los aminoacidos cargados positivamente incluyen arginina, histidina y lisina. Ejemplos
de residuos de aminoacidos que no estan cargados positivamente incluyen aminoacidos cargados negativamente
(acido aspartico y acido glutamico), aminoacidos con cadenas laterales polares sin carga (serina, treonina, asparagina
y glutamina), aminoacidos con cadenas laterales hidréfobas (alanina, valina, isoleucina, leucina, metionina,
fenilalanina, tirosina y triptéfano), glicina, cisteina y prolina. En algunos casos, el uno o mas residuos de aminoacidos
cargados positivamente de la capside de AAV se sustituye con un residuo de aminoacido hidréfobo. En algunas
realizaciones, una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de arginina o lisina.
En realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la sustituciéon de un residuo de
arginina o lisina con un residuo de alanina. En otros casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden
una sustitucion de un residuo de aminoacido que no esta cargado positivamente con un residuo de aminoacido cargado
positivamente. En algunos casos, un residuo de aminoacido hidréfobo se sustituye con un residuo de aminoacido
cargado positivamente. En casos adicionales, la sustitucion de uno o mas aminoacidos comprende la sustitucién de
un residuo de alanina. En adn realizaciones adicionales, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprende la
sustitucion de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina.

En algunos casos, la una o0 mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la posicion R484, R487,
K527, K532, R585 y/o R588 de VP1, VP2 y/o VP3, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones,
la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicion R484, R487, K527, K532, R585
y/o R588 de VP1, VP2 y/o VP3 de AAV2, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la una o
mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicion R484, R487, K527, K532 y/o R588 de
VP1, VP2 y/o VP3 de AAV2, numeracion basada en SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la una o mas
sustituciones de aminoacidos comprenden una o mas sustituciones en R484A, R487A, R585A y/o R588A de VP1,
VP2 y/o VP3 de AAV2, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucion en la posicién R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588 de VP1, VP2 y/o
VP3 de AAV3, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o0 mas sustituciones de aminoacidos
comprenden una o mas de las sustituciones en R484A, R487A, R585A y/o R588A de VP1, VP2 y/o VP3 de AAV3,
numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende proteinas de la
capside de rAAV de SEQ ID NOs: 2, 4 y/0 6.

En algunos casos, la una 0 mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la posicion R485, R488,
R533, A586 y/o T589 de VP1, VP2 y/o VP3, numeracién basada en VP1 de AAVrh8R. En algunas casos, la una o
mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicion R485, R488, R533, A586 y/o T589 de
VP1, VP2 y/o VP3, numeracién basada en VP1 de AAVrh8R, numeracién basada en SEQ ID NO: 9. En algunos casos,
la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una o mas de las sustituciones en R533A y/o A586R de VP1,
VP2 y/o VP3 de AAV2, numeracion basada en VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la particula de rAAV comprende
proteinas de la capside de rAAV de SEQ ID NOs: 10 y/u 11.

En algunos casos, la capside de AAV comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones
que interactian con HSPG. En la invencion, la capside de AAV comprende una o mas sustituciones de aminoacidos
en una o mas posiciones que reduce o elimina la unién a HSPG. En algunas realizaciones, la capside de AAV
comprende una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez sustituciones de aminoacidos que reducen o
eliminan la union a HSPG. En algunas realizaciones, la capside de AAV tiene una, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve o diez sustituciones de aminoacidos que reducen o eliminan la unién a HSPG. En algunas realizaciones,
la capside de AAV comprende sustituciones en las posiciones R484 y R487, numeracion basada en VP1 de rAAV2.
En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones en la posicién en R484 y R487, numeracion
basada en VP1 de rAAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones en las posiciones
R585 y R588, numeracion basada en VP1 de rAAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende
sustituciones en la posicién en R585 y R588, numeracion basada en VP1 de rAAV2. En algunas realizaciones, la
capside de AAV comprende sustituciones en R484A y R487A, numeracién basada en VP1 de rAAV2. En algunas
realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones en R484A y R487A, numeracion basada en VP1 de rAAV2.
En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones en R585A y R588A, numeracion basada en
VP1 de rAAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones en R585A y R588A, numeracion
basada en VP1 de rAAV2.

Se sabe que los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) se expresan en muchos tejidos por todo el cuerpo y
desempefian funciones importantes en la matriz extracelular, la adhesioén celular y la sefializacién celular.
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En algunos casos, la divulgacion proporciona particulas de rAAV para el suministro al SNC de un &cido nucleico
terapéutico, en donde las particulas de rAAV comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos de proteinas de la
capside que reducen o eliminan la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato. En algunos casos,
la una o mas sustituciones de aminoacidos esta en la posicién 347, 350, 390, 395, 448, 451, 484, 487, 527, 532, 585
y/o 588, numeracion basada en VP1 de AAV2. Tal como se utiliza en esta memoria, "numeracion basada en VP1 de
AAV2" se refiere al aminoacido de la proteina de la capside mencionada correspondiente al aminoacido mencionado
de VP1 de AAV2. Por ejemplo, si una o mas sustituciones de aminoacidos estan en la posicién 347, 350, 390, 395,
448, 451, 484, 487, 527, 532, 585 y / 0 588, numeracion basada en VP1 de AAV2, entonces la una o mas sustituciones
de aminoéacidos estan en el o los aminoacidos de la proteina de la capside mencionada correspondiente a los
aminoacidos 347, 350, 390, 395, 448, 451, 484, 487, 527, 532, 585 y/o 588 de VP1 de AAV2. En algunos casos, la
una o mas sustituciones de aminoacidos esta en una posicion R347, R350, K390, K395, R448, R451, R484, R487,
K527, K532, R585 y/o R588, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos esta en la posicion 484, 487, 532, 585 o 588 de AAV2. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos estd en la posicién 484, 487, 532, 585 o 588 de VP1 de AAV2, VP2 de AAV2 y/o VP3 de AAV2,
numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la VP1 de AAV2 (p. €j., rAAV2) comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

En la invencion, la capside de AAV comprende una o mas sustituciones en las posiciones R484, R487, K527, K532,
R585 y/o R588, numeracién basada en VP1 de rAAV2. En algunas realizaciones, las particulas de rAAV de la invencién
comprenden proteinas de la capside de SEQ. ID NOs: 2, 4 y/o 6. En algunas realizaciones, la capside de AAV
comprende sustituciones en las posiciones R484 y R487 o R585 y R588, numeracién basada en VP1 de rAAV2. En
algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones en R484A y R487A o sustituciones en R585A y
R588A, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la capside de AAV comprende sustituciones
de aminoacidos en R585A y R588A, numeracion basada en VP1 de AAV2. En algunas realizaciones, la capside de
AAV comprende la sustitucion de aminoacidos en K532A, numeracién basada en VP1 de AAV2. En algunos casos, la
una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden sustituciones en R347A, R350A, K390A, K395A, R448A, R451A,
R484A, R487A, K527A, K532A, R585A y/o R588A, numeracion basada en VP1 de AAV2.

En algunos casos, la divulgacion proporciona particulas de rAAV para el suministro al SNC de un &cido nucleico
terapéutico, en donde las particulas de rAAV comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos de proteinas de la
céapside que reducen o eliminan la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato. En algunos casos,
la particula de rAAV de la divulgacién comprende una capside de serotipo rh8R de AAV (AAVrh8R), p. €], en la
Publicacién de EE.UU. PG. N2 20090317417. En algunos casos, una 0 mas sustituciones de aminoacidos son
sustituciones de residuos de aminoacidos de una cualquiera de VP1, VP2 y/o VP3 de AAVrh8R, en donde las
sustituciones de amino alteran la interaccién de la particula de rAAV con HSPG (p. ej., reducir o eliminar la unién a
HSPG). En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos
de VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de
aminoacidos de VP2 de AAVrh8R. En algunos casos, la una 0 mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de
residuos de aminoacidos de VP3 de AAVrh8R. En algunos casos, una o0 mas sustituciones de aminoacidos son
sustituciones de residuos de aminodacidos de la combinacion de VP1, VP2 y VP3 de AAVrh8R. En algunos casos, una
0 mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de aminoacidos de cualquiera de VP1, VP2 y/o
VP3 de AAVrh8R. En algunos casos, una o mas sustituciones de aminoacidos son sustituciones de residuos de
aminoacidos de la proteina de la capside ejemplificada por SEQ ID NO: 9. En algunos casos, las particulas de rAAV
de la divulgaciéon comprenden proteinas de la capside de SEQ. ID NOs: 10 y/u 11.

En algunos casos, la particula de rAAV comprende una capside de serotipo rh8R de AAV (AAVrh8R). En algunos
casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos estan en la posicién 586 y/o 589, numeracion basada en la
numeracién VP1 de AAVrh8R. En algunos casos, la numeracién se basa en la VP1 de AAVrh8R que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos
comprenden una sustitucion en la posicién A586 y/o T589, numeracion basada en VP1 de AAVrh8R. En algunos casos,
la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion A586R, numeracion basada en VP1 de
AAVrh8R. En algunos casos, la una o més sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién T589R o T589K,
numeracién basada en VP1 de AAVrh8R.

Como se ha comentado arriba, sin desear estar ligado a la teoria, se cree que la o las sustituciones de aminoacidos
en uno o mas de los residuos correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 532, 585 o 588, numeracion basada en
la numeracién VP1 de AAV2 puede modular las propiedades de transduccion de los tipos de capside de AAV que no
se unen a HSPG, o pueden modular las propiedades de transduccion de los tipos de cépside de AAV
independientemente de su capacidad para unirse a HSPG. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden uno o mas aminoacidos correspondientes a un aminoacido mostrado en la FIG. 20. Por
ejemplo, en algunos casos, uno o0 mas aminoacidos en la o las posiciones correspondientes a los aminoacidos 585
y/o 588 (numeracién basada en VP1 de AAV2) se reemplazan por residuos de arginina (p. ej., S586 y/o T589 para
AAV1 o AAVE; S586 y/o A589 para AAV9; A586 y/o T589 para AAVrh8R; Q588 y/o T591 para AAVS8; y Q588 y/o A591
para AAVrh10). Estas capsides modificadas pueden encontrara uso, inter alia, para mejorar la transduccion intravitrea
que fija como objetivo la retina. En otros casos, uno 0 mas aminoacidos (p. €j., arginina o lisina) en la o las posiciones
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correspondientes a los amino&cidos 484, 487, 527 y/o 532 (numeracion basada en VP1 de AAV2) se reemplazan por
un aminoacido o aminoacidos con carga no positiva. tales como alanina (p. ej., R485, R488, K528 y/o K533 para AAV1
0 AAV6; R485, R488, K528 y/o R533 para AAV9 o AAVrh8R; y R487, R490, K530 y/o R535 para AAV8 o AAVrh10).
Estas capsides modificadas pueden encontrara uso, inter alia, para mejorar la transduccion subretiniana o del SNC.

En algunos casos, la particula de rAAV comprende una capside de AAV serotipo 1 (AAV1). En algunos casos, la una
0 mas sustituciones de aminoacidos estan en la posicién 586 y/o 589, numeracién basada en la numeracién VP1 de
AAV1. En algunos casos, la VP1 de AAV1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12. En algunos
casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicién S586 y/o T589,
numeracién basada en VP1 de AAV1. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una
sustitucion S586R o S586K, numeracién basada en VP1 de AAV1. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucion T589R, numeracién basada en VP1 de AAV1. En algunos casos, la particula
de rAAV comprende una capside de AAV serotipo 6 (AAV6). En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos estan en la posicién 586 y/o 589, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV6. En algunos casos,
la numeracién se basa en la VP1 de AAV6 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13. En
algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicién S586 y/o T589,
numeracién basada en VP1 de AAV6. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una
sustitucion S586R o S586K, numeracién basada en VP1 de AAV6. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucion T589R, numeracién basada en VP1 de AAV6. En algunos casos, la particula
de rAAV comprende una capside de AAV serotipo 8 (AAV8). En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos estan en la posicién 588 y/o 591, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV8. En algunos casos,
la numeracién se basa en la VP1 de AAV8 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. En
algunos casos, la una 0 mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucién en la posicion Q588 y/o T591,
numeracién basada en VP1 de AAV8. En algunos casos, la una o0 mas sustituciones de aminoacidos comprenden una
sustitucion Q588R o Q588K, numeracién basada en VP1 de AAV8. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucion T591R, numeracién basada en VP1 de AAVS8. En algunos casos, la particula
de rAAV comprende una capside de AAV serotipo 9 (AAV9). En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos estan en la posicién 586 y/o 589, numeracién basada en la numeracién VP1 de AAV9. En algunos casos,
la numeracién se basa en la VP1 de AAV9 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15. En
algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la posicién S586 y/o A589,
numeracién basada en VP1 de AAV9. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una
sustitucion S586R o S586K, numeracién basada en VP1 de AAV9. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucion A589R o A589K, numeracion basada en VP1 de AAV9. En algunos casos,
la particula de rAAV comprende una cépside de serotipo rh10 de AAV (AAVrh10). En algunos casos, la una o mas
sustituciones de aminoacidos estan en la posicién 588 y/o 591, numeracion basada en la numeraciéon VP1 de AAVrh10.
En algunos casos, la numeracion se basa en la VP1 de AAVrh10 que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 16. En algunos casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion en la
posicion Q588 y/o A591, numeracién basada en VP1 de AAVrh10. En algunos casos, la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden una sustitucién Q588R o Q588K, numeracion basada en VP1 de AAVrh10. En algunos
casos, la una o mas sustituciones de aminoacidos comprenden una sustitucion A591R, numeracién basada en VP1
de AAVrh10.

IV. Métodos de Tratamiento

Los protocolos de terapia génica para enfermedades de la retina, tales como LCA, retinitis pigmentosa y degeneracion
macular relacionada con la edad, requieren el suministro localizado del vector a las células en la retina. Las células
que seran el objetivo del tratamiento en estas enfermedades son las células fotorreceptoras en la retina o las células
del RPE subyacentes a la retina neurosensorial. Suministrar vectores de terapia génica a estas células requiere una
inyeccion en el espacio subretiniano entre la retina y el RPE. En algunos casos, la divulgacion proporciona métodos
para suministrar vectores de terapia génica de rAAV a células de la retina, en que los vectores rAAV estan
encapsulados en una capside de AAV que comprende sustituciones de uno o mas residuos de aminoacidos que
interactian con HSPG.

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos para tratar un trastorno del SNC en un individuo, que
comprenden el suministro de una composicion que comprende particulas de rAAV al SNC del individuo, en donde las
particulas de rAAV comprenden (a) una capside de rAAV que comprende una proteina de la capside de rAAV que
comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactian con un proteoglicano
de heparan sulfato, y (b) un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal
de AAV. En algunas realizaciones, el individuo es un ser humano.

Vectores terapéuticos
La divulgacién proporciona métodos de terapia génica para trastornos oculares, en los que las particulas de rAAV que
comprenden vectores terapéuticos se suministran a la retina de un individuo. Una transduccién mejorada de las células

de la retina se puede conseguir encapsidando los vectores rAAV en capsides de rAAV (p. ej., particulas de rAAV2,
rAAVrh8R, etc.), en que uno o mas aminoacidos de la capside que interactian con HSPG estan sustituidos de tal
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manera que la unién de las particulas de rAAV a HSPG se reduce o elimina. El vector puede comprender un &cido
nucleico heterdlogo que codifica un polipéptido (p. &/., un polipéptido terapéutico o de diagnédstico) y/o un acido nucleico
terapéutico. El acido nucleico que codifica polipéptidos terapéuticos o de diagndstico y/o acido nucleico terapéutico
se puede generar utilizando métodos conocidos en la técnica, utilizando sintesis estandares y métodos recombinantes.
En algunas realizaciones, el acido nucleico heterdlogo codifica un polipéptido terapéutico. En algunos casos, el acido
nucleico heterdlogo codifica un polipéptido de diagnéstico. Ejemplos no limitantes de acidos nucleicos que codifican
polipéptidos terapéuticos incluyen: acidos nucleicos para el reemplazo de un gen ausente o mutado que se sabe que
provoca una enfermedad retiniana, por ejemplo, Prph2, RPE65, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGA3, CNGB3, y
GNATZ2. Otros ejemplos no limitantes de acidos nucleicos que codifican polipéptidos terapéuticos incluyen los que
codifican factores neurotréficos (tales como GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPQ), genes antiapoptéticos (tales como
BCL2, BCL-X, NFkB), factores antiangiogénicos (tales como Endostatina, Angiostatina, sFlt) y factores
antiinflamatorios (tales como IL70, IL1-ra, TGFB, IL4). Otros polipéptidos terapéuticos para trastornos oculares
incluyen, pero no se limitan a Myo7a, ABCA4, REP1, GUCY2D, PDE6C, RS1, RPGRIP, Lpcat1, AIPL1, RDH12, CHM.
En algunas realizaciones, el polipéptido codificado es la variante humana del polipéptido.

Los acidos nucleicos de la divulgacion pueden codificar polipéptidos que son proteinas intracelulares, anclados en la
membrana celular, permanecen dentro de la célula o son secretados por la célula transducida con los vectores de la
invencion. Para polipéptidos secretados por la célula que recibe el vector; el polipéptido puede ser soluble (es decir,
no fijado a la célula). Por ejemplo, los polipéptidos solubles carecen de una regién transmembrana y son secretados
de la célula. Se conocen en la técnica técnicas para identificar y eliminar secuencias de acido nucleico que codifican
dominios transmembrana.

Los vectores que pueden administrarse de acuerdo con la presente invencion también incluyen vectores que
comprenden un acido nucleico que codifica un ARN (p. ej., ARNi, ribozimas, miARN, ARNip, ARN antisentido) que
cuando se transcribe a partir de los acidos nucleicos del vector puede tratar una trastorno ocular al interferir con la
traduccion o transcripcién de una proteina anormal o en exceso asociada con un estado patolégico de la divulgacién.
Por ejemplo, los acidos nucleicos de la divulgacion pueden codificar un ARN que trata una enfermedad mediante la
eliminacion o reduccién altamente especifica de ARNm que codifica las proteinas anormales y/o en exceso. Las
secuencias de ARN terapéutico incluyen ARNi, ARN inhibidor pequefio (ARNip), micro ARN (miARN) y/o ribozimas
(tales como las ribozimas de cabeza de matrtillo y de horquilla) que pueden tratar enfermedades mediante la
eliminacioén o reduccién altamente especifica de ARNm que codifica la anomalia y/o las proteinas en exceso, tales
como las que se presentan en diversas formas de degeneracion retiniana hereditaria. Ejemplos no limitantes de
trastornos oculares que pueden tratarse mediante secuencias de ARN terapéuticas incluyen, por ejemplo, retinitis
pigmentosa autosémica dominante (ADRP) y retinopatia diabética. Ejemplos de secuencias de ARN terapéutico y
acidos nucleicos que codifican estas secuencias que pueden utilizarse en la invencién incluyen las descritas, por
ejemplo, en la Pat. de EE.UU. N°. 6.225.291. En algunas realizaciones, la secuencia de ARN terapéutico es miR-708.
En algunas realizaciones, la miR-708 se utiliza en combinacién con un acido nucleico que codifica una rodopsina de
tipo salvaje, ya sea como parte del mismo vector rAAV o como parte de un segundo vector rAAV. En algunas
realizaciones, el acido nucleico que codifica la rodopsina de tipo salvaje carece de la secuencia diana de miR-708
ubicada en la regién 3’ no traducida del gen rodopsina. Vectores rAAV que codifican miR-708 y/o rodopsina son
proporcionados por la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. N° de Serie.61/969.027.

Determinados casos de la divulgacién se refieren al uso de particulas de rAAV (p. ej., un vector terapéutico) que
comprenden (a) una capside de rAAV que comprende una proteina de la capside de rAAV que comprende una o mas
sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactiia con un proteoglicano de heparan sulfato, y (b)
un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal de AAV. En algunas
realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido terapéutico o un acido nucleico terapéutico. Tal
como se utiliza en esta memoria, un acido nucleico terapéutico puede expresar cualquier acido nucleico terapéutico
de la presente divulgacion o cualquier &cido nucleico que codifique un polipéptido terapéutico de la presente
divulgacion. Se puede utilizar un acido nucleico terapéutico, por ejemplo, para mejorar un sintoma, prevenir o retrasar
la progresién y/o proporcionar un tratamiento de un trastorno (p. ej., un trastorno descrito en esta memoria).

Una transduccion mejorada de las células del SNC se puede conseguir encapsidando los vectores rAAV en capsides
de rAAV (p. gj., particulas de rAAV2, rAAVrh8R, etc.}, en que uno o0 mas aminoacidos de la capside que interactian
con HSPG estan sustituidos de tal manera que la unién de las particulas de rAAV a HSPG se reduce o elimina. El
vector puede comprender un acido nucleico heterélogo que codifica un polipéptido (p. €j., un polipéptido terapéutico o
de diagnéstico) y/o un acido nucleico terapéutico. El acido nucleico que codifica polipéptidos terapéuticos o de
diagnostico y/o acido nucleico terapéutico se puede generar utilizando métodos conocidos en la técnica, utilizando
sintesis estandares y métodos recombinantes. En algunas realizaciones, el acido nucleico heterdlogo codifica un
polipéptido terapéutico. En algunos casos, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido de diagnéstico. En
algunos casos, el acido nucleico heterdlogo codifica un gen asociado al SNC.

En algunas realizaciones, el acido nucleico heterdlogo codifica un &cido nucleico terapéutico. En algunas realizaciones,
un acido nucleico terapéutico puede incluir, sin limitacién, un ARNip, un ARNhc, un ARNi, un miARN, un ARN
antisentido, una ribozima o una ADNzima. Como tal, un acido nucleico terapéutico puede codificar un ARN que, cuando
se transcribe a partir de los &cidos nucleicos del vector, puede tratar un trastorno de la divulgacién (p. e/., un trastorno
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del SNC) al interferir con la traduccién o transcripcion de una proteina anormal o en exceso. asociado con un trastorno
de la divulgacién. Por ejemplo, los acidos nucleicos de la divulgacion pueden codificar un ARN que trata un trastorno
mediante la eliminacion o reduccién altamente especifica de ARNm que codifica las proteinas anormales y/o en exceso.
Secuencias de ARN terapéutico incluyen ARNi, ARN inhibidor pequefio (ARNip), micro ARN (miARN) y/o ribozimas
(tales como las ribozimas de cabeza de martillo y de horquilla) que pueden tratar trastornos mediante la eliminacién o
reduccion altamente especifica de ARNm que codifica las proteinas anormales y/o en exceso.

En algunas realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido terapéutico. Un polipéptido terapéutico
puede, p. g/., suministrar un polipéptido y/o actividad enzimatica que esta ausente o presente a un nivel reducido en
una célula u organismo. Alternativamente, un polipéptido terapéutico puede suministrar un polipéptido y/o actividad
enzimatica que contrarresta indirectamente un desequilibrio en una célula u organismo. Por ejemplo, un polipéptido
terapéutico para un trastorno relacionado con la acumulacién de un metabolito provocado por una deficiencia en una
enzima o actividad metabélica puede suministrar una enzima o actividad metabdlica ausente, o puede suministrar una
enzima o actividad metabdlica alternativa que conduce a la reduccién del metabolito. También se puede utilizar un
polipéptido terapéutico para reducir la actividad de un polipéptido ( p. &/., uno que esta sobre-expresado, activado por
una mutacién de ganancia de funcién, o cuya actividad esta mal regulada ) actuando, p. €., como polipéptido
dominante negativo.

En algunos casos, el acido nucleico heterélogo codifica un polipéptido seleccionado de una enzima, un factor
neurotrofico, un polipéptido que es deficiente o esta mutado en un individuo con un trastorno relacionado con el SNC,
un antioxidante, un factor antiapoptético, un factor antiangiogénico y un factor antiinflamatorio. Polipéptidos de este
tipo pueden utilizarse para tratar trastornos del SNC, p. e/., suministrando un polipéptido y/o una actividad enzimatica
que esta reducida, ausente o mal regulada en un trastorno del SNC, mejorando una causa y/o un sintoma de un
trastorno del SNC. y/o mitigando el dafio al SNC provocado por un trastorno del SNC (p. &j., apoptosis, inflamacién u
otro tipo de muerte celular). Ejemplos no limitantes de acidos nucleicos que codifican polipéptidos terapéuticos
incluyen: acidos nucleicos para el reemplazo de un gen ausente o0 mutado que se sabe que provoca un trastorno del
SNC, por ejemplo, Prph2, RPE6GS5, MERTK, RPGR, RP2, RPGRIP, CNGAS3, CNGB3, y GNATZ2. Otros ejemplos no
limitantes de acidos nucleicos que codifican polipéptidos terapéuticos incluyen los que codifican factores neurotréficos
(tales como GDNF, CNTF, FGF2, PEDF, EPO), genes antiapoptéticos (tales como BCL2, BCL-X, NFkB), factores
antiangiogénicos (tales como Endostatina, Angiostatina, sFlf) y factores antiinflamatorios (tales como IL710, IL1-ra,
TGFB, IL4). Otros polipéptidos terapéuticos para trastornos del SNC incluyen, pero no se limitan a Myo7a, ABCA4,
REP1, GUCY2D, PDE6C, RS1, RPGRIP, Lpcat1, AIPL1, RDH12, CHM. En algunas realizaciones, el polipéptido
codificado es la variante humana del polipéptido. En algunas realizaciones, el acido nucleico heterélogo codifica una
proteina inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP), factor de crecimiento nervioso (NGF), factor de crecimiento
derivado de la glia (GDNF), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), factor neurotréfico ciliar (CNTF),
tirosina hidroxilasa (TH), GTP-ciclohidrolasa (GTPCH), aminoacido descarboxilasa (AADC), un antioxidante, un
polipéptido antiangiogénico, un polipéptido antiinflamatorio y/o aspartoacilasa (ASPA). Ejemplos de antioxidantes
incluyen, sin limitacion, SOD1; SOD2; Catalasa; Sirtuins 1, 3, 4 0 5; NRF2; PGC1a; GCL (subunidad catalitica)}; GCL
(subunidad modificadora); adiponectina; glutation peroxidasa 1; y neuroglobina. Ejemplos de polipéptidos
antiangiogénicos incluyen, sin limitacion, angiostatina, endostatina, PEDF, un receptor de VEGF soluble y un receptor
de PDGF soluble. Ejemplos de polipéptidos antiinflamatorios incluyen, sin limitacién, IL-10, IL17R soluble, TNF-R
soluble, TNF-R-Ig, un inhibidor de IL-1 y un inhibidor de IL18. Otros polipéptidos ejemplares de estas clases que
pueden utilizarse para tratar un trastorno del SNC se proporcionan infra.

Los acidos nucleicos de la divulgacion pueden codificar polipéptidos que son proteinas intracelulares, anclados en la
membrana celular, permanecen dentro de la célula o son secretados por la célula transducida con los vectores de la
divulgacion. Para polipéptidos secretados por la célula que recibe el vector; el polipéptido puede ser soluble (es decir,
no fijado a la célula). Por ejemplo, los polipéptidos solubles carecen de una regién transmembrana y son secretados
de la célula. Se conocen en la técnica técnicas para identificar y eliminar secuencias de acido nucleico que codifican
dominios transmembrana.

En algunas realizaciones, el acido nucleico heterélogo esta enlazado operativamente a un promotor. Promotores
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV), el RSV LTR, el
MoMLV LTR, el promotor de fosfoglicerato quinasa-1 (PGK), un promotor del virus simio 40 (SV40) y un promotor de
CK®8, un promotor de transtiretina (TTR), un promotor de TK, un promotor de respuesta a tetraciclina (TRE), un
promotor de VHB, un promotor de hAAT, un promotor de LSP, promotores quiméricos especificos del higado (LSP),
el promotor de E2F, el promotor de telomerasa (hTERT) ; el potenciador de citomegalovirus/beta-actina de
pollo/promotor de B-globina de conejo (promotor CAG; Niwa et al., Gene, 1991, 108(2):193-9) y el promotor del factor
de elongacién 1-alfa (EFl-alfa) (Kim et al., Gene, 1990, 91(2):217-23 y Guo et al., Gene Ther., 1996, 3(9):802-10). En
algunas realizaciones, el promotor comprende un promotor de B-glucuronidasa humana o un potenciador de
citomegalovirus enlazado a un promotor de B-actina de pollo (CBA). El promotor puede ser un promotor constitutivo,
inducible o reprimible. En algunos casos, la divulgacién proporciona un vector recombinante que comprende acido
nucleico que codifica un transgén heterdlogo de la presente divulgacion enlazado operativamente a un promotor de
CBA. Se pueden encontrar promotores y descripciones ejemplares, p. ef., en la Publicacion PG de EE.UU.
20140335054.
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Ejemplos de promotores constitutivos incluyen, sin limitacion, el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous (RSV)
retroviral (opcionalmente con el potenciador del RSV), el promotor del citomegalovirus (CMV) (opcionalmente con el
potenciador del CMV) [véase, p. €., Boshart et al., Cell, 41:521-530 (1985)], el promotor de SV40, el promotor
dihidrofolato reductasa, el promotor 13-actina, el promotor fosfoglicerol quinasa (PGK) y el promotor EFla [Invitrogen].

Los promotores inducibles permiten la regulacion de la expresion génica y pueden ser regulados por compuestos
suministrados exégenamente, factores ambientales, tales como la temperatura, o la presencia de un estado fisiolégico
especifico, p. ef., fase aguda, un estado de diferenciacion particular de la célula o solo en células en replicacion.
Promotores inducibles y Sistemas inducibles estan disponibles de una diversidad de fuentes comerciales, que incluyen,
sin limitacién, Invitrogen, Clontech y Ariad. Se han descrito muchos otros sistemas y un experto en la técnica puede
seleccionarlos facilmente. Ejemplos de promotores inducibles regulados por promotores suministrados exégenamente
incluyen el promotor de metalotionina de oveja (MT) inducible por zinc, el promotor del virus del tumor mamario de
ratén inducible por dexametasona (Dex) (MMTV), el sistema promotor de la polimerasa T7 (documento WO 98/10088);
el promotor de insectos ecdisona (No et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:3346-3351 (1996)), el sistema reprimible
por tetraciclina (Gossen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547-5551 (1992)), el sistema inducible por tetraciclina
(Gossen et al., Science, 268: 1766-1769 (1995), véase también Harvey et al., Curr. Opin. Chem. Biol., 2 : 512-518
(1998)), el sistema inducible por RU486 (Wang et al., Nat. Biotech., 15: 239-243 (1997) y Wang et al., Gene Ther.,
4:432-441 (1997 )} y el sistema inducible por rapamicina (Magari et al., J. Clin. Invest., 100:2865-2872 (1997)). Aun
otos tipos de promotores inducibles que pueden ser (tiles en este contexto son aquellos que estan regulados por un
estado fisiolégico especifico, p. ef., temperatura, fase aguda, un estado de diferenciacién particular de la célula, o solo
en células replicantes.

En otra realizacion, se utilizara el promotor nativo, o un fragmento del mismo, para el transgén. El promotor nativo
puede utilizarse cuando se desee que la expresién del transgén imite la expresion nativa. El promotor nativo puede
utilizarse cuando la expresion del transgén deba regularse temporalmente o en el desarrollo, o de una manera
especifica para el tejido, o en respuesta a estimulos transcripcionales especificos. En una realizacién adicional,
también pueden utilizarse otros elementos de control de la expresién nativos, tales como elementos potenciadores,
sitios de poliadenilacién o secuencias consenso de Kozak para imitar la expresién nativa.

En algunas realizaciones, las secuencias reguladoras imparten capacidades de expresion génica especificas para el
tejido. En algunos casos, las secuencias reguladoras especificas para el tejido se unen a factores de transcripcion
especificos para el tejido que inducen la transcripcidon de una manera especifica para el tejido. Secuencias reguladoras
especificas de tejido de este tipo (p. &/., promotores, potenciadores, etc.) son bien conocidas en la técnica. Secuencias
reguladoras especificas para el tejido ejemplares incluyen, pero no se limitan a, los siguientes promotores especificos
para el tejido: promotor neuronal, tal como enolasa especifica de neurona (NSE) (Andersen et al., Cell. Mol. Neurobiol.,
13:503-15 (1993)), el promotor del gen de la cadena ligera del neurofilamento (Piccioli et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 88:5611-5 (1991)) y el promotor del gen vgf especifico de neurona (Piccioli et al., Neuron, 15:373 - 84 (1995)).
En algunas realizaciones, el promotor especifico para el tejido es un promotor de un gen seleccionado de: nucleos
neuronales (NeuN), proteina acida fibrilar glial (GFAP), poliposis coli adenomatosa (APC) y molécula adaptadora de
unién a calcio ionizada 1 (lba-1). Otros promotores especificos para el tejido apropiados resultaran evidentes para el
experto en la materia. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor de beta-actina de pollo.

En algunos casos, el acido nucleico heterblogo esta bajo el control de una secuencia de promotor que se expresa en
una o mas células del SNC. Se sabe en la técnica que muchas de las secuencias promotoras arriba enumeradas (p.
ef., un promotor de CBA) se expresan en una o mas células del SNC. En algunos casos, la secuencia de promotor
puede expresarse de forma ubicua en un organismo y, por lo tanto, puede expresarse en una o mas células del SNC
en virtud de su suministro al SNC. En otros casos, puede utilizarse una secuencia de promotor que se expresa
especificamente en el SNC, o un subconjunto de una o mas células del SNC. En algunos casos, el acido nucleico
heterdlogo esta enlazado operativamente a un promotor adecuado para la expresion del polipéptido terapéutico o
acido nucleico terapéutico en uno o mas células del SNC. Como tal, en algunos casos, se puede utilizar un polipéptido
terapéutico o un acido nucleico terapéutico de la divulgacion para tratar un trastorno del SNC.

En algunos casos, el promotor expresa el acido nucleico heterélogo en una célula cerebral. Una célula cerebral puede
referirse a cualquier célula cerebral conocida en la técnica, incluyendo sin limitacién una neurona (tal como una
neurona sensorial, neurona motora, interneurona, neurona dopaminérgica, neurona espinosa media, neurona
colinérgica, neurona GABAérgica, neurona piramidal, etc.}, una célula glia (tal como microglia, macroglia, astrocitos,
oligodendrocitos, células ependimarias, glia radial, etc.}, una célula del parénquima cerebral, una célula microglial, una
célula ependemal y/o una célula de Purkinje. En algunos casos, el promotor expresa el acido nucleico heterélogo en
una neurona. En algunos casos, el acido nucleico heterélogo se expresa exclusivamente en neuronas (p. €/., se
expresa en una neurona y no se expresa en otras células del SNC, tales como células gliales).

En algunos casos, la divulgacion proporciona vectores rAAV para uso en métodos de prevenir o tratar uno o mas
defectos génicos (p. ej., defectos génicos hereditarios, alteraciones de genes somaticas y similares) en un mamifero,
tal como, por ejemplo, un defecto génico que da como resultado una deficiencia de polipéptidos o un exceso de
polipéptidos en un sujeto, o para tratar o reducir la gravedad o extensién de la deficiencia en un sujeto que manifiesta
un trastorno asociado al SNC vinculado a una deficiencia de dichos polipéptidos en células y tejidos. En algunos
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casos, los métodos implican la administracion de un vector rAAV que codifica uno o mas péptidos terapéuticos,
polipéptidos, ARNs funcionales, acidos nucleicos inhibidores, ARNhc, microARN, nucleétidos antisentido, etc. en un
soporte farmacéuticamente aceptable para el sujeto en una cantidad y durante un periodo de tiempo suficiente para
tratar el trastorno asociado al SNC en el sujeto que tiene o se sospecha que tiene un trastorno de este tipo.

Un vector rAAV puede comprender, como un transgén, un acido nucleico que codifica una proteina o ARN funcional
que modula o trata un trastorno asociado al SNC. La siguiente es una lista no limitante de genes asociados con
trastornos asociados al SNC: proteina inhibidora de la apoptosis neuronal (NAIP), factor de crecimiento nervioso (NGF),
factor de crecimiento derivado de la glia (GDNF), factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF), factor neurotréfico
ciliar (CNTF), tirosina hidroxilasa (TM, GTP-ciclohidrolasa (GTPCH), aspartoacilasa (ASPA), superdxido dismutasa
(80OD1), un antioxidante, un polipéptido antiangiogénico, un polipéptido antiinflamatorio y un aminoacido decorboxilasa
(AADC). Por ejemplo, un transgén util en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson codifica TH, que es una
enzima limitante de la velocidad en la sintesis de dopamina. Un transgén que codifica GTPCII, que genera el cofactor
Tl tetrahidrobiopterina, también se puede utilizar en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Un transgén que
codifica GDNF o BDNF, o AADC, que facilita la conversién de L-Dopa en DA, también se puede utilizar para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Para el tratamiento de ALS, un transgén util puede codificar: GDNF,
BDNF o CNTF. También para el tratamiento de ALS, un transgén (til puede codificar un ARN funcional, p. ej., ARNhc,
miARN, que inhibe la expresién de SOD1. Para el tratamiento de la isquemia, un transgén util puede codificar NAIP
o NGF. Un transgén que codifica Beta-glucuronidasa (GUS) puede ser util para el tratamiento de determinadas
enfermedades de almacenamiento lisosémico (p. ef., mucopolisacaridosis tipo VII (MPS VII)). Un transgén que codifica
un gen de activacién de profarmaco, p. ej., HSV-timidina quinasa que convierte ganciclovir en un nucleétido toxico que
interrumpe la sintesis de ADN y conduce a la muerte celular, puede ser Util para tratar determinados canceres, p.
ej.,cuando se administra en combinacion con el profarmaco. Un transgén que codifica un opioide endégeno, tal como
B-endorfina, puede ser Util para tratar el dolor. Ejemplos de antioxidantes incluyen, sin limitacién, SOD1; SOD2;
Catalasa; Sirtuins 1, 3, 4 0 5; NRF2; PGC1a; GCL (subunidad catalitica); GCL (subunidad modificadora); adiponectina;
glutatién peroxidasa 1; y neuroglobina. Ejemplos de polipéptidos antiangiogénicos incluyen, sin limitacién, angiostatina,
endostatina, PEDF, un receptor de VEGF soluble y un receptor de PDGF soluble. Ejemplos de polipéptidos
antiinflamatorios incluyen, sin limitacién, IL-10, IL17R soluble, TNF-R soluble, TNF-R-Ig, un inhibidor de IL-1 y un
inhibidor de IL18. Otros ejemplos de transgenes que pueden utilizarse en los vectores rAAV de la divulgacién resultaran
evidentes para el experto en la materia (véase, p. ef., Costantini L C, et al., Gene Therapy (2000) 7, 93-109).

Sin desear estar ligado a la teoria, se cree que un polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico puede utilizarse
para reducir o eliminar la expresion y/o la actividad de un polipéptido, cuya ganancia de funcién se ha asociado con
un trastorno, o para potenciar la expresion y/o actividad de un polipéptido para complementar una deficiencia que se
ha asociado con un trastorno (p. /., una mutacién en un gen cuya expresién muestra una actividad similar o
relacionada). Ejemplos no limitantes de trastornos de la divulgacién que pueden tratarse con un polipéptido terapéutico
o0 acido nucleico terapéutico de la divulgacién (genes ejemplares que pueden ser fijados como objetivo o suministrados
se proporcionan entre paréntesis para cada uno de los trastornos) incluyen apoplejia (p. ej., caspasa-3, Beclinl, Ask1,
PAR1, HIF1a, PUMA, y/o cualquiera de los genes descritos en Fukuda, A.M. y Badaut, J. (2013) Genes (Basel) 4:435-
456), enfermedad de Huntington (HTT) mutante), epilepsia (p. gj., SCN1A, NMDAR, ADK, y/o cualquiera de los genes
descritos en Boison, D. (2010) Epilepsia 51:1659-1668), enfermedad de Parkinson (alfa-sinucleina), enfermedad de
Lou Gehrig (también conocida como esclerosis lateral amiotréfica; SOD7), enfermedad de Alzheimer (tau, proteina
precursora amiloide), degeneracién corticobasal o CBD (tau), degeneracién ganglionar corticogasal o CBGD (tau),
demencia frontotemporal o FTD (tau), paralisis supranuclear progresiva o PSP (tau), atrofia del sistema multiple o MSA
(alfa-sinucleina), cancer de cerebro (p. €., un oncogén mutante o sobre-expresado implicado en el cancer de cerebro)
y enfermedades de almacenamiento lisosémico (LSD). Trastornos de la divulgacién pueden incluir aquellos que
implican grandes areas de la corteza, p. /., mas de un area funcional de la corteza, mas de un Iébulo de la corteza
y/o toda la corteza. Otros ejemplos no limitantes de trastornos de la divulgacién que pueden tratarse con un polipéptido
terapéutico o acido nucleico terapéutico de la divulgacion incluyen lesién cerebral traumatica, trastornos de disfuncion
enzimatica, trastornos psiquiatricos (incluyendo el sindrome de estrés postraumatico), enfermedades
neurodegenerativas y trastornos cognitivos. trastornos (incluyendo demencias, autismo y depresion). Trastornos de
disfuncion enzimatica incluyen, sin limitacion, leucodistrofias (incluida la enfermedad de Canavan) y cualquiera de las
enfermedades de almacenamiento lisosémico que se describen mas adelante.

En algunos casos, el polipéptido terapéutico o el acido nucleico terapéutico se utiliza para tratar una enfermedad de
almacenamiento lisosémico. Como se conoce comiUnmente en la técnica, las enfermedades de almacenamiento
lisosomico son trastornos metabolicos hereditarios raros, caracterizados por defectos en la funcién lisosomal.
Trastornos de este tipo son provocados a menudo por una deficiencia en una enzima requerida para el metabolismo
adecuado de mucopolisacaridos, glicoproteinas y/o lipidos, lo que conduce a una acumulacién patologica de
materiales celulares almacenados lisosémicamente. Ejemplos no limitantes de enfermedades de almacenamiento
lisosomico de la divulgacion que pueden tratarse con un polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico de la
divulgacion (genes ejemplares que pueden ser fijados como objetivo o suministrados se proporcionan entre paréntesis
para cada uno de los trastornos) incluyen la enfermedad de Gaucher tipo 2 o tipo 3 (beta-glucosidasa acida, GBA),
gangliosidosis GM1 (beta-galactosidasa-1, GLBT), enfermedad de Hunter (iduronato 2-sulfatasa, /DS), enfermedad de
Krabbe ( galactosilceramidasa, GALC), una enfermedad de manosidosis (una manosidasa, tal como alfa-D-
manosidasa, MAN2B1), enfermedad de B manosidosis (beta-manosidasa, MANBA), enfermedad de leucodistrofia
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metacromatica (pseudoarilsulfatasa A, ARSA), enfermedad de mucolipidosis II/lll (N-acetilglucosamina-1-
fosfotransferasa, GNPTAB), enfermedad de Niemann Pick A, (esfingomielinasa acida, ASM), enfermedad de
Niemann-Pick C (proteina de Niemann-Pick C,NPC7), enfermedad de Pompe (alfa-1,4-glucosidasa acida, GAA),
enfermedad de Sandhoff (subunidad beta de hexosaminidasa, HEXB), enfermedad de Sanfilippo A (N-
sulfoglucosamina sulfohidrolasa, MPS3A), enfermedad de Sanfilippo B (N-alfa-acetilglucosaminidasa, NAGLU),
enfermedad de Sanfilippo C (heparina acetil-CoA: alfa-glucosaminidasa N-acetiltransferasa, MPS3C), enfermedad de
Sanfilippo D (N-acetilglucosamina-6-sulfatasa, GNS), enfermedad de Schindler (alfa-N-acetilgalactosaminidasa,
NAGA), enfermedad de Sly (beta-glucuronidasa, GUSB), enfermedad de Tay-Sachs (subunidad alfa de
hexosaminidasa, HEXA) y enfermedad de Wolman (lipasa acida lisosomal, L/PA).

Enfermedades de almacenamiento lisosémico adicionales, asi como la enzima defectuosa asociada con cada una de
las enfermedades, se enumeran en la Tabla 1 que figura mas adelante. En algunos casos, una enfermedad enumerada
en la tabla siguiente se trata con un polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico de la divulgacién que
complementa o compensa de otro modo el defecto enzimatico correspondiente.

Tabla 1 Trastornos del almacenamiento lisosémico y enzimas defectuosas asociadas.

iEnfermedad por almacenamiento lisosémico §Enzima defectuosa

{Aspartilglucosaminidasa

éAIfa-galactosidasa A

EEnfermedad de Batten Infantil (CNL1) éPaImitoiI proteina tioesterasa

EEnfermedad de Batten Infantil Tardia Clasica éTripeptidiI peptidasa.

:(CNL2) f
nfermedaddeBattenJuvenll(CNLS)ProtelnadetransmembranaIlsosomal ..............
\QBatten, otras formas (CNL4-CNL8) iproductos génicos mdiltiples

\gCistinosis, éTransportador de cisteina
FarberCeramldasaamda ........................................................

‘Fucosidosis, §alfa-L-fucosidasa acida

alactosidosialidosis :Proteina protectora/catepsina A

‘beta-glucosidasa acida

ibeta-galactosidasa acida

{Iduronato-2-sulfatasa

alfa-L-iduronidasa

iGalactocerebrosidasa

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

{alfa-manosidosis :alfa-manosidasa acida

ibeta-manosidosis ‘beta-manosidasa acida

aroteaux-Lamy ‘Arilsulfatasa B

ilsulfatasa A

‘Leucodistrofia metacromatica,

§beta-galactosidasa acida

éN-acetiIqucosamina-1 -fosfotransferasa

iemann-Pick A, B Esfingomielinasa écida

‘Niemann-Pick C \NPC-1

\alfa-glucosidasa

ébeta-hexosaminidasa B

ESanfiIIipo A éHeparén-N-squatasa

\QSanfiIIipo B §aIfa-N-acetiIgIucosaminidasa

\ESanfiIIipo C éAcetiI-CoA-aIfa-gIucosaminida

{acetiltransferasa

iN-acetilglucosamina-6-sulfato

‘Sanfillipo D




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2879 636 TS

.Enfermedad por almacenamiento lisosémico |Enzima defectuosa

EEnfermedad de Schindler éaIfa-N-acetiIgaIactosaminidasa

SchlndlerKanzaklalfaNacetllgalactosamlnldasa ..................................
\QSiaIidosis \alfa-neuramidasa
\;SIy ébeta-glucuronidasa
TaySachsbetahexosamlnldasaA .................................................
‘Wolman ‘Lipasa 4cida

Composiciones rAAV

En algunos casos, la divulgacién proporciona composiciones que comprenden cualquiera de las particulas de rAAV
descritas en esta memoria. Generalmente, las composiciones para uso en los métodos y sistemas de la divulgacién
comprenden una cantidad eficaz de particulas de rAAV que comprenden vectores rAAV que codifican un polipéptido
y/o ARN, opcionalmente en un excipiente farmacéuticamente aceptable. Las particulas virales comprenden una
capside de AAV (p. €j., una capside de AAV2 o AAVrh8R) en donde uno o mas aminoacidos que interactlian con
HSPG estan sustituidos de manera que se reduce o elimina la union de las particulas de rAAV a HSPG. Como es
bien conocido en la técnica, los excipientes farmacéuticamente aceptables son sustancias relativamente inertes que
facilitan la administraciéon de una sustancia farmacolégicamente eficaz y se pueden suministrar como soluciones o
suspensiones liquidas, como emulsiones o como formas sélidas adecuadas para disolucién o suspensién en liquido
antes de su uso. Por ejemplo, un excipiente puede dar forma o consistencia, o puede actuar como un diluyente.
Excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a agentes estabilizantes, agentes humectantes y emulsionantes,
sales para variar la osmolaridad, agentes encapsulantes, sustancias tamponantes del pH y tampones. Excipientes de
este tipo incluyen cualquier agente farmacéutico adecuado para administracién directa al ojo que pueda administrarse
sin una toxicidad excesiva. Excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a sorbitol,
cualquiera de los diversos compuestos TWEEN vy liquidos, tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Pueden
incluirse sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales, tales como hidrocloruros,
hidrobromuros, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos,
malonatos, benzoatos y similares. Una discusién detallada de excipientes farmacéuticamente aceptables esta
disponible en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N.J. 1991).

Generalmente, estas composiciones se formulan para su administracion mediante inyeccién subretiniana. Por
consiguiente, estas composiciones se pueden combinar con vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como
solucion salina, solucion salina equilibrada de Ringer (pH 7,4) y similares. Aunque no es necesario, las composiciones
se pueden suministrar opcionalmente en forma de dosificaciéon unitaria adecuada para la administracién de una
cantidad precisa.

Métodos de suministro subretiniano de rAAV

Métodos de suministro subretiniano son conocidos en la técnica. Por ejemplo, véase el documento WO 2009/105690.
Brevemente, el método general para suministrar particulas de rAAV (p. ejf., particulas de rAAV2, rAAVrh8R, efc.) a la
subretina de la macula y la févea puede ilustrarse mediante el siguiente breve esquema. Este ejemplo esta destinado
meramente a ilustrar determinadas caracteristicas del método, y de ninguna manera pretende ser limitante.

Generalmente, el vector rAAV se puede suministrar en forma de una composicion inyectada por via intraocular
(subretinal) bajo observacién directa utilizando un microscopio quirdrgico. En algunas realizaciones, el vector se
encapsida en una particula de rAAV, en donde la particula de rAAV comprende una capside de rAAV que comprende
proteinas de rAAV de la capside que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones
que interactla con un proteoglicano de heparan sulfato (p. €., Inhibe o elimina la unién a HSPG ), y el vector rAAV
que comprende un acido nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal invertida de AAV. Este proceso puede
implicar una vitrectomia, seguida de la inyeccion de una suspensién de vector rAAV utilizando una canula fina a través
de una o mas retinotomias pequefias en el espacio subretiniano.

Brevemente, se puede suturar una canula de infusiéon en su lugar para mantener un volumen normal del globo
mediante infusién (de, p. ej., solucién salina) durante toda la operacién. Se realiza una vitrectomia utilizando una
canula de diametro apropiado (por ejemplo, calibre 20 a 27), en donde el volumen de gel vitreo que se extrae se
reemplaza por infusién de solucién salina u otra solucién isoténica de la canula de infusidén. La vitrectomia se realiza
ventajosamente porque (1) la separacion de su corteza (la membrana hialoidea posterior) facilita la penetracion de la
retina por la canula; (2) su separacién y reemplazo con fluido (p. €/, solucién salina) crea espacio para alojar la
inyeccion intraocular de vector, y (3) su separacién controlada reduce la posibilidad de desgarros de la retina y
desprendimiento de retina no planificado.

En algunos casos, la composicion de rAAV se inyecta directamente en el espacio subretiniano fuera de la retina central,
utilizando una canula del tamafio de agujero apropiado (p. ej., calibre 27-45), creando, por lo tanto, una ampolla en el
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espacio subretiniano. En otras realizaciones, la inyeccion subretiniana de la composicién de rAAV esta precedida por
una inyeccién subretiniana de un pequefio volumen (p. ef., de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,5 ml} de
un liquido apropiado (tal como solucion salina o de Ringer) en el espacio subretiniano fuera de la retina central. Esta
inyeccion inicial en el espacio subretiniano establece una ampolla de fluido inicial dentro del espacio subretiniano,
provocando un desprendimiento de retina localizado en la ubicacién de la ampolla inicial. Esta ampolla de fluido inicial
puede facilitar el suministro fijado como objetivo de la composiciéon de rAAV al espacio subretiniano (definiendo el
plano de inyeccién antes del suministro de rAAV) y puede minimizar la posible administracién de rAAV en la coroides
y la posibilidad de inyeccion de rAAV o reflujo en la cavidad vitrea. En algunas realizaciones, esta ampolla de fluido
inicial puede inyectarse adicionalmente con fluidos que comprenden una o mas composiciones de rAAV y/o uno o mas
agentes terapéuticos adicionales mediante la administracion de estos fluidos directamente a la ampolla de fluido inicial
con la misma o con canulas de calibre fino adicionales.

La administracion intraocular de las composiciones de rAAV y/o el pequefio volumen inicial de fluido se puede realizar
utilizando una canula de calibre fino (p. €., calibre 27-45) fijada a una jeringa. En algunas realizaciones, el €mbolo de
esta jeringa puede ser accionado por un dispositivo mecanizado, tal como presionando un pedal. La canula de calibre
fino se hace avanzar a través de la esclerotomia, a través de la cavidad vitrea y hacia la retina en un sitio
predeterminado en cada sujeto de acuerdo con el area de la retina que se ha de apuntar (pero fuera de la retina
central). Bajo visualizacion directa, la suspensién del vector se inyecta mecanicamente debajo de la retina
neurosensorial, provocando un desprendimiento de retina localizado con una retinotomia autosellante no expansiva.
Como se sefialé arriba, la composicion de rAAV puede inyectarse directamente en el espacio subretiniano creando
una ampolla fuera de la retina central o el vector puede inyectarse en una ampolla inicial fuera de la retina central,
provocando que se expanda (y expandiendo el area de desprendimiento de la retina). En algunos casos, la inyeccion
de la composicién de rAAV va seguida de la inyeccion de otro fluido en la ampolla.

Sin desear estar ligado por la teoria, la velocidad y la ubicacion de la o las inyecciones subretinianas pueden dar como
resultado fuerzas de cizallamiento localizadas que pueden dafiar la macula, la févea y/o las células del RPE
subyacentes. Las inyecciones subretinianas se pueden realizar a una velocidad que minimice o evite las fuerzas de
cizallamiento. En algunos casos, la composicién de rAAV se inyecta a lo largo de aproximadamente 15-17 minutos.
En algunos casos, el vector se inyecta a lo largo de aproximadamente 17-20 minutos. En algunos casos, la
composicion de rAAV se inyecta a lo largo de aproximadamente 20-22 minutos. En algunos casos, la composicion de
rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 35 a aproximadamente 65 pl/min. En algunos casos, la composicién
de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 35 pl/min. En algunos casos, la composicién de rAAV se inyecta
a una tasa de aproximadamente 40 pl/min. En algunos casos, la composicién de rAAV se inyecta a una tasa de
aproximadamente 45 pl/min. En algunos casos, la composicién de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente
50 pl/min. En algunos casos, la composicion de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 55 pl/min. En algunos
casos, la composicién de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 60 pl/min. En algunos casos, la composicién
de rAAV se inyecta a una tasa de aproximadamente 65 pl/min. Un experto en la técnica reconoceria que la tasa y el
tiempo de inyeccion de la ampolla pueden estar dirigidos, por ejemplo, por el volumen de la composicién de rAAV o el
tamario de la ampolla necesario para crear suficiente desprendimiento de la retina para acceder a las células de la
retina central, el tamafio de la canula utilizada para suministrar la composicién de rAAV y la capacidad de mantener
de forma segura la posicién de la canula de la divulgacién.

En algunos casos de la divulgacion, el volumen de la composicién inyectada en el espacio subretiniano de la retina es
mas de aproximadamente 1 pl, 2 pl, 3 pl, 4 pl, 5 pl, 6 pl, 7 pl, 8 pl, 9 pl, 10 pl, 15 pl, 20 pl, 25 pl, 50 pl, 75 pl, 100 pl,
200 pl, 300 pl, 400 pl, 500 pl, 600 piI, 700 i, 800 pl, 900 pl 0 1 mL, o cualquier cantidad entremedias.

En algunos casos, los métodos comprenden la administracién al ojo (p. ej, mdiante administracion subretiniana y/o
intravitrea) de una cantidad eficaz de particulas virales recombinantes que comprenden una o mas sustituciones de
aminoacidos en una o mas posiciones que interactlian con el proteoglicano de heparan sulfato que comprende un
vector. que codifica un acido nucleico heterélogo. En algunas realizaciones, el titulo viral de la composicion es al
menos aproximadamente cualquiera de 5 x 1012, 6 x 10'2,7 x 10'2,8 x 10'2,9 x 1072, 10 x 102, 11 x 102,15 x 102,
20 x 102, 25 x 10'2, 30 x 10 0 50 x 10'2 copias de genoma/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la
composicion es aproximadamente cualquierade 5 x 10'2a6 x 102, 6 x 10'2a7 x 10,7 x 1022 8 x 102, 8 x 1012
a9x10"2,9x102a10x 10"2, 10 x 102a 11 x 10'2, 11 x 1022 15 x 10'2, 15 x 1022 20 x 10'2, 20 x 102 a 25 x
102, 25 x 102 a2 30 x 10'2, 30 x 10 a 50 x 10'2 0 50 x 10" a 100 x 10'? copias de genoma/mL. En algunas
realizaciones, el titulo viral de la composicion es aproximadamente cualquiera de 5 x 102210 x 10'%,10 x 102 a 25
x 10120 25 x 102 a 50 x 10'2 copias de genoma/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la composicién es all
menos aproximadamente cualquiera de 5 x 10%,6 x 109, 7 x 109, 8 x 10°, 9 x 109, 10 x 10%, 11 x 109, 15 x 109, 20
109, 25 x 109, 30 x 10° 0 50 x 10° unidades de transduccién/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la
composicién es aproximadamente cualquierade 5 x 10° a6 x 10%,6 x 10%9a7 x 10%,7 x 10°a8 x 10%,8 x 10%a 9 x
109,9x10°a2 10 x 10%, 10 x 10%a 11 x 10%, 11 x 102215 x 10°, 15 x 109220 x 10% 20 x 10°a 25 x 109,25 x 10°a
30 x 10%, 30 x 10°a 50 x 10° 0 50 x 10° a 100 x 10° unidades de transduccién/mL. En algunas realizaciones, el titulo
viral de la composicién es aproximadamente cualquierade 5 x 10°a 10 x 10% 10 x 10° a 15 x 10°, 15 x 10% a 25 x
10° 0 25 x 10° a 50 x 10° unidades de transduccién/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la composicién es
al menos aproximadamente cualquiera de aproximadamente 5 x 1019, 6 x 1019, 7 x 109, 8 x 10'°, 9 x 1019, 10 x 101,
11 x 109, 15 x 1070, 20 x 109, 25 x 10'°, 30 x 100, 40 x 10" 0 50 x 10'° unidades infecciosas/mL. En algunas
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realizaciones, el titulo viral de la composicién es al menos cualquiera de aproximadamente 5 x 10 a 6 x 10'°, 6 x
1010927 x 1019, 7 x 10128 x 10,8 x 10 a9 x 10,9 x 10 a 10 x 10'°, 10 x 100 a 11 x 1070, 11 x 10'° 3 15 x
109,15 x 109220 x 109,20 x 100225 x 10'°,25 x 102 30 x 10'%, 30 x 10240 x 10'°, 40 x 109 a 50 x 1090
50 x 10'%a 100 x 10" unidades infecciosas/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la composicién es al menos
cualquiera de aproximadamente 5 x 10'°a 10 x 10", 10 x 10"°a 15 x 10", 15 x 100 a 25 x 10'°0 25 x 10 a 50 x
109 unidades infecciosas/mL.

En algunos casos, los métodos comprenden la administracion al ojo (p. e, mediante administracion subretiniana y/o
intravitrea) de un individuo (p.ej., un ser humano) de una cantidad eficaz de particulas virales recombinantes que
comprenden una o0 mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactiian con el proteoglicano
de heparan sulfato. En algunas realizaciones, la dosis de particulas virales administrada al individuo es al menos
aproximadamente cualquiera de 1 x 10% a aproximadamente 1 x 10'® copias del genoma/kg de peso corporal. En
algunas realizaciones, la dosis de particulas virales administrada al individuo es aproximadamente cualquiera de 1 x
108 a aproximadamente 1 x 10'® copias del genoma/kg de peso corporal.

Se pueden crear una o varias (p.ej., 2, 3 o0 mas) ampollas. Generalmente, el volumen total de ampolla o ampollas
creadas por los métodos y sistemas de la divulgacion no puede exceder del volumen de fluido del ojo, por ejemplo,
aproximadamente 4 ml en un sujeto humano tipico. El volumen total de cada una de las ampollas individuales puede
ser de al menos aproximadamente 0,3 ml, o al menos aproximadamente 0,5 ml con el fin de facilitar un
desprendimiento de retina de tamafio suficiente para exponer los tipos de células de la retina central y crear una
ampolla de dependencia suficiente para una manipulacion éptima. Un experto en la técnica apreciara que al crear la
ampolla de acuerdo con los métodos y sistemas de la divulgacion, debe mantenerse la presion intraocular apropiada
con el fin de evitar dafios en las estructuras oculares. Eltamafio de cada una de las ampollas individuales puede ser,
por ejemplo, de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1,2 ml, de aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,2
ml, de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,2 ml, de aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,0 ml, de
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,0 ml, de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 3,0 ml. Por tanto, en
un ejemplo, para inyectar un total de 3 ml de suspensién de composicion de rAAV, se pueden establecer 3 ampollas
de aproximadamente 1 ml cada una. El volumen total de todas las ampollas en combinacién puede ser, por ejemplo,
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3,0 ml, aproximadamente 0,8 a aproximadamente 3,0 ml, aproximadamente
0,9 a aproximadamente 3,0 ml, aproximadamente 1,0 a aproximadamente 3,0 ml, aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 1,5 ml, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 1,2 ml, aproximadamente 0,9 a aproximadamente
30 ml, aproximadamente 0,9 a aproximadamente 2,0 ml, aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,0 ml.

Con el fin de transducir de manera segura y eficiente areas de la retina objetivo (p. €f., la retina central) fuera del borde
de la ubicacion original de la ampolla, la ampolla puede manipularse para reposicionar la ampolla en el area diana
para la transduccion. La manipulacion de la ampolla puede ocurrir por la dependencia de la ampolla que es creada
por el volumen de la ampolla, el reposicionamiento del ojo que contiene la ampolla, el reposicionamiento de la cabeza
del ser humano con un 0jo u ojos que contienen una o mas ampollas, y/o mediante intercambio fluido-aire. Esto es
particularmente relevante para la retina central, ya que este area tipicamente resiste el desprendimiento por inyeccién
subretiniana. En algunas realizaciones se utiliza el intercambio de fluido-aire para reposicionar la ampolla; el liquido
de la canula de infusién se reemplaza temporalmente por aire, p. €j., al soplar aire sobre la superficie de la retina. A
medida que el volumen de aire desplaza el liquido de la cavidad vitrea de la superficie de la retina, el liquido de la
cavidad vitrea puede fluir de una canula. La ausencia temporal de presién del liquido de la cavidad vitrea hace que la
ampolla se mueva y gravite hacia una parte dependiente del ojo. Colocando el globo ocular de manera apropiada, la
ampolla de composicion de rAAV subretiniana se manipula para implicar areas adyacentes (p. ej., la macula y/o la
fovea). En algunos casos, la masa de la ampolla es suficiente para hacer que gravite, incluso sin el uso del intercambio
fluido-aire. El movimiento de la ampolla a la ubicacion deseada puede facilitarse, ademas, alterando la posicion de la
cabeza del sujeto, para permitir que la ampolla gravite hacia la ubicacién deseada en el cjo. Una vez que se logra la
configuracion deseada de la ampolla, el liquido se devuelve a la cavidad vitrea. El liquido es un fluido apropiado, p.
ef., solucion salina reciente. Generalmente, la composicién de rAAV subretiniana puede dejarse in situ sin retinopexia
a la retinotomia y sin taponamiento intraocular, y la retina se volvera a fijar espontaneamente en aproximadamente 48
horas.

Transduciendo de forma segura y eficaz células oculares (p. e/., RPE y/o células fotorreceptoras de, p. €., la méacula
y/o la féovea) con un vector que comprende un polipéptido terapéutico o una secuencia de ARN, los métodos de la
divulgacién pueden utilizarse para tratar a un individuo; p. &j., un ser humano que tiene un trastorno ocular, en donde
las células transducidas producen el polipéptido terapéutico o la secuencia de ARN en una cantidad suficiente para
tratar el trastorno ocular. En algunos casos, la transduccion de las células oculares se mejora utilizando particulas de
rAAV (p. ej., particulas de rAAV2, rAAVrh8R, efc.) que comprende proteinas de la capside de AAV que comprenden
una o mas sustituciones de aminoacidos que interactiian con HSPG (p. ej., inhibiendo o eliminando la unién a HSPG).
En la invencién, las particulas de rAAV demuestran una unioén reducida a HSPG; p. €., reducido en mas de
aproximadamente 10%, 25%, 50%, 75%, 100% o cualquier nimero entremedias. En algunas realizaciones, la unién
de rAAV a HSPG se reduce en aproximadamente un 5% a aproximadamente un 100%, en aproximadamente un 10%
a aproximadamente un 50%, en aproximadamente un 10% a aproximadamente un 30%, en aproximadamente un 25%
a aproximadamente un 75%, en aproximadamente un 25% a aproximadamente un 50%, o en aproximadamente un
30% y aproximadamente un 50%.
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Se administra una cantidad eficaz de rAAV (en algunas realizaciones en forma de particulas), dependiendo de los
objetivos del tratamiento. Por ejemplo, cuando un porcentaje bajo de transduccién puede lograr el efecto terapéutico
deseado, entonces el objetivo del tratamiento es generalmente alcanzar o superar este nivel de transduccion. En
algunos casos, este nivel de transduccién se puede lograr mediante la transduccién de solo aproximadamente 1 a 5%
de las células diana, en algunas realizaciones al menos aproximadamente 20% de las células del tipo de tejido
deseado, en algunas realizaciones al menos aproximadamente 50%, en algunas realizaciones al menos
aproximadamente 80%, en algunas realizaciones al menos aproximadamente 95%, en algunas realizaciones al menos
aproximadamente 99% de las células del tipo de tejido deseado. Como se comentd anteriormente, la sustitucion de
uno 0 mas aminoacidos de la capside de rAAV que interactia con HSPG mejora la transduccion de rAAV. Como guia,
el nimero de particulas administradas por inyecciébn es generalmente entre aproximadamente 1x108 y
aproximadamente 1x10'* particulas, entre aproximadamente 1x107 y 1x10'? particulas, entre aproximadamente 1x10°
y 1x10'2 particulas o aproximadamente 1x10'" particulas. La composicion de rAAV puede administrarse mediante
una 0 mas inyecciones subretinianas, ya sea durante el mismo proceso o espaciadas por dias, semanas, meses 0
afios. En algunas realizaciones, se pueden utilizar multiples vectores para tratar al ser humano.

En algunos casos, la administracion a la retina de una cantidad eficaz de particulas virales de rAAV que comprenden
una capside de rAAV con una o mas sustituciones de aminoacidos que interactdan con HSPG transduce células
fotorreceptoras en o cerca del sitio de administraciéon. En algunas realizaciones, se transducen méas de
aproximadamente cualquiera de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%
o 100% de las células fotorreceptoras. En algunas realizaciones, se transduce aproximadamente 5% a
aproximadamente 100%, aproximadamente 10% a aproximadamente 50%, aproximadamente 10% a
aproximadamente 30%, aproximadamente 25% a aproximadamente 75%, aproximadamente 25% a aproximadamente
50% o aproximadamente 30% a aproximadamente 50% de las células fotorreceptoras. Se conocen en la técnica
métodos para identificar células fotorreceptoras transducidas por particulas virales de AAV que comprenden una
capside de rAAV con una o mas sustituciones de aminoacidos que interacttian con HSPG; por ejemplo, puede utilizarse
la inmunohistoquimica o el uso de un marcador tal como proteina fluorescente verde potenciada para detectar la
transduccion de particulas virales que comprenden una céapside de rAAV con una o mas sustituciones de aminoacidos
que interactian con HSPG.

En algunos casos de la divulgacion, los métodos comprenden la administracién a la subretina (p. €j., el espacio
subretiniano) de un mamifero una cantidad eficaz de particulas virales de AAV, particulas virales que comprenden una
capside de rAAV con una o mas sustituciones de aminoacidos que interactian con HSPG para tratar a un individuo
con un trastorno ocular; p. /., un ser humano con un trastorno ocular. En algunos casos, la composicion se inyecta
en uno o mas lugares de la subretina para permitir la expresion de un acido nucleico heterélogo en células
fotorreceptoras. En algunos casos, la composicion se inyecta en una cualquiera de una, dos, tres, cuatro, cinco, seis,
siete, ocho, nueve, diez 0 mas de diez localidades en la subretina.

En algunos casos, las particulas virales de rAAV que comprenden una capside de rAAV con una 0 mas sustituciones
de aminoacidos que interactian con HSPG se administran en mas de una ubicacién de forma simultanea o secuencial.
En algunos casos, las inyecciones multiples de particulas virales de rAAV no tienen mas de una hora, dos horas, tres
horas, cuatro horas, cinco horas, seis horas, nueve horas, doce horas o 24 horas de diferencia.

Métodos de inyeccion intravitrea
En la invencién, la administracién es a la sub-retina.

El método general para la inyeccion intravitrea puede ilustrarse mediante el siguiente breve esquema. Este ejemplo
esta destinado meramente a ilustrar determinadas caracteristicas del método, y de ninguna manera pretende ser
limitante. Procedimientos para la inyeccién intravitrea se conocen en la técnica (véase, p. e/., Peyman, G.A., et al.
(2009) Retina 29(7):875-912 y Fagan, X.J. y Al-Qureshi, S. (2013) Clin. Experiment Ophthalmol. 41(5):500-7).

Brevemente, un sujeto para inyeccion intravitrea puede prepararse para el procedimiento mediante dilatacién de la
pupila, esterilizacién del ojo y administracion de anestésico. Puede utilizarse cualquier agente midriatico adecuado
conocido en la técnica para la dilatacién de la pupila. Se puede confirmar una dilatacién de la pupila adecuada antes
del tratamiento. La esterilizacion se puede lograr aplicando un tratamiento esterilizante del ojo, p. €j., una solucién
que contenga yoduro tal como povidona yodada (BETADINE®). También se puede utilizar una solucién similar para
limpiar el parpado, las pestafias y cualesquiera otros tejidos cercanos (p. €/, piel). Puede utilizarse cualquier
anestésico adecuado, tal como lidocaina o proparacaina, a cualquier concentracion adecuada. El anestésico se puede
administrar mediante cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, sin limitacién, gotas, geles o jaleas topicos
y aplicacién subconjuntival del anestésico.

Antes de la inyeccion, se puede utilizar un espéculo de parpado esterilizado para despejar las pestafias de la zona.

El lugar de la inyeccién se puede marcar con una jeringa. El lugar de la inyeccién se puede elegir en funcién del
cristalino del paciente. Por ejemplo, el sitio de la inyeccion puede ser 3-3,5 mm del limbo en pacientes pseudofaquicos
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o afaquicos, y 3,5-4 mm desde el limbo en pacientes faquicos. El paciente puede mirar en direccién opuesta al lugar
de la inyeccion.

En algunos casos, los métodos comprenden la administracion al ojo (p. ej, mdiante administracion subretiniana y/o
intravitrea) de una cantidad eficaz de particulas virales recombinantes que comprenden una o mas sustituciones de
aminoacidos en una o mas posiciones que interactlan con el proteoglicano de heparan sulfato que comprende un
vector. que codifica un acido nucleico heterblogo. En algunas realizaciones, el titulo viral de la composicién es al
menos aproximadamente cualquiera de 5 x 1012, 6 x 10'2,7 x 10'2,8 x 10'2,9 x 1072, 10 x 102, 11 x 102,15 x 102,
20 x 102, 25 x 10'2, 30 x 10 0 50 x 10'2 copias de genoma/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la
composicién es aproximadamente cualquiera de 5 x 10226 x 10'2,6 x 102 a7 x 102, 7 x 102a 8 x 102, 8 x 1012
a9x10"2,9x102a10x 102, 10 x 102 a 11 x 10", 11 x 102215 x 10", 15 x 102220 x 102,20 x 10'2a 25 x
102, 25 x 102 a2 30 x 10'2, 30 x 10 a 50 x 10'2 0 50 x 10" a 100 x 10'? copias de genoma/mL. En algunas
realizaciones, el titulo viral de la composicion es aproximadamente cualquiera de 5 x 102210 x 10'%,10 x 102 a 25
x 10'2 0 25 x 10'2 a 50 x 10" copias de genoma/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la composicion es al
menos aproximadamente cualquiera de 5 x 10%, 6 x 10%, 7 x 10°, 8 x 10%,9 x 10%, 10 x 10°%, 11 x 10°, 15 x 10°, 20 x
109, 25 x 109, 30 x 10° 0 50 x 10° unidades de transduccién/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la
composicién es aproximadamente cualquierade 5 x 10° a6 x 10%,6 x 10%9a7 x 10%,7 x 10°a8 x 10%,8 x 10%a 9 x
1099 x 102210 x 109, 10 x 10%a 11 x 109,11 x 1092 15 x 109, 15 x 102220 x 109, 20 x 10°a 25 x 109,25 x 10°a
30 x 109,30 x 10°a 50 x 10° 0 50 x 10° a 100 x 10° unidades de transduccién/mL. En algunas realizaciones, el titulo
viral de la composicién es aproximadamente cualquierade 5 x 10°a 10 x 10% 10 x 10° a 15 x 10°, 15 x 10% a 25 x
10° 0 25 x 10° a 50 x 10° unidades de transduccién/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la composicién es
al menos aproximadamente cualquiera de aproximadamente 5 x 10'%, 6 x 10°, 7 x 10°, 8 x 10'°,9 x 1019, 10 x 109,
11 x 1019, 15 x 10'°, 20 x 109, 25 x 10'%, 30 x 10, 40 x 10'9 0 50 x 10'® unidades infecciosas/mL. En algunas
realizaciones, el titulo viral de la composicion es al menos cualquiera de aproximadamente 5 x 102 a 6 x 109, 6 x
101027 x 1010, 7 x 10128 x 1070, 8 x 109 a9 x 10,9 x 102 10 x 10'%, 10 x 109 a 11 x 100, 11 x 100 a 15 x
1019, 15 x 1010220 x 109,20 x 1010225 x 10'°,25 x 1092 30 x 10'%, 30 x 10240 x 10'°, 40 x 109 a 50 x 1090
50 x 10'9a 100 x 109 unidades infecciosas/mL. En algunas realizaciones, el titulo viral de la composicién es al menos
cualquiera de aproximadamente 5 x 10'°a 10 x 10", 10 x 10'°a 15 x 10", 15 x 10" a 25 x 10'°0 25 x 100 a 50 x
10'° unidades infecciosas/mL.

En algunos casos, los métodos comprenden la administracion al ojo (p. e, mediante administracion subretiniana y/o
intravitrea) de un individuo (p.ej., un ser humano) de una cantidad eficaz de particulas virales recombinantes que
comprenden una o0 mas sustituciones de aminoacidos en una o mas posiciones que interactiian con el proteoglicano
de heparan sulfato. En algunos casos, la dosis de particulas virales administrada al individuo es al menos
aproximadamente cualquiera de 1 x 108 a aproximadamente 1 x 10" copias del genoma/kg de peso corporal. En
algunos casos, la dosis de particulas virales administrada al individuo es aproximadamente cualquiera de 1 x 102 a
aproximadamente 1 x 10'® copias del genoma/kg de peso corporal.

Durante la inyeccion, la aguja puede insertarse perpendicularmente a la esclerética y apuntarse al centro del ojo. La
aguja puede insertarse de manera que la punta termine en el vitreo, en lugar de en el espacio subretiniano. Puede
utilizarse cualquier volumen adecuado conocido en la técnica para inyeccién. Después de la inyeccion, el ojo puede
tratarse con un agente esterilizante tal como un antibiético. También se puede enjuagar el ojo para eliminar el exceso
de agente esterilizante.

Estructura de la retina y medios para determinar la eficacia del suministro de rAAV

Se sabe que la retina contiene multiples capas. Capas de células en la retina pueden incluir la membrana limitante
interna, fibra nerviosa, células ganglionares, plexiforme interno, nuclear interno, plexiforme externo, nuclear externo,
membrana limitante externa, fotorreceptor y capas de epitelio pigmentario retiniano. La capa mas proxima al vitreo es
la membrana limitante interna. Esta capa puede contener células de Miller, una clase de glia. La capa de fibras
nerviosas puede contener axones de células ganglionares que forman el nervio 6ptico. La capa de células
ganglionares puede incluir células ganglionares y células amacrinas. La capa plexiforme interna puede contener
sinapsis entre las dendritas del ganglio y las células amacrinas y axones de las células bipolares. La capa nuclear
interna puede contener nicleos celulares de células amacrinas, bipolares y horizontales. La capa plexiforme externa
puede contener sinapsis entre las dendritas de las células horizontales y las proyecciones de las células
fotorreceptoras. La capa nuclear exterior puede contener cuerpos de células fotorreceptoras. La membrana limitante
externa o exterior puede incluir conexiones celulares, tales como uniones adherentes y desmosomas, entre los
procesos apicales de las células de Miller y entre estos procesos y los segmentos internos de las células
fotorreceptoras. La capa de fotorreceptores, también conocida como la capa de bastones y conos y la membrana de
Jacob, puede contener células fotorreceptoras que incluyen bastones y conos. La capa retiniana mas distal al vitreo
es el epitelio pigmentario de la retina (RPE), que puede incluir una capa de células epiteliales hexagonales que
contienen granulos de pigmento.

También se sabe que la retina contiene muchos tipos de células diferentes. Las neuronas de la retina pueden incluir

células fotorreceptoras, células bipolares, células ganglionares, células amacrinas y células horizontales. Las células
fotorreceptoras son sensibles a la luz. Pueden sentir la luz y responder transmitiendo sefiales al nervio optico a través
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de las células bipolares y las células ganglionares. Las células fotorreceptoras pueden incluir células de bastén, que
generalmente detectan la luz en condiciones de poca luz, y células de cono, que generalmente detectan el color y la
percepcion de luz mas brillante. Las células bipolares pueden recibir informacién de las células fotorreceptoras y hacer
sinapsis con células amacrinas o ganglionares. Las células ganglionares pueden recibir informacién de células
amacrinas o células horizontales, y sus axones forman el nervio éptico. Las células horizontales pueden integrar
entradas de multiples fotorreceptores y ayudar en el ajuste a los niveles de luz. Las células amacrinas son
interneuronas que ayudan a regular las células bipolares y proporcionan entradas a las células ganglionares. Las
células gliales de la retina pueden incluir células de Milller, astroglia y microglia.

La eficacia de la administracién de rAAV mediante inyeccion subretiniana o intravitrea puede controlarse mediante
varios criterios como se describe en esta memoria. Por ejemplo, después del tratamiento en un sujeto utilizando
métodos de la presente divulgacion, el sujeto puede ser evaluado para, p. €., una mejora y/o estabilizacién y/o retraso
en la progresién de uno o mas signos o sintomas del estado patolégico por uno o mas mas parametros clinicos,
incluyendo los descritos en esta memoria. Ejemplos de ensayos de este tipo se conocen en la técnica e incluyen
medidas objetivas asi como subjetivas (p. €j., informadas por el sujeto). Por ejemplo, para medir la efectividad de un
tratamiento en la funcién visual de un sujeto, se pueden evaluar uno o mas de los siguientes: la calidad subjetiva de
la vision del sujeto o la funcidn mejorada de la visién central (p. ef., una mejora en la capacidad del sujeto de leer con
fluidez y reconocer caras), la movilidad visual del sujeto (p. &/., una disminucion en el tiempo necesario para navegar
por un laberinto), la agudeza visual (p. ef., una mejora en la puntuacién LogMAR del sujeto), la microperimetria (p. ef.,
una mejora en la puntuacién de dB del sujeto), perimetria adaptada a la oscuridad (p. ej., una mejora en la puntuacién
de dB del sujeto), el mapeo de matriz fina (p. ej., una mejora en la puntuaciéon de dB del sujeto), perimetria de
Goldmann (p. €., un tamafio reducido del area de escotoma(es decir, areas de ceguera) y mejora de la capacidad
para resolver objetivos mas pequefios), sensibilidades al parpadeo (p. /., una mejora en Hertz), autofluorescencia y
mediciones de electrofisiologia (p. ef., mejora en el ERG). En algunas realizaciones, la funcion visual se mide por la
movilidad visual del sujeto. En algunas realizaciones, la funcién visual se mide por la agudeza visual del sujeto. En
algunas realizaciones, la funcién visual se mide por microperimetria. En algunas realizaciones, la funcién visual se
mide mediante una perimetria adaptada a la oscuridad. En algunas realizaciones, la funcién visual se mide mediante
ERG. En algunas realizaciones, la funcion visual se mide por la calidad de visién subjetiva del sujeto.

En el caso de enfermedades que dan como resultado una funcion visual degenerativa progresiva, el tratamiento del
sujeto en una edad temprana puede no solo dar como resultado una ralentizacién o detencion de la progresion de la
enfermedad, sino que también puede mejorar o prevenir la pérdida de la funcién visual debido a la ambliopia adquirida.
La ambliopia puede ser de dos tipos. En estudios en primates no humanos y gatitos que se mantienen en total
oscuridad desde el nacimiento hasta incluso unos pocos meses de edad, los animales, incluso cuando se exponen
posteriormente a la luz, son funcionalmente irreversiblemente ciegos, a pesar de tener sefales funcionales enviadas
por la retina. Esta ceguera se produce porque las conexiones neuronales y la "educacion” de la corteza se detienen
desde el nacimiento debido a la detencién del estimulo. Se desconoce si esta funcién podria restaurarse alguna vez.
En el caso de las enfermedades de la degeneracién de la retina, la circuiteria de la corteza visual normal se "aprendi¢”
inicialmente o fueron apropiados para el desarrollo hasta el punto en el que la degeneracién credé una disfunciéon
significativa. La pérdida de estimulo visual en términos de sefializacién en el ojo disfuncional crea una disfuncién
"adquirida" o "aprendida" ("ambliopia adquirida"), lo que resulta en la incapacidad del cerebro para interpretar sefiales
o "utilizar" ese 0jo. Se desconoce en estos casos de "ambliopia adquirida" si la mejora de la sefializacién de la retina
como resultado de la terapia génica del ojo ambliépico podria alguna vez resultar en una ganancia de funcién mas
normal ademas de una desaceleracion de la progresion o una estabilizacién del estado de la enfermedad. En algunas
realizaciones, el ser humano tratado tiene menos de 30 afios de edad. En algunas realizaciones, el ser humano
tratado tiene menos de 20 afios de edad. En algunas realizaciones, el ser humano tratado tiene menos de 18 afios de
edad. En algunas realizaciones, el ser humano tratado tiene menos de 15 afios de edad. En algunas realizaciones, el
ser humano tratado tiene menos de 14 afos de edad. En algunas realizaciones, el ser humano tratado tiene menos
de 13 afios de edad. En algunas realizaciones, el ser humano tratado tiene menos de 12 afos de edad. En algunas
realizaciones, el ser humano tratado tiene menos de 10 afios de edad. En algunas realizaciones, el ser humano tratado
tiene menos de 8 afios de edad. En algunas realizaciones, el ser humano tratado tiene menos de 6 afios de edad.

En algunos trastornos oculares, existe un fenémeno de "célula enfermera”, en el que la mejora de la funcién de un tipo
de célula mejora la funcién de otro. Por ejemplo, la transduccién del RPE de la retina central por un rAAV de la
divulgacion puede entonces mejorar la funcién de los bastones y, a su vez, la funcién mejorada de los bastones da
como resultado una funcién del cono mejorada. Por consiguiente, el tratamiento de un tipo de célula puede dar como
resultado una funciéon mejorada en otro.

La seleccion de un vector rAAV particular y de la composicion depende de un cierto nimero de factores diferentes,
que incluyen, pero no se limitan a, el historial médico del ser humano individual y las caracteristicas de la afeccién y
elindividuo que esta siendo tratado. La evaluacion de caracteristicas de este tipo y el disefio de un régimen terapéutico
apropiado es, en Ultima instancia, responsabilidad del médico que prescribe.

En algunas realizaciones, el ser humano que se ha de tratar tiene un trastorno ocular genético, pero ain no ha

manifestado signos o sintomas clinicos. En algunas realizaciones, el ser humano a tratar tiene un trastorno ocular.
En algunas realizaciones, el ser humano a tratar ha manifestado uno o mas signos o sintomas de un trastorno ocular.
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Ejemplos no limitantes de trastornos oculares que pueden ser tratados por los sistemas y métodos de la divulgacion
incluyen: degeneracion retiniana autosémica recesiva severa de inicio temprano (amaurosis congénita de Leber),
acromatopsia congénita, enfermedad de Stargardt, enfermedad de Best, enfermedad de Doyne, distrofia de conos,
retinitis pigmentosa, retinosquisis ligada al cromosoma X, sindrome de Usher, degeneracién macular relacionada con
la edad, degeneracion macular atrofica relacionada con la edad, AMD neovascular, maculopatia diabética, retinopatia
diabética proliferativa (PDR), edema macular cistoide, retinopatia serosa central, desprendimiento de retina,
inflamacién intraocular, glaucoma, uveitis posterior, coroideremia y neuropatia 6ptica hereditaria de Leber.

Composiciones de la divulgacion (p. ej., particulas virales de AAV para suministro subretiniano o intravitreo que
comprenden una cépside de AAV con una o mas sustituciones de aminoacidos que interactian con HSPG o en una o
mas posiciones correspondientes a los aminoacidos 484, 487, 532, 585 o 588) puede utilizarse solas 0 en combinacién
con uno o mas agentes terapéuticos adicionales para tratar trastornos oculares. El intervalo entre la administracion
secuencial puede ser en términos de al menos (o, alternativamente, menos de) minutos, horas o dias.

En algunas realizaciones, se pueden administrar uno o0 mas agentes terapéuticos adicionales a la subretina o al vitreo
(p- €., mediante administracion intravitrea). Ejemplos no limitantes del agente terapéutico adicional incluyen factores
neurotroficos polipeptidicos (p. ef., GDNF, CNTF, BDNF, FGF2, PEDF, EPO), factores anti-angiogénicos polipeptidicos
(p. €., sFlt, angiostatina, endostatina), acidos nucleicos anti-angiogénicos (p. ej., ARNip, miARN, ribozima), por
ejemplo acidos nucleicos anti-angiogénicos contra VEGF, morfolinos anti-angiogénicos, por ejemplo morfolinos anti-
angiogénicos contra VEGF, anticuerpos anti-angiogénicos y/o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos Fab), por
ejemplo, anticuerpos anti-angiogénicos y/o fragmentos de anticuerpos contra VEGF.

V. Construcciones de Expresion

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de suministro de acido nucleico heterélogo al ojo mediante el
suministro subretiniano de un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y en donde el vector rAAV esta
encapsulado en una capside de rAAV (p. ej., una capside de rAAV2, una capside de rAAVrh8R, etc) que comprende
una o mas sustituciones de aminoacidos que interactian con HSPG. En algunos casos, la divulgacién proporciona
métodos para tratar un trastorno del SNC en un individuo, que comprenden el suministro de una composicién que
comprende particulas de rAAV al SNC del individuo, en donde las particulas de rAAV comprenden (a) una céapside de
rAAV que comprende una proteina de la capside de rAAV que comprende una o0 mas sustituciones de aminoacidos
en una o mas posiciones que interactiian con un proteoglicano de heparan sulfato, y (b) un vector rAAV que comprende
el acido nucleico heter6logo y al menos una repeticion terminal de AAV. En algunas realizaciones, el acido nucleico
heterdlogo (p. ej., un transgén) esta enlazado operativamente a un promotor. Promotores ejemplares incluyen, pero
no se limitan a, el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV), el RSV LTR, el MoMLV LTR, el promotor
de fosfoglicerato quinasa-1 (PGK), un promotor del virus simio 40 (SV40) y un promotor de CK6, un promotor de
transtiretina (TTR), un promotor de TK, un promotor de respuesta a tetraciclina (TRE), un promotor de VHB, un
promotor de hAAT, un promotor de LSP, promotores quiméricos especificos del higado (LSP), el promotor de E2F, el
promotor de telomerasa (hTERT) ; el potenciador de citomegalovirus/beta-actina de pollo/promotor de B-globina de
conejo (promotor CAG; Niwa et al., Gene, 1991, 108(2):193-9) y el promotor del factor de elongacién 1-alfa (EFl-alfa)
(Kim et al., Gene, 1990, 91(2):217-23 y Guo et al., Gene Ther., 1996, 3(9):802-10). En algunas realizaciones, el
promotor comprende un promotor de B-glucuronidasa humana o un potenciador de citomegalovirus enlazado a un
promotor de B-actina de pollo (CBA). El promotor puede ser un promotor constitutivo, inducible o reprimible. En algunas
realizaciones, el promotor es capaz de expresar el acido nucleico heterdlogo en una célula del ojo. En algunas
realizaciones, el promotor es capaz de expresar el acido nucleico heterdlogo en células fotorreceptoras o el RPE. En
realizaciones, el promotor es un promotor de rodopsina quinasa (RK); p. /., un promotor RK humano. En algunas
realizaciones, el promotor es un promotor de opsina; p. /., un promotor de opsina humana o un promotor de opsina
de raton.

La presente divulgacion contempla el uso de un genoma viral recombinante para la introduccién de una o mas
secuencias de acido nucleico que codifican un polipéptido terapéutico y/o acido nucleico para empaquetamiento en
una particula viral de rAAV que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos que interactian con HSPG. El
genoma viral recombinante puede incluir cualquier elemento para establecer la expresién del polipéptido y/o acido
nucleico terapéutico, por ejemplo, un promotor, un ITR, un elemento de unién a ribosoma, terminador, potenciador,
marcador de seleccion, intrén, sefial poliA y/u origen de la replicacién.

En algunas realizaciones, el vector rAAV es un vector rAAV auto-complementario, p. ej., uno que comprende un
genoma auto-complementario recombinante (el término "auto-complementario” puede utilizarse de forma indistinta en
esta memoria). Particulas virales de AAV con genomas y métodos de auto-complementacién del uso de genomas de
AAV auto-complementados se describen en las Patentes de EE.UU. N%s 6.596.535; 7.125.717; 7.465.583; 7.785.888;
7.790.154; 7.846.729; 8.093.054; y 8.361.457; y Wang Z., et al., (2003) Gene Ther 10:2105- 2111.

Un rAAV que comprende un genoma auto-complementario formara répidamente una molécula de ADN de doble

cadena en virtud de sus secuencias parcialmente complementarias (p. ¢f., cadenas complementarias codificantes y
no codificantes de un transgén). En algunas realizaciones, el vector comprende una primera secuencia de acido
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nucleico que codifica el acido nucleico heterdlogo y una segunda secuencia de acido nucleico que codifica un
complemento del acido nucleico, en que la primera secuencia de acido nucleico puede formar pares de bases
intracadena con la segunda secuencia de &cido nucleico a lo largo de la mayoria o toda su longitud.

En algunas realizaciones, la primera secuencia de acido nucleico heterélogo y una segunda secuencia de acido
nucleico heterdlogo estan enlazadas por una ITR mutada (p. €j., la ITR derecha). En algunas realizaciones, la ITR
comprende la secuencia polinuclectidica 5'-
CACTCCCTCTCTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGCC
CACGCCCGGGCTTTGCCCGGGCG - 3' (SEQ ID NO:8). La ITR mutada comprende una delecion de la region D que
comprende la secuencia de resolucién terminal. Como resultado, al replicar un genoma viral de AAV, las proteinas
rep no escindiran el genoma viral en la ITR mutada y, como tal, un genoma viral recombinante que comprende lo
siguiente en orden 5’ a 3' se empaquetara en una capside viral: una ITR de AAV, la primera secuencia polinucleotidica
heteréloga que incluye secuencias reguladoras, la ITR de AAV mutada, el segundo polinucledtido heterélogo en
orientacién inversa al primer polinucleétido heterélogo y una tercera ITR de AAV.

VI. Particulas virales y métodos de producir particulas virales
Particulas virales rAAV

En algunos casos, la divulgacién proporciona métodos de suministro de acido nucleico heterélogo al ojo mediante el
suministro subretiniano de un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y en donde el vector rAAV esta
encapsulado en una capside de rAAV (p. gj., una capside de rAAV2, de rAAVrh8R, etc) que comprende una o0 mas
sustituciones de aminoacidos que interactian con HSPG. En algunos casos, la divulgacion proporciona métodos y kits
relacionados con el suministro de particulas de rAAV al SNC de un individuo.

En algunos casos, la particula de rAAV comprende un vector rAAV. En algunas realizaciones, la particula viral es una
particula de AAV recombinante que comprende un acido nucleico que comprende un transgén heterélogo flanqueado
por una o dos repeticiones terminales invertidas (ITRs) de AAV. El &cido nucleico estd encapsulado en la particula de
AAV. La particula AAV también comprende proteinas de la capside. En algunas realizaciones, el acido nucleico
comprende la secuencia o las secuencias codificantes de interés (p. /., un transgén heterélogo) componentes
enlazados operativamente en la direccién de la transcripcion, secuencias de control que incluyen secuencias de inicio
y terminacién de la transcripcion, formando con ello un casete de expresion.

El casete de expresion esta flanqueado en el extremo 5 ‘y 3’ por al menos una secuencia de ITR de AAV funcional.
Por "secuencias de ITR de AAV funcionales" se entiende que las secuencias de ITR funcionan segin lo previsto para
el rescate, la replicacion y el empaguetamiento del virion de AAV. Véase, Davidson et al., PNAS, 2000, 97(7)3428-
32; Passini et al., J. Virol., 2003, 77(12):7034-40; y Pechan et al., Gene Ther., 2009, 16:10-16.

Para poner en practica algunos aspectos de la invencién, los vectores recombinantes comprenden al menos todas las
secuencias de AAV esenciales para la encapsidacion y las estructuras fisicas para la infeccién por el rAAV. Las ITRs
de AAV para uso en los vectores de la divulgacion no necesitan tener una secuencia de nucleétidos de tipo salvaje (p.
ef., tal como se describe en Kotin, Hum. Gene Ther., 1994, 5:793-801) y pueden alterarse mediante la insercién, la
delecion o sustitucion de nucleétidos o las ITRs de AAV pueden derivarse de cualquiera de varios serotipos de AAV.
Actualmente se conocen mas de 40 serotipos de AAV y se siguen identificando nuevos serotipos y variantes de los
serotipos existentes. Véase, Gao et al., PNAS, 2002, 99(18): 11854-6; Gao et al., PNAS, 2003, 100(10):6081-6; y
Bossis et al., J. Virol., 2003, 77(12):6799-810.

En algunas realizaciones, un vector rAAV es un vector derivado de un serotipo de AAV, incluyendo, sin limitacion,
las ITRs de AAV son AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVE, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10,
AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, un AAV de cabra, AAV bovino o ITR de AAV de ratén o similares.
En algunas realizaciones, el acido nucleico en el AAV comprende una ITR de AAV. ITRs de AAV son AAV1, AAV2,
AAV3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAV7, AAVS, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12,
AAV2R471A, AAV DJ, un AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratén o similar. En determinadas realizaciones, el
acido nucleico en el AAV comprende un ITR de AAV2. Como se describio supra, las particulas de rAAV
comprenden una capside de rAAV2 que comprende proteinas de la capside de rAAV2 que comprenden una o mas
sustituciones de aminoacidos en una 0 mas posiciones que interaccionan con un proteoglicano de heparan sulfato..

En algunas realizaciones, un vector puede incluir un acido nucleico de relleno. En algunas realizaciones, el acido
nucleico de relleno puede codificar una proteina verde fluorescente. En algunas realizaciones, el acido nucleico de
relleno puede estar ubicado entre el promotor y el &cido nucleico que codifica el ARNi.

Se utilizan diferentes serotipos de AAV para optimizar la transduccién de células diana particulares o para fijar como
objetivo tipos de células especificos dentro de un tejido diana particular (p. €., un tejido del SNC). Una particula de
rAAV puede comprender proteinas virales y acidos nucleicos virales del mismo serotipo o un serotipo mixto. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, una particula de rAAV puede comprender proteinas de la capside de AAV2 de la
divulgacion y al menos una ITR de AAV2 o puede comprender proteinas de la capside de AAV2 y al menos una ITR
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de AAV1. En la invencion, la particula de rAAV comprende una capside de rAAV2 que comprende proteinas de la
céapside de rAAV2.

Produccion de particulas de AAV

Se conocen numerosos métodos en la técnica para la produccidon de vectores rAAV, incluyendo transfeccion,
produccién de lineas celulares estables y sistemas de produccién de virus hibridos infecciosos que incluyen hibridos
de adenovirus-AAV, hibridos de herpesvirus-AAV (Conway, JE et al., (1997) J Virology 71(11): 8780-8789) e hibridos
de baculovirus-AAV. Todos los cultivos de produccién de rAAV para la produccion de particulas de virus de rAAV
requieren; 1) células huésped adecuadas, incluyendo, por ejemplo, lineas celulares derivadas de seres humanos tales
como células Hela, A549 o0 293, o lineas celulares derivadas de insectos tales como SF-9, en el caso de sistemas de
produccién de baculovirus; 2) funciéon de virus auxiliar adecuada, proporcionada por adenovirus de tipo salvaje o
mutante (tal como adenovirus sensible a la temperatura), virus herpes, baculovirus o una construccién de plasmido
que proporciona funciones auxiliares; 3) genes y productos génicos rep y cap de AAV; 4) un transgén (tal como un
transgén terapéutico) flanqueado por al menos una secuencia ITR de AAV; y 5) medios y componentes de medios
adecuados para respaldar la produccién de rAAV. Se pueden utilizar medios adecuados conocidos en la técnica para
la produccién de vectores rAAV. Estos medios incluyen, sin limitacién, medios producidos por Hyclone Laboratories
y JRH, incluyendo el medio de Eagle modificado (MEM), el medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
formulaciones personalizadas, tales como las descritas en la Patente de EE.UU. N° 6.566.118 y medios SFM Sf-900
II, tal como se describe en la Patente de EE.UU. N° 6.723.551, particularmente con respecto a formulaciones de
medios personalizados para uso en la produccién de vectores AAV recombinantes.

Las particulas de rAAV se pueden producir utilizando métodos conocidos en la técnica. Véase, p. €., la Pat. de EE.UU.
N 6.566.118; 6,989,264; y 6,995,006. En la practica de la divulgacién, las células huésped para producir particulas
de rAAV incluyen células de mamiferos, células de insectos, células vegetales, microorganismos y levaduras. Células
huésped también pueden ser células de empaquetamiento en las que los genes rep y cap de AAV se mantienen de
forma estable en la célula huésped o células productoras en las que el genoma del vector AAV se mantiene de forma
estable. Células de empaquetamiento y productoras ejemplares se derivan de células 293, A549 o HelLa. Vectores
AAV se purifican y formulan utilizando técnicas estandares conocidas en la técnica.

En algunas realizaciones, las particulas de rAAV pueden producirse mediante un método de triple transfeccién, tal
como el método de triple transfeccién ejemplar proporcionado infra. Brevemente, un plasmido que contiene un gen
rep y un gen de la capside, junto con un plasmido adenoviral auxiliar, se puede transfectar (p. €j., utilizando el método
del fosfato de calcio) en una linea celular (p. €j., células HEK-293), y el virus se puede recolectar y opcionalmente
purificar.

En algunas realizaciones, particulas de rAAV se pueden producir por un método de la linea celular productora, tal
como el método productor de la linea celular ejemplar proporcionada infra (véase también (referenciado en Martin et
al, (2013) Human Gene Therapy Methods 24:253-269). Brevemente, una linea celular (p. €j., una linea celular HelLa)
puede transfectarse de manera estable con un plasmido que contiene un gen rep, un gen de la capside y una secuencia
promotora-transgénica. Las lineas celulares pueden rastrearse para seleccionar un clon conductor para la produccion
de rAAV, que luego puede expandirse a un biorreactor de produccién e infectarse con un adenovirus (p. €j., un
adenovirus de tipo salvaje) como auxiliar para iniciar la produccion de rAAV. Posteriormente, el virus puede
recolectarse, el adenovirus puede inactivarse (p. ej., por calor) y/o eliminarse, y las particulas de rAAV pueden
purificarse.

En algunos casos, se proporciona un método para producir cualquier particula de rAAV como se describe en esta
memoria que comprende (a) cultivar una célula huésped bajo una condicién de que se produzcan particulas de rAAV,
en donde la célula huésped comprende (i} uno o mas genes del paquete de AAV, en donde cada uno de dichos genes
de empaquetamiento de AAV codifica una proteina de replicaciéon y/o encapsidacién de AAV; (i} un pro-vector de rAAV
que comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido terapéutico y/o acido nucleico tal como se describe en
esta memoria flanqueado por al menos una ITR de AAV, y (iii) una funcién auxiliar de AAV; y (b) recuperar las particulas
de rAAV producidas por la célula huésped. En algunos casos, dicha al menos un ITR de AAV se selecciona del grupo
que consta de ITRs de AAV son AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9,
AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratén o similares. En
algunos casos, dicha proteina de encapsidacion comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o0 mas
posiciones que interactdan con un proteoglicano de heparan sulfato. En algunos casos, la proteina de encapsidacion
es una proteina de encapsidacion de AAV2. En algunos casos, la proteina de encapsidacién es una proteina de
encapsidacion de AAVrh8R.

Medios de cultivo de produccion de rAAV adecuados de la presente divulgacién pueden complementarse con suero o
proteinas recombinantes derivadas de suero a un nivel de 0,5% -20% (v/v o p/v). Alternativamente, como se conoce
en la técnica, los vectores rAAV pueden producirse en condiciones libres de suero, a los que también se alude como
medios sin productos derivados de animales. Un experto ordinario en la técnica puede apreciar que medios
comerciales o personalizados disefiados para apoyar la produccién de vectores rAAV también pueden
complementarse con uno o mas componentes de cultivo celular conocidos en la técnica, que incluyen, sin limitacién,
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glucosa, vitaminas, aminoacidos y/o factores de crecimiento., con el fin de aumentar el titulo de rAAV en cultivos de
produccion.

Los cultivos de produccioén de rAAV pueden cultivarse bajo una diversidad de condiciones (a lo largo de un amplio
intervalo de temperaturas, durante periodos de tiempo variables y similares), adecuadas para la célula huésped
particular que se esté utilizando. Como se conoce en la técnica, los cultivos de produccién de rAAYV incluyen cultivos
dependientes de la unién que pueden cultivarse en recipientes dependientes de la fijacion adecuados, tales como, por
ejemplo, frascos roll on, filtros de fibra hueca, microsoiportes y biorreactores de lecho empaquetado o de lecho
fluidizado. Los cultivos de produccién del vector rAAV también pueden incluir células huésped adaptadas a la
suspension, tales como células Hela, 293 y SF-9, que pueden cultivarse de diversas formas, incluyendo, por ejemplo,
matraces giratorios, biorreactores de tanque agitado y sistemas desechables, tales como el sistema de bolsas Wave.

Particulas del vector rAAV de la divulgacion se pueden recolectar de cultivos de produccién de rAAV por lisis de las
células huésped del cultivo de produccién o por recoleccidén del medio gastado del cultivo de produccién, siempre que
las células se cultiven en condiciones conocidas en la técnica que provocan la liberacién de particulas de rAAV en el
medio desde células intactas, tal como se describe con mas detalle en la Patente de EE.UU. N° 6.566.118). También
se conocen en la técnica métodos adecuados para lisar células e incluyen, por ejemplo, miltiples ciclos de
congelacién/descongelacion, tratamiento con ultrasonidos, microfluidizacion y tratamiento con productos quimicos,
tales como detergentes y/o proteasas.

En una realizacion adicional, las particulas de rAAV se purifican. El término «purificado», tal como se utiliza en esta
memoria, incluye una preparacion de particulas de rAAV desprovistas de al menos algunos de los otros componentes
que también pueden estar presentes, en donde las particulas de rAAV se producen de forma natural o se preparan
inicialmente. Asi, por ejemplo, se pueden preparar particulas de rAAV aisladas utilizando una técnica de purificacién
para enriquecerlas a partir de una mezcla fuente, tal como un lisado de cultivo o un sobrenadante de cultivo de
produccién. El enriquecimiento se puede medir de diversas formas, tales como, por ejemplo, mediante la proporcién
de particulas resistentes a la DNasa (DRPs) o copias del genoma (gc) presentes en una solucién, o mediante la
infectividad, o se puede medir con relacion a una segunda sustancia potencialmente interferente presente en la mezcla
fuente, tal como contaminantes, incluyendo los contaminantes del cultivo de produccién o los contaminantes en
proceso, incluyendo el virus auxiliar, componentes de los medios y similares.

En algunos casos, la recoleccion del cultivo de produccion de rAAV se aclara para eliminar restos de la célula huésped.
En algunos casos, la recoleccion del cultivo de produccién se clarifica mediante filtracién a través de una serie de
filtros de profundidad que incluyen, por ejemplo, un filtro de capsula de calidad DOHC Millipore Millistak + HC, un filtro
de cépsula de grado A1HC Millipore Millistak + HC y un filtro de 0,2 pm Opticap XL10 de membrana hidrofilica Millipore
Express SHC. La clarificacién también se puede lograr mediante una diversidad de otras técnicas estandares
conocidas en la técnica, tales como centrifugacion o filtracion a través de cualquier filtro de acetato de celulosa de 0,2
Um o mayor tamarfio de poro conocido en la técnica.

En algunos casos, la recoleccién del cultivo de produccion de rAAV se trata adicionalmente con Benzonase® para
digerir cualquier ADN de alto peso molecular presente en el cultivo de produccién. En algunos casos, la digestion con
Benzonase® se realiza bajo condiciones estandares conocidas en la técnica que incluyen, por ejemplo, una
concentracién final de 1-2,5 unidades/m| de Benzonase® a una temperatura que varia desde el ambiente hasta 37°C
durante un periodo de 30 minutos a varias horas.

Particulas de rAAV pueden aislarse o purificarse utilizando una o mas de las siguientes etapas de purificacion:
centrifugacion en equilibrio; filtracion de intercambio aniénico de flujo continuo; filtracién de flujo tangencial (TFF) para
concentrar las particulas de rAAV; captura de rAAV por cromatografia de apatita; inactivacién por calor del virus auxiliar;
captura de rAAV por cromatografia de interaccién hidrofébica; intercambio de tamp6n mediante cromatografia de
exclusién por tamarfo (SEC); nanofiltracién; y captura de rAAV mediante cromatografia de intercambio aniénico,
cromatografia de intercambio catidnico o cromatografia de afinidad. Estas etapas pueden utilizarse solas, en diversas
combinaciones o en diferentes 6rdenes. En algunos casos, el método comprende todas las etapas en el orden que
se describe mas adelante. Métodos para purificar particulas de rAAV se encuentran, por ejemplo, en Xiao et al., (1998)
Journal of Virology 72:2224-2232; Patentes de EE.UU. Numeros 6,989,264 y 8,137,948; y documento WO
2010/148143.

También se proporcionan en esta memoria composiciones farmacéuticas que comprenden una particula de rAAV que
comprende un acido nucleico heterélogo que codifica un polipéptido terapéutico y/o acido nucleico terapéutico, en
donde la particula de rAAV comprende una capside de rAAV que comprende una o mas sustituciones o aminoacidos
que interactian con HSPG, y un soporte farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas pueden ser
adecuadas para cualquier modo de administracién descrito en esta memoria; por ejemplo, por administracién
subretiniana.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden un rAAV descrito en esta memoria y un

soporte farmacéuticamente aceptable son adecuadas para la administracién a seres humanos. Soportes de este tipo
son bien conocidos en la técnica (véase, p. ef., Remington’s Pharmaceutical Sciences, 152 edicién, pags. 1035-1038
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y 1570-1580). En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas que comprenden un rAAV descrito en esta
memoria y un soporte farmacéuticamente aceptable son adecuadas para la inyeccién ocular. Soportes
farmacéuticamente aceptables pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceite, incluyendo los de origen
petrolifero, animal, vegetal o sintético, tales como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral y similares.
También se pueden emplear soluciones salinas y soluciones acuosas de dextrosa, polietilenglicol (PEG) y glicerol
como soportes liquidos, particularmente para soluciones inyectables. La composicién farmacéutica puede comprender,
ademas, ingredientes adicionales, por ejemplo conservantes, tampones, agentes de tonicidad, antioxidantes y
estabilizadores, agentes humectantes o clarificantes no ibnicos, agentes que aumentan la viscosidad y similares. Las
composiciones farmacéuticas descritas en esta memoria pueden envasarse en dosis unitarias Unicas o en formas de
multiples dosis. Las composiciones se formulan generalmente como solucion estéril y sustancialmente isotdnica.

VII. Sistemas y Kits

Las composiciones de rAAV como se describen en esta memoria pueden estar contenidas dentro de un sistema
disefiado para su uso en uno de los métodos de la divulgacién como se describe en esta memoria.

Suministro Subretiniano

En algunos casos, la divulgacién proporciona un sistema para el suministro subretiniano de un vector a un ojo de un
individuo, que comprende a) una composicion que comprende una cantidad eficaz de particulas de rAAV, en donde i)
una proteina de la capside de las particulas de rAAV comprende una o mas sustituciones de aminoacidos en una o
mas posiciones que interactian con un proteoglicano de heparan sulfato, y ii} el vector comprende un acido nucleico
heterélogo que codifica un polipéptido terapéutico o ARN terapéutico y al menos una repeticion AAV terminal; y b) un
dispositivo para el suministro retiniano del rAAV

Generalmente, el sistema comprende una canula de calibre fino, en donde la canula es de calibre 27 a 45, una o mas
jeringas (p. ef., 1, 2, 3, 4 o mas) y uno o mas fluidos (p. €j., 1, 2, 3, 4 0 mas) adecuados para su uso en los métodos
de la divulgacion.

La canula de calibre fino es adecuada para la inyeccién subretiniana de la suspensién de vector y/u otros fluidos a
inyectar en el espacio subretiniano. En algunos casos, la canula tiene un calibre de 27 a 45. En algunos casos, la
canula de calibre fino es de calibre 35-41. En algunos casos, la canula de calibre fino es de calibre 40 0 41. En
algunos casos, la canula de calibre fino es de calibre 41. La canula puede ser cualquier tipo de canula adecuado, por
ejemplo, una canula de-Juan® o una canula Eagle®.

La jeringa puede ser cualquier jeringa adecuada, con la condicién de que pueda conectarse a la canula para el
suministro de un fluido. En algunos casos, la jeringa es una jeringa del sistema Accurus®. En algunos casos, el
sistema tiene una jeringa. En algunos casos, el sistema tiene dos jeringas. En algunos casos, el sistema tiene tres
jeringas. En algunos casos, el sistema tiene cuatro o0 mas jeringas.

El sistema puede comprender, ademas, una bomba de inyeccién automatizada, que puede activarse, p. g/., mediante
un pedal.

Los fluidos adecuados para uso en los métodos de la divulgacion incluyen los descritos en esta memoria, por ejemplo,
uno o mas fluidos que comprenden cada uno una cantidad eficaz de uno 0 mas vectores tal como se describe en esta
memoria, uno o mas fluidos para crear una ampolla inicial (p. €j., solucién salina u otro fluido apropiado) y uno o mas
fluidos que comprenden uno o mas agentes terapéuticos.

Los fluidos adecuados para uso en los métodos de la divulgacion incluyen los descritos en esta memoria, por ejemplo,
uno o mas fluidos que comprenden cada uno una cantidad eficaz de uno 0 mas vectores tal como se describe en esta
memoria, uno o mas fluidos para crear una ampolla inicial (p. €j.,., solucién salina u otro fluido apropiado) y uno o mas
fluidos que comprenden uno o mas agentes terapéuticos.

En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es mayor que aproximadamente
0,8 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es al menos
aproximadamente 0,9 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es al
menos aproximadamente 1,0 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del
vector es al menos aproximadamente 1,5 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una cantidad
eficaz del vector es al menos aproximadamente 2,0 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una
cantidad eficaz del vector es mayor que aproximadamente 0,8 a aproximadamente 3,0 ml. En algunos casos, el
volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es mayor que aproximadamente 0,8 a
aproximadamente 2,5 ml. En algunas realiaciones, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector
es mayor que aproximadamente 0,8 a aproximadamente 2,0 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que
comprende una cantidad eficaz del vector es mayor que aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,5 ml. En algunos
casos, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es mayor que aproximadamente 0,8 a
aproximadamente 1,0 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es
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aproximadamente 0,9 a aproximadamente 3,0 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una
cantidad eficaz del vector es aproximadamente 0,9 a aproximadamente 2,5 ml. En algunos casos, el volumen del fluido
que comprende una cantidad eficaz del vector es aproximadamente 0,9 a aproximadamente 2,0 ml. En algunos casos,
el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,5
ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es aproximadamente 0,9 a
aproximadamente 1,0 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una cantidad eficaz del vector es
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 3,0 ml. En algunos casos, el volumen del fluido que comprende una
cantidad eficaz del vector es aproximadamente 1,0 a aproximadamente 2,0 ml.

El fluido para crear la ampolla inicial puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,5 ml. En
algunos casos, el volumen total de todos los fluidos del sistema es de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3,0
ml.

En algunos casos, el sistema comprende un solo fluido (p. &f., un fluido que comprende una cantidad eficaz del vector).
En algunos casos, el sistema comprende 2 fluidos. En algunos casos, el sistema comprende 3 fluidos. En algunos
casos, el sistema tiene 4 o mas fluidos.

Excipientes

Como es bien conocido en la técnica, los excipientes farmacéuticamente aceptables son sustancias relativamente
inertes que facilitan la administracién de una sustancia farmacolégicamente eficaz y se pueden suministrar como
soluciones o suspensiones liquidas, como emulsiones o como formas solidas adecuadas para disolucién o suspensién
en liquido antes de su uso. Por ejemplo, un excipiente puede dar forma o consistencia, o puede actuar como un
diluyente. Excipientes adecuados incluyen, pero no se limitan a agentes estabilizantes, agentes humectantes y
emulsionantes, sales para variar la osmolaridad, agentes encapsulantes, sustancias tamponantes del pH y tampones.
Excipientes de este tipo incluyen cualquier agente farmacéutico adecuado para administracion directa al ojo que pueda
administrarse sin una toxicidad excesiva. Excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a
sorbitol, cualquiera de los diversos compuestos TWEEN vy liquidos, tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol.
Pueden incluirse sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales, tales como
hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de acidos organicos, tales como acetatos,
propionatos, malonatos, benzoatos y similares. Una discusion detallada de excipientes farmacéuticamente aceptables
esta disponible en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N.J. 1991).

En algunas realizaciones relacionadas con el suministro subretiniano y/o al SNC, excipientes farmacéuticamente
aceptables pueden incluir soportes farmacéuticamente aceptables. Soportes farmacéuticamente aceptables pueden
ser liquidos estériles, tales como agua y aceite, incluyendo los de origen petrolifero, animal, vegetal o sintético, tales
como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral y similares. También se pueden emplear soluciones salinas
y soluciones acuosas de dextrosa, polietilenglicol (PEG) y glicerol como soportes liquidos, particularmente para
soluciones inyectables. También se pueden utilizar ingredientes adicionales, por ejemplo conservantes, tampones,
agentes de tonicidad, antioxidantes y estabilizadores, agentes humectantes o clarificantes no iénicos, agentes que
aumentan la viscosidad y similares. Los kits descritos en esta memoria pueden envasarse en dosis unitarias Unicas o
en formas de mdltiples dosis. Los contenidos de los kits se formulan generalmente como solucion estéril y
sustancialmente isoténica.

EJEMPLOS

La invencién se entendera mas completamente con referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, no deben
interpretarse como limitantes del alcance de la invencion. Se entiende que los ejemplos y las realizaciones descritos
en esta memoria tienen Unicamente fines ilustrativos y que se sugeriran a los expertos en la técnica diversas
modificaciones 0 cambios a la vista de los mismos.

Ejemplo 1: Mutaciones en los residuos de arginina requeridos para la union a HSPG disminuyen la
transduccion mediada por AAV2 en lineas celulares cultivadas

Vectores de terapia génica AAV2 se estan utilizando actualmente en ensayos clinicos para indicaciones oculares.
Estos vectores se pueden suministrar mediante una via de administracién intravitrea, que en ratones y primates no
humanos da como resultado la transduccion de células ganglionares de la retina y células de Miiller, o mediante una
via de administracién subretiniana, que fija como objetivo las células epiteliales pigmentadas de la retina y células
fotorreceptoras. Diferentes serotipos de AAV utilizan diferentes receptores y correceptores de la superficie celular
para la infeccién. Se sabe que el receptor de superficie celular primario para AAV2 es proteoglicano de heparan
sulfato (HSPG) (Summerford, C. y Samulski, R.J. (1998) J. Virol. 72(2):1438-45). Comprender el mecanismo por el
cual AAV2 transduce la retina es importante para un desarrollo adicional de los vectores de terapia génica AAV.

Para investigar el papel de la unién a HSPG en la transduccion de AAV2 de la retina, se generaron vectores de AAV2

con proteinas de la capside que portan mutaciones en residuos de arginina que se sabe que son necesarios para la
union a HSPG (AAV2 HBKO). Estos vectores dieron como resultado una transduccion significativamente reducida de
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células 293 y Hel a en cultivo, en comparacion con el AAV2 de tipo salvaje. Sorprendentemente, el vector AAV2HBKO
suministrado de modo subretiniano al ojo del raton dio como resultado un aumento de 2 log en la transduccion en
comparacién con el AAV2 de tipo salvaje. Sin embargo, cuando el vector AAV2HBKO se suministro por via intravitrea,
no fue evidente transduccién alguna. Estos resultados indican que las mutaciones en los aminoacidos requeridas para
la unidn a HSPG tienen efectos opuestos sobre la eficacia de la transduccion después de la inyeccién subretiniana
frente a la intravitrea de particulas de AAV2.

Métodos
Construccion del Plasmido Mutante de Arginina AAV2

El plasmido rep/cap de AAV2, pIM45BD, se mut6 utilizando el kit de mutagénesis dirigida a multiples sitios Quikchange
Lightning (Agilent Technologies). Se disefié un cebador de mutagénesis por PCR para introducir cambios de argininas
585 y 588 en alaninas. Los mutantes positivos se confirmaron mediante secuenciacién.

Generacion de Vectores rAAV

Se produjeron vectores AAV recombinantes que expresaban proteina fluorescente verde potenciada (EGFP) o hibrido
de receptor de VEGF soluble (sFLT02) mediante transfeccién triple de células 293 utilizando el plasmido pIM45BD o
pIM45BDR585A/R588A rep/cap y pAdHelper. Los transgenes estaban bajo el control de los promotores de la B-actina
de pollo (CBA) o de la rodopsina quinasa humana (RK).

Ensayos de Transduccion in vitro

Células 293 o Hela se sembraron en placas de 24 pocillos (1 - 2x105 células por pocillo). 24 horas después de la
siembra, las células fueron infectadas con 1 x 103 vg/célula (+) Ad5ts149. La eficiencia de transduccion se midi6 48
horas después de la infeccién por fluorescencia EGFP o por ELISA para cuantificar sFLT02 en el medio (ELISA VEGF
R1 soluble humano de R&D Systems).

Animales

Se adquirieron ratones C57BL/6 adultos obtenidos de Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME) y se mantuvieron en el
vivero de Genzyme. Los animales tuvieron acceso libre a alimentos y agua durante el tiempo del estudio. Todos los
procesos se realizaron bajo un protocolo aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales.

Inyeccion intravitrea

El letargo se indujo y se mantuvo utilizando isoflurano al 3,5% portado en 800 mL/minuto de oxigeno suministrado al
animal a través de un cono nasal. Se inyect6é un microlitro de articulo de ensayo en el humor vitreo utilizando una
jeringa Hamilton equipada con una aguja biselada de calibre 33 (Hamilton Co., Reno, NV). La aguja se dirigi6 a través
de la esclerotica aproximadamente 2 mm por debajo del limbo y se hizo avanzar con cuidado hacia la camara vitrea
para evitar el contacto con el cristalino. El articulo de ensayo se suministré a lo largo de un periodo de 1-2 segundos.
Después de la inyeccion, la aguja se mantuvo en su posicion durante aproximadamente cinco segundos antes de
retirarla. Se dejé que el animal se recuperara de la anestesia antes de regresar a su jaula.

Inyeccion Subretiniana

Se indujo midriasis y cicloplejia con una aplicacién topica de Tropicamida (Alcon, Fort Worth, TX). El letargo se indujo
y se mantuvo utilizando isoflurano al 3,5% portado en 800 mL/minuto de oxigeno suministrado al animal a través de
un cono nasal. El ojo se inmovilizd con unas pinzas de punta anular (World Precision Instruments, Sarasota, FL) y se
coloco una incisién piloto aproximadamente 2 mm por debajo del limbo en la esclerética utilizando una aguja de calibre
30. Se dirigié una aguja de punta roma de calibre 33 a través de la incisién y se hizo avanzar posteriormente hasta
que la punta penetrd en la retina neurosensorial posterior. Se administré un microlitro de articulo de ensayo a lo largo
de un segundo. La aguja se mantuvo en su posicién durante aproximadamente cinco segundos antes de retirarla. Se
dej6 que el animal se recuperara de la anestesia antes de regresar a su jaula.

Histologia por EGFP

La sefial de EGFP sin procesar se observo utilizando un microscopio de epifluorescencia en ojos fijados con formalina
procesados para la inclusién en parafina.

Resultados

Como se muestra en la FIG. 1, se ha demostrado que cinco residuos de la capside son criticos para la unién de AAV2
aHSPG. Se construy6 un mutante de AAV2 con dos sustituciones de aminoacidos en estos residuos: R585A y R588A
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(la numeracién se basa en la secuencia de aminoacidos de VP1). Este mutante, al que se alude como HBKO, se testé
en cuanto a su capacidad de transducir células en cultivo.

Las lineas celulares humanas se hicieron crecer en cultivo y se transdujeron con particulas de AAV2 de tipo salvaje o
mutantes HBKO. Para medir la eficacia de la transduccion, los genomas virales de ambos tipos de particulas de AAV2
se modificaron para incluir transgenes utilizando el promotor de CBA ubicuo para impulsar la expresién de Flt soluble
(receptor 1 de VEGF humano). 48 horas después de la transduccion, se midié la eficiencia de la transducciéon
utilizando un inmunoensayo basado en ELISA para cuantificar la cantidad de Flt producida. La FIG. 2 demuestra que
el mutante HBKO mostré una capacidad muy reducida de transducir células 293 humanas en cultivo. Utilizando
numero de particulas iguales de AAV2 y células 293, el mutante HBKO mostré una reduccion del 99,6% en la eficiencia
de transduccién en comparacién con el tipo salvaje

Para medir este efecto en multiples lineas celulares humanas, se transdujeron células 293 y Hela como se describio
arriba. Para estos ensayos, los vectores se modificaron para expresar EGFP, en lugar de Flt, del promotor de CBA.
La FIG. 3 muestra que el AAV2 de tipo salvaje fue capaz de transducir ambas lineas celulares, segin se midié por
fluorescencia de EGFP. En contraste, el mutante HBKO tuvo una disminucién drastica en la transduccién de ambas
lineas celulares. Estos resultados confirman que el mutante HBKO tiene una capacidad drasticamente reducida para
transducir lineas celulares de cancer de cuello uterino y rifién embrionario humano en cultivo.

Ejemplo 2: Mutaciones en los residuos de arginina requeridos para la union a HSPG tienen efectos opuestos
sobre la transduccion mediada por AAV2 después de la inyeccion intravitrea frente a la subretiniana.

Se ensayb en el ratén la capacidad de las particulas de AAV2 mutantes de HBKO de transducir las células oculares
tras la inyeccion intravitrea y subretiniana. Las FIGS. 4A y 4B comparan la eficiencia de transduccién de particulas
de tipo salvaje y HBKO AAV2 tras la inyeccion intravitrea o subretiniana. Para estos experimentos, la eficacia de la
transduccion se ensay6 midiendo la expresién de Flt soluble (sFLT) tras la transduccién con particulas de AAV2 que
portan un transgén que usa el promotor de CBA ubicuo para impulsar la expresion de Flt. Utilizando inyeccion
intravitrea, el mutante HBKO mostr6 una capacidad muy reducida de transducir células (FIG. 4A).

Sorprendentemente, el mutante HBKO mostr6 una transduccion potenciada después de la inyeccién subretiniana (FIG.
4B). Este aumento se observé consistentemente cuando la cantidad de genomas del vector AAV2 inyectados se vario
10 veces (108 y 10° vg, como se marca). Estos resultados contrastan con los observados en lineas celulares cultivadas
y tras la inyeccién intravitrea. Estos datos apuntan a la importancia de la capacidad de unién de HSPG en la mediacién
de la transduccién de diferentes tipos de células oculares y capas retinianas mediante diferentes tipos de inyecciones
intraoculares.

Para visualizar la transduccion de células retinianas, se utilizaron particulas de AAV2 de tipo salvaje o mutantes HBKO
que portan un transgén que expresaba EGFP del promotor ubicuo de CBA. Como se muestra en la FIG. 5, las
particulas de AAV2 de tipo salvaje pudieron transducir |a retina después de la inyeccién intravitrea, como lo demuestra
la fluorescencia de GFP. Sin embargo, las particulas de AAV2 mutantes HBKO no mostraron fluorescencia de GFP
detectable tras la inyeccion intravitrea. Estos resultados estan de acuerdo con los presentados en la FIG. 4A.

La FIG. 6 cuantificé la eficiencia de transduccion de particulas de AAV2 de tipo salvaje (AAV2 CBA) y mutante HBKO
(AAV2 CBA HBKO) tras la inyeccién subretiniana. Para medir la transduccién, ambas particulas de AAV2 tenian
genomas de vector que incluian un transgén que expresaba Flt utilizando el promotor ubicuo de CBA. Se utilizaron
dos cantidades de genomas de vector para las inyecciones, como se indica en la FIG. 6. Estos resultados confirman
la observacién mostrada en la FIG. 4B y demuestran el sorprendente hallazgo de que residuos mutantes requeridos
para la unién a HSPG aumentan la capacidad de AAV2 de transducir células después de la inyeccién subretiniana.

Para visualizar la transduccion, se utilizaron particulas de AAV2 de tipo salvaje o mutantes HBKO que portan un
transgén que expresaba EGFP del promotor ubicuo de CBA. Como se muestra en la FIG. 7, la fluorescencia de GFP
en la retina aumenta tras la transduccioén con particulas de AAV2 mutantes HBKO, en comparacién con las de tipo
salvaje.

Debido a que se sabe que la inyeccién subretiniana fija como objetivo capas celulares con células fotorreceptoras, se
estudi6 la capacidad de las particulas de AAV2 mutantes HBKO de transducir fotorreceptores. En el ojo, se sabe que
el promotor de la rodopsina quinasa (RK) impulsa la expresion especificamente en las células fotorreceptoras, tales
como las células conos y bastones (Khani, S.C., et al. (2007) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 48(9):3954-61). Por lo
tanto, se generaron particulas de AAV2 de tipo salvaje y mutantes HBKO con genomas de vector que portaban un
transgén utilizando el promotor de RK para impulsar la expresion de Flt. Como se muestra en la FIG. 8, particulas de
AAV2 mutantes HBKO mostraron una transduccién potenciada de células fotorreceptoras después de la inyeccion
subretiniana, en comparacién con las de tipo salvaje. Esta observacién se observé consistentemente después de la
inyeccion con 10 veces cantidades diferentes de los genomas vectoriales (102 y10° vg como se marca). Estos
resultados demuestran el sorprendente resultado de que la mutacién de los residuos requeridos para la unién de
HSPG mejora la capacidad de las particulas de AAV2 de transducir las células fotorreceptoras de la retina después
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de la inyeccion subretiniana. La mutacion de estos residuos representa una forma potencial de potenciar la
transduccion de células fotorreceptoras para la terapia génica mediada por AAV2.

AAV es un virus de ADN de cadena sencilla sin envoltura que es un miembro de la familia de los parvovirus. Los
diferentes serotipos de AAV, incluyendo AAV1, AAV2, AAV4, AAV5, AAV6, etc demuestran diferentes perfiles de
distribucién tisular. Los diversos tropismos tisulares de estas capsides de AAV han permitido que los vectores basados
en AAYV se utilicen para aplicaciones de transferencia génica generalizadas tanto in vitro como in vivo para higado,
musculo esquelético, cerebro, retina, corazdén y médula espinal (Wu, Z., et al., (2006) Molecular Therapy, 14: 316-327).
La fijacién de un virus a una célula huésped requiere interacciones especificas de la capside del virus con moléculas
receptoras celulares. Se ha demostrado previamente que la capside de AAV2 utiliza proteoglicano de heparan sulfato
(HSPG), integrina V 5 y receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos humanos como receptores primarios y
secundarios para mediar en la entrada celular de vectores de terapia génica basados en AAV2 (Summerford, C. y R.J.
Samulski (1998) J. Virology, 72: 1438-1445; Summerford, C. et al., (1999) Nat. Medicine, 5: 78-82; Qing, K., et al.,
(1999) Nat. Medicine, 5: 71-77). El analisis mutacional de las proteinas de la capside de AAV2 ha demostrado que un
grupo de aminoacidos de caracter basico, a saber, argininas R484, R487, R585, R588 y lisina K532, contribuyen en
la unién a heparan y la transduccion in vitro de células y la transduccion hepatica in vivo de vectores AAV2. Las
mutaciones en estos residuos de aminoacidos condujeron a una gran disminucion de la transduccién hepatica de
vectores basados en AAV2 por la via de administracién intravenosa y una transferencia incrementada de genes del
musculo cardiaco y esquelético (Kern, A. et al., (2003) J. Virology, 77: 11072-11081; Muller, O.J. et al., (2006)
Cardiovascular Research, 70: 70-78).

Se investigo el papel de estos aminoacidos de caracter basico en la transduccién de vectores AAV2 en la retina tanto
por via intravitrea como por via subretiniana de administracion del vector. La mutacién de R585 y R588 elimind
significativamente la transduccién in vitro de células HEK293 y células Hela (FIGS. 2 y 3). Dalkara D et al., ((2009)
Molecular Therapy, 17: 2096-2102) sugieren que los vectores AAV2 suministrados por via intravitrea no logran
penetrar en la retina externa debido a que se unen a los proteoglicanos de heparan sulfato que abundan en la
membrana limitante interna de la retina. Como se muestra en los presentes ejemplos, tras el suministro intravitreo,
los vectores mutados R585/R588 son menos capaces de transduccion de la retina interna en comparaciéon con los
vectores AAV2 de tipo salvaje (FIGS. 4A y 5), lo que sugiere que la unién a HSPG es importante para la transduccién
intravitrea. de la retina. El suministro subretiniano de vectores basados en AAV2 conduce a una transduccioén
predominantemente de epitelio pigmentado retiniano (RPE) y a una cierta transduccién de células fotorreceptoras.
Sorprendentemente, se encontré que los vectores mutados R585/588 transducen la retina externa al menos 10 veces
mejor que los vectores AAV2 de tipo salvaje (FIGS. 4B, 6, y 7). Utilizando el promotor de rodopsina quinasa (RK)
especifico para el fotorreceptor, la expresion del transgén en los fotorreceptores aumenta significativamente con el
vector mutante AAV2 R585/R588 (FIG. 8). Estos vectores basados en mutaciones en los residuos de aminoacidos de
caracter basico en la capside de AAV2 seran muy beneficiosos para la transduccién de la retina externa, especialmente
las células fotorreceptoras para el tratamiento de una diversidad de trastornos de la retina.

Ejemplo 3 de Referencia: Expresion Generalizada de GFP después del Suministro Intraestriatal del Vector
AAV2HBKO

A través de mutaciones dirigidas al sitio introducidas en la capside de AAV2, se generd un vector mutante AAV2 HBKO
que es incapaz de unirse a la heparina. El perfil de transduccion de este vector HBKO se evalud tanto en ratones de
tipo salvaje como en un modelo de raton HD (YAC128) utilizando inyecciones intraestriatales unicas.

Métodos

Construccion del Plasmido Mutante de Arginina AAV2

El plasmido rep/cap de AAV2, pIM45BD, se muté utilizando el kit de mutagénesis dirigida a multiples sitios Quikchange
Lightning (Agilent Technologies). Se disefié un cebador de mutagénesis por PCR para introducir cambios de arginina
en alanina en residuos 585 y 588. Los mutantes positivos se confirmaron mediante secuenciacion.

Produccion de Vectores AAV

Vectores AAV recombinantes se produjeron por triple transfeccién (utilizando fosfato calcico) de células 293 de
carcinoma de rifibn embrionario humano (HEK-293) como se describié previamente (Xiao et al. (1998) J. Virol.
72:2224-2232). Brevemente, se utilizdé un plasmido que contenia el gen rep del serotipo 2 y un gen de la capside del
serotipo 1 0 2 junto con un plasmido adenoviral auxiliar (Stratagene, Palo Alto, CA). Los transgenes estaban bajo el
control del promotor de beta-actina de pollo (CBA). El virus se recogid 72 horas después de la transfeccion y se
purificé en columna como se describio previamente (Xiao et al. (1998) J. Virol. 72:2224-2232).

Animales

Todos los procesos se realizaron utilizando un protocolo aprobado por el Comité Institucional de Uso y Cuidado Animal
de Genzyme, una Compafia Sanofi (Departamento de Salud y Servicios Humanos, Publicacion NIH 86-23). Los
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ratones utilizados incluyeron ratones YAC128 (un cromosoma artificial de levadura que alberga el transgén HTT
mutante humano de longitud completa con 128 repeticiones CAG sobre un fondo FVB/NJ puro) y ratones de camada
FVB/NJ de tipo salvaje (Slow et al. (2003} Hum. Mol. Genet. 12:1555-1567; Van Raamsdonk et al. (2005) Hum. Mol.
Genet. 14:3823-3835). Tanto los ratones YAC128 como los compafieros de camada FVB/NJ se obtuvieron de una
colonia de Genzyme alojada en Charles River Laboratories. Los ratones se mantuvieron en un ciclo de luz / oscuridad
de 12 h con comida y agua disponibles ad libitum. Todos los ensayos de comportamiento se realizaron durante el
ciclo de luz de los animales (entre las 8 am y las 4 pm). Los valores N para todos los experimentos se muestran en
las Tablas 2 y 3 que figuran a continuacién.

Tabla 2 Ratones de tipo salvaje tratados con particulas de AAV que expresan GFP (Experimento 1).

‘valor n (ratones WT) ‘Dosis (DRPs)

\§Tratamiento

{AAV2HBKO-CBA-GFP

P

Tabla 3 Ratones YAC128 tratados con particulas de AAV que expresan miARN de Hit y GFP (Experimento 2).

\§Tratamiento §valor n (ratones YAC128) §Dosis (DRPs)

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

{AAV2HBKO-CBA-miARN-Htt-GFP
\;AAV 1-CBA-miARN-Htt-GFP

Procesos Quirurgicos

Los animales se anestesiaron con isofluorano al 3% y se colocaron en un marco estereotaxico. Las inyecciones
intracraneales se realizaron tal como se describié previamente (Stanek et al. (2014) Hum. Gene Ther. 25:461-474).
Brevemente, se inyectaron 3 pl de los vectores virales recombinantes en el cuerpo estriado (AP, +0,50; ML, £ 2,00;
DV, -2,5 de bregma y dura; barra de incisivos, 0,0) utilizando una jeringa Hamilton de 10 ul a un caudal de 0,5 pl/min.
La aguja se dejé en su lugar durante 1 min después de completar la infusién. Una hora antes de la cirugia y durante
24 h después de la cirugia, se administro a los ratones ketoprofeno (5 mg/kg) por via subcutanea para la analgesia.

Perfusion de los animales y recogida de tejidos

Los ratones se perfundieron a través del corazén con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) para eliminar toda
la sangre. Para el experimento 1, los cerebros se cortaron a lo largo del plano coronal, se fijaron posteriormente en
paraformaldehido al 4% seguido de sacarosa al 30%. Se cortaron secciones coronales de 20 pum utilizando un
criostato. Para el experimento 2, los cerebros se cortaron sagitalmente a lo largo de la linea media y el hemisferio
izquierdo se fijo posteriormente en paraformaldehido al 4% seguido de sacarosa al 30% y luego se seccioné en
secciones de 20 um utilizando un criostato. El hemisferio derecho (utilizado para ensayos bioquimicos) se corto a lo
largo del eje coronal utilizando una matriz de cerebro de ratén (Aparato de Harvard, Holliston, MA), y las regiones
estriatal y cortical se diseccionaron utilizando un punzoén de biopsia de 3 mm. A continuacién, el tejido del cerebro se
congel6 instantaneamente en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta su uso.

PCR cuantitativa en tiempo real (TagMan)

Los niveles de ARN se midieron mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real. Se utilizaron punzones estriatales para
todos los analisis de RT-PCR. El ARN total se extrajo utilizando el mini kit RNEasy de QIAGEN y luego se someti6 a
transcripcién inversa y se amplificé utilizando el kit TagMan® One-Step RT-PCR Master Mix (Applied Biosystems) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las reacciones de RT-PCR cuantitativa de TagMan se realizaron y
analizaron en un sistema de PCR en tiempo real ABI PRISM® 7500 (Applied Biosystems). Los niveles de expresion
de ARNm de HTT se normalizaron a niveles de ARNm de hipoxantina guanina fosforribosil transferasa 1 (HPRT1). Se
generaron curvas estandares utilizando diluciones en serie de 5 veces de ADNc de cerebro de raton. Cada una de
las muestras se realizé por duplicado. La expresion génica relativa se determiné utilizando la curva estandar o el
método AACr y normalizando a los niveles de ARNm de HPRT1. Para la deteccion de HTT, humana se utilizaron los
siguientes cebadores: 5 CTCCGTCCGGTAGACATGCT 3 y 5 CCATTTTGAGGGTTCTGATTTCC 3'. Para la
deteccién de HTT de ratén se utilizaron los siguientes cebadores: 5° TGCTACACCTGACAGCGAGTCT 3 y 5
ATCCCTTGCGGATCCTATCA 3'.

Transferencia Western
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Los niveles de proteina se midieron mediante andlisis del borrén de transferencia Western. Se utilizaron punzones
corticales para todos los analisis del borrén de transferencia Western. Se homogeneizaron tejidos, a una
concentracién final de 50 mg/ml en tampén de lisis T-Per (Pierce) y que contenian el céctel inhibidor de proteasa
completo (Roche). Los homogeneizados se aclararon mediante centrifugacion a 10.000 xg durante 6 min a 4°C. La
concentracion de proteina se midié utilizando el ensayo BSA (Pierce). De veinte a treinta microgramos de los
homogeneizados se resolvieron en un gel tris-acetato al 3-8% de Novex y después se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa. Las membranas se sondaron con un anticuerpo monoclonal anti-huntingtina de raton (Mab2166;
dilucion 1:2000, Millipore) y anticuerpo policlonal anti-B-tubulina de conejo (dilucién 1:750, Santa Cruz Biotechnology).
A continuacion, las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios infrarrojos (dilucién 1:20.000, Rockland) y
las proteinas se visualizaron mediante fluorescencia cuantitativa utilizando Odyssey (LI-COR Biosciences). Para
controlar las variaciones de carga, la proteina Htt se normaliz6 a B-tubulina y se expresé como un porcentaje de
animales no tratados o tratados con solucién salina. Se utilizaron marcadores de peso molecular para verificar la
identidad de las proteinas.

Inmunohistoquimica

Secciones de cerebro congeladas se tifieron con anticuerpo anti-GFAP de conejo para tefiir astrocitos (1:2500; DAKO,
Glostrup, Alemania) o con anticuerpo anti-lbal para visualizar la microglia (1:500; WAKO Chemicals USA, Richmond,
VA). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron anticuerpos de burro anti-especies especificos conjugados con
FITC o Cy3. Las secciones se visualizaron utilizando un microscopio fluorescente Nikon Eclipse E800 (Nikon, Melville,
NY).

Estadisticas

Los valores medios se utilizaron para los analisis estadisticos. Los datos se expresan como la media + EMT. Para
los estudios que utilizaron dos grupos, se utilizd el test t de Student para la comparacién estadistica. Para las
comparaciones de mas de dos grupos, se utilizé ANOVA de una via, seguido del test post-hoc de comparacién miltiple
de Tukey (Prism GraphPad). p<0,05 se consideré como una diferencia estadisticamente significativa.

Resultados

Como se describié arriba, los vectores AAV2-eGFP y AAV2HBKO-GFP se inyectaron en ratones de tipo salvaje en el
Experimento 1 (Tabla 2). Todos los animales se sacrificaron 30 dias después de la inyeccién. La microscopia de
fluorescencia revelé que los vectores AAV2 y AAV2HBKO impulsaban la expresién del transgén de GFP en neuronas
transducidas (FIGS. 9A y 9B). La expresion de GFP se limitd a la pista de inyeccion para AAV2, con una dispersién
minima mas alla del sitio de inyecciéon (FIG. 9B). Sin embargo, cuando se compara con el AAV2 tradicional, el
AAV2HBKO condujo a una expresion de GFP mas robusta y extensa, con expresién observada mucho mas alla del
sitio de inyeccién (FIG. 9A). Estos resultados demuestran la expresién robusta y generalizada de transgenes
suministrados al SNC utilizando un vector AAV2HBKO.

Ejemplo 4 de Referencia: Comparacion de la expresion de GFP mediada por AAV2HBKO y AAV1 después de
la inyeccion intraestriatal en cerebros de raton YAC128

Como se describié arriba, los vectores de serotipos AAV2HBKO y AAV1 se inyectaron en ratones YAC128 en el
Experimento 2 (Tabla 3). Estos vectores impulsaron la expresion de un miARN artificial que fija como objetivo HTT
humana y un informador de GFP. Los dos vectores AAV1 y AAV2HBKO mostraron una distribucién robusta de GFP
30 dias después de la inyeccién en el cuerpo estriado (FIGS. 10A y 10B). Sin embargo, el patréon de expresion de
GFP aparecié marcadamente diferente entre los dos serotipos de vector. La expresién de AAV1 de GFP (FIG. 10A
era mas irregular y menos uniforme que la expresion de AAV2HBKO GFP (FIG. 10B). La transduccién del vector
parecia ser exclusivamente neuronal en los cerebros de AAV2HBKO en comparacion con los serotipos de AAV1 que
transducian tanto neuronas como células gliales, principalmente astrocitos. Estos resultados demuestran que
AAV2HBKO mostr6 un perfil de expresion y transduccion muy diferente en comparacion con el AAV1 tradicional.

Ejemplo 5 de Referencia: La inyeccion de AAV2HBKO-miARN-Htt en ratones YAC128 da como resultado la
reduccion del ARNm de HTT

A continuacion, se evalud la capacidad de los serotipos de vector AAV1 y AAV2HBKO de expresar un miARN que
silencia la expresion de HTT en el cuerpo estriado de ratones YAC128. Ratones adultos YAC128 recibieron
inyecciones intraestriatales bilaterales de AAV2/1-miARN-Htt o AAV2HBKO-miARN-Htt, y se analizaron los cerebros
30 dias después del tratamiento. Los niveles estriatales de ARNm de HTT humano mutante se redujeron
significativamente en ratones a los que se inyectaron AAV2 1-miARN-Htt y AAV2HBKO-miARN-Htt cuando se
compararon con controles no tratados (FIG. 11A). El analisis del borrdn de transferencia Western de punciones del
cerebro corticales mostré una tendencia hacia la reduccion Htt en ambos grupos de tratamiento; sin embargo, la
variabilidad en las muestras de control no tratadas impidié que los datos alcanzaran significancia estadistica (FIG.
11B). Estos resultados demuestran la eficacia de la inactivacién de genes por ARNi utilizando vectores AAV1 y
AAV2HBKO.
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Ejemplo 6 de Referencia: Inyeccion de AAV2HBKO-miARNHtt en ratones YAC128 no provoca
neuroinflamacion

Para determinar si inyecciones de AAV conferian neuroinflamacion, se examinaron los niveles de los marcadores
neuroinflamatorios de |a proteina de caracter acido fibrilar glial (GFAP, un marcador de astrocitos) e Iba1 (un marcador
de microglia) 30 dias después del tratamiento. No se observaron incrementos notables en los niveles de Iba1 después
del tratamiento con AAV2HKO, en comparacién con los cerebros no tratados (véanse las FIGS. 12A y12B). Sin
embargo, el tratamiento con AAV2/1 provoco un aumento en los niveles de Ibal en el sitio de inyeccién (FIG. 12C)
que se ha observado previamente. No se observaron incrementos notables en los niveles de GFAP en ninguno de
los cerebros tratados 30 dias después de la inyeccion en comparacion con los controles no tratados (FIGS. 13A-13C).
Estos resultados indican que AAV2HBKO fue capaz de impulsar la expresién de un miARN dirigido hacia HTT humana
y generar una reduccion de HTT en ausencia de activacién microglial, en comparacion con el serotipo AAV1.

Conglusiones

Los serotipos actuales del vector AAV muestran una distribucién limitada en el cerebro después de la administracion
en un solo sitio (p. ef., Christine, C.W. et al. (2009) Neurology 73:1662-1669; Mandel, R.J. (2010) Curr. Opin. Mol.
Ther. 12:240-247), como se comenta en detalle en esta memoria, los autores de la invencién han descubierto que la
administracion de vectores AAV que tienen una unién reducida a proteoglicanos de heparan-sulfato (HSPG) en las
superficies celulares potencia la transduccion de AAV en el SNC. Estos resultados demuestran la utilidad de AAV que
tiene la unién a HSPG modificada para la terapia génica del SNC en donde se desea una distribucién generalizada
del vector. Ademas, los autores de la invencion también han descubierto que los vectores AAV2 que tienen una unién
a HSPG reducida exhiben un perfil de seguridad ideal (ya que fijan exclusivamente como objetivo neuronas), al tiempo
que logran una eficacia de transducciéon amplia y robusta. Por tanto, vectores de este tipo son (tiles para indicaciones
del SNC que requieren una transduccion neuronal generalizada a partir de un suministro intraparenquimatoso.

Ejemplo 7 de Referencia: Transduccion in vitro y subretiniana por vectores mutantes AAVrh8R y AAVrh8R
Métodos
Construccion del Plasmido Modificado de Arginina AAVrh8R

El plasmido rep/cap de AAVrh8R se mutd utilizando el kit de mutagénesis dirigida a multiples sitios Quikchange
Lightning (Agilent Technologies). Se disefié un cebador de mutagénesis por PCR para introducir cambios de alanina
586 en una arginina (AAVrh8R-A586R) o arginina 533 en una alanina (AAVrh8R-R533A). Los mutantes positivos se
confirmaron mediante secuenciacion.

Generacion de Vectores rAAV

Se produjeron vectores AAV recombinantes que expresaban proteina fluorescente verde potenciada (EGFP) o hibrido
de receptor de VEGF soluble (sFLT02) mediante transfeccién triple de células 293 utilizando los plasmidos rep/cap
pAAVrh8R, pAAVrh8R-A586R o pAAVrh8R-R533A y pAdHelper. Los transgenes estaban bajo el control del promotor
de B-actina de pollo (CBA).

Ensayos de Transduccion in vitro

Células Hela, HeLaRC32 o NS1 se sembraron en placas de 24 pocillos (1 - 2 x10° células por pocillo). 24 horas
después de la siembra, las células fueron infectadas con 1 x 10* vg/célula - 1 x 10% vg/célula (+) Ad5ts149. La eficiencia
de transduccién se midi6 48 horas después de la infeccion por fluorescencia EGFP o por ELISA para cuantificar
sFLTO02 en el medio (ELISA VEGF R1 soluble humano de R&D Systems).

Animales.

Se adquirieron ratones C57BL/6 adultos obtenidos de Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME) y se mantuvieron en un
vivero. Los animales tuvieron acceso libre a alimentos y agua durante el tiempo del estudio. Todos los procesos se
realizaron bajo un protocolo aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales.

Inyeccion Subretiniana.

Se indujo midriasis y cicloplejia con una aplicacion tépica de Tropicamida (Alcon, Fort Worth, TX). El letargo se indujo
y se mantuvo utilizando isoflurano al 3,5% portado en 800 mL/minuto de oxigeno suministrado al animal a través de
un cono nasal. El ojo se inmovilizé con unas pinzas de punta anular (World Precision Instruments, Sarasota, FL) y se
coloc6 una incisién piloto aproximadamente 2 mm por debajo del limbo en la esclerética utilizando una aguja de calibre
30. Se dirigié una aguja de punta roma de calibre 33 a través de la incision y se hizo avanzar posteriormente hasta
que la punta penetr6 en la retina neurosensorial posterior. Se administré un microlitro de articulo de ensayo a lo largo
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de un segundo. La aguja se mantuvo en su posicién durante aproximadamente cinco segundos antes de retirarla. Se
dejo que el animal se recuperara de la anestesia antes de regresar a su jaula.

Cuantificacion de sFLT02 en lisados de retina.
Se midi6 sFLTO2 en lisados de retina de ratén utilizando el kit ELISA VEGF R1 soluble humano de R&D Systems.
Resultados

Para investigar el papel de los residuos de arginina de la superficie de la capside en la transduccion de AAVrh8 de la
retina, se generaron vectores AAVrh8 con proteinas de la capside que portan mutaciones en los residuos que
corresponden a las argininas de AAV2 implicadas en la unién a HSPG. La FIG. 14 compara cinco residuos de capside
criticos para la union de AAV2 a HSPG con los residuos correspondientes en AAVrh8R. Como se muestra en la FIG.
15, se construyeron dos mutantes AAVrh8R, cada uno portando una sustitucién de aminoacidos en estos residuos:
A586R y R533A (la numeracién se basa en la secuencia de aminoacidos de VP1).

Para evaluar el efecto de afiadir residuos de arginina a la capside de AAVrh8R en la transduccion in vitro, se infectaron
células HeLa con AAVrh8R-sFLT02 o un vector AAVrh8R-A586R-sFLT02 modificado que tiene una arginina afiadida
en la posicién A586 (AAVrh8R A586R), ambos a razén de 1 x 104 DRP/célula. 48 horas después de la infeccién, se
evalud la eficacia de la transduccién midiendo sFLT02 en el medio de cultivo celular. El AAVrh8R-A586R exhibid una
transduccion varias veces mayor en comparacion con el AAVrh8R sin modificar (FIG. 16A).

Para evaluar el efecto de la eliminacién de la capside, argininas en transduccién in vitro, las células HeLaRC32 se
infectaron ya sea con el vector AAVrh8R o el vector AAVrh8R-R533A (ambos a 1 x 10* DRP/célula). AAVrh8R-R533A
tenia una transduccion significativamente reducida en comparacién con AAVrh8R (FIG. 16B).

Se llevaron a cabo experimentos similares utilizando la expresion de EGFP como medida de la eficacia de la
transduccion. AAVrh8R-A586R-EGFP exhibié una transduccion sustancialmente mejorada de células NS1 en
comparaciéon con AAVrh8R (comparese la FIG. 17B con la FIG. 17A). Por el contrario, el vector AAVrh8R-R533A-
EGFP tenia una transduccioén reducida en células HeLa en comparacién con AAVrh8R (comparese la FIG. 17D con la
FIG. 17C).

En conjunto, estos experimentos sugieren que la adicién de argininas a la capside de AAVrh8R mejora la transduccion
in vitro de AAVrh8R, mientras que la eliminacion de argininas de la capside de AAVrh8R altera la transduccion in vitro.
Estos resultados demuestran que la transduccién in vitro por AAVrh8R esta fuertemente influenciada por residuos de
arginina en la céapside.

Para determinar el efecto de argininas en la transduccién subretinal de AAVrh8R, a los ratones C57B16 se les
inyectaron 1 x 102 DRP de AAVrh8R, AAVrh8R-A586R o AAVrh8R-R533A que expresan sFLT02 a partir del promotor
de CBA. Los ratones fueron sacrificados 30 dias después de la administracién del vector y se midié sFLT02 en los
lisados de retina.

La transduccion de AAVrh8R-A586R de la retina de ratén se redujo sustancialmente en comparacién con AAVrh8R y,
de hecho, fue equiparable a AAV2, que también tiene una arginina en esta misma posicién, R585 (FIG. 18A). La
transduccion de AAVrh8R-R533A de la retina de raton mejord en comparacion con AAVrh8R (FIG. 18B).

Estos datos destacan la influencia de las argininas de la capside en la transduccién subretiniana de AAVrh8R y
sugieren que la transduccién subretiniana se mejora mediante la eliminacién de argininas de la capside de AAVrh8R.
Estos resultados demuestran que la transduccién subretiniana por AAVrh8R esta fuertemente influenciada por
residuos de arginina en la capside.

Ejemplo 8 de Referencia: La transduccion intravitrea de AAVrh8R se mejora mediante la adicidon de arginina
en la posicion 586

Métodos
Inyeccion intravitrea

El letargo se indujo y se mantuvo utilizando isoflurano al 3,5% portado en 800 mL/minuto de oxigeno suministrado al
animal a través de un cono nasal. Se inyecté un microlitro de articulo de ensayo en el humor vitreo utilizando una
jeringa Hamilton equipada con una aguja biselada de calibre 33 (Hamilton Co., Reno, NV). La aguja se dirigi6 a través
de la esclerotica aproximadamente 2 mm por debajo del limbo y se hizo avanzar con cuidado hacia la camara vitrea
para evitar el contacto con el cristalino. El articulo de ensayo se suministré a lo largo de un periodo de 1-2 segundos.
Después de la inyeccion, la aguja se mantuvo en su posicion durante aproximadamente cinco segundos antes de
retirarla. Se dej6 que el animal se recuperara de la anestesia antes de regresar a su jaula.
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Cuantificacion de sFLT02 en lisados de retina
Se midi6 sFLTO2 en lisados de retina de ratén utilizando el kit ELISA VEGF R1 soluble humano de R&D Systems.
Resultados

Para evaluar el efecto de la adicion de argininas a la capside de AAV sobre la transduccién intravitrea, a ratones
C57B16 se les inyectaron 1 x 10° DRP de AAV2, AAVrh8R o AAVrh8R-A586R, cada uno portando una construccion
que expresa sFLT02 a partir del promotor de CBA. Los ratones fueron sacrificados 30 dias después de la
administracion del vector y se midié sFLTO2 en los lisados de retina. La transduccién de AAVrh8R-A586R de la retina
de ratén se mejord sustancialmente en comparacién con AAVrh8R vy, de hecho, fue equiparable a AAV2, que también
tiene una arginina en esta misma posicion, R585 (FIG. 19). Estos datos indican que la transduccién intravitrea de la
retina se puede mejorar mediante la adicién de argininas a la capside de AAV. En base a estos resultados y la
homologia de secuencia entre las capsides de AAV (FIG. 20), la transduccién intravitrea de la retina por particulas de
AAV que portan cépsides de AAV1, AAV6, AAV8, AAV9 y AAVrh10 puede mejorar de forma similar la transduccion
retiniana.

SECUENCIAS

Todas las secuencias de polipéptidos se presentan en posicidon N-terminal a C-terminal, a menos que se indique lo
contrario. Todas las secuencias nucleicas se presentan de 5’ a 3’, a menos que se indique lo contrario.

Secuencia de aminoéacidos de AAV2 VP1

MAADGYLPOWLEDTLSEGIRQWWKLKPOPPRPKPALRHEDDSRGLVEPQYRYLGPENGLDELTEPVYNE
ADAAALEHDKAYDRQLDSGONPYLKYNHADABFQERLKEDTSFGOGNLGRAVPQAKKRVLEPLGLVE
EPVETAPGRERPVEHSPVEPDSS SCGTOGRAGQOPARKRINFGUTGRADSVPDPOPLGQPPAAPSGLITTN
TMAY (:S(:AP\I/\} INNEGADRGVENSSOGNWHCDSTWMGDRVITIS TRTWALPTYNKNHLY KQISSQSGAS
NONHYBGY VOYFOFNRFECHESPRDWOQRLINNNWHFRPERLNFKLFNIQVKEVIONDGTTTIANN

LISTVQV SEY( TOSARQGCLPFPADVIMVYPQYGYLTLMNGSQAVGRSSFYCLEYFPSQMIL
RTGNNTIFSY TR {)\' PFHSHY AHSOBLDRLMNPLIDOQYLY YLSRINTPSGYTTOSRLOQFSQAGASDIRDQ

SENWLPGPCYRQORYSK TS ADNNNSEY SWTGATKYHLNGRDSLYNPGPAMASHKDODEEKFFPQRGVL
FGRKOQGSER TNVREK VMITTDERRIR TTNPYATHOYGS VI TN ORGRNRQAATADYNTQGVLPGM YW
DRDVYLQGHIWAKIPHTDGHHESPLMGGHGLK HPPPQULIKNTEVHEANPY T UFSAARKPASFITQY N TG
VSVEIEWELQRKENSKRWNPBIQYTSNYNKSVNVDFTVI TNGVYSEPRPIGTRYLTRNL BQ D NOD

Secuencia de aminoacidos de AAV2 VP1 HBKO

MAADGYLPDWLEDTLSEGIRQW WELKPOPPRPKPAEKRH M)USR(;{ VEPGYKYLGPENGLDKGEPYNE
$3

ADAAALEHDKAYDRQUDSGONP YLK YNHADAEFERLKES HANLGRAVFQAKKRVEEM GE
ERPYKTAPGRKRPVEHRPVEPIRSSGTOKAGOQPARKRENFGITGDARSVPDRPOPLOOPPAAPSGLOTN
TMATGSGAPMADNNEGADGVONSISGNWHCDS TWMGDRVITTS TR PWALFTYNNBLY KQISSQNGAS
NDNIYPGYSTPWOYFOFNREE I{"HI’*‘SPRI‘}W{WR]’ ANNNWGERPKRINFKIINIQVRKEVIONDGTTTIANN
LIRIVOVETDSEY QULPY VLGS AHQGULEPFPADVEMVPOYGY L TENNGRQAVORSSEYCLEYFPSQMI.
REGNNFTESYTHFRDVPRHSS Y AHSQSL )R} MNPLIDOQYLY YLSETNTUSGUITOSRLQPSQAGASDIRDQ
SRNWLPGPUYRQORVSK TRADNNNSEYSWTOATKYBLNGRDSLYNPGPAMASHKDDEERFFPOSGVL
FORQUSERTNVDIEEVMITDEEEIR TINPVATEQYGS VS TNLQAGN AQAATARVNTQO VLPGMVWO
DRDVYLQGPIWAKIPETDCGHPHPSPLMGGRGLCHPPPQILIKNTPYRANPS TTES AAKFASFITQYSTGQ
VS VEEWELQEENSKRWNPEIQY TOSNYNKSYNVDFTVDTNGY Y SEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ) KOk

Secuencia de aminoacidos de AAV2 VP2

MAPGKKREVEHSPVEPDASSGTGKAGKIQPARKBLNFGRTGDADS VPDRQPLGQPPAAPSGLETINTMA
TGSGAPMADNNEGADGYONSSONWHCDS TWMGDRVITTS TRTWALPTYNNHLYKOQISSQSGASMNDN
EYPOYSTPWGYFDENRPHCHFSPROWORLINNWOFRPKRINFELENIQVEEVTONDGTTEIANNLYS
TVQVFTRSEYQLP Y VLGS AHQGCLPERPADVEMVPQYGYT T NNGSQAVGRESEYCLEYFPSOMIRTG
NNFUESYTREDVPRHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTOSRLOESQAGASDIRDOQSRN
WLPGPCYRQORVEKTRAD SEYSWIGATRKY BLNGRDSLVNPGPAMASHKDOEEKFFPOSGVEIF
KQGSEKTNVDIERVMITDEEEIRTINPVATEQYGSVSINLORONROAATADVNIQGYLPOMVWOQDRE
VYLEOGPIWAKIPHTDGE PEMGOPOLEHPPPUILIKNTPYPANPS TIPS AAKEFASIIIQYSTOQVSEVE
EWELQRENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVYRFTVDINGVY SEPRPIGTRYLTRNL (SEO D NO<3)

Secuencia de aminoacidos de AAV2 VP2 HBKO
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MAPGKKRPVEHSPVEPDSSSGTGRAGUQPARKRINFGOTGDAL )S‘\’ PRPOPLGUPPAAPSGLIYINTMA
TGSGAPMADNNEGADGVUNSSENWHODS TWMGDR VITTS IR TWALPPYNNELYKQIRSQSGASNDN
HYFOYSTPWOYFDENREHCHESPRDWOQRLINNNWGEFRFKRUNFKL ¥ 3\!(}\» REVIONDGTTTIANNLYS
TVQVETIS ’t"Q{ I’Y’V} {‘i‘i \i‘i(‘x‘}(“t {’}’}"{’ '\D\*’"‘\W’{'Q‘{'(}YI HLANNGSQAVGRISEYCLEYFESMIMLRTG
) DOYLYYLSKINTPSGTTTOIRLOFSQAGASDHRDQSRN
WEPGRCY I{Qf RV Sf\i% \{)I\‘Q\\}i\"\" 1(' ATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKDOEEKPFPQSGVLIFG
KQOUSEKTNVEERVMITDEERIR TTNPVATEQYGS VI INLOAGNAQAATADYNTQOG VL PGMYWODRD

» &

VYLQGPIWAKIFH TOGHFHPSPLMGGFGLEKHPPPQI IKNTEVRANPSTTESAARFASTITQY STUQVSVE
TEWHLOKENSKRWNPRIQY TSNYNKSVNVDETVDTINGVY })}‘.PRP.{(!} RYLTRNL {SEQ I NO;

Secuencia de aminoacidos de AAV2 VP3

MATGSGAPMADRNNEGARGVGNSSGNWHCDSTWMOGDRVITTSTRTWALPTYNNHL YKQISSQSGASN
DINHYPFGY R EPWOYFDENRFICHES PRDWORLINNNWOFRPKRENFRLFNIQVKEVTONDOTTTTANNEL
TSIVOVETDSEY QLY VLGS AHQUCLPPEPADVEMVYPOQYGY L TINNGSQAVGRSSEY CLEYFPSQMER
TONNFIFSYTREDVPRHSS Y AHSQSLORLMNPLIDOYLY YLSRINTRPSGTTTQSRLOFSQAGASIIRDOS
RNWILPGPUYRQURVSKTS WTGATREYHLNGRODSLVNPGPAMASHEDDEEKFEPQSGVLE
PORQGSERINVIIERVMITD CATEOQYGSVSINLORONRQAATADVNTOQGVLPOMYWQD
ROV YLQOGPIWAKIPH TDGHEHPSPL \i{_s(,‘i}‘()l KHPPPQILIKNEPV PANPS TIESAAKEASHFITQY N IGQVS
VEIEWELQEENSKRWNPEIQY TSNYNKSVNVODFTVDINGVYY SEPRPEGTRYLIRNL (SEQ 1D NO:5)

Secuencia de aminoacidos de AAV2 VP3 HBKO

M. \1 GSGARMADNNEGADGVGNSSONWHUDS TWMGDRVITTN TRTWALFTYNN
Y STPWGYFDFNRFHOHESPRIWORLINNNWGPRPERLNFKLFRNIQVKE
VETDSEYOLPY VLGS ABQUCLPPFPADYEMYPOYGY L TLENGSQAVORSS
TGNNFTTFSY TREDVPEUSSY .-'»\HSQS}' .»}"}R? ,MNPY ,ﬁ}(}Y{ Y ’t" 1.5% "{'i-’S{}'s'ivf "i‘(;}.‘im ..QF.

H YKQ?SSQSGASN

RDVYLOGH Pl '_ KN ."‘
VEIEWE _.-QKENSKR\?\"E\E}“.EﬁiQY’.{‘SNYNK(\\'\\’}}I‘E\i_}il\( ;\\S}_,}’RPK .]}Q‘I 1R.\I t‘sI Q m N) ]

Secuencia de aminoacidos de AAV3 VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPOVPOPRANCQOHODNRRGLVLPGYKYLGPGNGLDEGER
YNEADRAAALEHDKAYDOQQUEAGDNP YLEYNHADAEFQERLQEDTSFOONLGRAVIQAKKRILERL
AAKTAPGRERPVDUSPOEPDSSSGVOGKSGROPARKRINFGQTGDRESVPDPOPLGEPPAAPT
SLGSNTMASGGUAPMADNNEGADRGVONSSONWHCRSQWLGDRVITTS IR TWALPTYNNHLYRQIS
SOSCGASNDNB Y FOYSTPWOYFDFNRFHCHESPRDWORLINNNWGFRPKRLSFRLENIOVREVTOND
GTTTIANNLTISTVOVETDSEYQLPY VIS AHQGCLIPPFRPADVEMVPOYGYT. TERNGSQAVORSSTYC
{ {XH‘\{}\IE Rl(N\I Q{ \‘r }I} })\ Pi {IS& AHSQSLORIMNPLIDQY LY YLENRTQUTTSGTTNGSRLL
FHQ LRETANDNN FIPWTAASKY BLNGROSLYNPGPAMASH
KDUI;?:&KE I P.’\:HE(}I\I ﬂ {_sKi (_s Fi .\b.\fA} DONVMITDEEEIRTINPYATEQYGTVANNLOSINTAPTIRT
VEDQGALPOGMVWQDRDVYLOQGPTWAKIFHTDOHFHPSPLMGOPGLKHPPPUIMIKNTEVPANPPTTT
SPAKFASHICY STGOVSVEIEWHELOQKENSKRWNPEIGCTSNY NKRVNVDFEVIYING VY SEPRPRE TR
YLTRNL €85G D NOT)

ITR mutado para vectores scAAV

CACTCOCTCTCTGUGUGCTOGUTCQUTCACTGAGGUCGHGUQATTAAAGG TUGCCUACHGCCCGG
GUTPTTGCOCCGGOOG BEQ D NO)

Secuencia de aminoacidos de AAVrh8R VP1
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MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPRANQOKODDOGRGLVEPGYKYLGPENGLDKGEP
VNAADAAALEHDRKAYDQQUKAGDNPYLRYNHADRAEFQERLOEDTSFGONLGRAVEQAKKRVLEP
LOLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPOEPDSSSGIGK TGOQOQEAKKRINFGQTGDSESVEDPOPLGERPAAPS
GLOENTMASGOGGAPMADNNEGADGVONSSGNWHC DN TWLOGDRVITIN TRTWALPTYNNHLYKQIS
NGTSGORINDNTYFOYSTPWOYPDENRFHCHPSPRDWOQRLINNNWGPRPKRLNPKLFNIQVEKEVTT
NEGTKTIANNUISTVOVRFIDSEYQLPY VLGS AHQGULPPPPADVEMVPQYGY L TLNNGSOQALGRSSE

YOLEYPPSQMLETONNPOQPS Y TFEDVPREHS S Y AHSQSLDRLMNPLIDOQYL Y YLVRTOQTTGTGGTQTL

APSOAGESSMANQARNWVYPGRCYRQOBVETTINGN NEFAWTGAAKFKINGRODSEMNPGVAMA
SHEDDEDRFFPSSGVLFGEQGAGNDO VDY SQVLITHEEEIKATNEVATEE YOAY AINNOGAANTQAQ

TOLVHNQGVIPOMVWONRDVYLQGPIWAKIPHTDONFHES PLMGGFGLE HPPEQILIENTPVPADEY
PARNQARLNSFHOYSTGQVSVEIEWELQGKENSKEWNPEIOY AN Y YKS TN VRIFAVNTHOVY SEPKRPL
GEIRYLTRNL (SEQ HYNOW

Secuencia de aminoacidos de AAVrh8R A586R mutante VP1

MAADRGYLPOWLEDNLSEGIREWWHLEPGAPKPEANQQEODDGROGLVLPOGYKYLOGPFNGLDKGER
YNAADAAALEHDKAYDOQUEAGDNPYLRYNHADABFQERLOEIVISFGONLGRAVEQAKKRVLEDP
I ERIAY KEAPGEKEPVEQSPQEPDSNSGIGRTGQOPAKKRLNPFGQTGDSERVIPDPQPLGEPPAAPS
GLGPNTMASGOGGAPMADNNEGADGVONSSONWHODSTWEGDRVITTS TRTWALFTYNNBLYKQIS
NGISGGYTMINTYPOYSTPWOGYPLIENRFHCHESPROWORLINNNWGFRPKRINFELUENIQVEEVTT
NEGTKTIANNLIISTVOVFTDSEY QLPY VLGS ARQOGCLPPTPADVIMVPQYGYLTLNNGSQALGRESE
YOLEYPFESOMLREGNNIOFSYTIEDVPIHE S YABSQSLDRLMNPLUIDQYLY YLYRTQTIGTGHTQTL,
AFSQAGPSSMANQARNWYPGPCYRQORYSTTTNORNNSNFAWTGAAKPRINGRDSEMNPGVAMA
SEKRDEDRFEPSSGVLEGRKOGAGNDIGVDYSQVLITY HEATNPVATEEYGAVAINNQRANTOQAL
TGLVHNQGVIPGMYWONRDVYLQGPIW ARKIPHTOGNFHPSPLMGGHFGLKHPPPOHLER TPV PADPR
LTEMQAKLNSHFITOYSTGOVAVEIRWELQRKENSKRWNPEIQY TSN Y YRS TNVDEAVNTHGVYSEPRI
IRYLTRKL (SEQ D NOHR

Secuencia de aminoacidos de AAVrh8R R533A mutante VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLPGYKYLGPI'NGLDKGEP
VNAADAAALEHDKAYDQQILKAGDNPYLRYNITADAEFQERIL.QEDTSFGGNI.GRAVFQAKKRVLEP
LGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPQLEPDSSSGICKTGQQPAKKRLNIGQTGDSES VPDPQPLGEPPAAPS
GLGPNTMASGGGAPMADNNEGADGVGNSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLYKQIS
NGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDENRFHCHFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTT
NEGTKTIANNLTSTVQVFTDSEYQLPY VLGSAHQGCLPPFPADVEFM VPQYGYLTLNNGSQALGRSSF
YCLEYFPSQMI.RTGNNFQFSYTFEDVPFIISSYAIISQSIL.DRI.MNPLIDQYLYYLVRTQTTGTGGTQTI.
AFSQAGPSSMANQARNWVPGPCYRQOQRVSTTTNQNNNSNFAWTGAAKFKI.NGRDSI.MNPGVAMA
SHKDDEDAITPSSGVLIIGKQGAGNDGVDYSQVLITDEEEIKATNPVATEEYGAVAINNQAANTQAQ
TGLVHNQGVIPGMVWOQNRDVYLOQGPIWAKIPHTDGNIHPSPLMGGUGLKHPPPQILIKNTPVPADPP
LTFNQAKLNSFITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNY YKSTNVDFAVNTEGVYSEPRPI
GTRYLTRNL (SEQ ID NO: 11}

Secuencia de aminoacidos de AAV1 VP1

MAADGYLPOWLEDNLSEGIREWWDRLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVEPGYKYLGPFNGLD
KGEPVNAADAAALEHDRAYDROQLKAGDNPYLRYNHADAEFOQERLOQEDTSFGGNLGRAVEQ
AKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKRPVEQSPOEPDSSSGIGKTGQOPAKKRLNFGUTGDSE
SVPDRPOPLGEPPATPAAVGPTIMASGOGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVI
TISTRIWALPTYNNHLYEQISSASTGASNDNHYFGYSTPWG Y FDENREFHCHESPRDWORL
INNNWGERPRRINTRKLENIQVKEVTINDGVITTTANNL TS TVOVESDSEYQLPY VLGS AHQ
GCLPPEPADVIMIPOYGYLTLNNGSQAVORSSTYCLEY TPSOQMLRTONNETESY THEEVE
PHSSYAHSGSLDRLMNPLIDQYLY YLNRTONQSGSAQNKDLLESRGSPAGMSVQPRNWLLP
GPCYRQORVSKTKTDNNNSNFIWTGASKYNLNGRESHNPGTAM ASHKDDEDKEFPMS GV
MIFGKESAGASNTALDNVMITDEEEIKATNPVATERFEGTVAVNFQSSSTDPATGDVHAMG
ALPGMVWQDRDVY LQGPIWAKIPHTDGHEHPSPLMGGHEGLKNPPPOILIKNTPVPANTPA
EFSATKEASFITQYSTGOVSVEIEWELQKENSKRWNPEVRY TSNYAKSANVIFTVINNGL
YTEPRPIGTRYLTRPL (SEQ 1D N(O:12)
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Secuencia de aminoéacidos de AAV6 VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWIHLKPGAPEPKANQQRKQDDORGLVEPGYEYL.GPENGLD
KGEPVNAADAAALEHDKAYDQOLKAGONPYLRYNHADAEFQERLOQED TS FGOGNLGRAVEQ
ARKRVLEPFGLVEEGAKTAPGEKKREVEQSPOEPDASSGIGKTGROPARKRENFGQTGDSE
SVPDPOPLGEPEATPAAVEPTIMASGOGGAPMADNNEGADG VOGN ARGNWHCDS TWLGDR V]
TINTRTWALPTYNMBUYKOQISSASTOASNDNHYFOYSTPWOYFDPNRFBCHESPRIDWOQRL
INNNWOPRPERLNPRKLENIQVEEVTINDGVY THANNUTSTVQVESDSEYQLPY VLGS AHQ
GULPPFRADVEMPOYGY LHLNNGSQAVGRSSEYCLEYEPSQMLR TOGNNPTESY TREDVD
FHSSYAHSQSLDRILMNPLIDOYLY YEXRTONQSGSAQNKDLLFSRGSPAGMSVQPKNWLP
CGPCYROGORVSKTRTDNNNSNPTWTGASK YNLNGRESHNPGTAMASHKDDKDEFHMASGY
MEFGEESAGASNTALDN VMITDEERIKATNFVATERIGTVAVNLQOSAS TOPATGDVHVMG
ALPGMVWQDRDVYLOGPEW AR IPHTDGHEHPS FLMOGEGLKHPPPOQHIEN TPV RPANPPA
PPSATREASFIIOYSTOGOVSVEIEWELQRENSKRWNPEVQY TSNY AKSANVIFTVINNGL
YTEPRPHGIRYLTREL {SEQ ID RO

Secuencia de aminoéacidos de AAV8 VP1

MAADGYLPRDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPKPRANQORQDDGRGLVLPOYRYLOPENGLD
KGEPYNAADAAALBHDEAYDQOLOAGONPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGORNLORAVIY
ARKRVIEPLGUVIERGAKTAPGKERPVEPSPOREPDISTGIOKK GQQPARK RLNPGUTGDS
ESVPIPQPLGEPPAAPSGVGPNTMAAGGO APMADNNEGADGVGRSSGNWHUDSTWLGDRY
TTSTRIWALPTYNNHLY RQENGTSGOAINDN Y REGY S PW O Y FDFNRIBRCHESPRDWQ
RELINNWOFRPKRUSFKLENIQVKEVHONEGTKTIANNL TS TIOVFTDSEYQLEY VLGS A
HOOGCLPRFPADVIMIPQY GYLTLNNGSQAVUGRSSEY CLEYFPSQMLRTGNNPOETYTHED
YPRHSSY AHSQSLBRLMNPLIDOYLY YLSRTQUTGGTANTQTLGPSQGGENTMANQARKNW
LPGPOYRQURVSTTTGONMNNSNFAW TAGTREYHLNORNSLANPOIAMATHEDDEERPFPSN
GILIFGEKONAARDNADYSDVMLTSEEEIKTINPVATEEYGIVADNLQOONTAPQIGTVNS
QGALPOMVYWONRDVYLOGHIWAKIPH TDGNFHPS PLMGORGLKHPPPOILIKNTPVPADP
PUTERNQSKENSPITQY STGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQY TSNY YRS TSVDFAVNTH
GVYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ 1D NO: 1)

Secuencia de aminoéacidos de AAV9 VP1

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPRANQQHODNARGLVLPGYKYLGPGNGLD
KGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHADARFQERLKEDTSFGGNLGRAVEQ
AKKRLLEPLOLVEEAAKTAPGEKRRPVEQSPOQEPDSSAGIGK SGAQPAKKERLNFGOTGDTE
SVPRPQPIGEPPAAPSGVGSLTMASGGGAPVADNNEGADGVGISSGNWHCDSQWLGDRVE
TISTRTWALFTYNNELY KQISNSTSGGSSNDNAYFGY STPWO YFDENRFHOCHESPRIWOR
LINNNWGFRPERINFKLFNIQVKEVTDNNGVKTIANNLTSEVQVFTDSDYQLPY VLGS AH
EGCLPPIPADVIMIPOQYGYLTLNDGSQAVGRSSFYCLEYFPSOMLRTGNNFQFSYEPENY
PIHSSY AHSOSLDRLMNPLIDQYLY YLSKTINGSGONQOQTLKFS VAGPSNMAVQGRNY IR
GPSYRQORVSTIVIUNNNSEFAWPGASS WALNGRENSLMNPGPAMASBKEGEDREFPLSGS
LIFGKQGTGRONVDADKVMIINEEEIKTTNPVATES YGOQVAINHQSAQAQAQTGWYQNQG
ILPOMVWOQDRDVYLQGPIWAKIFHTDGNFHPSPLMGGFOMEHPPPOILIKNTPVPADPPT
AFNKDKLNSHITQYSTGQVSVERWELOQKENSKRWNPEIQY TSNY YKSNNVEFAVNTEGY
YSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:LS)

Secuencia de aminoacidos de AAVrh10 VP1
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MAADGYLPDWELEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPEANQOKODDGRGLVEPG YR Y LOGPENGLD
KGEPYNAADAAALEHDKAYDQOLKAGDNPYLRYNHADAEFQERLQEDTSFGONLGRAVED
AKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKERPVEPSPORSPDSSTGIGKRKGQOPAKKRLNFGQTGDS
ESVPDPQPIGEPPAGPSGLGSGTMAAGGGAPMADNNEGADRGVGSSSGRNWHCDSTWLGDRY
TTTSTRTWALPTYNNHLY KQISNGTSGGS TNDNTYFGYSTPWOYFDENREFHUHPSPRDW)
RLINNNWOGFRPKREINFEKLENIQVKEVTONEGTKTIANNLTSTIQVEIDSEYQLPY VLGS A
HQGULPPEPADVIMIPQY GYLTLNNGSQAVOGRSSFY CLEYFPSOMIRTGNNEEFSYQEED
VPFHSSY AHSQSLOREMNPLIDOQYLY YLSRTQSTOGTAGTQOLLFSQAGPNNMS AQAKNW
LPGPCYRQQRVSTTESQNNNSNFAWTGATRY HLNGRDSTLVNPGY AMATHRDDPERFFPSS
GVLMBEGKQGAGKDNVDY SSVMUTSEEEIKPINPVATEQYGV VADNLQOONAAPIVGAVNS
QGALPGMVWONRDVYLQGPIWAKIPHTDONFHPS PLMGGEFGLIKHPPPQILIKNTPVPADP
PTTESQAKLASFITQY STGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTNVDFAVNTD
GTYSEPRPIGTRYLTRNL (SEQ ID NO:16)

LISTA DE SECUENCIAS

<118> Genzyme Corporation

Scaria, Abraham

Sullivan, Jennifer

Stanek, Lisa M.

<120> Vectores AAV Para la Terapia Génica de la Retina y el SNC
<130> 159792010440

<140> Aun No Asignado

<141> Concurrentemente con el Mismo
<150> US 62/114,575

<151> 2015-02-10

<150> US 61/988,131

<151> 2014-05-02

<160> 16

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0
<210> 1

<211> 735

<212> PRT

<213> Virus adeno-asociado

<400> 1
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Met
Glu
Lys
Gly
val
€5

arg

Bsp

Leu
Ero
145
Lys
Gly
Ala
Ala
Ser

225
Thr

Ala
Gly
Pro
Tyx
50

Asn
Gln
Ala
Leu
Gly
130
val
Ala
Asp
Ala
Pro
210
Gly

Thr

Ala
Ile
Ala
35

Lys
Giu
Ley
Glu
Gly
115
Leu
Glu
Gly
Ala
Pro
19%
Met

Asn

Ser

Asp
Arg
Glu
Tyr
Ala
Asp
Phe
100
Arg
Val
His
Gln
Asp
180
Ser
Ala

Trp

Thr

Gly
Gln
Arg
Leu
Asp
Ser
85

Gln
Alas
Glu
Ser
Gln
165
Ser
Gly
Asp
Bis

Arg
245
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Tyr
Trp
His
Gly
Ala
70

Gly
Glu
Val
Glu
Pro
150
Pro
Val
Leu
Asn
Cys

230
Thr

Trp
Lys
Pro
55

Ala
Asp
Arg
Phe
Pro
135
vVal
Ala
Pro
Gly
Asn
21%
Asp

Trp

Pro
Lys
Agp
40

Phe
Ala
Asn
Leuw
Gln
120
Val
Glu
Arg
Asp
Thr
200
Glu

Ser

Ala

63

Asp
Leu
25

Asp
Asn
Leu
Pro
Lys
105
Ala
Lys
Pro
Lys
Pro
185
Asn
Gly
The

Leu

Trp
10

Lys
Ser
Gly
Glu
Tyr
90

Glu
Lys
Thr
Asp
Arg
170
Gln
Thr
Ala

Tep

Pro
250

Leu
Pro
Arg
Leu
His
75

Leu
Asp
Lys
Ala
Ser
155
Leu
Pro
Mat.
Asp
Met

235
Thr

Glu
Gly
Gly
Asp
60

Asp
Lys
Thx
Arg
Pro
140
Ser
Asn
Leu
Ala
Gly
220
Gly

Tyr

Asp
Bro
Leu
45

Lys
Lys
Tyr
Ser
val
125
Gly
Sar
Phe
Gly
Thr
205
Val

Asp

Asn

Thr
Pro
30

val
Gly
Ala
Asn
Phe
110
Leu
Lys
Gly
Gly
Gin
190
Gly
Giy
Arg

Asn

Leu Ser
15
Pro Pro

Leu Pro
Glu Pro

Tyr Asp
80

His Ala

85

Gly Gly

Glu Pro
Lys Arg

Thr Gly
160

Gln Thr

175

Pro Pro

Ber Gly
Asn Ser

Val Ile

240
His Leu
235



Tyr
Fhe
Cys
Gly
305
Lys
Thr
val
val
Gln
385
Gln
Asp
Leu
Asn
Ala
465
Pro
Asn
Arcg
Asp
Gln
545
Asp
Gly
Ala
Arg
Asp
625
His
Pro
Tyr
Glu
Asn

705
Ser

Lys
Gly
His
290
Phe
Glu
Ser
Leu
Phe
370
Ala
Met
val
Met
Thr
450
Gly
Cys
Ser
Asp
Glu
530
Gly
Glu
Ser
Asp
Asp
610
Gly
Pro
Ser
Ser
Asn
690

Lys

Glu

Gln
Tyr
275
Phe
Arg
val
Thr
Gly
355
Met
val
Leu
Pro
Asn
435
BPro
Ala
Tyr
Glu
Ser
515
Glu
Ser
Glu
val
Val
595
Val
His
Pro
Thr
Thr
675
Ser

Ser

Pro

Ile
260
Ser
Ser
Pro
Thr
vVal
340
Ser
Val
Gly
Arg
Phe
420
Pro
Ser
Ser
Arg
Tyr
500
Leu
Lys
Glu
Glu
Ser
580
Asn
Tyr
Phe
Pro
The
660
Gly
Lys

val

Arg

Ser
Thr
Pro
Lys
Gln
325
Gln
Ala
Pro
Arg
Thr
405
His
Leu
Gly
Asp
Gln
485
Ser
Val
Phe
Lys
Ile
565
Thr
Thr
Leu
His
Glin
645
Phe
Gln
Arg

Asn

Pro
725
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Ser
Pro
Arg
Arg
310
Asn
Val
His
Gln
Ser
390
Gly
Ser
Ile
Thr
Ile
470
Gln
Trp
Asn
Phe
Thr
550
Aryg
Asn
Gln
Gln
Pro
630
Ile
Ser
vVal
Trp
val

710
Ile

Gln
Trp
Asp
295
Leu
Asp
Phe
Gln
Tyr
375
Ser
Asn
Ser
Asp
Thr
455
Arg
Arg
Thr
Pxro
Pro
535
Asn
Thr
Leu
Gly
Gly
615
Ser
Leu
Ala
Ser
Asn
695

Asp

Gly

Thr
Gly
360
Gly
Phe
Asn
Tyr
Gln
440
Thr
Asp
Val
Gly
Gly
520
Gln
val
Thr
Gln
val
600
Pro
Pro
Ile
Ala
val
680
Pro

Phe

Thr

64

Gly
265
Tyr
Gln
Phe
Thr
Asp
345
Cys
Tyr
Tyr
Phe
Ala
425
Tyr
Gln
Gln
Ser
Ala
505
Pro
Ser
Asp
Aan
Arg
585
Leat
Ile
Leu
Lys
Lys
665
Glu
Glu

Thr

Arg

Ala
Phe
Arg
Lys
Thr
330
Ser
Leu
Leu
Cys
Thr
410
His
Leu
Ser
Ser
Lys
490
Thr
Ala
Gly
Ile
Pro
570
Gly
Pro
Trp
Met
Asn
650
Phe
Ile
Ile

Val

Tyr
730

Ser
Asp
Leu
Leu
315
Thr
Glu
Pro
Thr
Leu
395
Phe
Ser
Tyr
Arg
Arg
475
Thr
Lys
Met
val
Glu
555
Val
Asn
Gly
Ala
Gly
635
Thr
Ala
Glu
Gln
Asp

715
Leu

Asn
Phe
Ile
300
Phe
Ile
Tyr
Pro
Leu
380
Glu
Ser
Gln
Tyr
Leu
460
Asn
Ser
Tyr
Ala
Leu
5490
Lys
Ala
Arg
Met
Lys
620
Gly
Pro
Ser
Trp
Tyr
700

Thr

Thr

Asp
Asn
285
Asn
Asn
Ala
Gln
Phe
365
Asn
Tyr
Tyx
Ser
Leu
445
Gln
Trp
Ala
His
Ser
525
Ile
Val
Thy
Gln
val
605
Ile
Phe
val
Phe
Glu
685
Thr

Azn

Arg

Asn
270
Arg
Asn
Ile
Asn
Leu
350
Pro
Asn
Phe
Thr
Leu
430
Ser
Phe
Leu
Asp
Leu
519
His
Phe
Met
Glu
Ala
590
Trp
Pro
Gly
Pro
Ile
670
Leu
Ser

ely

Asn

His
Phe
Asn
Gin
Asn
335
Pro
Ala
Gly
Pro
Phe
415
Asp
Arg
Ser
Pro
Asn
495
Asn
Lys
Gly
Ile
Gln
575
Ala
Gln
His
Leu
Ala
655
Thr
Gln
Asn

vVal

Leu
735

Tyr
His
Trp
val
320
Leu
Tyr
Asp
Ser
Ser
400
Glu
Arg
Thr
Gln
Gly
480
Asn
Gly
Asp
Lys
Thr
560
Tyr
Thr
Asp
Thr
Lys
640
Asn
Gln
Lys

Tyxr

Tyr
720
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<210> 2

<211> 735

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

223> Construccidén Sintética
<400> 2
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Met
Glu
Lys
Gly
val
65

Arg
Asp
Asn
Leu
Pro
148
Lys
Gly
Ala
Ala
Ser
225
Thr
Tyr
Phe
Cys
Gly
305
Lys
Thy
val
Val
Gln
385
Gln
Asp

Leu

Ala
Gly
Pro
Tyx
50

Asn
Gln
Ala
Leu
Gly
130
Val
Ala
Asp
Ala
Pro
210
Gly
Thr
Lys
Gly
His
29¢
Phe
Gla
Ser
Leu
Phe
370
Ala
Met
val

Met

Ala
Ile
Ala
35

Lys
Glu
Leu
Glu
Gly
115
Leu
Glu
Gly
Ala
Pro
198
Met
Asn
Ser
Gln
Tyx
275
Phe
Ary
Val
The
Gly
355
Met
vVal
e

Pro

Asn

Asp
Arg
20

Glu
Tyr
Ala
Asp
Phe
100
Arg
Val
His
Gin
Asp
180
Ser
Ala
Trp
Thr
llie
260
Sar
Ser
Pro
Thre
val
340
Ser
Val
Gly
Arg
Fhe

420
Pro

Gly
Gln
Arg
Leu
Asp
Ser
85

Gln
Ala
Glu
Ser
Gln
165
Ser
Gly
Asp
His
Arg
245
Sex
Thr
Pro
Lys
Gln
325
Gln
Ala
Pro
Arg
Thr
405
His

Leu
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Ty
Trp
His
Gly
Ala
70

Gly
Glu
val
Glu
Pro
150
Pro
Val
Leu
Agn
Cys
230
Thr
Ser
Bro
Arg
Arg
310
Asn
Val
His
Gin
Ser
380
Gly

Ser

Ile

Leu
Trp
Lys
Pro
55

Ala
Asp
Arg
Phe
Pro
135
Val
Ala
Pxo
Gly
Asn
215
Asp
Trp
Gln
Txp
Asp
285
Leu
Asp
Phe
Gln
Tyr
375
Sex
Asn

Saer

Asp

Pro
Lys
Asp
40

Phe
Ala
Asn
Leu
Gln
120
val
Glu
Aryg
Asp
Thr
200
Glu
Ser
Ala
Ser
Gly
280
Trp
aAsn
Gly
Thr
Gly
360
Gly
Phe
Asn

TYY

Gln

66

Asp
Len
25

Asp
Asn
Leu
Pro
Lys
105
Ala
Lys
Pro
Lys
Pro
185
Asn
Gly
Thr
1eu
Gly
26%
Tyre
Gln
Phe
Thro
Asp
345
Cys
Tyr
Tyr
Phe
Ala

42%
Tyxr

Trp
Lys
Sex
Gly
Glu
Ty=®
80

Glu
Lys
Thr
Asp
Arg
17¢
Gln
Thr
Ala
Trp
Pro
250
Ala
Phe
Arg
Lys
Thr
330
Sar
Leu
Leu
Cys
Thr
410
His

Leu

Leu
Pro
Arg
Leu
His
75

Leu
Asp
Lys
Ala
Ser
15%
Leu
Pro
Met
Asp
Met
235
Thr
Sexr
Asp
Leu
Leu
315
Thr
Glu
Pro
Thre
Leu
385
Phe

Sexr

Tyr

Glu
Gly
Gly
Asp
60

Asp
Lys
Thr
Ary
Bro
140

Ser

Asn

Ala
Gly
220
Gly
Ty
Asn
Bhe
Ile
300
Phe
Ile
Ty
Pro
Leuw
380
Glu
Ser

Gin

Tyzx

Asp
Pro
Leu
45

Lys
Lys
Ty
Ser
val
128
Gly
Ser
Phe
Gly
Thr
205
Val
Asp
Asn
Asp
Asn
285
Asn
Asn
Ala
Gln
Phe
365
Asn
Tyx
Tyr

Ser

Leu

Thr
Pro
30

val
Gly
Ala
Asn
Phe
110
Leu
Lys
Gly
Gly
Gln
150
Gly
Gly
Arg
Asn
Asn
270
Aryg
Asn

Ile

Leu
350
Pro
Asn
Phe
Thr
leu

430
Ser

Leu
5

Pro
Leu
Glu
Tyr
Hisg
85

Gly
Glu
Lys
Thr
Gln
175
Pro
Ser
Asn
Val
His
255
His
Pha
Asn
Gln
Asn
338
Pro
Ala
Gly
Pro
Phe
415
Asp

Arg

Ser
Pro
Pro
Pro
Asp
80

Ala
Gly
Pro
Arg
Gly
160
Thr
Pro
Gly
Ser
Ile
240
Leu
Tyx
His
Trp
val
320
Leu
Tyr
Asp
Ser
Ser
400
Glu
Aryg

Thr



Asn

Ala

Thy

435

450

465
Pro Cy

Asn

Arg

Asp

Gly

Ser
Asp

Glu

Pro Ser
Ala Ser
Tyr Arg
Glu Tyr

Ser Leu

515

530

Gly
Glu
Ser
Asp

Asp

Glu Lys
Ser Slu
Glu Gla

Val Ser

580

Val Asn

585

610

25

His
BEro
Tyx
5lu

Asn

Gly

Pro

Ser

Asn

Val Tyr
His Phe
Bro Pro

Thr Thr

660

The Gly

875

630

705

Seax

<210> 3
<211> 598
<212> PRT

Lys

Ser Lys
Ser Val

Glu Pro Axg

ES 2879 636 TS

Gly
Asp
Gln
485
Ber
val
Pha
Lys
Ile
%65
The
The
Leau
Bis
Gin
€45
Phe
Gln
Arg

Asn

Pro
725

<213> Virus adeno-asociado

<400> 3
Metl
1
Asp
Arg
Gln
Thy
65
Als
Trp

Pro

Ala

Ala Pro Gly

Ser
Leu
Pro
50

Met
Asp
Met
Thr

Ser
130

Sexr
Asgn
35

Leu
Ala
Gly
Gly
Tyx

115
Asn

Ser
29

Phe
Gly
Thr
Val
Asp
100

Asn

Asp

Lys
5
Gly
Gly
Gln
Gly
Gly
85
Arg

Asn

Asn

Thr
Ile

470
Gln

Trp
Asn
Phe
The
550
Arg
Asn
Gln
Gln
Pro
630
Ile
Ser
val
Trp
Val

L0
Ile

Lys
Thr
Gln
Pro
Ser
70

Asn
val
His

His

Thy
458
Arg
Arg
Thy
Pro
Pro
538
Asn
Thx
Leu
Gly
Gly
€15
Sex
leu
Ala
Sex
Asn
695
Asp

Gly

Arg
Gly
Thr
Pro
55

Gly
Sex
Ile

Leu

Tyr
135

440
Thr

Asp
val
Gly
Gly
528
Glin
val
The
Gln
val
&40

o
Pro
Ile
Ala
Yal
880

ro
Phe

The

Pro
Lys
Gly
490

Ala
Ala
Sexn
Thr
Tyxr

120
Phe

67

Gln
Gl
Ser
Ala
505
Pre
Ser
Asp
Asr
Ala
585
leu
Ile
Leu
Lys
Lys
665
Glu
Glu
Thx

Arg

Val
Ala
25

Asp
Ala
Pro
Gly
Thr
108
Lys

Gly

Ser Ary

Ser Arg
473

Lys Thr

490

Thr Lys

Alz Met
Gly val
Ile Glu
55%
Pro Val
570
Gly asn
Pro Gly
Trp Ala
Mat Gly
£35
Asn Thr
658
Phe Ala
Ile Glu
Ile Gln

val Asp

Tyr Lew
730

Glu Bis
10
Gly Gin

Ala Asp
Pro Ser
Met Ala
75

Asn Trp
90

Ser Thr
Gln Ile

Tyr Ser

leg
460
Asn
Sex
Tyr
Ala
Leu
540
Lys
Ala
Ala
Met
Lys
628
Gly
Pro
Sex
Trp
Yy
700
Thx

Thr

Ser
Gln
Ser
Gly
60

Asp
His
Arg

Sexr

The
140

445
Gin

Trp
Ala
His
Sexr
525
Tia
val
Thr
Gln
val
605
Ile
Phe
val
Phe
Glu
685
The

Asn

Arg

fhe Ser

Leun Pro

Asp

Asn

Gln

Gly

480

495

Lew Asn

510

His Lys
Phe Gly
Met Ile

Glg Gln

Arn
Gly
Asp
Lys

Thr

560

575

ala Ala

590

Trp Gla
Pro His
Gly Leu

Pro Ala

Tyy
Thr
Asp
Thr

Lys

840

6§58

Ile Thr

670

Lan Gln
Ser Asn

Gly Vval

Asn

Asn
Gln
Lys
Ter

Tyx

720

Leu

735

Pro Val

Pro Ala

Vval
45

30
Pro

Leu Gly

Asn Asn

Cys

Asp

Thr Trp

110

Sar Gln

125

Pro Trp

Glu
15

Arg
Asp
Thr
Glu
Ser
95

Ala

Ser

Gly

Pro
Lys
Pro
Asn
Gly
80

Thr
Leu

Gly

Tyr



Phe
145
Arg
Lys
Thr
Ser
Leu
225
Leu
Cys
Thxr
His
Leu
305
Ser
Sex
Lys
Thr
Ala
385
Gly
Ile
Pro

GCly

Pro
465

Trp
Met
Asn
Phe
Ile
545
Ile

Val

Tyr

Asp
Leu
Leu
Thr
Glu
210
Pro
Thr
Leu
Phe
Ser
230
Tyxr
Arg
Arg
Thr
Lys
370
Met
Val
Glu
Val
Asn
450
Gly
Ala
Gly
Thr
Ala
530
Glu
Gln
Asp

Leun

Fhe
Ile
Phe
Ile
125
Tyr
Pro
Leu
Glu
Ser
275
Gln
Tyr
Leu
Asn
Ser
355
Tyr
Ala
Leu
Lys
Ala
435
Arg
Met
Lys
Gly
Pro
515
Ser
Trp
Tyx
Thr

Thr
585

Asn
Asn
Asn
180
Ala
Gln
Phe
Asn
Tyr
260
Tyr
Ser

Leu

Gln

Trp
340
Ala
His
Ser
Ile
val
420
Thr
Gln
Val
Ile
Pha
500
Val
Phe
Glu
Thr
Asn

580
Arg

Arg
Asn
165
Ile
Asn
Leu
Pro
Asn
245
Phe
Thr
Leu
Ser
Phe
325
Leu
Asp
Len
His
Phe
405
Met
Glu
Ala
Trp
Pro
485
Gly
Pro
Ile
Leu
Sex
565
Gly

Asn
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Phe
150
Asn
Gln
Asn
Pro
Ala
230
Gly
Pro
Phe
Asp
Arg
310
Ser
Pro
Asn
Asn
Lys
390
Gly
Ile
Gln
Ala
Gln
470
His
Leu
Ala
Thr
Gln
550
Asn

Val

Leu

His
Trp
val
Leu
Tyzx
215
Asp
Ser
Ser
Glu
Arg
295
Thr
Gln
Gly
Asn
Gly
375
Asp
Lys
Thr
Tyr
Thr
455
Asp
Thr
Lys
Asn
Gln
535
Lys

Tyr

Tyx

Cys
Gly
Lys
Thr
200
val
Val
Gln
Gln
Agp
280
Leu
Asn
Ala
Pro
Asn
360
Arg
Asp
Gln
Asp
Gly
440
Ala
Arg
Asp
His
Pro
520
Tyr
Glu

Asn

Ser

68

His
Phe
Glu
185
Ser
Leu
Phe
Ala
Met
265
val
Met
Thr
Gly
Cys
345
Sex
Asp
Glu
Gly
Glu
425
Ser
Asp
Asp
Gly
Pro
505
Ser
Ser
Asn

Lys

Glu
585

Phe
Arg
170
Val
Thr
Gly
Met
val
250
Leu
Pro
Asn
Pro
Ala
330
Tyr
Glu
Ser
Glu
Ser
410
Glu
Val
Val
Val
His
490
Pro
Thr
Thr
Ser
Ser

570
Pro

Ser
155
Pro
Thx
Val
Ser
val
235
Gly
Arg
Phe
Pro
Ser
315
Ser
Arg
Tyr
Leu
Lys
385
Glu
Glu
Ser
Asn
Tyxr
475
Phe
BPro
Thr
Gly
Lys

555
val

Arg

Pro
Lys
Gln
Gln
Ala
220
Pro
Arg
Thr
His
Leu
300
Gly
Asp
Gln
Ser
Val
380
Phe
Lys
Ile
Thr
Thx
460
Leu
His
Gln
Phe
Gln
540
Arg

Asn

Pro

Arg
Arg
Asn
Val
205
His
Gln
Ser
Gly
Ser
285
Ile
Thr
Ile
Gln
365
Asn
Phe
Thr
Arg
Asn
445
Gln
Gln
Pro
Ile
Ser
525
Val
Trp

Val

Ile

Asp
Leu
Asp
130
Phe
Gln
Tyr
Ser
Asn
270
Ser
Asp
Thr
Arg
Arg
350
Thr
Pro
BPro
Asn
Thr
430
Leu
Gly
Gly
Ser
Leu
510
Ala
Ser
Asn

Asp

Gly
590

Trp
Asn
175
Gly

Thr

Gly
Phe
255
Asn
Tyr
Gln
Thr
Asp
335
Val
Gly
Gly
Gln
Val
415
Thr
Gln
Val
Pro
Pro
495
Il
Ala
Val
Pro
Phe

575
Thr

Gln
160
Phe
Thr
Asp
Cys
Tyzr
240
Tyr
Phe
Ala
Tyxr
Gln
320
Gln
Ser
Ala
Pro
Ser
400
Asp
Asn
Arg
Leu
Ile
480
Leu
Lys
Lys
Glu
Glu
560
Thx

Arg
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<210> 4

<211> 598

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

223> Construccidén Sintética
<400> 4

69



Met
Asp
Arg
Gln
Thr
65

Ala
Trp
Pro
Ala
Fhe
145
Aryg
Lys
Thr
Ser
Leu
225
Leu
Cys
Thr
His
Leu
305
Ser
Ser
Lys
Thr
Ala
385
Gly
Ile

Pro

Gly

Ala
Ser
Leu
Pro
50

Met
Asp
Met
Thr
Ser
130
Asp
Leu
Leu
Thr
Glu
210
Pro
Thr
Leu
Phe
Ser
280
Tyr
Arg
Arg
Thr
Lys
370
Met
val
Glu

Val

Asn

Pro
Ser
Asn
35

Leu
Ala
Gly
Gly
Tyr
115
Asn
Phe
Ile
Phe
Ile
195
Tyx
Pro
Leu
Glu
Ser
275
Gln
Tyr
Leu
Asn
Ser
355
Tyr
Ala
Leu
Lys
Ala

435
Ala

Gly
Ser
20

Phe
Gly
Thr
val
Asp
100
Asn
Asp
Asn
Asn
Asn
180
Ala
Gln
Phe
Asn
Tyr
260
Tyr
Ser
Leu
Gln
Trp
340
Ala
Hisg
Ser
Ile
Val
420
Thr

Gln

Lys
Gly
Gly
Gln
Gly
Gly
85

Arg
Asn
Asn
Arg
Asn
165
Ile
Asn
Leu
Pro
Asn
245
Phe
Thr
Leu
Ser
Phe
325
Leu
Asp
Leu
His
Phe
405
Met
Glu

Ala
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Lys
Thr
Gln
Pro
Ser
70

Asn
Val
His
His
Phe
150
Asn
Gln
Asn
Pro
Ala
230
Gly
Pro
Phe
Asp
Arg
310
Ser
Pro
Asn
Asn
Lys
390
Gly
Ile

Gln

Ala

Arg
Gly
Thr
Pro
55

Gly
Ser
Ile
Leu
Tyr
135
His

Trp

val

Tyxr
215
Asp
Ser
Ser
Glu
Arg
295
Thr
Gln
Gly
Asn
Gly
375
Asp
Lys
Thr
Tyr

Thr

Pro
Lys
Gly
40

Ala
Ala
Ser
Thr
Tyr
120
Phe
Cys
Gly
Lys
Thr
200
Val
val
Gln
Gln
Asp
280
Leu
Agn
Ala
Pro
Asn
360
Arg
Asp
Gln
Asp
Gly

440
Ala

70

val
Ala
25

Asp
Ala
Pro
Gly
Thr
105
Lys
Gly
His
Phe
Glu
185
Ser
Leu
Phe
Ala
Met
265
Val
Met
Thr
Gly
Cys
345
Ser
Agp
Glu
Gly
Glu
425

Ser

Asp

Glu
10

Gly
Ala
Pro
Met
Asn
90

Ser
Gln
Tyr
Phe
Arg
170
val
Thr
Gly
Meat
val
250
Leu
Pro
Asn
Pro
Ala
330
Tyr
Glu
Ser
Glu
Ser
410
Glu
Val

val

His
Gln
Asp
Ser
Ala
75

Trp
Thr
Ile
Ser
Ser
155
Pro
Thr
Val
Ber
val
235
Gly
Arg
Phe
Pro
Ser
315
Sar
Arg
Tyr
Leu
Lys
395
Glu
Glu

Ser

Ser
Gln
Ser
Gly
60

Asp
His
Arg
Ser
Thr
140
Pro
Lys
Gln
Gln
Ala
220
Pro
Arg
Thx
His
Leu
300
Gly
Asp
Gln
Ser
Val
380
Phe
Lys
Ile

Thr

Thr

Pro
Pro
Val
45

Leu
Asn
Cys
Thr
Ser
125
Pro
Arg
Arg
Asn
Val
205
His
Gln
Ser
Gly
Ser
285
Ile
Thr
Ile
Gln
Trp
365
Asn
Phe
Thr
Arg
Asn

445
Gin

val
Ala
30

Pro
Gly
Asn
Asp
Trp
110
Gln
Trp
Asp
Leu
Asp
190
Phe
Gln
Tyx
Ser
Agn
270
Ser
Asp
Thr
Arg
Axrg
350
Thr
Pro
Pro
Asn
Thr
430

Len

Gly

Glu
15

Arg
Asp
Thr
Glu
Ser
95

Ala
Ser
Gly
Trp
Asn
175
Gly
Thr
Gly
Gly
Phe
255
Aszn
Tyr
Gln
Thr
Asp
335
Val
Gly
Gly
Gln
val
415
Thr
Gln

val

Pro
Lys
Pro
Asn
Gly
80

Thr
Leu
Gly
Tyr
Gln
160
Phe
Thr
Asp
Cys
Tyr
240
Tyr
Phe
Ala
Tyr
Gln
320
Gln
Ser
Ala
Pro
Ser
400
Asp
Asn

Ala

Leu



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

450
Pro Gly
465
Trp Ala

Met Gly
Asn Thr
Phe Alaz
530
Ile Glu
545
Ile Gln
Val Asp
Tyr Leu
5

533
PRT

Met
Lys
Gly
Pro

515
Sex

Trp
Tyr
Thr

Thx
595

Val
Ile
Phe
500
Vval
Phe
Glu
Thr
Asn

580
Arg

Trp
Pro
485
Gly
Pro

Ile

Leu

Virus adeno-asociado
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Gln
470
His
Leu
Ala
Thy
Gln
550
Asn

Val

Leu

455
Asp

Thr
Lys
Asn
Gln

535
Lys

Tyr

Arg
Asp
His
Pro
520
Tyr
Glu

Asn

Ser

71

Asp
Gly
Pro
505
Ser
Sex
Asn
Lys

Glu
585

Val
His
490
Pro
Thr
Thr
Ser
Ser

570
Pro

Tyr
475
Phe
Pro
Thy
Gly
Lys
555
Val

Arg

460
Leu

His
Gln
Phe
Gln
540
Arg

Asn

Pro

Gln
Pro
Ile
Ser
52%
Val
Trp
Val

Ile

Gly
Ser
Leu
510
Ala
Ser
Asn

Asp

Gly
590

Pro
Pro
495
Ile
Ala
Val
Pro
Pha

578
Thy

Ile
480
Leu
Lys
Lys
Glu
Glu
560
Thr

Arg



Met
Asp
Met
Thr
Ser
65

Asp
Leu
Leu
Thr
Glu
145
Pro
Thr
Leu
Phe
Ser

225
Tyz

Arg

Ala
Gly
Gly
Tyr
50

Asn
Phe
Ile
Phe
Ile
130
Tyr
Pro
Leu
Glu
Ser
210
Gin
Tyr

Leu

Asn

Thr
val
Asp
Asn
Asp
Asn
Asn
Asn
115
Ala
Gin
Phe
Asn
Tyxr
195
Tyx
Ser
Leu

Gln

Trp
275

Gly
Gly
20

Arg
Asn
Asan
Arg
Asn
100
Ile
Asn
Leu
BPro
Asn
180
Phe
Thr
Leu

Ser

Fhe
260

Serx
Asn
val
His
His
Phe
858

Asn
Gln
Asn
Pro
Ala
168
Gly
Pro
Phe
Asp
Arg
245

Ser

Pro

ES 2879 636 TS

Gly
Ser
Ile
Leu
Tyx
70

His
Tep
val
Leu
Tyr
150
Asp
Ser
Ser
Glu
Arg
230
Thr
Gin

Gly

Ala
Ser
Thy
Tyx
55

Phe
Cys
Gly
Lys
Thr
135
vVal
Val
Gln
Gin
Asp
2158
Leu
Asn

Ala

Pro

Pro
Gly
Thr
40

Lys
Gly
His
Phe
Glu
12¢
Ser
Len
Phe
Ala
Met
200
Val
Met
Thr
Gly

Cys
2890

72

Mat
Asn
25

Ser
Gln
Tyr
Phe
Arg
105
val
Thr
Gly
Met
Val
18%
Leu
Pro
Asgn
Pro
Ala

265
Tyx

Ala
10

Trp
Thr
Ile
Ser
Ser
90

Pro
Thr
Val
Ser
Val
170
Gly
Arg
Phe
Pro
Rer
250

Ser

Arg

Asp
His
Arg
Ser
Thx
75

Pro
Lys
Gln
Gln
Ala
155
Pro
Arg
Thyx
His
Leu
235
Gly

Asp

Gln

Asn
Cys
Thy
Ser
&0

Bro
Arg
Ary
Asn
Val
140
Bis
Gln
Ser
Gly
Ser
220
Ile
Thr

Ile

Gln

Asn
Asp
Trp
Gln
Tep
Asp
Leu
Asp
125
Phe
Gln
Tyr
Ser
Asn
208
Ser
Asp
Thr

Arg

Arg
285

Glu
Ser
Ala
Ser
Gly
Trp
Asn
110
Gly
Thr
Gly
Gly
Phe
180
Asn
Tyr
Gln
Thr
Asp

270
Val

Gly
Thr
Leun
Gly
Tyr
Gln
95

Phe
Thr
Asp
Cys
Tyr
175
Tyr
Phea
Ala
Tyr
Gin
255
Gin

Ser

Ala
Trp
Pro
Ala
Phe
80

Arg
Lys
Thr
Ser
Leu

160
Leu
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<210>
<211>
<212>
<213>
220>
223>
<400>

Thr
Lys
305
Met
val
Glu
Val
Asn
385
Gly

Ala

533
PRT

Sev
290
Tyx
Ala
Leu
Lys
Ala
370
Arg
Mat
Lys
Gly
Pro
480
Sex
Tep
Tyr
Thr

Thy
530

Ala
His
Ser
Ile
val
3585
Thre
Glin
Val
Ile
Phe
433
Val
Phe
Glu
Thr
Agn

818
Arg

Asp
Len
His
Phe
340
Met
Glu
Ala
Tre
Rro
420
Gly
Pro
Ile
Le
Ser
500
Gly

Asn
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Asn
Asn
Lys
325
Gly
Ile
Gln
Ala
Gln
405
Hig
Ley
Ala
Thr
Glin
485
Asn

Val

Leu

Secuencia artificial

Asn
Gly
310
Asp
Lys
Thr
Tyr
Thy
350
Asp
Thr
Lys
Asn
Gln
470
Lys
Tyr

Tyr

Construccidén Sintética

6

Met Ala Thr

1
Asp

Met
Thx
Ser
65

Asp
T.eu
Leu

Thr

Glu
145

Gly
Gly
Tyr
50

Asn
Phe
Ile
Phe
Ile

130
Tyr

Val
Asp
35

Asn
Asp
Asn
Asn
Asn
115
Ala

Gln

Gly
Gly
2¢

Arg
Asn
Asn
Arg
Asn
100
Ile

Asn

Leu

Ser
5
Asn
Val
His
His
Phe
85
Asn
Gln

Asn

Pro

Gly
Ser
Ile
Leu
Tyr
70

His
Trp
Val

Leu

Tyr
150

Ris
Pro
455
Tyx
3w

Asn

Sar

Ala
Ser
Thr
Tyx
55

Phe
Cys
Gly
Lys
Thr

1358
val

Asn
Lys

Zlu
528

Pro
Gly
Thr
40

Lys
Gly
His
Phe
Glu
120

Ser

Leu

73

Glu
Ser
Glu
Ser
345
Glu
val
val
Val
Hisg
425
Pro
Thr
Thy
Sex
Ser

505
Pro

Met
Asn
25

Ser
Gln
Tyr
Phe
Arg
105
val
Thr

Gly

Tyr
Leun
Lys
339
Glu
Glu
Ser
Asn
Tyr
410
Pha
Pro
Thr
Gly
Lys
480
Val

Arg

Ala
1¢
Trp

Thr
Ile
Ser
Ser
3¢

Pro
Thr

Val

Ser

Ser
Val
315
Phe
Lys
Ile
Thr
Thy
385
Iaeu
Hisg
Gln
Phe
Gin
475
Arg

Asn

Pro

Asp
His
Arg
Ser
Thr
75

Pro
Lys
Gln
Gln

Ala
155

Trp
300
Asn
Phe
Thy
Arg
Asn
380
Gin
Glin
Pro
Ile
Ser

460
Val

Tep
val

Ile

Asn
Cys
Thr
Sex
60

Pro
Arg
Arg
Asn
Val

14¢
His

The
Pro
IS NV]
Aan
Thr
365
Leu
Gly
Sly
Bex
Lau
448
Ala
Sax
Asn

Asp

Gly
525

Asn
Asp
Trp
45

Gln
Tep
Asp
Leu
Asp
125
Phe

Gln

Gly
Gly
Gln
Vval
350
Thy
Gln
val
Rro
Pro
430
Ile
Ala
val
Pro
Fhe

510
Thy

Glu
Ser
30

Ala
Ser
Gly
Trp
Asn
1190
Gly
Thy

Gly

Ala
Pro
Sax
335
Asap
Asn
Axg
Leau
Ile
415
Leuw
Lys
Lys
Glu
Glu
495
Thr

Arg

Gly
15

Thr
Leu
Gly
Tyr
Gln
25

Phe
Thr
Asp

Cys

Thr
Ala
320
Gly
Ile
Pro

Gly

Pro
400

Trp
Met
Asn
Phe
Ile
4380
Ile

val

Tyr

Ala
Trp
Pro
Ala
Phe

80
Arg

Thr
Ser

Leu
160



Pro
Thr
Leu
Phe
Ser
225
Tyr
Arg
Arg
Thy
Lys
305
Met
Vval
Glu
val
Asn
385
Gly
Ala
Gly
Thr
Ala
465
Glu
Gln

Asp
Leu
<210>

<211>
<212>

<213> Virus

<400>

Pro
Leu
Glu
Ser
210
Gln
Tyxr
Leu
Asn
Ser
250
Tyr
Ala
Leu
Lys
Ala
370
Ala
Met
Lys
Gly
Pro
450
Ser
Trp
Tyr

Thr

Thr
530

736
PRT

Phe
Asn
Tyr
185
Tyr
Ser
Leu
Gln
Trp
275
Ala
His
Ser
Ile
Val
35%
Thr
Gln
Val
Ile
Phe
435
val
Phe
Glu
Thr
Asn

515
Arg

Pro
Asn
1890
Phe
Thr
Leu
Ser
Phe
260
Leu
Asp
Leu
His
Phe
340
Met
Glu
Ala
Trp
Pro
420
Gly
BPro
Ile
Len
Sar
500
Gly

Asn

Ala
165
Gly
Bro
Phe
Asp
Arg
245
Ser
Pro
Asn
Asn
Lys
328
Gly
Ile
Gln
Ala
Gln
405
His
Leu
Ala
Thr
Gln
485
Asr

val

Leu
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Asp
Ser
Ser
Glu
Arg
230
Thr
Gln
Gly
Asn
Gly
310
Asp
Lys
Thr
Tyxr
Thr
380
Asp
Thr
Lys
Asn
Gln
410
Lys

Tyr

Tyx

adeno-asociado

val
Gln
Gln
Asp
215
Leu
Asn
Ala
Pro
Asn
295
Arg
Asp
Glin
Asp
Gly
375
Ala
Arg
Asp
His
Pro
455
Tyr
Glu

Aszn

Ser

Phe
Ala
Met
200
Val
Met
Thr
Gly
Cys
280
Ser
Asp
Glu
Gly
Glu
360
Ser
Asp
Asp
Gly
Pro
440
Ser
Sexr
Asn

Lys

Gln
520

74

Met
val
1858
Leu
Pro
Asn
Pro
Ala
265
Tyxr
Glu
Serx
Glu
Ser
345
Glu
val
val
Val
His
425
Pro
Thr
The
Ser
Sar

505
Pro

Val
170
Gly
Arg
Phe
Pro
Ser
250
Ser
Arg
Tyx
Leu
Lys
330
Glu
Glu
Ser
Asn
Tyr
410
Phe
Pro
Thr
Gly
Lys
490
Val

Arg

Pro
Arg
Thr
His
Leu
235
Gly
Asp
Gln
Ser
Val
315
Phe
Lys
Ile
Thr
Thr
395
Leu
His
Gln
Phe
Gln
475
Arg

Asn

Pro

Gln
Ser
Gly
Sar
220
Ile
Thr
Ile
Gln
Trp
300
Asn
Phe
Thr
Arg
Asn
380
Gln
Glun
Pro
Ile
Ser

460
val

Trp
Val

Ile

Tyr
Ser
Asn
208
Ser
Asp
Thr
Arg
Arg
285
Thy
Pro
Pro
Asn
Thr
365
Leu
Gly
Gly
Ser
Leu
445
Ala
Ser
Asn

Asp

Gly
525

Gly
Phe
190
Asn
Tyr
Gln
Thr
Asp
270
val
Gly
Gly
Gln
val
350
Thr
Gln
val
Pro
Pro
430
Ile
Ala
Val
Pro
Phe

510
Thr

Tyx
175
Tyr
Phe
Ala
Tyr
Gln
255
Glin
Ser
Ala
Pro
Ser
335
Asp
Asn
Ala
Leu
Ile
415
Len
Lys
Lys
Glu
Glu
495
Thr

Arg

Leu
Cys
Thr
Ris
Leu
240
Ser
Sexr
Lys
Thye
Ala
320
Gly
Ile
Fro
Gly
Pro
400
Trp
Met
Asn
Phe
Ile
480
Ile

Val

Ty
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Met Ala Ala Asp Gly Tyr Leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15
Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Ala Leu Lys Pro Gly Val Pro¢ Gln Pro
20 25 30
Lys Ala Asn Gln Gln His Gln Asp Asn Arg Arg Gly Lew Val Leu Pro
35 40 45
Gly Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Gly Asn Gly Leu Asp Lys Gly Glu Pro

75



Val
65

Gln
Asp
Asn
Leu
Pro
145
Lys
Gly
Ala
Ala
Ser
225
Thr
Tyr
Phe
Cys
Gly
305
Lys
Thr
Val
val
Gln
385
Gln
Asp
Leun
Gln
Gln
4565
Gly
Asn
Gly

Asp

Lys
545

50
Agn

Gln

Ala

Gly
130
val
Ser
Asp
Ala
Pro
210
Gly
Thr
Lys
Gly
Hig
230
Phe
Glu

Sex

Phe
370
Ala
Met
val
Met
Gly
450
Ala
Pro
Asn
Arg
Asp

530
Glu

Glu
Leu
Glu
Gly
115
Leu
Asp
Gly
Ser
Pro
195
Met
Asn
Ser
Gln
Tyr
275
Phe
Arg
Vval
Thr
Gly
3558
Met
vVal
Leu
Bro
Asn
4385
Thr
Gly
Cys
Ser
Asp
515
Glu

Gly

Ala
Lys
Phe
100
Arg
Val
Gln
Lys
Glu
180
Thr
Ala
Trp
Thr
Ile
260
Ser
Ser
Pro
Thr
Val
340
Ser
val
Gly
Arg
Phe
420
Pro
Thr
Pro
Tyr
Asn
500
Ser

Glu

Thr

ES 2879 636 TS

Asp
Ala
85

Gln
Ala
Glu
Ser
Gln
165
Ser
Ser
Asp
His
Arg
245
Ser
Thr
Pro
Lys
Gln
325
Gln
Ala
Pro
Arg
Thr
405
His
Leu
Ser
Gln
Arg
485
Phe
Leu

Lys

Thr

Ala
70

Gly
Glu
val
Glu
Pro
150
Pro
Val
Leu
Asn
Cys
230
Thr
Ser
Pro
Arg
Lys
310
Asn
val
His
Gln
Ser
390
Gly
Ser
Ile
Gly
Ser
470
Gln
Pro
val

Phe

Ala
550

55
Ala

Asp
Arg
Phe
Ala
135
Gln
Ala
Pro
Gly
Asn

215
AsSp

Gin
Trp
Asp
295
Lau
Asp
Phe
Gln
Tyx
375
Ser
Asn
Ber
Asp
Thr
455
Met
Gln
Trp
Asn
Phe

535
Ser

Ala
Agn
Leun
Gln
1290
Ala
Glu
Arg
Asp
Sexr
200
Glu
Ser
Ala
Ser
Gly
280
Trp
Ser
Gly
Thr
Gly
360
Gly
Phe
Asn
Tyr
Gln
440
Thr
Ser
Arg
Thr
Pro
520
Pro

Asn

76

Leu
Pro
Gln
105
Ala
Lys
Pro
Lys
Pro
185
Asn
Gly
Gln
Leu
Gly
265
Tyr
Gln
Phe
Thr
Asp
345
Cys
Tyr
Tyr
Phe
Ala
425
Tyr
Asgn
Leu
Leu
Ala
505
Gly

Met

Ala

Glu
Tyx
90

Glu
Lys
Thr
Asp
Arg
170
Gln
Thr
Ala
Trp
Fro
250
Ala
FPhe
Arg
Lys
Thr
33¢
Sex
Leu
Leu
Cysg
Gln
41¢Q
His
Leu
Gln
Gln
Ser
48¢
Alz
Pro
His

Glu

His
75

lLeu
Asp
Lys
Ala
Ser
155
Leu
Pro
Met
Asp
Len
235
Thr
Ser
Asp
Leu
Leu
318
Thr
Glu
Pro
Thr
Leu
3985
Phe
Ser
Tyr
Ser
Ala
415
lys
Ser
Ala
Gly

Leu
5585

60
Asp

Lys
Thr
Arg
Pro
140
Sexr
Asn
Leu
Ala
Gly
220
Gly
Tyr
Asn
Phe
Ile
300
Phe
Ile
Tyr
Pro
Leu
380
Glu
gar
Gln
Tyr
Arg
460
Arg
Thr
Lys
Met
Asn

540
Asp

Lys
Tyxr
Sex
Ile
125
Gly
Ser
Phe
Gly
Ser
205
val
Asp
Asn
asp
Asn
285
Asgn
Asn
Ala
Gln
Phe
365
Asn
Tyx
Tyr
Ser
Leu
445
Leu
Asn
Ala
Tyxr
Ala
525

Leu

Asn

Ala
Asn
Phe
110
Leu
Lys
Gly
Gly
Glu
190
Gly
Gly
Arg
Asn
Asn
270
Arg
Agn
Ile
Asn
Leu
350
Pro
Asn
Phe
Thr
Leu
430
Asn
Leu
Tep
Asn
His
510
Ser

Ile

val

Tyr
His
95

Gly
Glu
Lys
Val
Gln
175
Pro
Gly
Asn
Val
His
255
His
Phe
Agn
Gln
Asn
335
Pro
Ala
Gly
Pro
Phe
415
Asp

Arg

Phe

Asp
495
Leu
His
Phe

Met

Asp
80

Ala
Gly
Pro
Arg
Gly
160
Thr
Pro
Gly
Ser
Ile
240
Leu
Tyr
Hisg
Trp
Val
320
Leu
Tyr
Asp
Ser
Ser
400
Glu
Arg
Thr
Ser
Pro
480
Asn
Asn
Lys
Gly

Ile
560
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15

20

<210>
<211>
<212>
<213>
220>
223>
<400>

cactecctet ctgegegete getegetcac tgaggeegyy cgaccaaagy tegoccacge 60
78

Thr
Tyr
Thr
Agp
Thy
625
Lys
Asn
Gln
Lys
Tyr

705
Tyr

8
78
ADN

Asp
Gly
Arg
Arg
610
Asp
His
Pro
Tyr
Glua
690

Asn

Ser

Glu
Thy
Thy
59%
Asp
Gly
Pro
Pro
Ser
675
Asn

Lys

Glu

Glu
val
580
val
Val
His
Pro
Thy
660
Thre
Ser

Ser

Pro

ES 2879 636 TS

Glu
565
Ala
Asn
Tyr
Phe
Pro
645
Thr
Gly
Lys

Val

Arg
725

Secuencia artificial

Ile
Asn
Asp
Leu
His
630
Gln
Phe
Gln
Arg
Asn

710
Pro

Construccidén Sintética

8

cegggetttg cecogagey

<210>
<211>
212>
<213>
220>
223>
<400>

9
736
PRT

Secuencia artificial

Construccidén Sintética

9

Met Ala Ala

1
Glu

Lys
Gly
Val
65

Gln
Asp

Asn

Leu

Gly
Ala
Tyr
50

Asn
Gln
Ala

Leu

Gly
130

Ile
Asn
35

Lys
Ala
Leu

Glua

Gly
115
Leu

Asgp
Arg
20

Gln
Tyr
Ala
Lys
Phe
100
Arg

val

Gly
5
Glu
Gin
Leu
Asp
Ala
85
Gln
Ala

Glu

Tyr
Trp
Lys
Gly
Ala
70

Gly
Glu

Val

Glu

Arg
Asn
Gln
Gin
615
Pro
Ile

Serx

Val
Trp
695
Val

Ile

Leu
Trp
Gln
Pro
55

Ala
Asp
Arg

Phe

Gly
135

Thr
Leu
Gly
600
Gly
Ser
Met.
Pro
Ser
680
Asn

Asp

Gly

Pro
Asp
Asp
40

Phe
Ala
Asn
Leu
Gln

120
Ala

77

Thr
Gln
585
Ala
Pro
Pro
Ile
Ala
665
Val
Pro

Phe

Thr

Asp
Leu
25

Asp
Asn
Leu
Pro
Gln
108
Ala

ys

Asn
570
Ser
leu
Ile
Leu
lys
850
Lys
Glu
Glu
Thr

Arg
730

Trp
1¢

Lys
Gly
Gly
Glu
Tyr
30

Glu
Lys

Thr

Pro
Sexr
Pro
Trp
Mat
635
Asn
Phe
Ile
Ile
val

715
Tyxr

Lavu
Pro
Arg
Leu
His
75

Leu
Asp
Lys

Ala

Val
Asn
Gly
Ala
620
Gly
Thy
Ala
Glu
Gln
700
Asp

Leu

Glu
Gly
Gly
Asp
60

Asp
Arg
The
Arg

Bro
140

Ala
Thy
Mat
605
Lys
Gly
Pro
Ser
Trp
685
Tyx
Thr

Thr

Asp
Ala
Leuy
45

Lys
Lys
Tyr
Ser
Val

125
Gly

Thy
Ala
590
Val
Ile
Phe
val
Phe
670
Glu
Thr

Asn

Arg

Asn
Pro
30

Val
Gly
Ala
Asn
Phe
110

Leu

Lys

Glu
515
Pro
Trp
Pro
Gly
Pro
655
Ile
Leu
Ser

Gly

Asn
735

Len
15

Lys
Leu
Glu
Tyr
His
95

Gly
Glu

Lys

Gln
The
Gln
His
Leu
640
Ala
Thx
Gln
Asn
Val

720
Leu

Ser
Pro
Pro
Pro
Asp
80

Ala
Gly

Pro

Arg



Pro
145
Lys
Gly
Ala
Ala
Ser
225
Thr
Tyr
Thr
Phe
Asn
305
Gln
Asn
Pro
Ala
Gly
385
Pro
Phe
Asp
Aryg
Gln
465
Gly
Asn
Gly
Asp
Lys
545
Thr
Tyr
Thy
Asn
Thr

625
Lys

Val
Thx
Asp
Ala
Pro
210
Gly
Thr
Lys
Tyzr
His
2380
Trp
val
Leu
Tyr
Asp
370
Ser
Ser
Glu
Arg
Thr
450
Ala
Pro
Asn
Arg
Asp
530
Gln
Asp
Gly
Gly
Arg
610
Asp

His

Glu
Gly
Ser
Pro
195
Met
Asn
Ser
Gln
Phe
275
Cys
Gly
Lys
Thr
Val
355
Val
Gln
Gln
Asp
Leu
435
Gln
Gly
Cys
Ser
Asp
515
Glu
Gly
Glu
Ala
Leu
595
Asp
Gly

Pro

Gln
Gln
Glu
180
Ser
Ala
Trp
Thr
Ile
260
Gly
His
Pha
Glu
Ser
340
Leu
Phe
Ala
Met
Val
420
Met
The
Pro
Tyx
Asn
500
Ser
Asp
Ala
Glu
Val
580
val
val

Asgn

Pro

ES 2879 636 TS

Ser
Gln
165
Ser
Gly
Asp
His
Arg
245
Ser
Tyr
Phe
Arg
val
325
Thr
Gly
Meat
Leu
Lau
405
Pro
Asn
Thr
Ser
Arg
485
Phe
Leu
Arg
Gly
Glu
565
Ala
His
Tyr
Phe

Pro

Pro
150
Pro
val
Leu
Asn
Cys
230
Thr
Asn
Ser
Ser
Pro
310
Thr
val
Ser
Vval
Gly
390
Arg
Phe
Pro
Gly
Sex
470
Gln
Ala
Met
Phe
Asn
558
Ile
Ile
Asn
Leu
Hisg

630
Gln

Gln
Ala
Pro
Gly
Asn
215
Asp
Trp
Gly
Thr
Pro
295
Lys
Thr
Gln
Ala
Pro
375
Arg
Thr
Hisg
Leu
Thr
455
Met
Gln
Trp
Asn
Phe
535
Asp
Lys
Asn
Gln
Gla
615

Pro

Ile

Glu
Lys
Asp
Pro
200
Glu
Ser
Ala
Thr
Pro
280
Arg
Arg
Asn
val
Hisg
360
Gln
Ser
Gly
Ser
Ile
4490
Gly
Ala
Arg
Thr
Pro
520
Pro
Gly
Ala
Asn
Gly
600
Gly

Ser

Leu

78

Pro
Lys
Pro
185
Asn
Gly
Thr
Leu
Ser
265
Trp
Agp
Leu
Glu
Phe
345
Gln
Tyr
Ser
Asgn
Ser
425
Asp
Gly
Asn
val
Gly
505
Gly
Ser
Val
Thr
Gln
585
Val
Pro

Pro

Ile

Asp
Arg
1790
Gln
Thr
Ala
Trp
Pro
250
Gly
Gly
Trp
Asn
Gly
330
Thr
Gly
Gly
Phe
Asn
410
Tyxr
Gln
Thr
Gln
Sex
4390
Ala
Val
Ser
Asp
Asn
570
Ala
Ile
Ile

Leu

Lys

Sar
155
Leu
Pro
Met
Asp
Leu
235
Thr
Gly
Tyr
Gln
Phe
318
Thr
Asp
Cys
Tyr
Tyr
395
Phe
Ala
Tyr
Gln
Ala
475
Thr
Ala
Ala
Gly
Tyr
555
Pro
Ala
Pro
Trp
Met

635
Asn

Ser
Asn
Lew
Ala
Gly
220
Gly
Tyx
Ser
Phe
Arg
300
Lys
Lys
Ser
Leu
Leu
380
Cys
Gln
His
Leu
Thr
460
Arg
Thr
Lys
Met
Val
540
Ser
val
Asn
Gly
Ala
£20
Gly

Thr

Sar
Phe
Gly
Ser
205
val
Asp
Asn
Thr
Asp
285
Leu
Leu
Thr
Glu
Pro
365
Thr
Leu
Phe
Ser
Tyr
445
Leu
Asn
Thx
Phe
Ala
525
Leu
Gln
Ala
Thr
Met
605
Lys
Gly

Pro

Gly
Gly
Glu
180
Gly
Gly
Arg
Asn
Asn
270
Phe
Ile
Phe
Ile
Tyr
350
Bro
Leu
Glu
Ser
Gln
430
Tyr
Ala
Ixp
Asn
Lys
510
Ser
Ile
Val
Thr
Gln
590
val
Ile
Phe

val

Ile
Gln
175
Pro
Gly
Asn
val
His
255
Asp
Asn
Asn
Asn
Ala
335
Gln
Phe
Asn
Tyr
Tyr
415
Ser
Leu
Phe
Val
Gln
495
Leu
His
Phe
Leu
Glu
575
Ala
Trp
Pro

Gly

Pro

Gly
160
Thr
Pro
Gly
Sexr
Ile
240
Leu
Asn
Arg
Asn
Ile
320
Asn
Leu
Pro
Asn
Phe
4900
Thx
Leu
val
Ser
Pro
480
Aan
Asn
Lys
Gly
Ile
560
Glu
Gln
Gln
His
Len

640
Ala



10

<210>
<211>
<212>
<213>
220>
223>
<400>

Asp
Gin
Lys
Tyr

705
Tyx

10
736
PRT

Pro Pro

Tyr Ser
675

Glu Asn

630

Tyr Lys

Ser Glu

ES 2879 636 TS

645
Leu Thr Phe Asn
660
Thr Gly Gln Vval

Gln

Ser
680

Ala
665
Val

Ser Lys Arg Trp Asn Pro

695
Ser Thr Asn Vval
710
Pro Arg Pro Ile
725

Secuencia artificial

Construccidén Sintética

10

Asp

Gly

79

Phe

Thr

650
Lys

Glu
Glu
Ala

Arg
730

Toay
Ile
Ile
val

715
Tyr

Asn
Glu
Gln
700

Asn

Leu

Saxr Phe
870

Trp Glu

685

Tyr Thr

Thr Glu

Thr Arg

€655
Ile Thr

Leu Gin
Sex Asn
Gly val

720

Asn Leu
735



Met
Glu
Lys
Gly
Val
65

Gln
Asp
Asn
Leu
Fro
145
Lys
Gly
Ala
Ala
Ser
225
Thr
Tyr
Thr
Phe
Asn

308
Gln

Ala
Gly
Ala
Ty

Asn

Leu
Gly
130
Val
Thr
Asp
Ala
Pro
210
Gly
Thr
Lys
Tyr
His
2980
Trp

Val

Ala
Ile
Asn
35

Lys
Ala
Leu
Glu
Gly
118
Leu
Glu
Gly
Ser
Pro
195
Mat
Asn
Ser
Gin
Phe
275
Cys
Gly

Lys

Asp
Arg
20

Gln
Tyxr
Ala
Lys
Phe
100
Arg
Val
Gln
Gln
Glu
180
Ser
Ala
Trp
Thr
Ile
260
Gly
Ris
Phe

Glu

Gly
Glu
Gln
Leu
Asgp
Ala
85

Glin
Ala
Glu
Ser
Gln
165
Ser
Gly
Asp
His
Arg
24%
Ser
Tyr
Phe

Arg

Val

ES 2879 636 TS

Tyr
Tep
Lys
Gly
Ala
70

Gly
Glu
val
Glu
Pro
180
Pro
val
Leu
Asn
Cys
230
Thr
Asn
Ser
Ser
Pro

310
Thre

Leau
Trp
Gln
Pro
55

Ala
Asp
Arg
Phe
Gly
135
Gln
Ala
Pro
Gly
Asn
215
Asp
Trp
Gly
Thx
Pro
2985

Lys

Thr

Pro
Asp
Asp
490

Phe
Ala
Asn
Leu
Gln
120
Ala
Glu
Lys
Asp
Pro
200
Glu
Ser
Ala
Thr
Pro
280
Axrg

Arg

Asn

80

Agp
Leu
25

Asp
Asn
Leu
Pro
Gln
105
Ala
Lys
Pro
Lys
Pro
185
Asn
Gly
Thr

Leu

Sexr
268

Trp
Asp
Leu

Glu

Trp
10

Lys
Gly
Gly
Glu
Tyr
89

Glu
Lys
Thr
Asp
Arg
170
Gln
Thr
Ala
Trp
Pro
2590
Gly
Gly
Trp

Asn

Gly

Leu
Pro
Axrg
Leu
Hisg
75

Leu

Asp

Lys

Ser
155
Lau
Pro
Met
Asp
Leu
235
Thr
Gly
Tyxr
Gln
Phe

315
Thx

Glu
Gly
Gly
Asp
Asp
Arg
Thr
Arg
Pro
140
Ser
Asn
Leu
Ala
Gly
220
Gly
Tyx
Ser
Phe
Arg
300

Lys

Lys

Asp
Ala
Leu
45

Lys
Lys
Tyz
Serx
Val
125
Gly
Ser
Phe
Gly
Ser
205
Val
Agp
Asn
Thr
Asp
285
Leu

Leu

The

Asn
Pro
30

val
Gly
Ala
Asn
Phe
110
Leu
Lys
Gly
Gly
Glu
190
Gly
Gly
Arg
Asn
Asn
270
Phe
Ile

Phe

Ile

Leau
15

Lys
Leu
Glu
TyY
His
95

Gly
Glu
Lys
Ile
Gin
178
Pro
Gly
Asn
val
His
255
Asp
Asn
Asn

Asn

Ala

Ser
Pro
Pro
Pro
Asp
8¢

Ala
Gly
Pro
Arg
Gly
160
Thr
Pro
Gly
Ser
lle
2490
Leu
Asn
Arg
Asn
Ile

320
Asn



Asn Leu

Pro Tyr

Ala Asp

370

Gly Ser
385
Pro Ser

FPhe Glu

Asp Arg

Arg Thr

450

Gln Ala
465
Gly Pro

Asn Asn

Gly Arg

Asp Asp

530

Lys Gln
545
Thr Asp

Tyr Gly

Thr Gly

Asn Arg

610

Thr Asp
625
Lys His

Asp Pro

Gln Tyr

Lys Glu

630

Tyr Tyr
705
Tyr Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

11
736
PRT

Thr
val
355
Val
Gln
Gln
Asp
Leu
435
Gln
Gly
Cys
Ser
Asp
515
Glu
Gly
Glu
Ala
Leu
585
Asp
Gly
Pro
Pro
Ser
675
Asn

Lys

Glu

Ser
340
Leu
Phe
aAla
Met
val
420
Met
Thr
Pro
Tyr
Asn
500
Ser
Asp
Ala
Glu
val
580
Val
Val
Asn
Pro
Leu
660
Thr
Ser

Ser

Pro

325
Thr

Gly
Met
Leu
Leu
405
Pro
Asn
Thr
Ser
Arg
485
Phe
Leu
Arg
Gly
Glu
565
Ala
His
Tyr
Phe
Pro
645
Thr
Gly
Lys

Thr

Arg
725

ES 2879 636 TS

val
Ser
val
Gly
390
Arg
Phe
Pro
Gly
Ser
470
Gln
Ala
Met
Phe
Asn
550
Ile
Ile
Asn
Leu
His
630
Gln
Phe
Gln
Arg
Asn

710
Pro

Secuencia artificial

Gln
Ala
Pro
375
Arg
Thr
Hisg
Leu
Thr
455
Met
Gln
Trp
Asn
Phe
535
Asp
Lys
Asn
Gln
Gln
615
Pro
Ile
Asn
vVal
Trp
695

Val

Ile

Val
His
360
Gln
Ser
Gly
Ser
Ile
440
Gly
Ala
Arg
Thr
Pro
520
Pro
Gly
Ala
Asn
Gly
600
Gly
Ser
Leu
Gln
Ser
680
Asn

Asp

Gly

81

Phe
345
Gln
Tyx
Ser
Asn
Ser
425
Asp
Gly
Asn
val
Gly
505
Gly
Ser
Val
Thr
3ln
585
Val
Pro
Pro
Ile
Ala
665
Val
Pro

Phe

Thr

330
Thr

Gly

Phe
Asn
410
Tyr
Gln
Thr
Gln
Ser
490
Ala
val
Ser
Asp
Asn
570
Arg
Ile
Ile
Leu
Lys
650
Lys
Glu
Glu

Ala

Arg
730

Asp
Cys
Tyx
Tyr
395
Phe
Ala
Tyxr
Gln
Ala
475
Thr
Ala

Ala

Tyr
555
Pro
Ala
Pro
Trp
Met

635
Asn

Leu
Ile
ITle
Val

715
Tyr

Ser
Leu
Leu
380
Cys
Gln
His
Leu
Thr
460
Arg
Thr
Lys
Met
Val
540
Ser
val
Asn
Gly
Ala
620
Gly
Thr
Asn
Glu
Gln
700

Asn

Leu

Glu
Pro
368
Thr
Leu
Phe
Ser
Tyr
445
Leu
Asn
Thr
Phe
Ala
525
Leu
Gln
Ala
Thr
Met
605
Lys
Gly
Pro
Ser
Trp
685
Tyxr
Thr

Thx

Tyxr
350
Pro
Leu
Glu
Ser
Gln
430
Tyxr
Ala
Trp
Asn
Lys
510
Sexr
Ile
Val
Thy
Gln
590
Val
Ile
Phe
vVal
Phe
670
Glu
Thr
Glu

Arg

335
Gln

Phe
Asn
Tyr
Tyr
415
Ser
Leu
Phe
val
Gln
495
Leu
His
Phe
Leu
Glu
575
Ala
Trp
Pro
Gly
Pro
£55
Ile
Leu
Ser

Gly

Asn
735

Leu
Pro
Asn
Phe
400
Thr
Leu
val
Ser
Pro
480
Asn
Asn
Lys
Gly
Ile
560
Glu
Gln
Gln
His
Leu
640
Ala
Thr
Gln
Asn
Val

720
Leu
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220>

<223> Construccién Sintética

<400> 11

Met Ala Ala Asp Gly Tyr leu Pro Asp Trp Leu Glu Asp Asn Leu Ser

82



Glu
Lys
Gly
val
65

Gln
Asp
Asn
Leu
Pro
145
Lys
Gly
Ala
Ala
Ser
225
Thi
Tyr
Thr
Phe
Asn
305
Gln
Asn
Pro
Ala
Gly
385
Pro
Phe
Asp
Arg
Gln
465
Gly

Asn

Gly
Ala

Tyx
50

Asn
Gln

Ala

Gly
130
val
Thr
AsBp
Ala
Pro
210
Gly
Thr
Lys
Tyr
His
280
Trp

val

Glu
Arg
Thr
450
Ala

Pro

Asn

Ile
Asn
35

Lys
ala
Leu
Glu
Gly
115%
Leu
Glu
Gly
Ser
Fro
195
Met
Asn
Ser
Gln
Phe
215
Cys
Gly
Lys
Thr
val
355
val
Glin
Gln
Asp
Len

435
Gln

Cys

Ser

Arg
20

Gln
Tyr
Ala
Lys
Phe
100
Arg
Val
Gln
Gln
Glu
180
Ser
Ala
Trp
Thr
Ile
260
Gly
His
Phe
Glu
Ser
340
Leu
Phe
Ala
Met
Val
420
Met
Thr
Pro

Tyr

ABn
500

ES 2879 636 TS

Glu
Gln
Leu
Asp
Ala
85

Gln
Ala
Glu
Ser
Gln
165
Ser
Gly
Asp
Hisg
Arg
245
Ser
Tyr
Phe
Arg
val
325
Thr
Gly
Met
Leu
Leu
405
Pro
Asn
Thr
Ser
Arg

485
Phe

Trp
Lys
Gly
Ala
70

Gly
Glu
val
Glu
Pro
150
Pro
val
Leu
Asn
Cys
230
Thr
Asn
Ser
Ser
Pro
310
Thr
val
Ser
Val
Gly
380
Arg
Phe
Pro
Gly
Serx
470
Gln

Ala

Trp
Gln
Pro
55

Ala
Asp
Arg
Phe
Gly
135
Gln
Ala
Pro
Gly
Asn
215
Asp
Trp
Gly
Thr
Pro
295
Lys
Thr
Gln
Ala
Pro
375
Arg
Thr
His
Leu
Thr
455
Met
Gln

Trp

Asp
Asp
40

Phe
Ala
Asn
Leu
Gln
120
Ala
Glu
Lys
Asp
Pro
200
Glu
Ser
Ala
Thr
Pro
280
Arg
Arg
Asn
Val
His
360
Gln
Ser
Gly
Ser
Ile
440
Gly
Ala
Arg

Thr

83

Leu
25

Asp
Asn
Leu
Pro
Gln
105
Ala
Lys
Pro
Lys
Pro
185
Asn
Gly
Thr

Leu

Ser
265

Trp
Asp
Leu
Glu
Phe
345
Gln
Ty
Sar
Asn
Ser
425
Asp
Gly
Asn

val

Gly
5035

10
Lys

Gly
Gly
Glu
Tyr
9¢

Glu
Lys
Thr
Asp
Arg
170
Gln
Thr
Ala
Trp
Pro
280
Gly
Gly
Trp
Asn
Gly
330
Thr
Gly
Gly
Phe
Asn
410
Tyz
Gln
Thr
Gln
Ser

490
Ala

Pro
Arg
Leu
His
15

Leu
Asp
Lys
Ala
Ser
155
Leu
Pro
Met
Asp
Lau
235
Thr
Gly
Tyr
Gln
Phe
315
Thr
Asp
Cys
Tyr
Tyr
3858
Phe
Ala
Tyr
Gln
Ala
475
Thr

Ala

Gly
Gly
Asgp
60

Asp
Arg
Thr
Arg
Pro
140
Ser
Asn
Leu
Ala
Gly
220
Gly
Tyr
Sar
Phe
Arg
300
Lys
Lys
Ser
Leau
Leu
380
Cys
Gln
His
Leu
Thr
460
Arg
Thr

Lys

Ala
Leu
45

Lys
Lys
Tyr
Sex
val
125
Gly
Ser
Phe
Gly
Ser
205
Val
Asp
Asn
Thr
Asp
285
Leu
Leu
Thr
Glu
Pro
365
Thr
Leu
Phe
Ser
Tyx
445
Leu
Asn

Thr

Phe

Pro
30

Val
Gly
Ala
Asn
Phe
110
Leu
Lys
Gly
Gly
Glu
180
Gly
Gly
Arg
Asn
Asn
270
Phe
Ile
Phe
Ile
Tyxr
350
Pro
Leu
Glu
Ser
Gln
430
Tyx
Ala
Trp

Asn

Lys
510

15
Lys

Leun
Glu
Tyr
His
95

Gly
Glu
Lys
Ile
Gln
175
Pro
Gly
Asn
val
His
285
Asp
Asn
Asn
Asn
Ala
335
Gln
Phe
asn
Tyr
Tyr
415
Ser
leu
Phe
val
Gln

4385
Leu

Pro
Pro
Pro
Asp
Ala
Gly

Pro

Gly
160
Thr
Pro
Gly
Ser
Ile
240
Leu
Asn
Arg
Asn
Ile
320
Asn
Leu
Pro
Asn
Phe
400
Thr
Leu
Val
Ser
Pro
480

Asn

Asn



Gly
Asp
Lys
545
Thr
Tyr

Thy

Thr
625
Lys

Asp
Gin
Lys
Tyx

708
Yy

<210> 12
<211> 736
<212> PRT

Arg Aszp Sar

518

Agp Glu asp

530

Gin Gly Als

Asp Glu Glu

Gly Ala val

880

Gly Leu val

585

Arg Asp Val

8§10

Asp Gly Asn

Hig Pro Pro

Pro Pro Leu

660

Tyr Ser Thr

875

Glu Asn Sax

630
Tyr Lys

Sax

Ser Glu Pro

ES 2879 636 TS

leu
Ala
Gly
Glun
565
Ala
His
Ty
Phe
Pro
845
Thr
Gly
Lys
Thy

Arg
725

<213> Virus adeno-asociado

<400> 12

Met Ala Ala Asp

1

Glu Gly TIle

Lys Ala Asn

35

Gly Tyr Lys
50
Val Aasn Ala

65

Gln Gin Leu

Asp Ala Glu

Asn Leu Gly

115

Leu Gly Leu
130
Pro Val Glu

145

Lys Thr Gly

Gly Asp Ser

Zla Thr Pro

195

Ala Pro Met

Arg
20

Gln
Tyr
Ala
Lys
Phe
100
Arg
Val
Gln
Gln
Glu
180
Ala

Ala

Gly
5
Glu
Gin
Leu
Asp
Ala
85
Gln
Ala
Glu
Ser
Gin
165
Ser

Ala

Asp

Meat
Phe
Asn
550
Ile
Ile
Asn
L
#isg
630
Gln
Phe
Gln
Arg
Asn

7.0
Pro

Tyr

Lys
Gly
Ala
76

Gly
Glu
val
Glu
Pro
180
Pro
Val

val

Asn

Asan
Phe
5358
Asp
Lys
Asn
Gln
Gln
6138
Pro
Ile
Asn
val
Tep
695
val

Ile

Leu
Trp
Gln
Pro
55

Ala
Asp
Arg
Phe
Gly
135
Gln
Ala
Pro

Gly

Asn

Bro
520
Pro
Gly
Ala
Asn
Gly
&80
Gly
Ser
Leu
Glin
Ser
680
Asn

Asp

Gly

Pro
Asp
Asp
40

Phe
Ala
Asn
Leu
Gln
120
Ala
Glu
Lys
Asp
Pro
200
Glu

84

Gly
Sex
vVal
Thr
Gln
585
VYal
Fro
Pro
Ile
Ala
6865
val

Pro

Phe

Asp
Leu
25

Asp
Asn
Leu
Pro
Gln
105
Ala
Lys
Pro
Lys
Pxo
185
Thr

Gly

Vval
Sar
Asp
A8
5180
Ala
Ile
Ile
Lag
Lys
8§58
Lys
Glu
Glu
Ala

aAryg
730

Trp
10

Lys
Gly
Gly
Glu
Tyr
90

Glu
Lys
Thr
Asp
Aryg
170
Gln
Thr

Ala

Ala
Gly
Tyx
555
Pro
Ala
Prao
Tep
Met
6835
Asn
Lau
Ila
Ile
Val

715
Tyx

Leu
Pro

Arg

His
75

Leu
Asp
Lys
Ala
Sex
155
Leu
Pro

Met

Asp

Mat
val
540
Ser
val
Asn
Gly
Ala
620
Gly
Thr
Asn
Glu
Gln
700

Asn

Len

Glu
Gly
Gly

Asp

60

Asp
Arg

Thx

Ala Ser His

525
Leu

Ile Phe

Gln Val Leu

Ala Thr Glu

575

Thr Gln Ala
59¢
Met Val Trp

Ile Pro

Gly Phe Gly

Pro Val Pro

635

Ser Phe Ile

£7¢

Trp Glu leu

Tyr Thr Sexr

Thr Glu Gly

Thr Arg Asn

Asp
Ala
Leu
45

Lys
Lys
Tyzr

Sex

Arg Val

Pro
140
Ser
Asn
Leu

Ala

Gly

125
Gly

Ser
Phe
Gly
Ser

205
Val

735

Lys
Gly
Ile
560
Glu
Giln
Gin
His
lLeu
€40
Ala
Thx
Gin
Asn
val

720
Lew

Asn Leu Ser

15

Pro Lys Pro

30

val Leu Pro

Gly Glu Pro

Ala Tyr Asp

B0

Asn His Ala

25

Phe Gly Gly

119

Leuw Glu Pro

Lys Lys Arg

Gly Ile Gly

160

Gly Gln Thr
175
Glu Pro Pro

188

Gly Gly Gly

Gly Asn Ala



Ser
225
The
Tyr
Tyr
His
Trp
305
Val
Leu
Tyr
Asp
Ser
385
Ser
Glu
Arg
Thr
Arg
465
Gly
Asn
Gly
Asp
Lys
545
Thr
Phe
The
Agp
Thr
625
Lys
Asn
Gln

Lys

Tyr
705

210
Gly

Thr
Lys
Phe
Cys
290
Gly
Lys
Thr
val
val
370
Gin
Gln
Glu
Leu
3ln
450
Gly
Pro
Asn
Arg
Asp
530
Glu
Asgp
Gly
Gly
Arg
610
Asp
Asn
Pro
Tyx
Glu

650
Ala

Asn
Ser
Gln
Gly
275
His
Phe
Glu
Ser
Leun
355
Phe
Ala
Met
val
Mat
435
Asn
Ser
Cys
Ser
Glu
515
Glu
Ser
Glu
Thr
Asp
585
Asp
Gly
Pro
Pro
Ser
675

Asn

Lys

Trp
Thr
Ile
260
Tyr
Phe
Arg
Val
Thr
340
Gly
Met
val
Leu
Pro
420
Asn
Gln
Pro
Tyr
Asn
500
Ser
Asp
Ala
Glu
Val
580
Val
Val
His
Pro
Ala
660
The

Ser

Ser

ES 2879 636 TS

His
Arg
245
Ser
Ser
Ser
Pro
Thr
325
val
Ser
Ile
Gly
Arg
405
Phe
Pro
Ser
Ala
Arg
485
Phe
Ile
Lys
Gly
Glu
565
Ala
His
Tyr
Phe
Pro
6845
Glu
Gly

Lys

Ala

Cys
230
Thr
Ser
Thr
Pro
Lys
310
Thr
Gln
Ala
Pro
Arg
390
Thr
His
Leu
Gly
Gly
470
Gln
Thr
Ile
Phe
Ala
550
Ile
Vval
Ala
Leu
His
630
Gln
Phe
Gln

Arg

Asn
710

215
Asp

Trp
Ala
Pro
Arg
295
Axrg
Asn
val
His
Gln
375
Ser
Gly
Ser
Ile
Sear
455
Met
Gln
Trp
Asn
Phe
535
Ser
Lys
Asn
Mat
Gln
615
Pro
Ile
Ser
val
Trp

695
val

Ser
Ala
Ser
Trp
280
Asp
Leu
Asp
Phe
Gln
360
TYY
Ser
Asn
Ser
Asp
440
Ala
Ser
Arg
Thr
Pro
520
Pro
Asn
Ala
Fhe
Gly
600
Gly
Ser
Leu
Ala
Ser
680
Asn

Asp

85

Thr
Leu
Thr
265
Gly
Trp
Asn
Gly
Ser
345
Gly
Gly
Phae
Asn
Tyr
425
Gln
Gln
Val
val
Gly
505
Gly
Mat
Thr
Thr
Gin
585
Ala
Pro
Pro
Ile
Thr
665
Val

Pro

Phe

Trp
Pro
250
Gly
Tyr
Gln
Phe
vVal
33¢
Asp
Cys
Tyxr
Tyxr
Phe
410
Ala
Tyx
Asn
Gln
Ser
49¢
Alz
The
Ser
Ala
Asn
570
Ser
Leu
Ile
Leu
Lys
65¢
Lys
Glu
Glu

Thr

Leu
235
Thr
Ala

Phe

Lys
315
Thr
Ser
Leu
Leu
Cys
395
Thr
His
Leu
Lys
Pro
475
Lys
Ser
Ala
Gly
Leu
555
Pro
Ser
Pro
Trp
Met
635
Asn
Phe
Ile

Val

val
715

220
Gly

Tyr
Ser
Asp
Leu
300
Leu
Thyr
Glu
Pro
Thr
380
Leu
Phe
Ser
Tyr
Asp
460
Lys
Thr
Lys
Met
val
540
Asp
val
Ser
Gly
Ala
620
Gly
Thr
Ala
Glu
Gln

700
Asp

Asp
Asn
Asn
Phe
285
Ile
Phe
Ile
Tyr
PXo
365
Leu
Glu
Ser
Gln
Tyr
445
Leu
Asn
Lys
Tyx
Ala
525
Met
Asn
Ala
Thr
Mat
605
Lys
Gly
Pro
Ser
Tep
685

Tyxr

Asn

Arg
Asn
Asp
270
Asn
Asn
Asn
Ala
Gln
350
Phe
Asn
Tyr
Tyr
Ser
430
Leu
Leu
Trp
The
Asn
510
Ser
Ile
Val
Thr
Asp
590
Val
Ile
Phe
val
Phe
670
Glu

Thr

Asn

Val
His
255
Asn
Arg
Asn
Ile
Asn
335
Leu
Pro
Asn
Phe
Thr
415
Leu
Asn
Phe
Leu
Asp
495
Leu
His
Phe
Met
Glu
575
Pro
Trp
Pro
Gly
Pro
655
Ile
Leu

Ser

Gly

Ile
240
Leu
His
Phe
Asn
Gln
320
Asn
Pro
Ala
Gly
Pro
400
Phe
Asp
Arg
Ser
Pro
480
Asn
Asn
Lys
Gly
Ile
560
Arg
Ala
Gln
Hig
Lewu
640
Ala
Thr
Gln

Asn

Leu
720
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Tyr Thr Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg Pro Leu

125 730 735
<210> 13
<211> 736
<212> PRT
<213> Virus adeno-asociado
<400> 13

86



Met
Glu
Lys
Gly
vVal
65

Gln
Asp
Asn
Phe
Pro
145
Lys
Gly
Ala
Ala
Ser
225
Thr
Tyr
Tyr
His
Trp
305
Val
Leu
Tyr
Asp
Ser
385

Ser

Glu

Ala
Gly
Ala
Tyr
50

Asn
Gln
Ala
Leu
Gly
130
val
Thr
Asp
Thr
Pro
210
Gly
Thr
Lys
Phe
Cys
2%0
Gly
Lys
Thr
Vval
val
370
Gln
Gln

Asp

Ala
Ile
Asn
35

Lys
Ala
Leu
Glu
Gly
115
Leu
Glu
Gly
Ser
Pro
195
Met
Asgn
Serx
Gln
Gly
275
His
Phe
Glu
Ser
Leu
355
Phe
Ala
Met

Val

Asp
Arg
20

Gln
Tyr
Ala
Lys
Phe
100
Arg
Val
Gln
Gln
Glu
180
Ala
Ala
Trp
Thr
Ile
260
Tyr
Phe
Arg
Val
Thr
340
Gly
Met
Val

Leu

Pro

Gly
Glu
Gln
Leu
Asp
Ala
85

Gln
Ala
Glu
Ser
Gln
165
Ser
Ala
Asp
His
Arg
245
Ser
Ser
Ser
Pro
Thr
325
Val
Ser
Ile
Gly
Axrg

405
Phe

ES 2879 636 TS

Tyr
Trp
Lys
Gly
Ala
70

Gly
Glu
val
Glu
Pro
1590
Pro
vVal
vVal
Asn
Cys
230
Thr
Ser
Thr
Pro
Lys
310
Thr
Gln
Ala
Pro
Arg
390
Thr

His

Trp
Gln
Pro
55

Ala
Asp
Arg
Phe
Gly
135
Gln
Ala
Pro
Gly
Asn
215
Asgp
Trp
Ala
Pro
Arg
295
Arg
Asn
Val
His
Gln
375
Ser

Gly

Ser

Pro
Asp
Asp
40

Phe
Ala
Asn
Leu
Gln
120
Ala
Glu
Lys
Asp
Pro
200
Glu
Ser

Ala

Ser

Tep
280
Asp
Leu
Asp
Phe
Gln
360
Tyr
Ser

Asn

Ser

87

Asp
Leu
25

Asp
Asn
Leu
Pro
Gln
105
Ala
Lys
Pro
Lys
Pro
185
Thr
Gly

Thr

Thr
265
Gly
Trp
Asn
Gly
Sex
345
Gly
Gly
Phe

Asn

Tyxr

Trp
10

Lys
Gly
Gly
Glu
Tyr
20

Glu
Lys
Thr
Asp
Arg
170
Gln
Thr
Ala
Trp
Pro
250
Gly
Tyr
Gln
Phe
Val
330
Asp
Cys
Tyr
Tyx
Phe

410
Ala

Leu
Pro
Arg
Leu
His
75

Leu
Asp
Lys
Ala
Ser
155
Leu
Pro
Metb
Asp
Leu
235
Thr
Ala
Phe
Arg
Lys
315
Thr
Ser
Leu
Leu
Cys
395
Thr

His

Glu
Gly
Gly
Asp
60

Asp
Arg
Thr
Arg
Pro
140
Ser
Asn
Leu
Ala
Gly
220
Gly
Tyr
Ser
Asp
Leu
300
Leu
Thr
Glu
Pro
Thr
380
Leu

Phe

Ser

Asp
Ala
Leu
45

Lys
Lys
Tyr
Ser
Val
125
Gly
Sar
Phe
Gly
Ser
205
Val
Asp
Asn
Asn
Phe
285
Ile
Phe
Ile
Tyr
Pro
365
Leu
Glu

Ser

Gln

Asn
Pro
30

val
Gly
Ala
Asn
Phe
110
Leu
Lys
Gly
Gly
Glu
190
Gly
Gly
Arg
Asn
Asp
270
Asn
Asn
Asn
Ala
Gln
350
Phe
Asn
Tyr
Tyr

Ser

Leu
15

Lys
Leu
Glu
Tyr
His
95

Gly
Glu
Lys
Ile
Gln
175
Pro
Gly
Asn
Val
His
255
Asn
Arg
Asn
Ile
Asn
335
Leu
Pro
Asn
Phe
Thr

415
Leu

Ser
Pro
Pro
Pro
Asp
Ala
Gly
Pro
Arg
Gly
160
Thr
Pro
Gly
Ala
Ile
240
Leu
His
Phe
Asn
Gln
320
Asn
Pro
Ala
Gly
Pro
400
Phe

Asp



Arg Leu

Thr Gln
450

Arg Gly

465

Gly Pro

Asn Asn
Gly Arg

Asp Asp
530

Lys Glu

545

Thr Asp

Phe Gly
Thr Gly

Asp Arg
610

Thr Asp

625

Lys BRis

Asn Pro
Gln Tyr

Lys Glu
620

Tyr Ala

705

Tyr Thr

<210> 14
<211> 738
<212> PRT

Met
435
Agn
Ser
Cys
Ser
Glu
515
Lys
Sexr
Glu
Thr
Asp
59%
Asp
Gly
Pro
Pro
Ser
678
Azn

Lys

Glu

420
Asn

Gln
Pro
Tyr
Asn
500
Ser
Asp
Ala
Glu
val
580
val
val
His
Bro
Ala
660
Thr
Ser

Ser

Pro

Pro
Ser
Ala
Arg
483
Phe
Ile
Lys
Gly
Glu
565
Ala
His
Tyy
Fhe
Pro
645
Glu
Gly
Lys

Ala

Arg
725

ES 2879 636 TS

Leu
Gly
Gly
470
Gln
Thy
Ile
Phe
Ala
550
Ile
val
val
Leu
Bis
630
Glin
Phe
Gln
Aryg
Asn

710
Pro

<213> Virus adeno-asociado

<400> 14

Ile
Ser
455
Met
Gln
Trp
Asn
Phe
535
Ser
Lys
Asn
Met
Gin
615
Fro
Ile
Sex
val
Trp
695
val

Ile

Asp
440
Ala
Ser
Arg
Thr
Pro
520
Pro
Asn
Ala
Leu
Gly
600
Gly
Ser
Leu
Ala
Sar
&80
Asn

Asp

Gly

88

425
Gln

Gin
Val
Val
Gly
505
Gly
Met
Thx
Thr
Gin
585
Ala
Pro
Pro
Ile
Thr
665
val
Bro

Phe

Thr

Ty
Asn
Gln
Ser
480
Ala
Thr
Ser
Ala
Asn
570
Ser
Leu
Ile
leu
Lys
650
Lys
Glu
Glu
Thr

Arg
730

Leu
Lys
Pro
475
Lys

Ser

Ala

Leu
555
Pro
Sar
Pro
Trp
Mat
635
Asn
Phe
Iie
val
val

715
Tyr

Tyr
Asp
460
Lys
Thr
Lys
Met
Val
540
Asp
val
Serx
Gly
Ala
620
Gly
Thr
Ala
Glu
Gln
700
Asp

Leu

Tyr
445
Leu
Asn
Lys
Tyr
Ala
525
Met
Asn
Ala
Thx
Met
605
Lys
Gly
Pro

Sex

Trp
685
Tyr
Asn

Thr

430
Leu

Leu
Trp
Thr
asn
510
Ser
Ile
val
Thr
Asp
580
Val
Ile
Phe
Val
Phe
670
Glu
Thr

Asn

Arg

Asn
Phe
Leu
Asp
435
Leu
His
Phe
Met
Glu
575
Pro
Trp
Pro
Gly
Pro
655
Ile
Leu
Ser

Gly

Pro
735

Arg
Ser
Bro
480
Asn
Asn
Lys
Gly
Ile
560
Arg
Ala
Gln
His
Leu
640
Ala
Thr
Gln
Asn
Leu

720
Leu



Met
Glu
Lys
Gly
Val
65

Gin
Asp

Asn

Ala
Gly
Ala
Tye
50

Asn
Gln
Ala

Leu

Ala
Ile
Asn
35

Lys
Ala
Leu

Glu

Gly
1158

Asp
Arg
20

Gln
Tyr
Ala
Gln
Phe

100
Arg

ES 2879 636 TS

Gly
Glu
Glin
Leu
Asp
Ala
85

Gln

Ala

Tyr
Tep
Lys
Gly
Ala
70

Gly
Glu

val

Leu
Trp
Gln
Pro
55

Ala
Asp

Arg

Phe

Pro
Ala
Asp
40

Phe
Ala
Asn

leu

Gln
120

89

Asp
Leu
25

Asp
Asn
Leu
Pro
Gln

105
ala

Trp
10

Lys
Gly
Gly
Glu
Tyr
90

Glu

Lys

Lau
Pro
Arg
Leu
His
75

Leu

Asp

Lys

Glu
Gly
Gly
Asp
Asp
Axg
Thr

Arg

Asp
Ala
Leu
45

Lys
Lys
Tyr
Ser

Val
125

Asn
Pro
30

Val
Gly
Ala
Asn
Phe

110
Leu

Leu
15

Lys
Leu
Glu
Tyr
His
83

Gly

Glu

Ser
Bro
Pro
Bro
Asp
80

Ala
Gly

Bro



Leu
Pro
145
Gly
Thr
Pro
Gly
Ser
225
Ile
Leu
Asn
Arg
Asn
305
Ile
Asn
Leu
Pro
Asn
385
Pha
Thr
Leu
Ser
Phe
465
Leu
Gln
Leu
His
Phe
545
Met
Glu
Pro

Trp

Pro

Gly
130
Val
Lys
Gly
Ala
Ala
210
Ser
Thr
Tyxr
Thr
FPhe
29¢
Asn
Gln
Asn
Bro
Ala
370
Gly
Pro
Phe
Asp
Arg
450
Sexr
Pro
Asn
Asn
Lys
530
Gly
Leun
Glu
Gln
Gln

€10
His

Leu
zlu
Lys
Asp
Ala
195
Pro
Gly
Thr
Lys
Pyr

275
His

Trp
val
Leu
Tyr
355
Asp
Ser
Sexr
Glu
Arg
435
Thx
Gln
Gly
Asn
Gly
515
Asp
Lys
Thr
Tyxr
Ile
595
Asn

Thr

Val
Pro
Gly
Ser
180
Pro
Met
Asn
Ser
Glan
260
Phe
Cys
Gly
Lys
Thr
340
Val
Val
Gln
Gln
Asp
420
Leu
Gln
Gly
Pro
Asn
500
Arg
Asp
Gln
Ser
Gly
580
Gly

Arg

Asp

ES 2879 636 TS

Glu
Ser
Gln
165
Glu
Ser
Ala
Trp
Thr
245
Ile
Gly
His
Phe
Glu
325
Ser
Leu
Phe
Ala
Met
405
Val
Met
Thr
Gly
Cys
485
Ser
ABn
Glu
Asn
Glu
565
Ile
Thr
Asp

Gly

Glu
Pro
150
Gln
Sex
Gly
Asp
His
230
Arg
Ser
Tyr
Phe
Arg
310
val
Thr
Gly
Met
Val
380
Leu
Pro
Asn
Thr
Pro
470
Tyx
Asn
Serx
Glu
Ala
550
Glu
Val
val

val

Asn

Gly
135
Gln
Pro
Val
val
Asn
215
Cys
Thr
Asn
Ser
Sexr
293
Pro
Thr
Tle
Ber
Ile
375
Gly
Arg
Phe
Pro
Gly
455
Asn
Arg
Phe
Leau
Arg
535
Ala
Glu
Ala
Asn
Tyr

615
Phe

Ala
Arg
Ala
Pro
Gly
200
Asn
Asp
Trp
Gly
Thr
280
Bro
Lys
Gln
Gln
Ala
360
Pro
Arg
Thr
His
Leu
440
Gly
Thr
Gln
Ala
Ala
520
Phe
Arg
Ile
Asp
Sex
600
Leu

His

90

Lys
Ser
Arg
Asp
185
Pro
Glu
Ser
Ala
Thy
265
Pro
Arg
Arg
Asn
val
345
Hisg
Gln
Sar
Gly
Sexr
425
Ile
Thr
Met
Gln
Trp
505
ABn
Phe
Asp
Lys
Asn
585
Gin
Gln

Pro

Thy
Pro
Lys
170
Pro
Asn
Gly
Thr
Leu
250
Ser
Trp
Asp
Leu
Glu
330
Phe
Gln
Tyn
Ser
Asn
41¢
Ser
Asp
Ala
Ala
Arg
430
Thr
Pro
Pro
Asn
Thr
870
Leu
Gly
Gly

Ser

Ala
Asp
15%
Arg
Gln
Thr
Ala
Trp
235
Pro
Gly
Gly
Txp
ser
315
Gly
Thr
Gly
Gly
Phe
34858
Asn
Tyx
Gln
Asn
Asn
475
val
Ala
Gly
Ser
Ala
555
Thr
Gln
Ala

Pro

Pxo

Pro
140
Ser
Leu
Pro
Met
Asp
220
Leu
Thr
Gly
Tyr
Gln
300
Phe
Thr
Asp
Cys
Tyr
380
Tyr
Phe
Ala
Tyr
Thr
460
Gln
Ser
Gly
Ile
Aszn
540
Asp
Asn
Gln
Leu
Ile

620
Leu

Gly
Ser
Agn
Leu
Ala
205
Gly
Gly
Tyr
Ala
Phe
285
Arg
Lys
Lys
Ser
Leu
365
Leu
Cys
Gln
His
Leu
445
Gln
Ala
Thr
Thr
Ala
528
Gly
Tyr
Pro
Gln
Pro
605
Trp

Met

Lys
Thr
Phe
Gly
19¢
Ala
val
Asp
Asn
Thr
270
Asp
Leu
leu
Thr
Glu
350
Pro
Thr
Leu
Phe
Ser
430
Tyr
Thr
Lys
Thr
Lys
51¢
Met
Ile
Ser
Val
Asn
55¢
Gly
Ala

Gly

Lys
Gly
Gly
175
Glu
Gly
Gly
Arg
Asn
255
Asn
Phe
Ile
Phe
Ile
335
Tyr
Pro
Leu
Glu
The
415
Gln
Tyr
Leu
Asn
Thr
495
Tyr
Ala
Leu
Asp
Ala
575
Thr
Met
Lys

Gly

Arg
Ile
160
Gln
Pro
Gly
Ser
val
240
His
Asp
Asn
Asn
Asn
320
Ala
Gln
Phe
Asn
Tyr
400
Tyr
Ser
Leu
Gly
Trp
480
Gly
His
Thr
Ile
val
560
Thr
Ala
val
Ile

Phe
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€25 630 635 640

Gly Leu Lys His Prxo Pro Pro Gln Ile Leuw Ile Lys Asn Thr Pro Val
645 650 655

Pro Ala Asp Pro Pro Thr Thr Phe Asn Gln Ser Lys Leu Asn Ser Phe

660 665 670
Ile Thr Gin Tyr Ser Thr Gly Gln Val Ser Val Glu Ile Glu Trp Glu
675 680 685
Leu Gln Lys Glu Asn Ser Lys Arg Trp Asn Pro Glu Ile Gln Tyr Thr
630 695 700

Ber Asn Tyr Tyr Lys Ser Thr Ser Val Asp Phe Ala val Asan Thr Glu

705 710 715 720

Gly Val Tyr Ser Glu Pro Arg Pro Ile Gly Thr Arg Tyr Leu Thr Arg
725 730 135

Aszn Leu

<210> 15
<211> 736
<212> PRT
<213> Virus adeno-asociado
<400> 15
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Met
Glu
Lys
Gly
Vval
65

Gln
Asgp
Asn
Leu
Pro
145
Lys
Gly
Ala
Ala
Ser
225
Thr
Tyr
Ala

Phe

Asn
308

Ala
Gly
Ala
Tyr
50

Asn
Gin
Ala
Leu
Gly
130
Val
Ser
Asp
Ala
Pro
210
Gly
Thr
Lys
Tyr
His

290
Trp

Ala
Tle
Asn
35

Lys
Ala
Leu
Glu
Gly
115
Leu
Glu
Gly
Thr
Pro
185
val
Asn
Ser
Gln
Phe
275
Cys

Gly

Asp
Ary
20

Gln
Tyr
Ala
Lys
Phe
100
Arg
val
Gln
Ala
Glu
180
Ser
Ala
Tro
Thr
Tle
260
Gly
His

Pha

Gly
Glu
Gln
Leu
Asp
Ala
85

Gln
Ala
Glu
Ser
Gln
165
Ser
Gly
Asp
His
Arg
245
Ser
Tyr
Phe

Arg
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His
Gly
Ala
70

Gly
Glu
Val
Blu
Pro
150
Pro
val
val
Asn
Cys
230
Thr
Asn
Ser

Ser

Pro
310

Trp
Gln
Bro
55

Ala
Asp
Arg
Phe
Ala
135
Gln
Ala
Pro
Gly
Asn
215
Asp
Trp
Sex
Thy
Pro

295
Lys

Pro
Ala
Asp
40

Gly
Ala
Asn
Leu
Gln
120
Ala
Glu
Lys
Asp
Sexr
200
Glu
Ser
Alz
Thy
Pro
280
Arg

Arg

92

Asp
Leu
25

Asn
Ast
Leu
Pro
Lys
105
Ala
Lys
Pro
Lys
Pro
18%
Leu
Gly
Gin
Ieu
Ser
265
Tep

Asp

10
nys

Ala
Gly
Glu
Tyz
S0

Glu
Lys
Thr
Asp
Arg
170
Gln
Thr
Ala
Trp
Pro
250
Gly
Gly
Trp

Asn

Leu
Pro
Arg
Leu
Bis
75

Leau
Asp
Lys
Ala
Ser
155
Lew
Pro
Met
Asp
L
235
Thr
Gly
Tyr
Gin

Phe
315

Glu
Gly
Gly
Asp

60
Asp

Thr
Arg
Pro
140
Ser
Asn
Ile
Ala
Gly
220
Gly
Tyxr
Ser
Phe
Arg

300
Lys

Asp
Ala
Leu
45

Lys
Lys
Tyr
Ser
Leu
125
Gly
Ala
Pha
Gly
Ser
208
vVal
Asp
Asn
Ser
Aszp
285

Leu

Leu

Asn
Pro
30

val
Gly
Ala
Asn
Phe
110
Leu
Lys
Gly
Gly
Glu
190
Gly
Gly
Arg
Asn
Asn
270
Fhe
Ile

Phe

Leu Ser
Gln Bro
Leu Pro
Glu Pro
Tyr Asp
His Ala
95
Gly Gly
Glu Pro
Lys Arg
Ile Gly
160
Gln Thr

175
Pro Pro

Gly Gly
Ser Ser
Val Ile
240
His Leu
255
Asp Asn
Asn Arg

Asn Asn

Asn Ile
320



Gln VvVal
Asn Leu
Pro Tyr

Ala Asp
370

Gly Ser

385

Pro Ser

Phe Glu
Asp Arg

Lys Thr
450

Val Ala

465

Gly Pro

Asn Asn
Gly Arg

Glu Gly
530

Lys Gln

545

Thx Asn

Tyr Gly
Thr Gly

Asp Arg
610

Thr Asp

625

Lys Hig

Asp Pro
Gln Tyr

Lys Glu
620

Tyr Tyr

705

Tyr Ser

<210> 16
<211> 738
<212> PRT

Lys
Thr
Val
355
Val
Gln
Gln
Asn
Leu
435
Ile
Gly
Sex
Sex
Asn
815
Glu
Gly
Glu
Gln
Trp
595
Asp
Gly
Pro
Pro
Ser
675
Asn

Lys

Glu

Glu
Ser
340
Leu
Phe
Ala
Met
val
420
Met
Asn
Pro
Tyr
Glu
500
Ser
Asp
Thr
Glu
Val
580
Val
Val
Asn
Pro
Thr
660
Thr
Ser

Ser

Pro

val
325
Thr
Gly
Met
Val
Leu
405
Pro
Aszsn
Gly
Ser
Axryg
485
Phe
Leu
Axrg
Gly
Glu
565
Ala
Gln
Tyx
Phe
Bro
645
Ala
Gly
Lys

Asn

Arg
725
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Thr Asp
val Gln
Ser Ala

Ile Pro
375
Gly Arg
380
Arg Thr

Phe His
Pro Leu

Ser Gly
455

Asn Met

470

Gin Gln

Ala Txp
Met Asn

Phe Phe
535

Arg Asp

550

Ile Lys

Thr Asn
Asn Gln

Leu Gln
615

Bis Pro

630

Gln Ile

Phe Asn
Gln Val

Arg Trp
£85

Asn Val

710

Pro Ile

Asn
val
His
360
Gln
Ser
Gly
Ser
Ile
440
Gln
Ala
Arg
Pro
Pro
520
Pro
Asn
Thr
His
Gly
600
Gly
Ser
Leu
Lys
Ser
680
Asn

Glu

Gly

93

Asn
Phe
345
Glu
Tyr

Ser

Ser
425
Asp
Asn
Val
val
Gly
505
Gly
Leu
Val
Thr
Gln
585
Ile
Pro
Pro
Ile
Asp
665
val
Pro

Phe

Thr

Gly
330
Thr
Gly
Gly
Phe
Asn
410
Tyx
Glin
Gln
Gin
Ser
490
Ala
Pro
Ser
Asp
Asn
570
Ser
Len
Ile
Leu
Lys
650
Lys
Glu
Glu
Ala

Arg
730

val
Asp
Cys
Tyr
Tyr
395
Phe
Ala
Tyx
Gln
Gly
475
Thx
Ser
Ala
Gly
Ala
555
Pro
Ala
Bro
Trp
Met
635
Asn
Leu
Ile
Ile
val

715
Tyr

Lys
Ser
levu
Leu
38¢0
Cys
Gln
His
Leu
Thr
460
Arg
Thr
Serx
Met
Ser
540
Asp
val
Gln
Gly
Ala
620
Gly
Thr
Asn
Glu
Gln
780

Asn

Leuw

Thr
Asp
Pro
365
Thr
Leu
Phe
Sar
Tyxr
445
Leu
Asn
Val
Tep
Ala
525
Leu
Lys
Ala
Ala
Met
605
Lys
Gly
Pro
Ber
Trp
685
Tyr

Thr

Thr

Ile
Tyr
350
Pro
Leu
Glu
Ser
Glin
430
Tyr
Lys
Tyr
Thr
Ala
510
Ser
Ile
val
Thr
Gln
Rt
val
Ile
Phe
Val
Phe
670
Glu
Thy

Glu

Arg

Ala
335
Gln
Phe
Asn
Tyr
Tyr
415
Ser
Leu
Phe
Ile
Gln
485
Leuy
His
Phe
Met
Glu
575
Ala
Trp
Pro
Gly
Pro
655
Ile
Leu
Ser

Gly

Asn
735

Asn
Leu
Pro
Asp
Phe
400
Glu
Leu
Sexr
Ser
Pro
480
Asn
Asn
Lys
Gly
Ile
560
Ser
Gln
Gln
His
Met
640
Ala
Thr
Gln
Asn
val

720
Leu



ES 2879 636 TS

<213> Virus adeno-asociado
<400> 16

Met Ala Ala Asp Gly Tyr leu Pro Asp Trp Len Glu Asp Asn Leu Ser
1 5 10 15
Glu Gly Ile Arg Glu Trp Trp Asp Leu Lys Pre Gly Ala Pro Lys Pro
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Lys
Gly
val
65

Gln
Asp
Asn
Leu
Pro
145
Gly
Thr
Pro
Gly
Ser
225
Ile
Leu
Asn
Arg
Asn
305
Ile
Asn
Leu
Pro
Asn
385
Phe
Gln
Leu
Ser
Phe
465
Leu

Gln

Leun

Ala
Tyr
50

Asn
Gln
Ala
Leu
Gly
130
Val
Lys
Gly
Ala
Ala
210
Ser
Thr
Tyr
Thr
Phe
290
Asn
Gln
Asn
Pro
Ala
370
Gly
Pro
Phe
Asp
Arg
450
Ser
Pro

Asn

Asn

Asgn
35

Lys
Ala
Leu
Glu
Gly
115
Leu
Glu
Lys
Asp
Gly
195
Bro
Gly
Thr
Lys
Tyr
275
His
Txp
val
leu
Tyr
358
Asp
Ser
Ser
Glu
Arg
435
Thr
Gln
Gly

Asn

Gly
515

20
Gln

Tyr
Ala
Lys
Phe
100
Arg
Val
Pro
Gly
Ser
180
Pro
Met
Asn
Ser
Gln
260
Pha
Cys
Gly
Lys
Thr
340
vVal
val
Gln
Gln
Asp
420
Leu
Gln
Ala
Pro
Asn

500
Arg

Gln
Leu
Asp
Ala
85

Gln
Ala
Glu
Ser
Gln
165
Glu
Ser
Ala
Trp
Thr
245
Ile
Gly
His
Phe
Glu
325
Ser
Leu
Phe
Ala
Met
405
val
Met
Ser
Gly
Cys
485

Ser

Asp
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Lys
Gly
Ala
70

Gly
Glu
Val
Glu
Pro
150
Gln
Ser
Gly
Asp
His
230
Arg
Serx
Tyr
Phe
Arg
310
val
Thr
Gly
Met
val
390
Lau
Bro
Asn
Thy
Pxo
470
Tyx

Asn

Ser

Gln
Pro
55

Ala
Asp
Arg
Phe
Gly
135
Gln
Pro
val
Leu
Asn
215
Cys
Thr
Asn
Ser
Ser
295
Pro
Thx
Ile
Sexr
Ile
375
Gly
Arg
Phe
Pro
Gly
455
Asn
Arg

Phe

Leu

Asp
40

Phe
Ala
Asn
Leu
Gln
120
Ala
Arg
Ala
Pro
Gly
200
Asn
Asp
Trp
Gly
Thr
280
Pro
Lys
Gln
Gln
Ala
360
Pro
Arg
Thr
His
Leu
440
Gly
Asn
Gln

Ala

Val
520

25
Asp

Asgn
Leu
Pro
Gln
105
Ala
Lys
Ser
Lys
Asp
185
Sar
Glu
Ser
Ala
Thr
265
Pro
Arg
Arg
Asn
Val
345
His
Gln
Sexr
Gly
Ser
425
Ile
Thr
Met
Gln
Trp

505
Asn

95

Gly
Gly
Glu
Tyxr
9¢

Glu
Lys
Thr
Pro
Lys
170
Pro
Gly
Gly
Thr
Leu
250
Serx
Trp
Asp
Leu
Glu
33¢
Phe
Gln
Tyr
Serx
Asgn
410
Ser
Asp
Ala
Sex
Arg
430

Thr

Pro

Arg
Leu
His
75

Leu
Asp
Lys
Ala
Asp
155
Arg
Gln
Thr
Ala
Trp
235
Pro
Gly
Gly
Trp
Asn
315
Gly
Thr
Gly
Gly
Phe
395
Asn
Tyr
Gln
Gly
Ala
475
Val
Gly

Gly

Gly
Asp
Asp
Arg
Thr
Arg
Pro
140
Ser
Leu
Pro
Met
Asp
220
Leu
Thr
Gly
Tyxr
Gln
300
Phe
Thr
Asp
Cys
Tyr
380
Tyr

Phe

Tyr
Thr
460
Gln
Ser

Ala

Val

Leu
45

Lys
Lys
Tyxr
Ser
Val
125
Gly
Ser
Asn
Ile
Ala
205
Gly
Gly
Tyr
Sax
Phe
285
Arg
Lys
Lys
Ser
Leu
365
Leu
Cys
Glu
His
Leu
445
Gln
Ala
Thx

Thr

Ala
525

30
vVal

Gly
Ala
Asn
Phe
110
Leu
Lys
Thr
Phe
Gly
190
Ala
val
Asp
Asn
Thr
270
Asp
Leu
Leu
Thr
Glu
350
Pro
Thr
Leu
Phe
Ser
430
Tyr
Gln
Lys
Thr
Lys

510
Met

Leu
Glu
Tyr
His
95

Gly
Glu
Lys
Gly
Gly
175
Glu
Gly
Gly
Arg
Asn
255
Asn
Phe
Ile
Phe
Ile
335
Tyr
Pro
Leu
Glu
Ser
415
Gln
Tyx
Leu
Asn
Leu
495

Tyr

Ala

Pro
Pro
Asp
80

Ala
Gly
Pro
Arg
Ile
160
Gln
Pro
Gly
Ser
Val
240
His
Asp
Asn
Asn
Asn
320
Ala
Gln
Phe
Asn
Tyr
400
Tyr
Ser

leu

Leu

Trp
480
Sex
His

Thr



His
Phe
£45
Met
Gla
Pro
Trp
Fro
§25
Gly
¥Fro
Ile
Lew
Sex
785
Gly

Asn

Lys
530
Sly
Leu
Gin
kXY
Gln
510
His
L
Ala
Thr
Gln
530
Asn

Thr

Len

Asp
Lys
Thr
Tyr
val
585
Asn
The
Lys
Asp
Gln
875
Lys

Ty

Tyr

Asp
Gln
Ser
Gly
580
Gly
Arg
Asp
His
Pro
660
Tyx
Glu
RNTH o

Sex

Glu
Gly
Glu
565
val
ala
Asp
Gly
Pro

645
Bro

Ser ¥

ES 2879 636 TS

Ala
550
Glu
Val
val

val

Pro

Sar
710
Bro

Arg
535
Gly
Glu
Ala
Asn
Tyx
615
Phe
Pra
Thr
Gly
Lys
6395
The

Arg

Pha
Lys
Ile
Asp
Ser
€00

Len

Bis

Phe
Asp
Lys
Asn

585
&ln

Pro
Ile
Ser
663
val
Tp
val

Ile

96

Pro
Asn
Thx
570
BRE1E

Gly

Gly

Lan
650
Gin

Asn
Asp

Gly
730

Sexr
Val
555
Thr
Gin
Ala
Pra
Bro
635
Ile
Ala
val
Pro
Phe

715
Thy

Sex
540
Asp
Asn
Gla
Len
Ila
€20
Lean
Lys
Lys
Glu
Glu
740
Ala

Arg

Gly
Tyr
Pra
Gin
Pro
605
Tep
Met
Asn
Leu
Tie
685
Ile

val

Tyx

Yval
Snyr
Val
Asn
590
Gly
Ala
Gly
Thyx
Ala
670
Glu

Gln

Leu
Ser
Ala
575
Ala
Met
lys
Gly
Pra
855
Ser
Tep
Tyx
The

The
738

Met
Val
560
Thx
Ala
Val
Ile
Phe
640
val
Phe
Glu
Thr
ASpP

720
Arg
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) para uso en un método de tratar un trastorno ocular en
un mamifero, comprendiendo dicho método administrar un acido nucleico heterdlogo al ojo de un individuo, en donde
dicho método comprende administrar dicha particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) a la subretina del
individuo, en donde la particula de rAAV comprende

a) una capside de AAV2 recombinante (rAAV2) que comprende proteinas de la capside de AAV2 que comprenden
una o mas sustituciones de aminoacidos en una o mas de las posiciones R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588,
numeracién basada en la numeraciéon VP1 de AAV2,

en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos es con un residuo de aminoacido hidréfobo, y

en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAV a un proteoglicano de
heparan sulfato, y

b) un vector rAAV que comprende el acido nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal invertida de AAV.

2. Una composicién que comprende una particula de virus adeno-asociado recombinante (rAAV) para uso en un
método para tratar un trastorno ocular en un individuo, en donde dicho método comprende el suministro subretiniano
de dicha composicioén a la retina del individuo, en donde las particulas de rAAV comprenden

a) una capside de rAAV que comprende proteinas de la capside de AAV2 que comprenden una o mas sustituciones
de aminoacidos en una o mas de las posiciones R484, R487, K527, K532, R585 y/o R588, numeracién basada en la
numeracién VP1 de AAV2,

en donde la una de mas sustituciones de aminoacidos es con un residuo de aminoé&cido hidrofobo, y

en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos reduce la unién de la particula de rAAV a un proteoglicano de
heparan sulfato, y

b) un vector rAAV que comprende un &cido nucleico heterélogo y al menos una repeticion terminal de AAV.

3. La particula de rAAV para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, o la composicién para uso de acuerdo con la
reivindicacion 2, en donde el acido nucleico heterélogo esta enlazado operativamente a un promotor adecuado para
la expresion de un polipéptido terapéutico o acido nucleico terapéutico en uno o mas tipos de células de la retina.

4. La particula de rAAV para uso de acuerdo con la reivindicacion 3, la composicion para uso de acuerdo con la
reivindicacion 3, en donde la célula de la retina es una célula fotorreceptora.

5. La composicién para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en donde el acido nucleico
heterélogo se utiliza para tratar un trastorno ocular en un ser humano seleccionado del grupo que consiste en
degeneracién retiniana autosémica recesiva grave de inicio temprano (amaurosis congénita de Leber), acromatopsia
congénita, enfermedad de Stargardt, enfermedad de Best, enfermedad de Doyne, distrofia de conos, retinitis
pigmentosa, retinosquisis ligada al cromosoma X, sindrome de Usher, degeneracién macular relacionada con la edad,
degeneracién macular atrofica relacionada con la edad, AMD neovascular, maculopatia diabética, retinopatia diabética
proliferativa (PDR), edema macular cistoide, retinopatia serosa central, desprendimiento de retina, inflamacion
intraocular, glaucoma y uveitis posterior.

6. La particula de rAAV para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1y 3-4, o la composicion para
uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en donde la una o mas sustituciones de aminoacidos
reducen la unién de la particula de rAAV al proteoglicano de heparan sulfato en aproximadamente al menos un 10%,
aproximadamente al menos un 25%, aproximadamente al menos un 50%, aproximadamente al menos un 75% 0
aproximadamente al menos el 100%.

7. La particula de rAAV para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4 y 6, o la composicién
para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en donde la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden la sustitucién de un residuo de arginina o lisina con un residuo de alanina.

8. La particula de rAAV para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4 y 6-7, o la composicién
para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-7, en donde la una o mas sustituciones de
aminoacidos comprenden sustituciones en las posiciones R484 y R487 o en las posiciones R585 y R588, numeracion
basada en VP1 de AAV2.

9. La particula de rAAV para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4 y 6-8, o la composicién
para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en donde las proteinas de la capside de AAV2
comprenden sustituciones de aminoacidos R585A y R588A, numeracién basada en VP1 de AAV2.

10. La particula de rAAV para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4 y 6-9, o la composicién
para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-9, en donde las proteinas de la capside de AAV2
comprenden la sustitucién de aminoacidos K532A, numeracion basada en VP1 de AAV2.

11. La particula de rAAV para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4 y 6-10, o la composicién
para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-10, en donde la particula de rAAV comprende una
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0 mas proteinas de la capside de AAV2 que tienen al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 91%,
al menos aproximadamente 92%, al menos aproximadamente 93%, al menos aproximadamente 94%, al menos
aproximadamente 95%, al menos aproximadamente 96%, al menos aproximadamente 97%, al menos
aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99% o 100% de identidad de secuencia con SEC ID NOs: .2, 4
0 6.

12. La particula de rAAV para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4 y 6-11, o la composicién
para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-11, en donde el &cido nucleico heterdlogo codifica
un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en un antioxidante, un factor neurotréfico, un factor antiapoptético,
un factor anti-angiogénico y un factor antiinflamatorio.

13. La particula de rAAV para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4 y 6-11, o la composicién
para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-11, en donde el &cido nucleico heterdlogo codifica
un &cido nucleico terapéutico.

14. La particula de rAAV para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3-4 y 6-13, o la composicién

para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-13, en donde el vector rAAV es un vector rAAV auto-
complementario.

98



ES 2879 636 TS

Y Y b1 H 4 OMEH TAVY

b L b ¥ d ZAVY

99

i oo




ES 2879 636 TS

(X991

.?\\?
51 R L I

[

9y

22
£ %
s
(%4

L y 2
T

P
OGO

]

54 %

{1an8d) gorigs

100



ES 2879 636 TS

A Y0 GALE SAYY

A4 Y ED LAY

g{aH
SRINDBD

£67
T

101



ES 2879 636 TS

7 A winy LI
By Ay N4
¥ < 3
i & | &&@ <
S B 4 o 5 &
s /i w 5 > o
&w\ & ) & %% 3
i 3 i i A b “ v
%9 ¢ v T &z “® whsone
»& § CEOOrPr AR \\\\ SIAOEO OO rrrrnr \ /- %
. | | ot 2 wiH3h
% % {m. Z3 N\NAW i 4
i%%i % i “
% &
L bamror %
i = LY
73
AR S e

Bagar A wmy
PUBILASIONG

Ga B3
vaIARI

Wy iid

} 1148

X
3}
83

{

{ x\§ m;g

102



ES 2879 636 TS

RSN
%,

}

H ?
K]

>

ST

UOIIONDSUB

Uis

o5

?

AR NN NN

Z Z:

(O euiBay) (S HTAYY At YU IAVY

#

ueies ap ofo 18 us ZAYY op BEIIABNU]
uoIDonpsues B usAnuiusip eupnBie ap saucioeINp

103



ES 2879 636 TS

g

.
™
R
AN
Sk

3}
. 7
i3 v
s
0} g
st |2
-0 00
Sk gl

104



ES 2879 636 TS

105



ES 2879 636 TS

w.\ YLy}
i

%

106



iz, 9B

Fi. 94

ES 2879 636 TS

107

N
Lkt
v
3%
e
-y

oy



20

4%

e
&R
R
o

ES 2879 636 TS

Figa., 108

108



ES 2879 636 TS

+
g & 8 8
N P P

SUBINE B S0 WINNY oD 8810AIN

109




ES 2879 636 TS

3
(X

SIpaloid eprabajyl pepIsuU

110




ES 2879 636 TS

STAZ

e
7z

4"

)

,

- 3004

z

4

kLA T

111



ES 2879 636 TS

e D

v
wd B

g

opRIBH ON

Y2l "l

112



ES 2879 636 TS

yrores
:
%

P
%,
%
z
s

) i N
o Sooxed

o o

do de AAVZ o7

>

z

N
e
o
&
&5
B
3
&
@
E5 S
£
RS
2
fa
N

v

anoact

.

min

A

113



ES 2879 636 TS

m
.
o
-
<
&
®
g
O
33
~{5¥
Q
£
£
<

K

52

g
SN
e

S
N

et

e

]

3

3
X

2

r’gﬂ:

O
B

s

o

;; "Z e

tost oo/ st

SRR

et

RN

AW

2
s

%
2, 5
747

LN
e’
N

Lo
il

SN

N
3§

v
ANy

]

%,

o pHE
s,
%t

“.,

ey

do de AAVIHBR n®

Arinpaci

.

114

,,,
%
s

75

,,,
“ Z



Fiz, 164

ES 2879 636 TS

g i : : X

B p : H ]

; i : ¥ £
! B : Y v
= =
NN B
i i R/ B
: EO S
w0 oy ;3;
L A
H \,,'.\{ oo 3

¢

YA &

N
Wt

2
)

)

R OSOR 8 o W
D S e I+ R :
€O OW LW W}’ e}
L N T e

it
3

i <
i W3
H £ 8
y o
B W
H A
: 8
! pov
! ot
: @
H S
B N W\\
H L et
N 3 o N
H 3 NN
i ! e AN
i H i [l VIS
i : i N : R g
{ : : : R
H 3 3 H E R
B < B 3 N b
i B i i i i ot
; i : i i *
H i i N 3 ¥ S s
H : H 3 N RN
: : : B R
: ; £ 3 ; L

: 3 3 ki

H b

115



ES 2879 636 TS

116

las Hela

ek




Fis, 188

Fils, 184

ES 2879 636 TS

kS ¥ ki ¥ iy
S e /Y R
£ B e
Eay e
oy
:x‘ \,;&.
E =¥
¥ §$
&
N
& ®e L
B &;@* Q\\?{}
B ﬁ\{}\&
EN
L
R,
N e
\\\ \\' ® \\\
& § Y s S,
i T,
® N X By
- g o o o
S N
™

117



ES 2 879 636 T5

s | LN

£

; G, by

%
%
Y

R

10,000

RUIL
oIk
4
oy
o

(raysd) 1S

118

3y
w\\\;

o
4



ES 2879 636 TS

e
NN

et

do de ARV °

-

InGac

Y

Aurt

BN

Q
=~
z
<t
@
©
Q
o

P

<

Hlar:tor

A

,,,,,
i

£

t",.p"’
W

& R X 2
‘{ﬁ«\ N o
Ty
~
&
N N o
Fa S Yoy
AN AN

ey

S

N e e A
N e iy MRy
Ea N Bl Y
&5 W R bl
S
1
Y

oicdo de ARV

Doy

119



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - DESCRIPTION
	Page 35 - DESCRIPTION
	Page 36 - DESCRIPTION
	Page 37 - DESCRIPTION
	Page 38 - DESCRIPTION
	Page 39 - DESCRIPTION
	Page 40 - DESCRIPTION
	Page 41 - DESCRIPTION
	Page 42 - DESCRIPTION
	Page 43 - DESCRIPTION
	Page 44 - DESCRIPTION
	Page 45 - DESCRIPTION
	Page 46 - DESCRIPTION
	Page 47 - DESCRIPTION
	Page 48 - DESCRIPTION
	Page 49 - DESCRIPTION
	Page 50 - DESCRIPTION
	Page 51 - DESCRIPTION
	Page 52 - DESCRIPTION
	Page 53 - DESCRIPTION
	Page 54 - DESCRIPTION
	Page 55 - DESCRIPTION
	Page 56 - DESCRIPTION
	Page 57 - DESCRIPTION
	Page 58 - DESCRIPTION
	Page 59 - DESCRIPTION
	Page 60 - DESCRIPTION
	Page 61 - DESCRIPTION
	Page 62 - DESCRIPTION
	Page 63 - DESCRIPTION
	Page 64 - DESCRIPTION
	Page 65 - DESCRIPTION
	Page 66 - DESCRIPTION
	Page 67 - DESCRIPTION
	Page 68 - DESCRIPTION
	Page 69 - DESCRIPTION
	Page 70 - DESCRIPTION
	Page 71 - DESCRIPTION
	Page 72 - DESCRIPTION
	Page 73 - DESCRIPTION
	Page 74 - DESCRIPTION
	Page 75 - DESCRIPTION
	Page 76 - DESCRIPTION
	Page 77 - DESCRIPTION
	Page 78 - DESCRIPTION
	Page 79 - DESCRIPTION
	Page 80 - DESCRIPTION
	Page 81 - DESCRIPTION
	Page 82 - DESCRIPTION
	Page 83 - DESCRIPTION
	Page 84 - DESCRIPTION
	Page 85 - DESCRIPTION
	Page 86 - DESCRIPTION
	Page 87 - DESCRIPTION
	Page 88 - DESCRIPTION
	Page 89 - DESCRIPTION
	Page 90 - DESCRIPTION
	Page 91 - DESCRIPTION
	Page 92 - DESCRIPTION
	Page 93 - DESCRIPTION
	Page 94 - DESCRIPTION
	Page 95 - DESCRIPTION
	Page 96 - DESCRIPTION
	Page 97 - CLAIMS
	Page 98 - CLAIMS
	Page 99 - DRAWINGS
	Page 100 - DRAWINGS
	Page 101 - DRAWINGS
	Page 102 - DRAWINGS
	Page 103 - DRAWINGS
	Page 104 - DRAWINGS
	Page 105 - DRAWINGS
	Page 106 - DRAWINGS
	Page 107 - DRAWINGS
	Page 108 - DRAWINGS
	Page 109 - DRAWINGS
	Page 110 - DRAWINGS
	Page 111 - DRAWINGS
	Page 112 - DRAWINGS
	Page 113 - DRAWINGS
	Page 114 - DRAWINGS
	Page 115 - DRAWINGS
	Page 116 - DRAWINGS
	Page 117 - DRAWINGS
	Page 118 - DRAWINGS
	Page 119 - DRAWINGS

