ES 2814280 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2 814 280
Ent. ci.;

AO1N 63/00 (2010.01)
C12N 15/86 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 24.04.2015  PCT/US2015/027598
Fecha y niumero de publicacién internacional: 29.10.2015 WO015164789

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  24.04.2015 E 15782332 (9)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 03.06.2020  EP 3133923

T|’tu|0: Terapia génica basada en VAA para la esclerosis multiple

Prioridad: @ Titular/es:
24.04.2014 US 201461983924 P UNIVERSITY OF FLORIDA RESEARCH
FOUNDATION, INC. (100.0%)
Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 223 Grinter Hall
traduccion de la patente: Gainesville, FL 32611, US
26.03.2021 @ Inventor/es:

HOFFMAN, BRAD, E.

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 814280 T3

DESCRIPCION
Terapia génica basada en VAA para la esclerosis multiple
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio bajo la 35 U.S.C. § 119(e) de la solicitud provisional de EE. UU. nimero
61/983.924, presentada el 24 de abril de 2014.

Campo de la divulgacion

La presente divulgacion se refiere generalmente a los campos de la biologia molecular y la virologia, y en particular,
al desarrollo de vectores de terapia génica y métodos para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, tales
como la esclerosis multiple (MS).

Antecedentes

Esclerosis mualtiple (MS). La MS es una enfermedad desmielinizante multifocal con una neurodegeneracion
progresiva causada por una respuesta autoinmunitaria a autoantigenos en individuos genéticamente susceptibles.
Dependiendo de donde se produzca el dafio del SNC, los sintomas pueden incluir problemas con el control muscular,
el equilibrio, la vision, o el habla. De 250.000 a 350.000 personas en los EE. UU. La MS es una enfermedad
autoinmunitaria que se desarrolla (en parte) a partir de un fallo de los mecanismos de tolerancia centrales y periféricos
(particularmente los reguladores T) para mantener la auto tolerancia y el control de los linfocitos autorreactivos
potencialmente patogenos.?? Se caracteriza por la infiltracion linfocitica crénica y la inflamacion del SNC dando como
resultado la desmielinizacion.

Terapia génica. Los grandes avances en el campo de la terapia génica se han logrado usando virus para suministrar
material genético terapéutico. El virus adenoasociado (VAA) ha atraido una atencién considerable como un vector viral
altamente eficaz para la terapia génica debido a su baja inmunogenicidad y capacidad para transducir de manera
eficaz células que no se encuentran en division. Se ha demostrado que los VAA infectan a varios tipos de células y
tejidos y se han hecho avances significativos durante la Ultima década para adaptar este sistema viral para su uso en
terapia génica humana.

En esta forma de "tipo silvestre" normal, el ADN de VAA recombinante se empaqueta en la capside viral en forma de
una molécula monocatenaria de aproximadamente 4600 nucledtidos (nt) de longitud. Después de la infeccion de las
células por el virus, la maquinaria molecular de la célula convierte el ADN monocatenario en una forma bicatenaria.
Solo esta forma de ADN bicatenario puede ser transcrita por enzimas celulares en ARN, que después se traduce en
polipéptidos por vias celulares adicionales.

Breve sumario de la divulgacion

Lo que falta especificamente en la técnica anterior, sin embargo, son métodos de terapia génica basada en vectores
viricos para el tratamiento y/o la mejoria de uno o mas de los sintomas de enfermedades autoinmunitarias, incluyendo,
por ejemplo, la MS. El desarrollo de dichos vectores y las composiciones que los comprenden proporcionaria un gran
avance en la medicina, y particularmente en el desarrollo de una modalidad de tratamiento basado en la terapia génica
para la MS. La presente invencion esta definida en las reivindicaciones adjuntas y se refiere a vectores de acido
nucleico virico adenoasociado recombinante (VAAr), particulas de VAAr, vectores VAAr y particulas de VAAr para su
uso en medicina, y vectores VAAr y particulas de VAAr para su uso en el tratamiento o mejoria de uno o mas sintomas
de una enfermedad autoinmunitaria en un mamifero. Las realizaciones de la invencion se describen en los siguientes
parrafos numerados:

(1). Un vector de acido nucleico virico adenoasociado recombinante (VAAr) con el serotipo VAA8 que comprende:
un polinucleétido que incluye un segmento de acido nucleico que codifica una proteina basica de mielina (MBP)
de mamifero de longitud completa, una proteina proteolipidica (PLP), o una glicoproteina oligodendrocitica de
mielina (MOG) unido operativamente a un promotor que es capaz de expresar el segmento de acido nucleico en
una o mas células del higado de un mamifero.

(2). El vector de acido nucleico de VAAr del parrafo 1, en el que la MBP, PLP o MOG son de origen humano.

(3). El vector de acido nucleico de VAAr del parrafo 1, en el que el segmento de acido nucleico codifica una proteina
basica de mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP), O glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG) que
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO: 1, la
SEQ ID NO: 2 0la SEQ ID NO: 3.

(4). El vector de acido nucleico de VAAr de uno cualquiera de los parrafos 1 a 3, en el que el segmento de acido
nucleico comprende ademas un amplificador, una secuencia reguladora postranscripcional, una sefal de
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poliadenilacion, o cualquier combinacion de los mismos, unidos operativamente al segmento de acido nucleico que
codifica la molécula terapéutica.

(5). El vector de acido nucleico de VAAr de uno cualquiera de los parrafos 1 a 4, en el que el promotor es especifico
de células de mamifero o un promotor especifico de tejido de mamifero.

(6). El vector de acido nucleico de VAAr de uno cualquiera de los parrafos 1 a 5, en el que el segmento de acido
nucleico ademas codifica o expresa adicionalmente un polipéptido, un péptido, una ribozima, un acido nucleico
peptidico, un ARNip, un ARNi, un oligonucleétido antisentido, un polinucleétido antisentido, un anticuerpo, un
fragmento de unién a antigeno, o cualquier combinacién de los mismos.

(7). Una particula de VAAr, que comprende el vector de acido nucleico de VAAr de uno cualquiera de los parrafos
1a6.

(8). El vector de acido nucleico de VAAr de uno cualquiera de los parrafos 1 a 6, o la particulas de VAAr del parrafo
7 para su uso en medicina.

(9). El vector de acido nucleico de VAAr de uno cualquiera de los parrafos 1 a 6 o la particula de VAAr del parrafo
7 para su uso en el tratamiento o la mejoria de uno o mas de los sintomas de una enfermedad autoinmunitaria en
un mamifero, en el que el vector de acido nucleico de VAAr o la particula de VAAr se administran de manera
sistémica al mamifero, en una cantidad y durante un tiempo suficientes para tratar o mejorar el uno o mas sintomas
de la enfermedad autoinmunitaria en el mamifero, en el que la enfermedad autoinmunitaria es la esclerosis multiple,
la esclerosis diseminada, o la encefalomielitis diseminada.

(10). El vector de acido nucleico de VAAr o la particula de VAAr para su uso de acuerdo con el parrafo 9, en el que
el mamifero es un recién nacido, un lactante, un joven o un adulto joven.

(11). El vector de acido nucleico de VAAr o la particula de VAAr para su uso de acuerdo con el parrafo 9 o el parrafo
10, en el que la produccion de la molécula terapéutica en el mamifero reduce la inflamacién del SNC, inhibe la
desmielinizacion, restablece la tolerancia inmunitaria frente a una o mas neuroproteinas, estimula la produccién de
células T reguladoras especificas de antigenos endégenos, o cualquier combinacion de estos.

(12). El vector de acido nucleico de VAAr o la particula de VAAr para su uso de acuerdo con uno cualquiera de los
parrafos 9 a 11, en el que el vector VAAr codifica ademas un agonista, un antagonista, un factor anti apoptosis, un
inhibidor, un receptor, una citocina, una citotoxina, un agente eritropoyético, una glucoproteina, un factor de
crecimiento, un receptor del factor de crecimiento, una hormona, un receptor hormonal, un interferén, una
interleucina, un receptor de interleucina, un factor de crecimiento nervioso, un péptido neuroactivo, un receptor de
péptido neuroactivo, una proteasa, un inhibidor de proteasa, una proteina descarboxilasa, una proteina cinasa, un
inhibidor de proteina cinasa, una enzima, una proteina de unién al receptor, una proteina de transporte o un
inhibidor de la misma, un receptor de serotonina, o un inhibidor de captacién de la misma, una serpina, un receptor
de serpina, un supresor tumoral, un quimioterapéutico, o cualquier combinacién de los mismos.

(13). El vector de acido nucleico de VAAr del parrafo 2, en el que el segmento de acido nucleico codifica una
proteina basica de mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP), O glicoproteina oligodendrocitica de mielina
(MOG) que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de SEQ
ID NO: 17, 1a SEQ ID NO: 29 o la SEQ ID NO: 15.

(14). El vector de acido nucleico de VAAr del parrafo 2, en el que el segmento de acido nucleico codifica una
proteina basica de mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP), o glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG)
que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 29 o la SEQ
ID NO: 15.

La presente divulgacion supera estas y otras limitaciones inherentes en la técnica anterior proporcionando, en parte,
nuevos vectores de acido nucleico VAA que son capaces de, y estan optimizados para, la expresion dirigida en el
higado de proteinas de longitud completa tales como neuroproteinas (incluyendo, sin limitacion, MOG, PLP, y MBP) o
fragmentos funcionales de las mismas, anulando de esta manera la necesidad de identificar epitopos especificos del
HLA-MHC necesarios para inducir los reguladores T especificos del antigeno. En algunas opciones, la divulgacion
permite que cada paciente se someta a un tratamiento para generar sus propios reguladores T especificos de antigeno
unicos, lo que hace que el tratamiento sea mas aplicable universalmente y mas fiable clinicamente que las tecnologias
existentes.

Hay 2 millones de personas viviendo con la MS en todo el mundo. El diagnéstico se produce generalmente en edades
de 20 a 40 afios, pero se han documentado casos de MS que se han registrado en nifios hasta de dos afos. La
enfermedad de Schilder es un trastorno desmielinizante progresivo raro que comienza habitualmente en la nifiez.
Aunque actualmente no hay cura para la MS, existen varias opciones de tratamiento para la MS que presentan una
disminucioén de la gravedad y frecuencia de las recaidas y un retraso en la progresion de la enfermedad en numerosos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 814280 T3

estudios. Las terapias con propiedades predominantemente inmunomoduladoras incluyen, por ejemplo, interferones
beta y acetato de Glitatiramer. Las terapias con propiedades predominantemente inmunosupresoras incluyen, por
ejemplo, natalizumab, Fingolimod, y Mitoxantrona. El desarrollo de protocolos que estimulen el niUmero de reguladores
T y/o su funcidn se ha convertido en un foco significativo en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias. De
hecho, muchos de los efectos beneficiosos de los inmunomoduladores aprobados actualmente por la FDA que se
utilizan en el tratamiento de la MS se asocian con la restauracion de la homeostasis de los reguladores T.245

La terapia génica con VAA ha demostrado ser una nueva herramienta poderosa para el tratamiento de una amplio
espectro de enfermedades, incluyendo la recuperacion de la vista en pacientes con amaurosis congénita de Leber
mediante transferencia génica retiniana, y la hemofilia B mediante terapia génica.®” De acuerdo con aspectos de la
divulgacion, se ha demostrado que la terapia génica hepatica de transferencia con vectores VAA puede inducir
facilmente una tolerancia inmunitaria especifica del antigeno robusta en los animales de experimentacion frente a
varias proteinas incluso cuando el antigeno se expresa posteriormente de una manera altamente inmundgena en otros
organos. En conjunto, estos resultados demuestran que la terapia génica dirigida al higado puede anular respuestas
de células T CD8* potencialmente citotoxicas.®'® De manera importante, también se ha demostrado que este
protocolo puede eliminar incluso los anticuerpos preexistentes.” Este hallazgo es bastante significativo ya que hay una
evidencia creciente de que las células B y los autoanticuerpos pueden tener un papel patogénico en la enfermedad
desmielinizante.'#'> Otros han demostrado que los ratones transgénicos o la transitoria mediante plasmidos o vectores
Ad que expresen proteina basica de mielina pudrian prevenir la aparicion de la enfermedad EAE en los ratones.'6!”
La supresion era dependiente de la expresion génica hepatica y estaba mediada por la induccion de reguladores T
especificos de antigeno. Por el contrario, hay aspectos de la divulgacion que se refieren al tratamiento de ciertas
afecciones autoinmunitarias, por ejemplo, la MS, que utilizan el suministro con VAA de acidos nucleicos que codifican
una o mas proteinas del huésped al higado.

La expresion transgénica restringida a hepatocitos a partir de un vector de VAA optimizado puede inducir facilmente
una tolerancia inmunitaria frente a distintas proteinas terapéuticas (por ejemplo, mediadas por reguladores T
CD4*CD25*FoxP3* especificos de antigeno). El procedimiento suprime la formacion de anticuerpos y las respuestas
de células T CD8" citotdxicas contra el producto transgénico. La expresion transgénica hepatica se mantiene incluso
cuando el antigeno se expres6 posteriormente de una manera altamente inmunogénica en otros érganos. El
procedimiento invierte eficaz y rapidamente los altos titulos de anticuerpo preexistentes, y proporciona una correccion
a largo plazo de la homeostasia en un modelo murino de hemofilia B. De manera importante, el método no necesita
que se secreten proteinas para ser funcional.

En algunas opciones, ventajosamente, los nuevos vectores de acido nucleico de VAAr, expresan construcciones, y
viriones y particulas viricas infecciosas que las comprenden como se desvela en el presente documento tienen una
eficacia mejorada para la transduccion de una o mas células hepaticas de mamifero para proporcionar una expresion
persistente de uno o mas genes de interés.

Los vectores de acido nucleico de VAAr que se proporcionan en el presente documento transducen preferentemente
células de mamifero con una eficacia de transduccién suficiente para suprimir la respuesta inmunitaria asociada con
la MS en los pacientes, y de esta manera impedir la inflamacién del SNC, y el dafio mediado inmunitariamente que se
produce en los pacientes con MS. A diferencia de las terapias actuales, esta estrategia basada en la terapia génica
representa un tratamiento persistente, a largo plazo que reduce la incapacidad clinica que experimentan los pacientes
de MS.

En algunas opciones, la divulgacion proporciona particulas de VAAr, mejoradas que incluyen las que se derivan de
uno o mas serotipos que se conocen en la técnica (que incluyen, por ejemplo, los seleccionados de entre el grupo que
consiste en VAA1, VAA2, VAA3, VAA4, VAAS5, VAAGB, VAA7, VAAS, VAA9, VAA10, VAA11, y VAA12).

La presente descripcion también se refiere a vectores de acido nucleico de VAAr, en los que el segmento de acido
nucleico comprende ademas un promotor, un amplificador, una secuencia reguladora postranscripcional, una sefial
de poliadenilacién, o cualquier combinacién de los mismos, unidos operativamente al segmento de acido nucleico que
codifica el polinucleétido de interés seleccionado.

En ciertas opciones, los segmentos de acido nucleico clonados en los nuevos vectores de expresion de VAAr descritos
en el presente documento expresaran o codificaran uno o mas polipéptidos, péptidos, ribozimas, acidos
peptidonucleicos, ARNip, ARNi, oligonucleétidos antisentido, polinucleétidos antisentido, anticuerpos, fragmentos de
unién a antigeno, o cualquier combinacion de los mismos.

Como se observa en el presente documento, los agentes terapéuticos utiles en la divulgacién pueden incluir uno o
mas agonistas, antagonistas, factores anti apoptosis, inhibidores, receptores, citoquinas, citotoxinas, agentes
eritropoyéticos, glucoproteinas, factores de crecimiento, receptores del factor de crecimiento, hormonas, receptores
hormonales, interferones, interleucinas, receptores de interleucina, factores de crecimiento nervioso, péptidos
neuroactivos, receptores de péptidos neuroactivos, proteasas, inhibidores de proteasas, proteinas descarboxilasas,
proteinas cinasas, inhibidores de proteina cinasa, enzimas, proteinas de union al receptor, proteinas de transporte o
uno o mas inhibidores de las mismas, receptores de serotonina, o uno o mas inhibidores de la captacién de la misma,
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serpinas, receptores de serpina, supresores tumorales, moléculas de diagnoéstico, agentes quimioterapéuticos,
citotoxinas, o cualquier combinacién de los mismos.

Los vectores de acido nucleico de VAAr de la presente divulgacion pueden estar comprendidos dentro de un virién o
particula virica que tenga un serotipo que se selecciona de entre el grupo que consiste en el serotipo 1 de VAA (VAA1),
serotipo 2 de VAA (VAA2), serotipo 3 de VAA (VAA3), serotipo 4 de VAA (VAA4), serotipo 5 de VAA (VAAS5), serotipo
6 de VAA (VAAB), serotipo 7 de VAA (VAAT), serotipo 8 de VAA (VAAS), serotipo 9 de VAA (VAA9), serotipo 10 de
VAA (VAA10), serotipo 11 de VAA (VA11), o serotipo 12 de VAA (VAA12), o cualquier otro serotipo que conozca un
experto habituado en la técnica virica.

En opciones relacionadas, la divulgacion proporciona adicionalmente poblaciones y pluralidades de vectores de acido
nucleico de VAATr, viriones, particulas viricas infecciosos, o células huésped que incluyen uno o mas segmentos de
acido nucleico que codifican un agente terapéutico de una enfermedad autoinmunitaria.

La divulgacion proporciona adicionalmente composiciones y formulaciones que incluyen una o mas de las proteinas,
segmentos de acido nucleico, vectores viricos, células huésped, o particulas viricas de la presente divulgacion junto
con uno o mas tampones, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables. Dichas composiciones pueden
incluirse en uno o mas kits de diagnodstico o terapéuticos, para diagnosticar, la prevencion, el tratamiento o mejoria de
uno o mas sintomas de una enfermedad inflamatoria de mamifero, tal como una enfermedad autoinmunitaria, y en
particular, para el suministro de un agente terapéutico para el tratamiento de la MS en un ser humano.

La divulgacion incluye ademas un método para proporcionar a un mamifero que lo necesite una cantidad diagnodstica
o terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico seleccionado, comprendiendo el método la administracion a una
célula, tejido u 6rgano de un mamifero que lo necesite, de una cantidad de uno o mas de los vectores de acido nucleico
de VAAr; y durante un tiempo eficaz para proporcionar al mamifero una cantidad diagnostica o terapéuticamente eficaz
del agente terapéutico seleccionado.

La divulgacion proporciona ademas un método para diagnosticar, la prevencion, tratar o mejorar al menos uno o mas
sintomas de una enfermedad, un trastorno, una disfuncién, una lesién, una afeccién anormal, o un trauma en un
mamifero. En un sentido global y general, el método incluye al menos la etapa de administracion a un mamifero que
lo necesite uno o mas de los vectores de acido nucleico de VAAr desvelados, en una cantidad y durante un tiempo
suficientes para diagnosticar, prevenir, tratar o mejorar el uno o mas sintomas de la enfermedad, trastorno, disfuncion,
lesién, afeccidon anormal o traumatismo en el mamifero.

La divulgacion también proporciona un método de transduccién de una poblacién de células de mamifero. En un
sentido global y general, el método incluye al menos la etapa de introducir en una o mas células de la poblacion, una
composicion que comprende una cantidad eficaz de uno o mas vectores de acido nucleico de VAAr desvelados en el
presente documento.

En algunas opciones, la divulgacion también proporciona segmentos aislados de acido nucleico que codifican una o
mas de las construcciones de terapia génica basada en vectores como se describe en el presente documento, y
proporciona vectores recombinantes, particulas viricas, viriones infecciosos, y células huésped aisladas que
comprenden uno o mas de los vectores de acido nucleico de VAAr descritos en el presente documento.

De manera adicional, la presente divulgacion proporciona composiciones, asi como kits terapéuticos y/o de diagnostico
que incluyen una o mas de las composiciones de vector de acido nucleico de VAA o particulas de VAA divulgadas,
formuladas con uno o mas ingredientes adicionales, o preparadas con una o mas instrucciones para su uso.

En un aspecto, la divulgacion proporciona composiciones que comprenden vectores de acido nucleico virico
adenoasociado (VAA) recombinantes, viriones, particulas viricas y formulaciones farmacéuticas de los mismos, utiles
en métodos para administrar material genético que codifica uno o0 mas productos beneficiosos o terapéuticos a células
y tejidos de mamifero. En algunas opciones, las composiciones y métodos de la divulgacién proporcionan un avance
significativo en la técnica a través de su uso en el tratamiento, prevencion y/o mejoria de los sintomas de una o mas
enfermedades inflamatorias de los mamiferos, incluyendo las enfermedades autoinmunitarias tales como la MS y
similares.

En algunas opciones, la divulgacion proporciona construcciones de expresion basadas en VAAr que codifican uno o
mas agentes terapéuticos de mamiferos (incluyendo, pero sin limitacién, por ejemplo, proteina(s), polipéptido(s),
péptido(s), enzima(s), anticuerpos, fragmentos de unién a antigeno, asi como variantes, y/o fragmentos activos de los
mismos), para su uso en el tratamiento, profilaxis, y/o mejoria de uno o mas sintomas de una enfermedad, disfuncién,
lesién y/o trastorno de los mamiferos.

Los vectores de acido nucleico y sistemas de expresion mejorados de la presente divulgacion también pueden incluir
opcionalmente ademas un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, uno o mas poli
enlazadores, sitios de restriccion, y/o una o mas regiones de clonaciéon multiple para facilitar insercion (clonacion) de
uno o mas elementos genéticos seleccionados, genes de interés, o construcciones terapéuticas o de diagndstico en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 814280 T3

el vector VAAr en un sitio seleccionado dentro del vector.

En aspectos adicionales de la presente divulgacion, los polinucledtidos exdgenos que pueden suministrarse en las
células huésped mediante los vectores de acido nucleico de VAAr divulgados en el presente documento
preferentemente son de origen mamifero, siendo particularmente preferidos los polinucledtidos que codifican uno o
mas polipéptidos o péptidos de origen humano, de un primate no humano, porcino, bovino, ovino, felino, canino,
equino, caprino, o lupino.

Los polinucledtidos exdgenos que pueden suministrarse en las células huésped mediante los vectores de acido
nucleico virico desvelados pueden, en ciertas opciones, codificar una o mas proteinas, uno o mas polipéptidos, uno o
mas péptidos, una o mas enzimas, o uno o mas anticuerpos (o fragmentos de unién a antigeno de los mismos), o
como alternativa, pueden expresar uno o mas ARNip, ribozimas, oligonucleétidos antisentido, moléculas de PNA, o
cualquier combinacion de los mismos. Cuando se desean terapias genéticas combinacionales, pueden producirse dos
o0 mas moléculas diferentes a partir de un Unico sistema de expresion de VAAr, o como alternativa, una célula huésped
seleccionada puede transfectarse con dos o0 mas sistemas de expresion Unicos de VAAr, cada uno de los cuales puede
comprender uno o mas polinucledtidos distintos que codifican un agente terapéutico.

En otras opciones, la divulgacion también proporciona vectores de acido nucleico de VAAr que estan comprendidos
dentro de una particula virica adenoasociada infecciosa o un virién, asi como pluralidades de dichos viriones o
particulas infecciosas. Dichos vectores, particulas y viriones pueden estar comprendidos dentro de uno o mas
diluyentes, tampones, soluciones fisioldgicas o vehiculos farmacéuticos, o formulados para la administracion a un
mamifero en uno o mas regimenes diagnoésticos, terapéuticos y/o profilacticos. Los vectores, particulas viricas,
viriones, y una pluralidad de los mismos de la presente divulgacion también se pueden proporcionar en formulaciones
de excipientes que son aceptables para la administracion veterinaria al ganado seleccionado, animales exdticos,
animales domésticos y animales de compafia (incluidas mascotas y similares), asi como a primates no humanos,
especimenes de zooldgico o cautivos de otra manera, y similares.

La divulgacion también se refiere a células huésped que comprenden al menos uno de los vectores de expresion de
acido nucleico de VAAr desvelados, o una o mas particulas viricas o viriones que comprendan dicho vector de
expresion. Dichas células huésped son particularmente células huésped de mamifero, siendo las células hepaticas
humanas altamente preferidas de manera particular, y que pueden estar aisladas, en cultivo celular o tisular. En el
caso de modelos animales genéticamente modificados, las células huésped transformadas pueden incluso estar
comprendidas dentro del propio cuerpo del animal no humano.

Las composiciones que comprenden uno o mas de los vectores de acido nucleico de VAAr desvelados, sistemas de
expresion, particulas de VAAr infecciosas, o las células huésped también forman parte de la presente divulgacion, y
particularmente las composiciones que comprenden adicionalmente al menos un primer excipiente farmacéuticamente
aceptable para su uso en terapia, y para su uso en la fabricacion de medicamentos para el tratamiento de una o mas
enfermedades inflamatorias, trastornos, disfunciones o traumatismos de los mamiferos. Dichas composiciones
farmacéuticas pueden comprender opcionalmente ademas uno o mas diluyentes, tampones, liposomas, un lipido, un
complejo lipidico. De manera alternativa, los vectores de acido nucleico de VAAr o las particulas de VAAr de la
presente divulgacion pueden estar comprendidos dentro de una pluralidad de microesferas, nanoparticulas, liposomas
o cualquier combinacién de los mismos.

Los kits que comprenden una o mas de los vectores de acido nucleico de VAAr desvelados (asi como uno o mas
viriones, particulas viricas, células huésped transformadas o composiciones farmacéuticas que comprenden dichos
vectores, viriones, particulas o células huésped); y las instrucciones para la utilizacién de dichos kits en uno o mas
opciones clinicas terapéuticas, diagnosticas, y/o profilacticas también se proporcionan en la presente divulgacion.
Dichos kits pueden comprender ademas uno o mas reactivos, enzimas de restriccion, péptidos, agentes terapéuticos,
compuestos farmacéuticos, o medios para administrar la composicién o composiciones a las células huésped, o a un
animal (por ejemplo, jeringas, inyectables y similares). Los kits a modo de ejemplo incluyen aquellos para tratar,
prevenir o mejorar los sintomas de una enfermedad, deficiencia, disfuncién y/o lesién, o pueden incluir componentes
para la produccion a gran escala de los propios vectores virales, tal como para la venta comercial o para su uso por
otros, incluyendo, por ejemplo, virélogos, profesionales médicos y similares.

Otro aspecto importante de la presente divulgacion se refiere a métodos de uso de los vectores de acido nucleico de
VAAr desvelados, viriones, sistemas de expresion, composiciones y células huésped descritas en el presente
documento en la preparacion de medicamentos para el diagnéstico, la prevencion, el tratamiento o la mejoria de al
menos uno o mas sintomas de una enfermedad, una disfuncién, un trastorno, una afecciéon anormal, una deficiencia,
lesién, o traumatismo en un animal y, en particular, una o mas enfermedades autoinmunitarias de los seres humanos.

Las composiciones que comprenden uno o mas de los vectores de acido nucleico de VAAr desvelados, sistemas de
expresion, particulas de VAAr infecciosas, y células huésped también forman parte de la presente divulgacion, y
particularmente las composiciones que comprenden ademas al menos un primer excipiente farmacéuticamente
aceptable para su uso en la fabricacion de medicamentos y métodos que implican la administracion terapéutica de
dichos vectores nucleicos de VAAr, particulas de VAAr, y células huésped.
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Otro aspecto importante de la presente divulgacion se refiere a los métodos de uso de los vectores de acido nucleico
desvelados, viriones, sistemas de expresion, composiciones, y células huésped descritas en el presente documento
en la preparacion de medicamentos para el tratamiento o la mejoria de los sintomas de distintas enfermedades
autoinmunitarias, tales como la MS, en un mamifero, y en particular uno o mas de dichas enfermedades en un ser
humano.

En algunas opciones de uno cualquiera de los métodos proporcionados, el método comprende ademas la
administracion de un inhibidor mTOR, por ejemplo, rapamicina.

Breve descripcion de los dibujos

Para promover una comprension de los principios de la divulgacion, ahora se hara referencia a las opciones, o
ejemplos, ilustrados en los dibujos y se utilizara un lenguaje especifico para describirlos. Se entendera, no obstante,
que no se pretende por ello la limitacion del alcance de la divulgacion.

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar ciertos aspectos
de la presente divulgacion. La divulgacion puede entenderse mejor haciendo referencia a la siguiente descripcion
tomada en conjunto con los dibujos adjuntos, en los que los numeros de referencia similares identifican elementos
similares, y en los que:

La FIG. 1 describe aspectos de un modelo de encefalomielitis autoinmunitaria experimental empleado en el
presente estudio como un modelo animal de la MS;

La FIG. 2A y FIG. 2B muestran un modelo de ratén y los criterios clinicos de puntuacion media para el estudio de
la EAE;

La FIG. 3 muestra una comparacion de los métodos a modo de ejemplo de la presente divulgacién en comparacion
con los métodos de suministro basados en células de la técnica anterior;

La FIG. 4Ay la FIG. 4B muestran la expresion por el VAA8 de MOG. La FIG. 4A muestra el analisis de transferencia
de Western de la proteina extraida del higado, mientras que la FIG. 4B muestra el analisis de los niveles
transcripcionales utilizando una RT-PCR en tiempo real;

La FIG. 5A muestra la puntuacion clinica media de ratones con EAE. Cinco ratones hembra se inyectaron s.c. con
una emulsién de Ag/CFA. Se registré la puntuacion clinica media (+<SEM) comenzando el dia 12;

La FIG. 5B muestra la puntuacion clinica media de ratones con EAE. Cinco ratones hembra C57BL/6 se inyectaron
s.c. con una emulsion de MOG/CFA. Se registré la puntuacion clinica media (+SEM);

La FIG. 6A, la FIG. 6B, y la FIG. 6C muestran cémo se previene el desarrollo de EAE con VAA8-MOG en ratones
C57BL/6. Se inyectaron ratones C57BL/6, (n=5) con VAA8-MOG o el control. Se indujo la EAE 2 semanas después.
FIG. 6A: Puntuacion clinica media, FIG. 6B: IgG1 anti-MOG, FIG. 6C: IgG2c anti-MOG;

La FIG. 7A, la FIG. 7B, y la FIG. 7C muestran que la terapia génica con el vector VAAS evita la aparicion de EAE
en el modelo animal de MS;

La FIG. 8 muestra que VAA8-MOG mejoraba la enfermedad en el modelo animal de MS;

La FIG. 9 muestra un grupo de control intacto con EAE inducida con PLP para demostrar la progresion de la
enfermedad:;

La FIG. 10 muestra la supresion eficaz de una enfermedad preexistente utilizando el tratamiento con MOG
vehiculada con VAAS;

La FIG. 11 muestra la expresion transgénica hepatica de MOG. Analisis de transferencia de Western de la proteina
extraida del higado de ratones con EAE inducida con MOG inyectados con VAA8-MOG;

La FIG. 12 muestra la tincién con Luxol azul rapido (LFB) de las médulas espinales de ratones que recibieron
VAA8-GFP y tenian EAE inducida (A) o no (B);

La FIG. 13A muestra la puntuacion clinica media (MCS) en ratones C57BL/6 con EAE inducida que recibieron
VAA8-MOG o el vector de control después de que los ratones alcanzaran una MCS de aproximadamente 0,3. Los
graficos de barras muestran la significacion estadistica entre las puntuaciones finales y las puntuaciones pico-a-
final;

La FIG. 13B muestra la puntuacion clinica media (MCS) en ratones C57BL/6 con EAE inducida que recibieron
VAA8-MOG o el vector de control después de que los ratones alcanzaran una MCS de aproximadamente 0,8. Los
graficos de barras muestran la significacion estadistica entre las puntuaciones finales y las puntuaciones pico-a-
final;

La FIG. 13C muestra la puntuacion clinica media (MCS) en ratones C57BL/6 con EAE inducida que recibieron
VAA8-MOG o el vector de control después de que los ratones alcanzaran una MCS de aproximadamente 1,3. Los
graficos de barras muestran la significacion estadistica entre las puntuaciones finales y las puntuaciones pico-a-
final;

Las FIG. 14A y 14B muestran secciones en serie de la médula espinal de un ratdon hembra con EAE inducida ~35
dias después de recibir el vector de control (MCS = 4,0). La FIG. 14A es una tincién de hematoxilina y eosina que
presenta areas de alta infiltracion inflamatoria. La FIG. 14B es una tincién de Luxol azul rapido que muestra areas
de desmielinizacién. Las areas en los circulos resaltan la co-localizacion de inflamacion y pérdida de mielina;

Las FIG. 15A y 15B muestran secciones en serie de la médula espinal de un raton hembra con EAE inducida ~35
dias después de recibir el vector VAA-MOG. (MCS = 1,25) La FIG. 15A es una tincién con hematoxilina y eosina
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que presenta una disminucién de la infiltracion. La FIG. 15B es una tincién con Luxol azul rapido que parece
demostrar que la seccién tiene menos areas de desmielinizacion como resultado de la supresion de la inflamacién;
Las FIG. 16A y 16B muestran que los reguladores T aislados de los bazos de los ratones tratados con VAA-MOG
son funcionalmente supresores; La FIG. 17A, 17B, 17C y 17D muestran que el vector VAA-MOG induce
reguladores T especificos de antigeno. Los esplenocitos de los ratones inyectados con el vector VAA-MOG 8
semanas antes presentaban un aumento de la frecuencia de tetramero positivo CD4+ |-Ab MOGg3s.55 (FIG. 17A) y
reguladores T+ (FIG. 17C) en comparacion con el tetramero positivo CD+ de control (FIG. 17B) y reguladores T+
(FIG. 17D).

La FIG. 18 muestra que el VAA8-PLP reduce la gravedad clinica en ratones con EAE en remision-recaida inducida
por PLP;

La FIG. 19A muestra un analisis de transferencia de Western de la proteina extraida del higado de los ratones
inyectados con VAA-MBP; y la FIG. 19B muestra el analisis de los niveles transcripcionales de ARN obtenidos del
higado de ratones tratados con VAA-MBP o los controles mediante RT-PCR en tiempo real.

Descripcion detallada

Los vectores de virus adenoasociados recombinantes (VAA) se han usado con éxito para la transferencia de genes in
vivo en numerosos modelos animales preclinicos de enfermedad humana, y se han usado con éxito para la expresion
a largo plazo de una amplia diversidad de genes terapéuticos (Daya y Berns, 2008; Niemeyer et al., 2009; Owen et
al., 2002; Keen-Rhinehart ef al., 2005; Scallan et al., 2003; Song et al., 2004). Los vectores VAA también han generado
un beneficio clinico a largo plazo en seres humanos cuando se dirigen a sitios con privilegios inmunitarios, por ejemplo,
el suministro ocular para la amaurosis congénita de Leber (Bainbridge et al., 2008; Maguire et al., 2008; Cideciyan et
al., 2008). Una ventaja importante de este vector es su perfil inmunitario comparativamente bajo, que provoca
respuestas inflamatorias limitadas y, en algunos casos, dirigiendo la tolerancia inmunitaria incluso a los productos
transgénicos (LoDuca et al., 2009). No obstante, la eficacia terapéutica, cuando se dirige a érganos con privilegiados
no inmunes, se ha limitado en seres humanos debido a las respuestas de anticuerpos y células T CD8* contra la
capside virica, mientras que en modelos animales, también se ha informado de respuestas adaptativas al producto
transgénico (Manno et al., 2006; Mingozzi et al., 2007; Muruve et al., 2008; Vandenberghe y Wilson, 2007; Mingozzi y
High, 2007).

En algunas opciones, un vector de acido nucleico de VAAr descrito en el presente documento comprende secuencias
de repeticiones terminales invertidas (ITR), tales como las derivadas de un genoma de VAA de tipo silvestre, tal como
el genoma de VAA2. En algunas opciones, el vector de acido nucleico de VAAr comprende ademas un segmento de
acido nucleico que incluye un transgén (al que también se hace referencia como molécula de acido nucleico
heterdlogo) unido operativamente a un promotor y opcionalmente, a otros elementos reguladores, en los que las ITR
flanquean el segmento de acido nucleico.

En algunas opciones, el promotor es un promotor especifico de células de mamifero o un promotor especifico de tejido
de mamifero. En algunas opciones, el promotor es un promotor que es capaz de expresar el segmento de acido
nucleico en una o mas células del higado de un mamifero, tales como los hepatocitos. Los promotores especificos de
hepatocitos y los elementos amplificadores a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, los promotores o elementos
amplificadores de la albamina, la a1-antitripsina humana (hAAT), transtiretina (TTR), y apolipoproteina E (apoE).

En algunas opciones, el transgén codifica una molécula terapéutica de interés para una enfermedad autoinmunitaria,
tal como una proteina basica de mielina (MBP) de mamifero, proteina proteolipidica (PLP), o glicoproteina
oligodendrocitica de mielina (MOG). Como se utiliza en el presente documento, una molécula terapéutica
autoinmunitaria incluye cualquier antigeno (tal como una proteina, un fragmento de la misma, o un péptido que
contribuye al inicio y/o progresion de una enfermedad autoinmunitaria. Las moléculas terapéuticas autoinmunitarias a
modo de ejemplo incluyen la proteina basica de mielina (MBP, por ejemplo, para la esclerosis multiple), la proteina
proteolipidica (PLP, por ejemplo, para la esclerosis multiple), la glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG, por
ejemplo, para la esclerosis multiple), la glicoproteina asociada a la mielina (MAG, por ejemplo, para la Neuropatia
periférica anti-MAG), la insulina (por ejemplo, para la diabetes tipo 1), la proteina relacionada con la subunidad
catalitica de la glucosa-6-fosfatasa especifica de los islotes (IGRP, por ejemplo, para la diabetes tipo 1), la
preproinsulina (por ejemplo, para la diabetes tipo 1), la glutamico descarboxilasa (GAD, por ejemplo, para la diabetes
tipo 1), el autoantigeno tipo tirosina fosfatasa (por ejemplo, para la diabetes tipo 1), el antigeno-2 de insulinoma (por
ejemplo, para la diabetes tipo 1), el antigeno celular de islotes (por ejemplo, para la diabetes tipo 1); el receptor de la
hormona estimulante de la tiroides (TSH) (por ejemplo, para la enfermedad de Graves), el receptor de tirotropina (por
ejemplo, para la enfermedad de Graves), el Aggrecan (por ejemplo, para la artritis reumatoide), el epitopo de célula T
CD4+ (GRVRVNSAY (SEQ ID NO: 36), por ejemplo, para la artritis inducida por proteoglicanos (PGIA) o la artritis
reumatoide), o el receptor de acetilcolina (por ejemplo, para la miastenia grave). En algunas opciones, la molécula
terapéutica de interés para una enfermedad autoinmunitaria es una proteina humana, tal como una proteina basica
de mielina (MBP) humana, una proteina proteolipidica (PLP) humana, o glicoproteina oligodendrocitica de mielina
(MOG) humana.

Las secuencias transgénicas a modo de ejemplo (por ejemplo, las secuencias de ADNc) y secuencias proteicas que
se pueden codificar por el transgén se proporcionan posteriormente. En algunas opciones, el transgén comprende una
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secuencia que es al menos un 80 %, un 85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un
97 %, un 98 % o un 99 % idéntica a una cualquiera de las secuencias de ADNc que se proporcionan posteriormente
(SEQ ID NO: 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, o0 34). En algunas opciones, el transgén comprende una
secuencia que es una cualquiera de las secuencias de ADNc que se proporcionan posteriormente (SEQ ID NO: 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, o 34). En algunas opciones, el transgén tiene optimizado el codon para la
expresion en células humanas. En algunas opciones, el transgén contiene una secuencia de nucleétidos que codifica
al menos 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240 o
mas aminoacidos contiguos de una cualquiera de las secuencias proteicas proporcionadas en el presente documento
(por ejemplo, cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 0 35). En algunas
opciones, el transgén contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina que es al menos un 80 %, un
85 %, un 90 %, un 91 %, un 92 %, un 93 %, un 94 %, un 95 %, un 96 %, un 97 %, un 98 % o un 99 % idéntica a una
cualquiera de las secuencias proteicas que se proporcionan en el presente documento (por ejemplo, una cualquiera
de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, o 35). En algunas opciones, el transgén
contiene una secuencia de nucleétidos que codifica una cualquiera de las secuencias proteicas que se proporcionan
en el presente documento (por ejemplo, una cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25,
27,29, 31, 33, 0 35).

ADNCc a modo de ejemplo de glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG) de Mus musculus

1 atggcctgtt tgtggagctt ctctttgccc agctgcttcce tctcceccttcet cctectcectt

61
121
181
241
301
3601
421
481
541
601
661
721

ctcctccagt
atccgggcectt
gccacgggca
cgaaatggca
ctgaaagaga
gatgaaggag
gagttgaaag
cttgtgccta
agactgagag
ttcctgaggyg
ctggttgcct
gaagagctaa

tgtcatgcag
tagttgggga
tggaggtggg
aggaccaaga
ctatcagtga
gctacacctg
tggaagatcc
cgatcctcct
gaaaacttcg
tgccctgcectg
tgatcatctg
gaaaccccct

ctatgcagga
tgaagcagag
ttggtaccgt
tgcagagcaa
gggaaaggtt
cttcttcaga
cttctattgg
gcaggtctct
tgcagaagta
gaagataaca
ctacaactgg
ttga

caattcagag
ctgccgtgcec
tctcecttet
gcacctgaat
acccttagga
gaccactctt
gtcaaccccg
gtaggccttg
gagaatctcc
ctgtttgtta
ctgcaccgaa

(SEQ ID NO: 8)

tgataggacc
gcatctctcc
caagagtggt
accggggacy
ttcagaacgt
accaagaaga
gtgtgctgac
tattcctctt
atcggacttt
ttgtgcctgt
gactggcagg

agggtatccc
tgggaaaaat
tcacctctac
cacagagctt
gagattctca
ggcagcaatg
tctcatcgca
cctgcagcac
tgatcctcac
tcttggaccc
acagtttctt

Proteina a modo de ejemplo de glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG) de Mus musculus

scflslllll llglscsyag gfrvigpgyp
spfsrvvhly rngkdgdaeqg apeyrgrtel
121 deggytcfifr dhsygeeaam elkvedpfyw vnpgvltlia
181 rlrgklraev enlhrtfdph flrvpcwkit lfvivpvlgp
241 eelrnpf (SEQ ID NO: 9)

iralvgdeae lpcrispgkn
lketisegkv tlrignvrfs
lvptillgvs vglvilflgh
lvaliicynw lhrrlagqgfl

1 maclwsfswp
61l atgmevgwyr

ADNCc a modo de ejemplo de proteina proteolipidica 1 (PLP) de Mus musculus

ATGGGCTTGTTAGAGTGTTGTGCTAGATGTCTGGTAGGGGCCCCCTTTGCTTCCCTGGTGGCCACTGGAT
TGTGTTTCTTTGGAGTGGCACTGTTCTGTGGATGTGGACATGAAGCTCTCACTGGTACAGAAAAGCTAAT
TGAGACCTATTTCTCCAAAAACTACCAGGACTATGAGTATCTCATTAATGTGATTCATGCTTTCCAGTAT
GTCATCTATGGAACTGCCTCTTTCTTCTTCCTTTATGGGGCCCTCCTGCTGGCTGAGGGCTTCTACACCA
CCGGCGCTGTCAGGCAGATCTTTGGCGACTACAAGACCACCATCTGCGGCAAGGGCCTGAGCGCAACGGT
AACAGGGGGCCAGAAGGGGAGGGGTTCCAGAGGCCAACATCAAGCTCATTCTTTGGAGCGGGTGTGTCAT
TGTTTGGGAAAATGGCTAGGACATCCCGACAAGTTTGTGGGCATCACCTATGCCCTGACTGTTGTATGGC
TCCTGGTGTTTGCCTGCTCGGCTGTACCTGTGTACATTTACTTCAATACCTGGACCACCTGTCAGTCTAT
TGCCTTCCCTAGCAAGACCTCTGCCAGTATAGGCAGTCTCTGCGCTGATGCCAGAATGTATGGTGTTCTC
CCATGGAATGCTTTCCCTGGCAAGGTTTGTGGCTCCAACCTTCTGTCCATCTGCAAAACAGCTGAGTTCC
AAATGACCTTCCACCTGTTTATTGCTGCGTTTGTGGGTGCTGCGGCCACACTAGTTTCCCTGCTCACCTT
CATGATTGCTGCCACTTACAACTTCGCCGTCCTTAAACTCATGGGCCGAGGCACCAAGTTCTGA (SEQ ID
NO: 10)

Proteina a modo de ejemplo de proteina proteolipidica 1 (PLP) de Mus musculus
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1 mglleccarc lvgapfaslv atglcffgva lfcgcgheal tgtekliety fsknygdyey

linvihafqgy
gkgrgsrggh
wttcgsiafp
iaafvgaaat

viygtasfff
gahslervch
sktsasigsl
lvslltfmia

lygalllaeg fyttgavrgi fgdyktticg kglsatvtgg
clgkwlghpd kfvgityalt vvwllvfacs avpvyiyint
cadarmygvl pwnafpgkvc gsnllsickt aefgmtfhlf
atynfavlkl mgrgtkf (SEQ ID NO: 11)

ADNCc a modo de ejemplo de proteina basica de mielina (MBP) de Mus musculus

ATGGGAAACCACTCTGGAAAGAGAGAATTATCTGCTGAGAAGGCCAGTAAGGATGGAGAGATTCACCGAG
GAGAGGCTGGAAAGAAGAGAAGCGTGGGCAAGCTTTCTCAGACGGCCTCAGAGGACAGTGATGTGTTTGG
GGAGGCAGATGCGATCCAGAACAATGGGACCTCGGCTGAGGACACGGCGGTGACAGACTCCAAGCACACA
GCAGACCCAAAGAATAACTGGCAAGGCGCCCACCCAGCTGACCCAGGGAACCGCCCCCACTTGATCCGLC
TCTTTTCCCGAGATGCCCCGGGAAGGGAGGACAACACCTTCAAAGACAGGCCCTCAGAGTCCGACGAGCT
TCAGACCATCCAAGAAGACCCCACAGCAGCTTCCGGAGGCCTGGATGTGATGGCATCACAGAAGAGACCC
TCACAGCGATCCAAGTACCTGGCCACAGCAAGTACCATGGACCATGCCAGGCATGGCTTCCTCCCAAGGC
ACAGAGACACGGGCATCCTTGACTCCATCGGGCGCTTCTTTAGCGGTGACAGGGGTGCGCCCAAGCGGGG
CTCTGGCAAGGTGAGCTCCGAGCCGTAG (SEQ ID NO: 12)

Proteina a modo de ejemplo de proteina basica de mielina (MBP) de Mus musculus

1
61
121
181

mgnhsgkrel
dtavtdskht
gedptaasgg
rgapkrgsgk

saekaskdge
adpknnwgga
ldvmasgkrp
vssep (SEQ

ihrgeagkkr svgklsgtas edsdvigead aignngtsae
hpadpgnrph lirlfsrdap gredntfkdr psesdelqgti
sgrskylata stmdharhgf lprhrdtgil dsigrffsgd

ID NO: 13)

ADNCc a modo de ejemplo de glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG) de Homo sapiens

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

atggcaagct
ctcctccaag
atccgggctc
gctacaggca
agaaatggca
ctgaaagatg
gatgaaggag
gaattgaaag
gtgctgcctg
agactgagag
tttctgaggg
ttggttgcct
gaagagctac

tatcgagacc
tgtcttccag
tggtcgggga
tggaggtggg
aggaccaaga
ctattggtga
gtttcacctg
tagaagatcc
tgctcctcect
gaaaacttcg
tgccctgcectg
tgatcatctg
gaaatccctt

ctctctgccc
ctatgcaggg
tgaagtggaa
gtggtaccgce
tggagaccag
gggaaaggtyg
cttcttccga
tttctactgg
gcagatcact
agcagagata
gaagataacc
ctacaactgg
ctga

(SEQ ID NO:

agctgcctct
cagttcagag
ttgccatgtc
cccececttet
gcacctgaat
actctcagga
gatcattctt
gtgagccctg
gttggcctcg
gagaatctcc
ctgtttgtaa
ctacatcgaa
14)

gctccttect
tgataggacc
gcatatctcc
ctagggtggt
atcggggccyg
tccggaatgt
accaagagga
gagtgctggt
tcttcctectg
accggacttt
ttgtgccggt
gactagcagg

cctecctectce
aagacaccct
tgggaagaac
tcatctctac
gacagagctg
aaggttctca
ggcagcaatg
tctcctegeg
cctgcagtac
tgatccccac
tcttggaccc
gcaattcctt

Proteina a modo de ejemplo de glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG) de Homo sapiens

1 maslsrpslp sclcsfllll llgvsssyag gfrvigprhp iralvgdeve lpcrispgkn

6l atgmevgwyr ppfsrvvhly rngkdgdgdg apeyrgrtel lkdaigegkv tlrirnvrfs
121 deggftcffr dhsygeeaam elkvedpfyw vspgvlvlla vlpvlllgit vglvilclqgy
181 rlrgklraei enlhrtfdph flrvpcwkit lfvivpvlgp lvaliicynw lhrrlaggfl
241 eelrnpf (SEQ ID NO: 15)

ADNCc de la transcripcion de la variante 7, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo sapiens

10
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ATGGGAAACCACGCAGGCAAACGAGAATTAAATGCCGAGAAGGCCAGTACGAATAGTGAAACTAACAGAG
GAGAATCTGAAAAAAAGAGAAACCTGGGTGAACTTTCACGGACAACCTCAGAGGACAACGAAGTGTTCGG
AGAGGCAGATGCGAACCAGAACAATGGGACCTCCTCTCAGGACACAGCGGTGACTGACTCCAAGCGCACA
GCGGACCCGAAGAATGCCTGGCAGGATGCCCACCCAGCTGACCCAGGGAGCCGCCCCCACTTGATCCGLC
TCTTTTCCCGAGATGCCCCGGGGAGGGAGGACAACACCTTCAAAGACAGGCCCTCTGAGTCCGACGAGCT
CCAGACCATCCAAGAAGACAGTGCAGCCACCTCCGAGAGCCTGGATGTGATGGCGTCACAGAAGAGACCC
TCCCAGAGGCACGGATCCAAGTACCTGGCCACAGCAAGTACCATGGACCATGCCAGGCATGGCTTCCTCC
CAAGGCACAGAGACACGGGCATCCTTGACTCCATCGGGCGCTTCTTTGGCGGTGACAGGGGTGCGCCCAA
GCGGGGCTCTGGCAAGGACTCACACCACCCGGCAAGAACTGCTCACTACGGCTCCCTGCCCCAGAAGTCA
CACGGCCGGACCCAAGATGAAAACCCCGTAGTCCACTTCTTCAAGAACATTGTGACGCCTCGCACACCAC
CCCCGTCGCAGGGAAAGGGGAGAGGACTGTCCCTGAGCAGATTTAGCTGGGGGGCCGAAGGCCAGAGALCC
AGGATTTGGCTACGGAGGCAGAGCGTCCGACTATAAATCGGCTCACAAGGGATTCAAGGGAGTCGATGCC
CAGGGCACGCTTTCCAAAATTTTTAAGCTGGGAGGAAGAGATAGTCGCTCTGGATCACCCATGGCTAGAC
GCTGA (SEQ ID NO: 16)

Proteina de la transcripcion de la variante 7, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo
sapiens

1
61
121
181
241

mgnhagkrel
dtavtdskrt
gedsaatses
gdrgapkrgs
rglslsrfsw

naekastnse
adpknawgda
ldvmasgkrp
gkdshhpart

gaegqgrpgtg

tnrgesekkr
hpadpgsrph
sgrhgskyla
ahygslpgks
yggrasdyks

nlgelsrtts
lirlfsrdap
tastmdharh
hgrtgdenpv
ahkgfkgvda

ednevigead
gredntfkdr
gflprhrdtg
vhffknivtp
qgqgtlskifkl

angnngtssq
psesdelqgti
ildsigrffg
rtpppsqgkyg
ggrdsrsgsp

301 marr (SEQ ID NO: 17)

ADNCc de la transcripcion de la variante 1, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo sapiens

ATGGCGTCACAGAAGAGACCCTCCCAGAGGCACGGATCCAAGTACCTGGCCACAGCAAGTACCATGGACC

ATGCCAGGCATGGCTTCCTCCCAAGGCACAGAGACACGGGCATCCTTGACTCCATCGGGCGCTTCTTTGG
CGGTGACAGGGGTGCGCCCAAGCGGGGCTCTGGCAAGGTACCCTGGCTAAAGCCGGGCCGGAGCCCTCTG
CCCTCTCATGCCCGCAGCCAGCCTGGGCTGTGCAACATGTACAAGGACTCACACCACCCGGCAAGAACTG
CTCACTACGGCTCCCTGCCCCAGAAGTCACACGGCCGGACCCAAGATGAAAACCCCGTAGTCCACTTCTT
CAAGAACATTGTGACGCCTCGCACACCACCCCCGTCGCAGGGAAAGGGGAGAGGACTGTCCCTGAGCAGA
TTTAGCTGGGGGGCCGAAGGCCAGAGACCAGGATTTGGCTACGGAGGCAGAGCGTCCGACTATAAATCGG
CTCACAAGGGATTCAAGGGAGTCGATGCCCAGGGCACGCTTTCCAAAATTTTTAAGCTGGGAGGAAGAGA
TAGTCGCTCTGGATCACCCATGGCTAGACGCTGA (SEQ ID NO: 18)

Proteina de la transcripcion de la variante 1, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo
sapiens

1 masgkrpsgr hgskylatas tmdharhgfl prhrdtgild sigrffggdr gapkrgsgkv
61 pwlkpgrspl psharsgpgl cnmykdshhp artahygslp gkshgrtgde npvvhffkni
121 vtprtppprsq gkgrglslsr fswgaeggrp gfgyggrasd vksahkgfkg vdaggtlski
181 fklggrdsrs gspmarr (SEQ ID NO: 19)

ADNCc de la transcripcion de la variante 2, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo sapiens

ATGGCGTCACAGAAGAGACCCTCCCAGAGGCACGGATCCAAGTACCTGGCCACAGCAAGTACCATGGACC
ATGCCAGGCATGGCTTCCTCCCAAGGCACAGAGACACGGGCATCCTTGACTCCATCGGGCGCTTCTTTGG
CGGTGACAGGGGTGCGCCCAAGCGGGGCTCTGGCAAGGTACCCTGGCTAAAGCCGGGCCGGAGCCCTCTG
CCCTCTCATGCCCGCAGCCAGCCTGGGCTGTGCAACATGTACAAGGACTCACACCACCCGGCAAGAACTG
CTCACTACGGCTCCCTGCCCCAGAAGTCACACGGCCGGACCCAAGATGAAAACCCCGTAGTCCACTTCTT
CAAGAACATTGTGACGCCTCGCACACCACCCCCGTCGCAGGGAAAGGGGGCCGAAGGCCAGAGACCAGGA
TTTGGCTACGGAGGCAGAGCGTCCGACTATAAATCGGCTCACAAGGGATTCAAGGGAGTCGATGCCCAGG
GCACGCTTTCCAAAATTTTTAAGCTGGGAGGAAGAGATAGTCGCTCTGGATCACCCATGGCTAGACGCTG
A (SEQ ID NO: 20)

11
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Proteina de la transcripcion de la variante 2, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo
sapiens

1 masgkrpsgr hgskylatas tmdharhgfl prhrdtgild sigrffggdr gapkrgsgkv
61 pwlkpgrspl psharsgpgl cnmykdshhp artahygslp gkshgrtgde npvvhffkni
121 vtprtppprsq gkgaeggrpg fgyggrasdy ksahkgfkgv daggtlskif klggrdsrsg
5 181 spmarr (SEQ ID NO: 21)

ADNCc de la transcripcion de la variante 3, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo sapiens

ATGGCGTCACAGAAGAGACCCTCCCAGAGGCACGGATCCAAGTACCTGGCCACAGCAAGTACCATGGACC
ATGCCAGGCATGGCTTCCTCCCAAGGCACAGAGACACGGGCATCCTTGACTCCATCGGGCGCTTCTTTGG
CGGTGACAGGGGTGCGCCCAAGCGGGGCTCTGGCAAGGACTCACACCACCCGGCAAGAACTGCTCACTAC
GGCTCCCTGCCCCAGAAGTCACACGGCCGGACCCAAGATGAAAACCCCGTAGTCCACTTCTTCAAGAACA
TTGTGACGCCTCGCACACCACCCCCGTCGCAGGGAAAGGGGAGAGGACTGTCCCTGAGCAGATTTAGCTG
GGGGGCCGAAGGCCAGAGACCAGGATTTGGCTACGGAGGCAGAGCGTCCGACTATAAATCGGCTCACAAG
GGATTCAAGGGAGTCGATGCCCAGGGCACGCTTTCCAAAATTTTTAAGCTGGGAGGAAGAGATAGTCGCT
CTGGATCACCCATGGCTAGACGCTGA (SEQ ID NO: 22)

10
Proteina de la transcripcion de la variante 3, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo
sapiens
1 masgkrpsgr hgskylatas tmdharhgfl prhrdtgild sigrffggdr gapkrgsgkd
61 shhpartahy gslpgkshgr tgdenpvvhf fknivtprtp ppsagkgrgl slsrfswgae
121 ggrpgfgygg rasdyksahk gfkgvdaggt lskifklggr dsrsgspmar r (SEQ ID
NO: 23)
15

ADNCc de la transcripcion de la variante 4, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo sapiens

ATGGCGTCACAGAAGAGACCCTCCCAGAGGCACGGATCCAAGTACCTGGCCACAGCAAGTACCATGGACC
ATGCCAGGCATGGCTTCCTCCCAAGGCACAGAGACACGGGCATCCTTGACTCCATCGGGCGCTTCTTTGG

CGGTGACAGGGGTGCGCCCAAGCGGGGCTCTGGCAAGGACTCACACCACCCGGCAAGAACTGCTCACTAC
GGCTCCCTGCCCCAGAAGTCACACGGCCGGACCCAAGATGAAAACCCCGTAGTCCACTTCTTCAAGAACA
TTGTGACGCCTCGCACACCACCCCCGTCGCAGGGAAAGGGGGCCGAAGGCCAGAGACCAGGATTTGGCTA
CGGAGGCAGAGCGTCCGACTATAAATCGGCTCACAAGGGATTCAAGGGAGTCGATGCCCAGGGCACGCTT
TCCAAAATTTTTAAGCTGGGAGGAAGAGATAGTCGCTCTGGATCACCCATGGCTAGACGCTGA  (SEQ ID
NO: 24)

20 Proteina de la transcripcion de la variante 4, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo
sapiens

1 masgkrpsgr hgskylatas tmdharhgfl prhrdtgild sigrffggdr gapkrgsgkd
61 shhpartahy gslpgkshgr tgdenpvvhf fknivtprtp ppsggkgaeg grpgfgyggr
121 asdyksahkg fkgvdaggtl skifklggrd srsgspmarr (SEQ ID NO: 25)

25  ADNCc de la transcripcion de la variante 8, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo sapiens

ATGGGAAACCACGCAGGCAAACGAGAATTAAATGCCGAGAAGGCCAGTACGAATAGTGAAACTAACAGAG
GAGAATCTGAAAAAAAGAGAAACCTGGGTGAACTTTCACGGACAACCTCAGAGGACAACGAAGTGTTCGG
AGAGGCAGATGCGAACCAGAACAATGGGACCTCCTCTCAGGACACAGCGGTGACTGACTCCAAGCGCACA
GCGGACCCGAAGAATGCCTGGCAGGATGCCCACCCAGCTGACCCAGGGAGCCGCCCCCACTTGATCCGLC
TCTTTTCCCGAGATGCCCCGGGGAGGGAGGACAACACCTTCAAAGACAGGCCCTCTGAGTCCGACGAGCT
CCAGACCATCCAAGAAGACAGTGCAGCCACCTCCGAGAGCCTGGATGTGATGGCGTCACAGAAGAGACCC
TCCCAGAGGCACGGATCCAAGTACCTGGCCACAGCAAGTACCATGGACCATGCCAGGCATGGCTTCCTCC
CAAGGCACAGAGACACGGGCATCCTTGACTCCATCGGGCGCTTCTTTGGCGGTGACAGGGGTGCGCCCAA
GCGGGGCTCTGGCAAGGTGAGCTCTGAGGAGTAG (SEQ ID NO: 26)

12
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Proteina de la transcripcion de la variante 8, de la proteina basica de mielina (MBP) a modo de ejemplo de Homo

sapiens

naekastnse tnrgesekkr nlgelsrtts ednevifgead angnngtssqg
adpknawgda hpadpgsrph lirlfsrdap gredntfkdr psesdelqgti
ldvmasgkrp sgrhgskyla tastmdharh gflprhrdtg ildsigrffg
gkvssee (SEQ ID NO: 27)

1 mgnhagkrel
6l dtavtdskrt
121 gedsaatses
181 gdrgapkrgs

ADNCc de la transcripcion de la variante 1 de la proteina proteolipidica 1 (PLP1) a modo de ejemplo de Homo sapiens

ATGGGCTTGTTAGAGTGCTGTGCAAGATGTCTGGTAGGGGCCCCCTTTGCTTCCCTGGTGGCCACTGGAT
TGTGTTTCTTTGGGGTGGCACTGTTCTGTGGCTGTGGACATGAAGCCCTCACTGGCACAGAAAAGCTAAT
TGAGACCTATTTCTCCAAAAACTACCAAGACTATGAGTATCTCATCAATGTGATCCATGCCTTCCAGTAT
GTCATCTATGGAACTGCCTCTTTCTTCTTCCTTTATGGGGCCCTCCTGCTGGCTGAGGGCTTCTACACCA
CCGGCGCAGTCAGGCAGATCTTTGGCGACTACAAGACCACCATCTGCGGCAAGGGCCTGAGCGCAACGGT
AACAGGGGGCCAGAAGGGGAGGGGTTCCAGAGGCCAACATCAAGCTCATTCTTTGGAGCGGGTGTGTCAT
TGTTTGGGAAAATGGCTAGGACATCCCGACAAGTTTGTGGGCATCACCTATGCCCTGACCGTTGTGTGGC
TCCTGGTGTTTGCCTGCTCTGCTGTGCCTGTGTACATTTACTTCAACACCTGGACCACCTGCCAGTCTAT
TGCCTTCCCCAGCAAGACCTCTGCCAGTATAGGCAGTCTCTGTGCTGATGCCAGAATGTATGGTGTTCTC
CCATGGAATGCTTTCCCTGGCAAGGTTTGTGGCTCCAACCTTCTGTCCATCTGCAAAACAGCTGAGTTCC
AAATGACCTTCCACCTGTTTATTGCTGCATTTGTGGGGGCTGCAGCTACACTGGTTTCCCTGCTCACCTT
CATGATTGCTGCCACTTACAACTTTGCCGTCCTTAAACTCATGGGCCGAGGCACCAAGTTCTGA (SEQ ID
NO: 28)
10 Proteina de la transcripcion de la variante 1 de proteina proteolipidica 1 (PLP1) a modo de ejemplo de Homo sapiens
lfcgcgheal tgtekliety fsknygdyey
fyttgavrgi fgdyktticg kglsatvtgg
kfvgityalt vvwllvfacs avpvyiyint
pwnafpgkvc gsnllsickt aefgmtfhlf
mgrgtkf (SEQ ID NO: 29)

1 mglleccarc
6l linvihafqgy
121 gkgrgsrggh
181 wttcgsiafp
241 iaafvgaaat

lvgapfaslv atglcffgva
viygtasfff lygalllaeg
dgahslervch clgkwlghpd
sktsasigsl cadarmygvl
lvslltfmia atynfavlkl

ADNCc de la transcripcion de la variante 2 de la proteina proteolipidica 1 (PLP1) a modo de ejemplo de Homo sapiens
15

ATGGGCTTGTTAGAGTGCTGTGCAAGATGTCTGGTAGGGGCCCCCTTTGCTTCCCTGGTGGCCACTGGAT
TGTGTTTCTTTGGGGTGGCACTGTTCTGTGGCTGTGGACATGAAGCCCTCACTGGCACAGAAAAGCTAAT
TGAGACCTATTTCTCCAAAAACTACCAAGACTATGAGTATCTCATCAATGTGATCCATGCCTTCCAGTAT
GTCATCTATGGAACTGCCTCTTTCTTCTTCCTTTATGGGGCCCTCCTGCTGGCTGAGGGCTTCTACACCA
CCGGCGCAGTCAGGCAGATCTTTGGCGACTACAAGACCACCATCTGCGGCAAGGGCCTGAGCGCAACGTT
TGTGGGCATCACCTATGCCCTGACCGTTGTGTGGCTCCTGGTGTTTGCCTGCTCTGCTGTGCCTGTGTAC
ATTTACTTCAACACCTGGACCACCTGCCAGTCTATTGCCTTCCCCAGCAAGACCTCTGCCAGTATAGGCA
GTCTCTGTGCTGATGCCAGAATGTATGGTGTTCTCCCATGGAATGCTTTCCCTGGCAAGGTTTGTGGCTC
CAACCTTCTGTCCATCTGCAAAACAGCTGAGTTCCAAATGACCTTCCACCTGTTTATTGCTGCATTTGTG
GGGGCTGCAGCTACACTGGTTTCCCTGCTCACCTTCATGATTGCTGCCACTTACAACTTTGCCGTCCTTA
AACTCATGGGCCGAGGCACCAAGTTCTGA (SEQ ID NO: 30)

Proteina de la transcripcion de la variante 2 de proteina proteolipidica 1 (PLP1) a modo de ejemplo de Homo sapiens

20

1
61
121
181
241

ADNCc de la transcripcion de la variante 3 de la proteina proteolipidica 1 (PLP1) a modo de ejemplo de Homo sapiens

mglleccarc
linvihafqgy
tyaltvvwll
pgkvcgsnll
kf (SEQ ID

lvgapfaslv
viygtasfff
vfacsavpvy
sicktaefgm
NO: 31)

atglcffgva
lygalllaeg
iyvfntwttcqg
tfhlfiaafv

13

lfcgcgheal
fyttgavrgi
siafpsktsa
gaaatlvsll

tgtekliety fsknygdyey
fgdyktticg kglsatfvgi
sigslcadar mygvlpwnaf
tfmiaatynf avlklmgrgt
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ATGGGCTTGTTAGAGTGCTGTGCAAGATGTCTGGTAGGGGCCCCCTTTGCTTCCCTGGTGGCCACTGGAT
TGTGTTTCTTTGGGGTGGCACTGTTCTGTGGCTGTGGACATGAAGCCCTCACTGGCACAGAAAAGCTAAT
TGAGACCTATTTCTCCAAAAACTACCAAGACTATGAGTATCTCATCAATGTGATCCATGCCTTCCAGTAT
GTCATCTATGGAACTGCCTCTTTCTTCTTCCTTTATGGGGCCCTCCTGCTGGCTGAGGGCTTCTACACCA
CCGGCGCAGTCAGGCAGATCTTTGGCGACTACAAGACCACCATCTGCGGCAAGGGCCTGAGCGCAACGGT
AACAGGGGGCCAGAAGGGGAGGGGTTCCAGAGGCCAACATCAAGCTCATTCTTTGGAGCGGGTGTGTCAT
TGTTTGGGAAAATGGCTAGGACATCCCGACAAGTTTGTGGGCATCACCTATGCCCTGACCGTTGTGTGGC
TCCTGGTGTTTGCCTGCTCTGCTGTGCCTGTGTACATTTACTTCAACACCTGGACCACCTGCCAGTCTAT
TGCCTTCCCCAGCAAGACCTCTGCCAGTATAGGCAGTCTCTGTGCTGATGCCAGAATGTATGGTGTTCTC
CCATGGAATGCTTTCCCTGGCAAGGTTTGTGGCTCCAACCTTCTGTCCATCTGCAAAACAGCTGAGTTCC
AAATGACCTTCCACCTGTTTATTGCTGCATTTGTGGGGGCTGCAGCTACACTGGTTTCCCTGCTCACCTT
CATGATTGCTGCCACTTACAACTTTGCCGTCCTTAAACTCATGGGCCGAGGCACCAAGTTCTGA (SEQ ID
NO: 32)

Proteina de la transcripcion de la variante 3 de proteina proteolipidica 1 (PLP1) a modo de ejemplo de Homo sapiens

1
61
121
181
241

mglleccarc
linvihafqgy
agkgrgsrggh
wttcgsiafp
iaafvgaaat

lvgapfaslv
viygtasfff
gahslervch
sktsasigsl
lvslltfmia

atglcffgva
lygalllaeg
clgkwlghpd
cadarmygvl
atynfavlkl

lfcgcgheal
fyttgavrgi
kfvgityalt
pwnafpgkvc
mgrgtkf

(SEQ ID NO:

tgtekliety
fgdyktticg
vvwllvfacs
gsnllsickt

fsknygdyey
kglsatvtgg
avpvyliyfnt
aefgmtfhlf

33)

ADNCc de la transcripcion de la variante 4 de la proteina proteolipidica 1 (PLP1) a modo de ejemplo de Homo sapiens

ATGGACTATGAGTATCTCATCAATGTGATCCATGCCTTCCAGTATGTCATCTATGGAACTGCCTCTTTCT
TCTTCCTTTATGGGGCCCTCCTGCTGGCTGAGGGCTTCTACACCACCGGCGCAGTCAGGCAGATCTTTGG
CGACTACAAGACCACCATCTGCGGCAAGGGCCTGAGCGCAACGGTAACAGGGGGCCAGAAGGGGAGGGGT
TCCAGAGGCCAACATCAAGCTCATTCTTTGGAGCGGGTGTGTCATTGTTTGGGAAAATGGCTAGGACATC
CCGACAAGTTTGTGGGCATCACCTATGCCCTGACCGTTGTGTGGCTCCTGGTGTTTGCCTGCTCTGCTGT
GCCTGTGTACATTTACTTCAACACCTGGACCACCTGCCAGTCTATTGCCTTCCCCAGCAAGACCTCTGCC
AGTATAGGCAGTCTCTGTGCTGATGCCAGAATGTATGGTGTTCTCCCATGGAATGCTTTCCCTGGCAAGG
TTTGTGGCTCCAACCTTCTGTCCATCTGCAAAACAGCTGAGTTCCAAATGACCTTCCACCTGTTTATTGC
TGCATTTGTGGGGGCTGCAGCTACACTGGTTTCCCTGCTCACCTTCATGATTGCTGCCACTTACAACTTT
GCCGTCCTTAAACTCATGGGCCGAGGCACCAAGTTCTGA  (SEQ ID NO: 34)

Proteina de la transcripcion de la variante 4 de proteina proteolipidica 1 (PLP1) a modo de ejemplo de Homo sapiens

tticgkglsa
vfacsavpvy
sicktaefgm
NO: 35)

1 mdyeylinvi hafqgyviygt asffflygal llaegfyttg avrgifgdyk
6l tvtgggkgrg srgghgahsl ervchclgkw lghpdkfvgi tyaltvvwll
121 iyfntwttcqg siafpsktsa sigslcadar mygvlpwnaf pgkvcgsnll
181 tfhlfiaafv gaaatlvsll tfmiaatynf avlklmgrgt kf (SEQ ID

En algunas opciones, el vector de acido nucleico de VAAr esta encapsidado por una particula de VAAr como se
describe en el presente documento. La particula de VAAr puede ser de cualquier serotipo de VAA (por ejemplo, 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 0 10), incluyendo cualquier derivado (incluyendo las variantes de origen no natural de un serotipo) o
pseudotipo. En algunas opciones, la particula de VAAr es una particula de VAAS8, que puede estar pseudotipada con
unas ITR de VAA2. Ejemplos no limitantes de derivados y pseudotipos incluyen hibridos de VAA2-VAA3, VAArh.10,
VAAhu.14, VAA3a/3b, VAArh32.33, VAA-HSC15, VAA-HSC17, VAAhu.37, VAArh.8, CHt-P6, VAA2.5, VAAB.2
VAA2i8, VAA-HSC15/17, VAAM41, VAA9.45, VAAG(Y445F/Y731F), VAA2.5T, VAA-HAE1/2, clon 32/83 de VAA,
VAAShH10, VAA2 (Y -> F), VAA8 (Y733F), VAA2.15, VAA2.4, VAAM41, y VAAr3.45. Dichos serotipos de VAA y
derivados/pseudotipos, y los métodos de produccién de dichos derivados/pseudotipos se conocen en la técnica
(véase, por ejemplo, Mol Ther. abr 2012; 20(4):699-708. ido: 10.1038/mt.2011.287. Epub 24 de ene de 2012. The AAV
vector toolkit: poised at the clinical crossroads. Asokan A1, Schaffer DV, Samulski RJ.). En algunas opciones, la
particula de VAAr es una particula de VAAr pseudotipada, que comprende (a) un vector de acido nucleico que
comprende unas ITR de un serotipo (por ejemplo, VAA2) y (b) una capside comprendida por proteinas de capside
derivadas de otro serotipo (por ejemplo, VAA1, VAAS3, VAA4, VAA5, VAAB, VAA7, VAA8, VAA9, o VAA10). Los
métodos para la produccion y la utilizacion de los vectores de VAAr pseudotipados se conocen en la técnica (véase,
por ejemplo, Duan et al., J. Virol., 75:7662-7671, 2001; Halbert et al., J. Virol., 74:1524-1532, 2000; Zolotukhin et al.,
Methods, 28:158-167, 2002; y Auricchio et al., Hum. Molec. Genet., 10:3075-3081, 2001).
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Los vectores de acido nucleico de VAAr a modo de ejemplo utiles de acuerdo con la divulgacion incluyen vectores de
acido nucleico de VAA de cadena sencilla (ss) o autocomplementarios (sc), tales como genomas virales recombinantes
de cadena sencilla o autocomplementarios.

Los métodos para producir particulas de VAAr y vectores de acido nucleico también se conocen en la técnica y estan
disponibles en el mercado (véase, por ejemplo, Zolotukhin et al. Production and purification of serotype 1,2, and 5
recombinant adeno-associated viral vectors. Methods 28 (2002) 158-167; y las Publicaciones de Patente de EE. UU.,
numeros US20070015238 y US20120322861; y los plasmidos y kits disponibles en ATCC y Cell Biolabs, Inc.). Por
ejemplo, un plasmido que contiene la secuencia del vector de acido nucleico puede combinarse con uno o mas
plasmidos auxiliares, por ejemplo, que contienen un gen rep (por ejemplo, que codifica Rep78, Rep68, Rep52 y Rep40)
y un gen cap (que codifica VP1, VP2, y VP3, incluyendo una region VP3 modificada como se describe en el presente
documento), y se transfecta en una linea celular productora de modo que la particula de VAAr pueda empaquetarse y
purificarse posteriormente.

En algunas opciones, el uno o mas plasmidos auxiliares incluyen un primer plasmido auxiliar que comprende un gen
rep y un gen cap y un segundo plasmido auxiliar que comprende un gen E1a, un gen E1b, un gen E4, un gen E2ay
un gen VA. En algunas opciones, el gen rep es un gen rep derivado de VAA2, y el gen cap se deriva de VAAZ2 e incluye
modificaciones al gen para producir una proteina de la capside modificada descrita en el presente documento. Los
plasmidos auxiliares, y los métodos para producir dichos plasmidos, se conocen en la técnica y estan disponibles en
el mercado (véase, por ejemplo, los plasmidos pDM, pDG, pDP1rs, pDP2rs, pDP3rs, pDP4rs, pDP5rs, pDP6rs,
pDG(R484E/R585E), y pDP8.ape de PlasmidFactory, Bielefeld, Alemania; otros productos y servicios disponibles en
Vector Biolabs, Filadelfia, PA; Cellbiolabs, San Diego, California; Agilent Technologies, Santa Clara, CA; y Addgene,
Cambridge, MA; pxx6; Grimm et al. (1998), Novel Tools for Production and Purification of Recombinant
Adenoassociated Virus Vectors, Human Gene Therapy, Vol. 9, 2745-2760; Kern, A. et al. (2003), Identification of a
Heparin-Binding Motif on Adeno-Associated Virus Type 2 Capsids, Journal of Virology, Vol. 77, 11072-11081.; Grimm
et al. (2003), Helper Virus-Free, Optically Controllable, and Two-Plasmid-Based Production of Adeno-associated Virus
Vectors of Serotypes 1 to 6, Molecular Therapy,Vol. 7, 839-850; Kronenberg et al. (2005), A Conformational Change
in the Adeno-Associated Virus Type 2 Capsid Leads to the Exposure of Hidden VP1 N Termini, Journal of Virology,
Vol. 79, 5296-5303; y Moullier, P. y Snyder, R. O. (2008), International efforts for recombinant adeno-associated viral
vector reference standards, Molecular Therapy, Vol. 16, 1185-1188).

Una particula de VAAr, a modo de ejemplo, no limitante, se describe a continuacién. Se producen u obtienen uno o
mas plasmidos auxiliares, que comprenden ORF rep y cap para el serotipo de VAA deseado y los genes adenoviricos
VA, E2A (DBP) y E4 bajo el control transcripcional de sus promotores nativos. EI ORF cap también puede comprender
una o mas modificaciones para producir una proteina de la capside modificada como se describe en el presente
documento. Las células HEK293 (disponibles de ATCC®) se transfectan mediante transfeccion mediada por CaPO4,
lipidos o moléculas poliméricas tales como Polietilenimina (PEI) con el plasmido o plasmidos auxiliares y un plasmido
que contiene un vector de acido nucleico descrito en el presente documento. Las células HEK293 se incuban a
continuacion durante al menos 60 horas para permitir la produccion de particulas de VAAr. De manera alternativa, en
otro ejemplo, las lineas celulares estables del productor basadas en Sf9 se infectan con un solo baculovirus
recombinante que contiene el vector de acido nucleico. Como alternativa adicional, en otro ejemplo, las lineas celulares
HEK293 o BHK se infectan con un HSV que contiene el vector de acido nucleico y opcionalmente uno o mas HSV
auxiliares que contienen ORF rep y cap como se describe en el presente documento y los genes adenoviricos VA,
E2A (DBP) y E4 bajo el control transcripcional de sus promotores nativos. Las células HEK293, BHK o Sf9 se incuban
a continuacion durante al menos 60 horas para permitir la produccién de particulas de VAAr. Las particulas de VAAr
se pueden purificar a continuacién usando cualquier método conocido en la técnica o descrito en el presente
documento, por ejemplo, mediante gradiente en etapas de yodixanol, gradiente de CsCl, cromatografia o precipitacion
con polietilenglicol (PEG).

Como se utiliza en el presente documento, los términos células "modificadas" y "recombinantes” pretenden referirse a
una célula en la que se ha introducido un segmento polinucleotidico exdgeno (tal como un segmento de ADN que
conduce a la transcripcion de una molécula biolégicamente activa). Por lo tanto, las células modificadas se pueden
distinguir de las células de origen natural, que no contienen un segmento de ADN exdgeno introducido de forma
recombinante. Las células modificadas son, por lo tanto, células que comprenden al menos uno o mas segmentos
polinucleotidicos heterdlogos introducidos por la mano del hombre.

Para expresar un agente terapéutico de acuerdo con la presente divulgacion, se puede preparar una particula de VAAr
modificada en la capside que contenga un vector de expresion que comprenda un segmento de acido nucleico que
codifique un agente terapéutico bajo el control de uno o mas promotores. Para poner una secuencia "bajo el control
de" un promotor, se posiciona el extremo 5' del sitio de inicio de la transcripcion de la fase de lectura transcripcional
generalmente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 50 nucleétidos "corriente abajo" de (es decir, en 3' de) el
promotor escogido. El promotor "corriente arriba" estimula la transcripcion del ADN y promueve la expresion del
polipéptido codificado. Este es el significado de "expresién recombinante” en este contexto. Las construcciones de
vectores de acido nucleico recombinantes preferidas de manera particular son las que comprenden un vector de acido
nucleico de VAAr que contiene un gen terapéutico de interés unido operativamente a uno o mas promotores que sea
capaz de expresar el gen en una o mas células de mamifero seleccionadas. Dichos vectores de acido nucleico se
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describen detalladamente en el presente documento.

Las construcciones genéticas de la presente divulgacion pueden prepararse en varias composiciones, y también
pueden formularse en vehiculos farmacéuticos apropiados para su administracion a sujetos humanos o animales. Las
moléculas de VAAr de la presente divulgacion y las composiciones que las comprenden proporcionan agentes
terapéuticos nuevos y utiles para el tratamiento, control y mejoria de los sintomas de varios trastornos, enfermedades,
lesiones, y/o disfunciones del sistema nerviosos de los mamiferos, y en particular, para el tratamiento o mejoria de la
MS.

En algunas opciones, el numero de particulas de VAAr que se administran a un sujeto puede ser del orden que varia
de 10% a 10" particulas/ml o 10% a 10'® particulas/ml, o cualquier valor entre estos de cualquiera de los intervalos,
tales como, por ejemplo, aproximadamente 108, 107, 108, 10°, 10", 10", 102, 103, 0 10" particulas/ml. En una opcién,
se pueden administrar particulas de VAAr con mas de 10" particulas/ml. En algunas opciones, el nimero de particulas
de VAAr que se administran a un sujeto puede ser del orden que varia de 10% a 10'* genomas de vector (vg)/ml o 10°
a 10" vg/ml, o cualquier valor entre estos, tales como, por ejemplo, aproximadamente 108, 107, 108, 10°, 109, 10",
102, 103, 0 10™ vg/ml. En una opcién, se administran particulas de VAAr con mas de 10'® vg/ml. Las particulas de
VAAr pueden administrarse como una dosis Unica, o dividirse en dos o mas administraciones, segun sea necesario
para lograr la terapia de la enfermedad o trastorno particular que se esta tratando. En algunas opciones, se suministran
a un sujeto 0,0001 ml a 10 ml, por ejemplo, 0,001 ml, 0,01 ml, 0,1 ml, 1 ml, 2 ml, 5ml o 10 ml. En algunas opciones,
el numero de particulas de VAAr que se administran a un sujeto puede ser del orden que varia de 108-10" vg/kg o
cualquier valor entre estos, tales como, por ejemplo, aproximadamente 108, 107, 108, 10°, 10'°, 10"", 102, 103, 0 10"
vg/mg.

En algunas opciones, la divulgacion proporciona formulaciones de una o mas composiciones basadas en virus
divulgadas en el presente documento en soluciones farmacéuticamente aceptables para su administracion a una célula
o un animal, ya sea en solitario o en combinaciéon con una o mas modalidades diferentes de terapia, y en particular,
para la terapia de células, tejido humanos y enfermedades que afectan al hombre.

Si se desea, las particulas de VAAr descritas en el presente documento también se pueden administrar en combinacién
con otros agentes, tales como, por ejemplo, proteinas o polipéptidos o diversos agentes farmacéuticamente activos,
incluyendo una o mas administraciones sistémicas o topicas de polipéptidos terapéuticos, fragmentos biolégicamente
activos, o variantes de los mismos. De hecho, practicamente no hay limite para otros componentes que también
pueden incluirse, dado que los agentes adicionales no causan un efecto adverso significativo al contacto con las
células diana o los tejidos del huésped. Por lo tanto, las particulas de VAAr pueden administrarse junto con diversos
otros agentes segun sea necesario en el caso particular. Dichas composiciones pueden purificarse a partir de células
huésped u otras fuentes biolégicas, o como alternativa, pueden sintetizarse quimicamente como se describe en el
presente documento.

La formulacion de excipientes y soluciones transportadoras farmacéuticamente aceptables es bien conocida por los
expertos en la técnica, como lo es el desarrollo de regimenes de dosificacion y tratamiento adecuados para utilizar las
composiciones concretas descritas en el presente documento en diversos regimenes de tratamiento, incluyendo, por
ejemplo, la administracion y formulacion oral, parenteral, intravitrea, intraocular, intravenosa, intranasal, intraarticular,
e intramuscular.

Normalmente, estas formulaciones pueden contener al menos aproximadamente un 0,1 % del agente terapéutico (por
ejemplo, de la particula de VAAr) o mas, aunque el porcentaje de los principios activos, por supuesto, se puede variar
y puede estar convenientemente entre aproximadamente el 1 o el 2 % y aproximadamente el 70 % o el 80 % o mas
del peso o volumen de la formulacion total. Naturalmente, la cantidad de agente o agentes terapéuticos en cada
composicion terapéuticamente Util puede prepararse de tal manera que se obtendra una dosificacidon adecuada en
cualquier dosis unitaria dada del compuesto. Factores tales como la solubilidad, biodisponibilidad, semivida biologica,
la via de administracion, vida de almacenamiento del producto, asi como otras consideraciones farmacoldgicas se
contemplaran por un experto en la técnica de preparacion de dichas formulaciones farmacéuticas, y como tales,
pueden ser deseables diversas dosificaciones y regimenes de tratamiento.

En ciertas circunstancias, sera deseable administrar particulas de VAAr en composiciones farmacéuticas
adecuadamente formuladas divulgadas en el presente documento, ya sea por via subcutanea, por via intraocular,
intravitrea, por via parenteral, por via subcutanea, por via intravenosa, intracerebro-ventricular, intramuscular, por via
intratecal, oral, por via intraperitoneal, por inhalacién oral o nasal, o por inyeccién directa de una o mas células, tejidos
u organos mediante inyeccion directa. Las formas farmacéuticas de las composiciones adecuadas para su uso
inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles. En algunas opciones, la forma es estéril y fluida en
la medida en que exista una facil inyectabilidad. En algunas opciones, la forma es estable en las condiciones de
fabricacion y almacenamiento y se conserva contra la accién contaminante de microorganismos, tales como bacterias
y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersiéon que contenga, por ejemplo, agua, solucion salina,
etanol, poliol (p.gj., glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de los mismos y/o
aceites vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal
como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula necesario en el caso de una dispersion y mediante
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el uso de tensioactivos.

El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente, o vehiculo con el que se administra la particula
de VAAr. Dichos vehiculos farmacéuticos pueden ser liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluidos los de
aceite de petroleo tal como aceite mineral, aceite vegetal, tal como aceite de cacahuete, aceite de soja y aceite de
sésamo, aceite animal, o aceite de origen sintético. Se pueden emplear también soluciones salinas y soluciones
acuosas de dextrosa y glicerol como vehiculos liquidos. Otros vehiculos a modo de ejemplo incluyen solucion salina
tampon de fosfato, solucion salina tampon de HEPES, y agua para inyeccion, cualquiera de los cuales puede
combinarse opcionalmente con uno o mas de entre cloruro de calcio dihidrato, fosfato disédico anhidro, cloruro
magnésico hexahidrato, cloruro de potasio, dihidrogenofosfato de potasio, cloruro de sodio, o sacarosa.

Las composiciones de la presente divulgacion se pueden administrar al sujeto que se esta tratando por rutas
convencionales que incluyen, pero sin limitacion, la pulmonar, intranasal, la administracion y formulacién oral, por
inhalacion, parenteral tal como intravenosa, tdpica, transdérmica, intradérmica, transmucosa, intraperitoneal,
intramuscular, intracapsular, intraorbital, intravitrea, intracardiaca, transtraqueal, subcutanea, subcuticular,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e inyeccién intraesternal. En algunas opciones, la
composicion se administra por via intravenosa, mediante infusion en la arteria hepatica, inyeccion en la vena porta, o
inyeccion intraesplénica. En algunas opciones, la composicion comprende una particula VAAr de VAA8 que
comprende un vector de acido nucleico de VAAr como se describe en el presente documento, y la composicién se
administra por via intravenosa.

Para la administracion de una solucidon acuosa inyectable, por ejemplo, la solucién puede tamponarse de forma
adecuada, si es necesario, y el diluyente liquido se vuelve en primer lugar isoténico con suficiente solucién salina o
glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la administracion intravenosa,
intramuscular, intravitrea, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, un medio acuoso estéril que se puede
emplear sera uno conocido por los expertos en la técnica, a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, una
dosificacion puede disolverse en 1 ml de solucién de NaCl isoténica y se afade tanto a 1000 ml de fluido de
hipodermaocilisis como se inyecta en el sitio propuesto de la infusion, (véase, por ejemplo, "Remington’s Pharmaceutical
Sciences" 152 Edicion, paginas 1035-1038 y 1570-1580). Puede producirse alguna variacion en la dosificacion
dependiendo de la afeccion del sujeto que se esta tratando. La persona responsable de la administracion, en cualquier
caso, determinara la dosis apropiada para el sujeto individual. Ademas, para la administracién a seres humanos, las
preparaciones deben cumplir los estandares de esterilidad, pirogenicidad, y de seguridad y pureza generales segun
lo exigen, por ejemplo, los estandares de la FDA Office of Biologics.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando las particulas de VAAr en la cantidad necesaria
en el disolvente apropiado con varios de los demas ingredientes enumerados anteriormente, segun sea necesario,
seguido de esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando los distintos principios
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros ingredientes
necesarios de entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion a modo de ejemplo son las técnicas de secado al vacio y liofilizacion,
que proporcionan un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién
de los mismos previamente esterilizada por filtracion.

La cantidad de composiciones de particulas de VAAr y el tiempo de administracion de dichas composiciones estaran
dentro del alcance del experto en la técnica que se beneficia de las presentes ensefianzas. Es probable, sin embargo,
que la administracion de cantidades terapéuticamente eficaces de las composiciones divulgadas pueda conseguirse
mediante una Unica administracion, tales como, por ejemplo, una sola inyeccién de un ndmero suficiente de particulas
viricas para proporcionar un beneficio terapéutico al paciente sometido a dicho tratamiento. De manera alternativa, en
algunas circunstancias, puede ser deseable proporcionar administraciones multiples, o sucesivas administraciones de
las composiciones, ya sea durante un periodo de tiempo relativamente corto, o relativamente prolongado, segin se
puede determinar por el médico encargado de supervisar la administracion de dichas composiciones.

La composicion puede incluir particulas de VAAr o vectores de acido nucleico en solitario, o en combinacién con uno
0 mas principios activos adicionales, que pueden obtenerse a partir de fuentes naturales o recombinantes o sintetizarse
quimicamente.

De acuerdo con la presente divulgacion, los polinucleétidos, segmentos de acido nucleico, secuencias de acido
nucleico y similares, incluyen, pero sin limitarse a, los ADN (incluyendo y sin limitarse a ADN gendmicos o
extragendmicos), genes, acidos nucleicos peptidicos (PNA), los ARN (que incluyen, pero sin limitacion, ARNr, ARNm
y ARNt), nucleosidos, y segmentos de acido nucleico adecuados obtenidos de fuentes naturales, sintetizados
quimicamente, modificados, o preparados de otro modo o sintetizados en su totalidad o en parte por la mano del
hombre.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos que se utilizan en el presente documento

tienen el mismo significado que el que entiende cominmente un experto habituado en la técnica a la cual pertenece
la presente divulgacion. Aunque se puede utilizar cualquier método y composicion similar o equivalente a los descritos
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en el presente documento en la practica o ensayo de la presente divulgacion, en el presente documento se describen
los métodos y composiciones preferidos. Para los fines de la presente divulgacion, a continuacion se definen los
siguientes términos:

El término "sujeto”, como se utiliza en el presente documento, describe un organismo, incluyendo mamiferos tales
como primates, al que se puede proporcionar tratamiento con las composiciones de acuerdo con la presente
divulgacion. Las especies de mamiferos que pueden beneficiarse de los métodos de tratamiento desvelados incluyen,
pero sin limitarse a, seres humanos; simios; chimpancés; orangutanes; monos; animales domesticados tales como
perros y gatos; ganado tales como caballos, ganado bovino, cerdos, ovejas, cabras y pollos; y otros animales tales
como ratones, ratas, cobayas y hamsteres. En algunas opciones, el sujeto tiene, se sospecha que tiene, esta en riesgo
de desarrollar, o ha sido diagnosticado de una enfermedad o trastorno autoinmunitario, tal como la esclerosis muiltiple,
la esclerosis diseminada, o la encefalomielitis diseminada. En algunas opciones, el sujeto tiene una enfermedad o
trastorno autoinmunitarios, tal como la esclerosis multiple, la esclerosis diseminada, o la encefalomielitis diseminada.
Otras enfermedades autoinmunitarias a modo de ejemplo incluyen la diabetes tipo 1, la enfermedad de Grave, la artritis
(por ejemplo, la artritis reumatoide o la PGIA), la uveitis autoinmunitaria, la neuropatia periférica, la miastenia grave,
el lupus y la enfermedad de Crohn. En algunas opciones, una enfermedad o trastorno autoinmunitarios se asocian con
una infeccion (por ejemplo, una infeccién microbiana o virica).

El término "tratamiento" o cualquier variacion gramatical del mismo (por ejemplo, tratar, que trata y tratamiento, etc.),
como se utiliza en el presente documento, incluye, pero sin limitacion, el alivio de un sintoma de una enfermedad o
afeccion; y/o la reduccioén, supresion, inhibicion, minoracion, mejoria o que afecta a la progresion, gravedad, y/o
alcance de una enfermedad o afeccion.

La expresién "cantidad eficaz", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una cantidad que es capaz de
tratar o mejorar una enfermedad o afeccion, o de otra manera es capaz de producir un efecto terapéutico que se
pretende.

El término "promotor"”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una region o regiones de una secuencia
de acido nucleico que regula la transcripcion.

La expresion "elemento regulador”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a una region o regiones de
una secuencia de acido nucleico que regula la transcripcion. Los elementos reguladores a modo de ejemplo incluyen,
pero sin limitarse a, amplificadores, elementos postranscripcionales, secuencias de control transcripcional y similares.

El término "vector", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico
(normalmente compuesta por ADN) capaz de replicarse en una célula huésped y/o a la que puede unirse
operativamente otro segmento de acido nucleico de manera que se lleve a cabo la replicacion del segmento adjunto.
Un plasmido, césmido, o un virus es un vector a modo de ejemplo.

Las expresiones "se corresponde sustancialmente con", "sustancialmente homdlogo", o "identidad sustancial”, como
se utiliza en el presente documento, denota una caracteristica de un acido nucleico o una secuencia de aminoacidos,
en la que un acido nucleico o secuencia de aminoacidos seleccionados tiene al menos aproximadamente un 70 o
aproximadamente un 75 por ciento de identidad de secuencia en comparacién con un acido nucleico o secuencia de
aminoacidos de referencia seleccionados. De manera mas normal, la secuencia seleccionada y la secuencia de
referencia tendran al menos aproximadamente un 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84 o incluso un 85 por ciento de
identidad de secuencia, y mas preferiblemente, al menos aproximadamente un 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94 0 95
por ciento de identidad de secuencia. De manera ain mas preferible, las secuencias altamente homdlogas a menudo
comparten una identidad de secuencia mayor de al menos aproximadamente el 96, 97, 98 o 99 por ciento entre la
secuencia seleccionada y la secuencia de referencia con la que se comparo.

El porcentaje de identidad de secuencia se puede calcular sobre la longitud total de las secuencias a comparar, o se
puede calcular excluyendo pequefas deleciones o adiciones que suman menos de aproximadamente el 25 por ciento,
etc., de la secuencia de referencia elegida. La secuencia de referencia puede ser un subconjunto de una secuencia
mas grande, tal como una porcion de un gen o secuencia de flanqueo, o una porcioén repetitiva de un cromosoma. Sin
embargo, en el caso de la homologia de secuencia de dos o mas secuencias de polinucledtidos, la secuencia de
referencia comprendera normalmente al menos aproximadamente 18-25 nucleétidos, mas normalmente al menos
aproximadamente de 26 a 35 nucleétidos, e incluso mas normalmente al menos aproximadamente 40, 50, 60, 70, 80,
90, o incluso 100 o mas nucledtidos.

Cuando se desean fragmentos altamente homologos, el grado de identidad porcentual entre las dos secuencias sera
de al menos aproximadamente el 80 %, preferiblemente de al menos aproximadamente el 85 %, y mas preferiblemente
de aproximadamente el 90 % o el 95 % o mas, segun se determina facilmente por uno o mas de los algoritmos de
comparacion de secuencias bien conocidos por los expertos en la técnica, tales como, por ejemplo, el analisis del
programa FASTA descrito por Pearson y Lipman (1988).

La expresion "unido operativamente”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a que las secuencias de
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acido nucleico que se unen son normalmente contiguas, o sustancialmente contiguas, y, cuando es necesario para
unir dos regiones codificantes de proteina, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, dado que los amplificadores
funcionan en general cuando estan separados del promotor por varias kilobases y las secuencias intrénicas pueden
tener longitudes variables, algunos elementos polinucleotidicos pueden estar unidos operativamente pero no ser
contiguos.

La expresion "biolégicamente activa", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una variante de acido
nucleico o secuencia proteica que tiene sustancialmente la misma actividad, tal como la reduccién de la gravedad
clinica de la EAE en un modelo de ratén o la induccion de células T reguladoras como se describe en el Ejemplo 1, el
Ejemplo 2, el Ejemplo 3, o el Ejemplo 4 posteriormente, como un acido nucleico o proteina como se describe en el
presente documento (por ejemplo, tiene sustancialmente la misma actividad que un acido nucleico o proteina MOG,
PLP, o MBP descritas en el presente documento).

Ejemplos

Ejemplo 1- Restablecimiento de la tolerancia inmunitaria frente a neuroantigenos mediante terapia génica con
VAA

Los inventores han demostrado que la expresion restringida a los hepatocitos de un neuroantigeno suministrado por
VAA establece una tolerancia inmunoldgica persistente mediada por reguladores T especificos de antigeno capaces
de prevenir y revertir la EAE en ratones. Este ejemplo describe el desarrollo de un protocolo que induce de manera
persistente reguladores T in vivo y previene el desarrollo de enfermedad en un modelo murino de MS. El ejemplo
también determina si la tolerancia puede inducir la remision de una enfermedad de EAE preexistente y sustancialmente
reduce la patologia clinica y asociada al tejido.

Una enfermedad neurodegenerativa tal como la esclerosis multiple (MS) se caracteriza por la infiltracion crénica del
SNC por linfocitos autorreactivos patdgenos que reconocen los neuroantigenos. Los defectos funcionales de las
células T reguladoras enddgenas (reguladores T) que dan lugar a un fallo de los mecanismos central y/o periférico
necesarios para el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica en combinacion con las células T que reconocen los
péptidos de proteina de mielina estan implicados en la patogénesis de la enfermedad. En los ratones C57BL/6, la
encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE) inducida por la glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG)
produce una enfermedad inflamatoria del SNC mediada por células T CD4 que sirve como modelo relevante para la
MS (FIG. 1y FIG. 2Ay 2B).

La transferencia génica hepatica con vectores VAA que contienen promotores especificos del higado pueden producir
la expresion transgénica estable e inducir una tolerancia inmunitaria especifica de antigeno frente a varias proteinas
terapéuticas. Se ha informado de que la induccion de reguladores T no solo suprimen las respuestas inmunitarias
celulares contra el producto transgénico sino que también pueden suprimir las respuestas humorales. De manera
importante, Se ha demostrado que la tolerancia inmunitaria establecida por la expresion antigénica en el higado se
mantiene incluso cuando el antigeno se expresaba posteriormente de una manera altamente inmunogénica en otros
organos, tales como el musculo esquelético o por via intravenosa.

El desarrollo de protocolos que estimulen un aumento del nimero de reguladores T y/o su funcién se ha convertido
en un foco en el tratamiento de la enfermedad autoinmunitaria. Muchos de los efectos beneficiosos de los
inmunomoduladores aprobados actualmente que se utilizan en el tratamiento de la MS se asocian con la restauracion
de la homeostasis de los reguladores T. Este ejemplo demuestra que la terapia génica con VAA dirigida al higado
representa una nueva estrategia para detener la progresion de la enfermedad restaurando la funciéon normal de los
reguladores T al aparecer la enfermedad.

En primer lugar, se generdé un vector VAA8-MOG, y se validd la expresion hepatica del transgén en ratones mediante
transferencia de western y analisis de gqPCR (FIG. 4). Seguidamente, para determinar si la expresion hepatica de MOG
puede proporcionar una proteccion contra el desarrollo de EAE, se inyectaron los ratones con un vector VAA8-MOG
0 -GFP. A las 2 semanas se indujo la EAE y se controlaron y puntuaron los ratones de acuerdo con la escala clasica
de signos de la EAE. Se obtuvo plasma los dias 0, 7 y 14 después de la EAE o los dias 0, 11, 19, 26, y 35 después
de la EAE. Los resultados revelaron que los ratones que recibieron el VAA8-MOG estaban claramente protegidos del
desarrollo de la EAE. Asimismo, estos ratones tampoco produjeron ningun anticuerpo anti-MOG ni IgG1 ni IgG2c. Por
el contrario, los ratones que recibieron en vector de control desarrollaron una EAE grave con titulos de anticuerpos
elevados (FIG. 7 y 8).

Ejemplo 2 - Moléculas terapéuticas para la terapia génica basada en VAA de la MS

Este ejemplo muestra que la transferencia génica hepatica utilizando un vector de VAA que expresa un neuroantigeno
es capaz de suprimir la inflamacion del SNC y previene la EAE. De manera importante, utilizando el VAA para expresar
una neuroproteina de longitud completa se hara posible una mayor aplicabilidad a través de los haplotipos de HLA
asociados a la MS. Los planes en curso son evaluar la reversion de una EAE preexistente y el analisis funcional de la
interaccion de las células efectoras (Th1/Th17) y los reguladores T.
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Utilizando las secuencias para las proteinas completas, se evitan las restricciones del HLA/MHC

Secuencia de MBP en el vector:

MGNHSGKRELSAEKASKDGE IHRGEAGKKRSVGKLSQTASEDSDVEGEADATONNGTSAEDT
AVTDSKHTADPKNNWOQGAHPADPGNRPHLIRLEFSRDAPGREDNTFKDRPSESDELQTIQEDP
TAASGGLDVMASQKRPSORSKYLATASTMDHARHGEFLPRHRDTGILDSIGREFEFSGDRGAPKR
GSGKVSSEP* (SEQ ID NO:1)

Secuencia de PLP en el vector:

MGLLECCARCLVGAPFASLVATGLCFFGVALFCGCGHEALTGTEKLIETYFSKNYQDYEYLT
NVIHAFQYVIYGTASFFFLYGALLLAEGFYTTGAVRQIFGDYKTTICGKGLSATVTGGOKGR
GSRGQHQOAHSLERVCHCLGKWLGHPDKFVGITYALTVVWLLVEFACSAVPVYIYFNTWTTCOS
IAFPSKTSASIGSLCADARMYGVLPWNAFPGKVCGSNLLSICKTAEFOMTFHLFIAAFVGAA
(SEQ ID NO:2)

Secuencia de MOG en el vector:

MACLWSEFSLPSCFLSLLLLLLLOLSCSYAGQFRVIGPGYPIRALVGDEAELPCRISPGKN
ATGMEVGWYRSPFSRVVHLYRNGKDODAEQAPEYRGRTELLKETISEGKVTLRIONVRES
DEGGYTCFFRDHSYQEEAAMELKVEDPFYWVNPGVLTLIALVPTILLOVSVGLVELEFLOH
RLRGKLRAEVENLHRTFDPHFLRVPCWKITLEVIVPVLGPLVALIICYNWLHRRLAGOQFL
EELRNPL (SEQ ID NO:3)

El péptido inductor de EAE en ratones SJL PLP 139.151 HCLGKWLGHPDKF (SEQ ID NO:4)

El péptido inductor de EAE en ratones C57BL NTWTCQSIAFP (SEQ ID NO:5) o PLP17g.191 NTWTTCQSIAFPSK
(SEQ ID NO: 37)

C57BL: MOG35-55 MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK (SEQ ID NO:6)

SJL: MOG92-106 DEGGYTCFFRDHSYQ (SEQ ID NO:7)

Ejemplo 3 - Vectores VAAr8 para la terapia génica de la MS

Los vectores VAA8 pueden expresar establemente una neuroproteina en hepatocitos. El VAA8-MOG puede prevenir
el desarrollo de la EAE y el VAA8-MOG puede eliminar los sintomas clinicos de la EAE establecida.

Este ejemplo describe el desarrollo de una terapia relevante (pre)clinicamente utilizando una transferencia génica
virica que dara como resultado la induccion y expansion de las células T especificas de antigeno, estableciendo la
tolerancia inmunolégica como tratamiento para la esclerosis multiple. La estrategia tiene amplias aplicaciones ya que
utiliza proteina glicoproteica oligodendrocitica de mielina (MOG) y por lo tanto elimina la necesidad de identificacion
de epitopos especificos del HLA/MHC para la induccion de reguladores T especificos de antigeno. El conocimiento
ganado a partir del trabajo que se presenta aqui tendra el potencial de crear una nueva linea de protocolos de
tratamiento para pacientes con MS asi como un avance de la investigacion tanto de la MS como del campo de la
terapia génica.

En conjunto, hay una base clara para estrategias terapéuticas que sean multifactoriales. La presente divulgacion
proporciona una nueva terapia que no solo se enfoca en la reduccién de las células T CD4+, sino que también se
dirige al efecto de las células T CD8+, células B y componentes derivados de las células B del sistema inmunitario.
Los datos previos, sugieren que la presentacion de neuroantigenos dentro del higado suministrados por VAA tiene
una relevancia clinica significativa como intervencion terapéutica para la MS y otras enfermedades autoinmunitarias.
La presente solicitud de terapia génica representa una nueva e innovadora opcion de tratamiento para la MS.

Métodos experimentales

Prevencion de la EAE: Se inyectaran ratones C57B1/6 con el vector VAA8-MOG o de control para la expresion
especifica en el hepatocito. A las 4 semanas después de la transferencia genética, comenzara la induccion de EAE.
Los ratones se controlaran diariamente y se registrara la discapacidad neurolégica en una escala clinica detallada.
Semanalmente, se recolectara sangre/suero y se analizara en cuanto a la frecuencia de CD4, CD8 y reguladores T
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activados mediante un analisis de citometria de flujo, y formacion de anticuerpos a-MOG mediante ELISA. Al terminar,
se evaluara la histologia de tejidos recolectados en cuanto a la expresion transgénica (higado), la magnitud y fenotipo
de infiltracién de las células inflamatorias, la desmielinizacion, y el dafio en la materia blanca (SNC). El establecimiento
de una correlacion basal de la histologia con respecto a la puntuacion clinica (especialmente en los ratones de control)
sera esencial para la identificacion del éxito en objetivos posteriores.

Reversion de la EAE: En este estudio, se llevd a cabo en primer lugar la induccion de la EAE en los ratones. A los
primeros signos de EAE, se seleccionaran aleatoriamente los ratones para recibir la transferencia génica hepatica
utilizando el vector VAA8-MOG o de control. Se registrara diariamente una evaluacion clinica detallada. En diversos
puntos temporales, se recolectara sangre/suero y se analizara como anteriormente. Al sacrificio, se recolectara tejido
hepatico y del SNC y se conservara para los andlisis patologicos e histoquimicos.

Anadlisis funcional ex vivo de reguladores T tolerogénicos: Para determinar si los reguladores T especificos de Tg
inducidos por el VAA8-MOG eran inmunosupresores, se co-cultivaran reguladores T GFP* aislados por FACS de
ratones transgénicos ("Foxp3EC " B6.Cg-Foxp3i™m27¢h/J) que recibieron el vector 4 semanas antes, con esplenocitos
alogénicos obtenidos de ratones 2D2-TCR (TCR especifico de MOG) en presencia del péptido MOG. Las células y el
sobrenadante del cultivo se analizaran en cuanto a la activacion, la apoptosis, citocinas de Th1/Th2/Th17 la actividad
de CTL mediante ensayos especificos.

Transferencia adoptiva in vivo de reguladores T: Para ensayar si la funcién inmunosupresora de los reguladores T
especificos de Tg son capaces de atenuar la progresion de la enfermedad, los reguladores T GFP*aislados como
anteriormente, se transferiran adoptivamente en (a). ratones intactos que se someteran a induccion de EAE 24 h mas
tarde Y (b) ratones que se someteran a EAE inducida por MOG. Estas afecciones reflejaran los eventos del objetivo
1.1 prevencion y 1.2 reversion. En diversos puntos temporales, se recolectara sangre/suero; y se recolectara tejido
hepatico y del SNC y se analizaran como anteriormente.

El tema general de la presente divulgacion es el desarrollo de un método basado en terapia génica para la induccion
in vivo de células T reguladoras (reguladores T) especificas de antigeno (Ag) utilizando una terapia génica de virus
adenoasociados (VAA) dirigidos al higado, como una nueva estrategia de tratamiento para las enfermedades
autoinmunitarias, por ejemplo, la esclerosis multiple (MS).

Como se indicé anteriormente, la MS es una enfermedad neurodegenerativa autoinmunitaria del sistema nervioso
central (SNC) en la que la etiologia no se entiende bien. Aunque, las células T CD4* autoagresivas tienen un papel
central, la caida de los mecanismos de tolerancia inmunitaria que permite la activacién de las células T especificas de
la mielina intacta se considera una etapa inicial de la patogénesis de la MS. Varios estudios centrales de modelos de
roedores han sustanciado que los reguladores T especificos de antigeno tienen un papel significativo en la modulacion
de la enfermedad autoinmunitaria del SNC y que pueden ser altamente eficaces en el tratamiento de la MS."5 En
consecuencia, existe un foco principal en el desarrollo de protocolos que estimulen la cantidad de reguladores T y su
funcién. Desafortunadamente, el uso terapéutico satisfactorio de los reguladores T se ha limitado por la falta de
protocolos especificos de antigeno eficaces y seguros para el aislamiento y expansion que sean adecuados para la
traduccion.

Utilizando la plataforma de transferencia génica del VAA, se ha demostrado claramente que la expresion transgénica
restringida al hepatocito de un vector de VAA optimizado puede inducir de manera fiable la tolerancia frente a distintas
proteinas terapéuticas, incluyendo el factor de coagulacion IX (F. IX), a-1-antitripsina, eritropoyetina, y enzimas de
almacenamiento lisosémico, entre otras.® La induccion de tolerancia después de la transferencia génica hepatica
implica una combinacién de mecanismos. De manera importante, la tolerancia inducida por VAA esta mediada por los
reguladores T CD4*CD25*FoxP3*, que dependen criticamente de la consecucion y el mantenimiento de una expresion
transgénica adecuada restringida al hepatocito.”® También se ha demostrado que los reguladores T inducidos por el
VAA pueden suprimir activamente la formacion de anticuerpo y las respuestas de células T CD8" citotdxicas contra el
producto transgénico.” %" Los animales tolerizados fallan en la formacion de anticuerpos contra el transgén incluso
después de intentos posteriores para inmunizar con la proteina formulada en adyuvante.'®'2? La transferencia génica
hepatico induce una respuesta de reguladores T CD4*CD25"FoxP3* dependiente de TGF-f que confiere un estado
dominante de la tolerancia inmunitaria especifica de antigeno que se mantiene incluso cuando se introduce mas tarde
el antigeno en otros tejidos de una manera altamente inmundgena.”'? La induccion de muerte celular programada de
las células T efectoras inclina adicionalmente la balanza hacia la tolerancia, lo que esta forzado eficazmente por los
reguladores T inducidos.'®' Los datos publicados han demostrado que la tolerancia con VAA hepaticos también
puede revertir las respuestas inmunitarias preexistentes al F.IX en un modelo de ratén de hemofilia B.'® Estos
conceptos bien establecidos ahora se han apoyado adicionalmente por los resultados de otros laboratorios y han dado
lugar al desarrollo de varios protocolos de tolerancia inmunitaria para las enfermedades genéticas. '6-37

Mas de 400.000 personas en los Estados Unidos viven actualmente con la MS, y se diagnostican 10.000 nuevos casos
cada afio. Con un riesgo de desarrollo de la enfermedad en la vida de 1:600-800, la MS es la causa mas comun de
discapacidad neurolégica en adultos jovenes entre 18 y 45 afios de edad. Esta demografia representa la mayoria de
la mano de obra adulta en los Estados Unidos; por lo tanto, los costes directos e indirectos de los servicios de salud
para esta poblacion se estiman actualmente en 12.000 millones de dolares anualmente.38
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La esclerosis multiple (MS) es una enfermedad mediada inmunitariamente, prolongada, del SNC. La MS es una
enfermedad autoinmunitaria neuroinflamatoria en la que la inflamacién dirigida por las células T da lugar a la
desmielinizacion y el dafio de los axones. Aunque la patogénesis exacta de la MS se mantiene desconocida, se cree
que las células T CD4" tienen un papel central en el inicio y la orquestacion de la inflamacion del SNC. Se cree que
un fallo de los mecanismos centrales y periféricos (particularmente los reguladores T) para mantener la auto tolerancia
y el control de los linfocitos autorreactivos potencialmente patdégenos es un evento clave en el desarrollo y patogénesis
de la MS.4 3941 Varios estudios utilizando ensayos de supresion in vitro han documentado alteraciones funcionales de
los reguladores T en pacientes con MS.4? 43 Los experimentos en ratones utilizando la transferencia adoptiva de
reguladores T especificos de mielina o el agotamiento de reguladores T también han proporcionado pruebas de que
los reguladores T pueden controlar el desarrollo y gravedad de la encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE)
y se acumulan dentro del SNC durante la recuperacion.** También se ha demostrado que los ratones transgénicos
que expresan la proteina basica de mielina (MBP) podian prevenir la aparicion de la enfermedad de EAE en los ratones
en un procedimiento dependiente de los reguladores T.4546 De hecho, el mecanismo de accion de varios de los
inmunomoduladores aprobados actualmente que se utilizan en el tratamiento de la MS se asocia con la restauracion
de la homeostasis de los reguladores T.3%4748

En suma, la bibliografia apoya claramente el concepto de que las células reguladoras T tienen influencia en la
susceptibilidad y progresion de la enfermedad. Los avances recientes han dado lugar al reconocimiento de que los
reguladores T especificos de Ag representan una forma ideal de terapia celular para la MS. Sin embargo, Los
reguladores T siguen estando entre los subconjuntos de células T menos comprendidos, y en consecuencia son los
mas dificiles de utilizar en aplicaciones terapéuticas.

La terapia génica con vectores VAA induce una tolerancia inmunitaria especifica del antigeno. La terapia génica
sigue siendo una nueva herramienta probada y potente para el tratamiento de un amplio espectro de enfermedades.*®
Los vectores VAA han tenido especificamente grandes éxitos en la transferencia génica in vivo a varios tejidos diana.'?
Por ejemplo, la transferencia génica con VAA a las células epiteliales de la retina restauran la visiéon en nifios con
Amaurosis Congénita de Leber (LCA) y con Coroideremia.>®?! Un vector de AAV para el tratamiento de la lipoproteina
lipasa es el primer farmaco para terapia génica aprobado en el mundo occidental ("Glybera").5? La terapia génica
mediante la administracion hepatica de VAA ha dado como resultado la expresion sostenida del factor IX (F.IX) a
niveles de >5 % del normal en pacientes con hemofilia B, cambiando su fenotipo hemorragico de grave a leve.®® La
transferencia génica hepatica con VAA promueve la tolerancia mediante la induccion de reguladores T especificos del
producto transgénico, un fenémeno que se puede aprovechar para el tratamiento de la MS. 8 21, 34,35, 49,53

La terapia eficaz para la EAE establecida necesita considerar la induccién de multiples mecanismos reguladores
directos e indirectos (tolerancia cruzada), incluyendo la induccion de los reguladores T CD4+CD25+FoxP3+
especificos de Ag a través de multiples epitopos de mielina endégenos (diseminacion de epitopos). La bibliografia
apoya la idea de que los reguladores T son potentes supresores de la EAE y esenciales para el establecimiento de la
remision de la enfermedad. Sin embargo, muy pocos estudios han abordado como generar dichos reguladores T
especificos de antigeno que sean fiables y traducibles. Basandose en trabajos previos, la transferencia génica hepatica
utilizando vectores de VAAS8 para expresar proteinas asociadas a la mielina de longitud completa inducira reguladores
T especificos de Ag a través de multiples epitopos endégenos de una manera que se ha demostrado que es segura,
factible, y de larga duracion. Este estudio es innovador en varios aspectos. (i) Esta es la primera vez que se utiliza una
técnica de vector VAA probada clinicamente para restablecer la tolerancia inmunitaria en el contexto de una
enfermedad autoinmunitaria. (ii) los vectores VAA8 a modo de ejemplo se han disefiado para que expresen una
neuroproteina de longitud completa (glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG) o proteinas proteolipidicas
(PLP)) eliminando de esta manera la necesidad de la identificacion de epitopos especificos de HLA/MHC y
aumentando el potencial de éxito. (iii) Basandose en los datos publicados, la incorporacion de una modulaciéon
inmunitaria transitoria utilizando el inhibidor de mTOR aprobado por la FDA, la rapamicina, se deberia proporcionar un
efecto sinérgico, que facilite la induccion de tolerancia a los neuroantigenos inclinando la balanza de efectores T a
reguladores T in vivo.54-%8

Los inventores contemplan que la transferencia génica al higado con VAA8 de una proteina neural (PLP y MOG)
induce una activacion de los reguladores T especificos de Ag, suficiente para restablecer la tolerancia inmunitaria y
eliminar la progresion de la enfermedad en el SNC de un modelo murino de MS.

La base para esta proposicion se funda en los estudios precedentes publicados recientemente cuyos hallazgos
relevantes se presentan a continuacion:

La transferencia génica hepatica con vectores VAA puede facilmente inducir una tolerancia inmunitaria especifica de
antigeno robusta en animales de experimentacion frente a varias proteinas terapéuticas.” ® 35457 Aqui, la tolerancia
se caracterizaba por la falta de formacion de anticuerpos, de repuesta de células T auxiliares, o de respuesta de CTL
contra el producto transgénico, incluso después de un desafio posterior con la proteina en adyuvante. Utilizando
ratones transgénicos para un receptor de célula T, se encontraron pruebas de una anergia y eliminacién de las células
T CD4 especificas del producto transgénico.
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Esa tolerancia inmunitaria establecida mediante la expresion transgénica hepatica se mantiene incluso cuando el
antigeno se expreso posteriormente de una manera altamente inmunogénica en otros érganos, tales como el musculo
esquelético, o incluso suministrado por via intravenosa.” Estos resultados revelaban que la terapia génica dirigida al
higado podia eliminar las respuestas de células T CD8 potencialmente citotoxicas, indicando que el intervalo de
tolerancia inmunitaria se extiende mas alla del nivel de la expresién antigénica que se alcanza inicialmente en la
transferencia génica hepatica.

La transferencia génica hepatica con VAA revierte eficaz y rapidamente los altos titulos de anticuerpo preexistentes y
proporciona una correccion a largo plazo de la homeostasia en un modelo murino de hemofilia B. 1% %6 Los altos niveles
de proteina transgénica suprimia las células B de memoria y aumentaba la induccién de reguladores T, indicando los
mecanismos directos e indirectos de supresion de la formacion de inhibidor. Este hallazgo es bastante significativo ya
que hay un aumento de pruebas de que las células B y los autoanticuerpos pueden tener un papel patogénico en la
enfermedad desmielinizante.58%°

La induccioén de tolerancia inmunitaria mediante transferencia génica hepatica con VAA no necesita que se
secrete una proteina. Aunque la expresion hepatica es crucial para la induccion de la tolerancia, no es necesaria la
secrecion desde los hepatocitos para el suministro sistémico del producto transgénico. La expresion de un neo-
antigeno citoplasmatico en solo el 3 % de los hepatocitos es suficiente para inducir los reguladores T proporcionar una
supresion a largo plazo de las respuestas inflamatorias.”

RESULTADOS

Establecimiento satisfactorio de multiples modelos de induccién de EAE: La EAE es un modelo experimental de
ratén ampliamente aceptado para la esclerosis multiple que se induce en animales susceptibles mediante inmunizacién
con antigenos del sistema nervioso central. La EAE es una enfermedad autoinmunitaria que esta mediada por las
células T CD4" auxiliares 1 (Tu1) y las células Ty17 productoras de interleucina-17 que son reactivas a componentes
de la vaina de mielina. Las células infiltran el parénquima nervioso, liberan las citocinas y quimiocinas inflamatorias,
promueven la infiltracion leucocitaria y contribuyen a la desmielinizacion.

La EAE se puede inducir en distintas estirpes de ratones utilizando diferentes neuroproteinas emulsionadas en
adyuvante completo de Freud (CFA). La progresion de la enfermedad y la patologia se manifiesta de manera diferente
con cada combinacion. Por ejemplo, la EAE inducida por (i) MOG produce células T encefalitogénicas y
autoanticuerpos desmielinizantes en ratones C57BL/6. La enfermedad resultante es una enfermedad progresiva-
cronica caracterizada por la desmielinizacion axonal y lesiones en la materia blanca de la médula espinal y se
considera en general que es un modelo relevante para la enfermedad desmielinizante mediada inmunitariamente del
ser humano.° La EAE también se puede inducir en ratones SJL (H-2s) utilizando el principal péptido encefalitogénico
(ii) PLP (PLP139.151). Aqui la enfermedad se caracteriza por un curso de recaida-remision de paralisis, que permite la
evaluacion de la eficacia de distintas estrategias reguladoras inmunitarias en un cuadro de enfermedad recurrente.

En estos estudios, los inventores demostraron la linea temporal y la puntuacion clinica para la induccioén satisfactoria
de la enfermedad EAE en dos estirpes diferentes de ratones. En un experimento, se inyectaron ratones hembra de 8
semanas de edad por via subcutanea con 200 ug de péptido de mielina emulsionado en CFA que contenia 4 mg/ml
de Mycobacterium tuberculosis. Los signos clinicos de EAE comenzaban 12 dias después en cuyo momento los
ratones se evaluaron dos veces al dia. Los ratones se puntuaron de acuerdo con la gravedad de los signos clinicos
(FIG. 5A). En un experimento similar, La EAE se indujo en ratones C57BL/6 (n = 5) utilizando MOG con el fin de
desarrollar una enfermedad de EAE progresiva crénica (FIG. 5B).

Los nuevos vectores de VAAS8 transducen los hepatocitos de raton eficazmente y expresan la proteina neural
suministrada: El VAA es un parvovirus ADN de cadena sencilla no patégeno con un tamafio de genoma de
aproximadamente 4,7 kb. Se han aislado serotipos con distintos tropismos tisulares a partir de multiples especies de
vertebrados, incluyendo seres humanos. Los vectores viricos derivados de VAA carecen de genes viricos y en vez de
eso contienen un casete de expresion para el gen de interés, que se limita a ~5 kb de longitud. En estos estudios, se
escogiod un vector de serotipo VAA8 debido a su fuerte tropismo natural por los hepatocitos después de su
administracién en una vena periférica, evitando la necesidad de un procedimiento invasivo. De manera adicional, tiene
en fallo en la transduccion de células presentadoras de antigeno profesionales (APC). Las construcciones de vector
modificadas incluyen un promotor fuerte y altamente especifico del hepatocito.'®

Los vectores sintetizados nuevos se evaluaron en cuanto a la eficacia de transduccién. Para demostrar la eficacia, los
inventores evaluaron si los hepatocitos del raton se podian transducir y expresaban el transgén de la neuroproteina
después de la inyeccién en la vena. Se inyectd un grupo de ratones con 1 x 10" particulas de vector de VAAS-
ApoE/hAAT-MOG. Dos semanas después, utilizando lisados hepaticos se probé la evidencia de expresion hepatica
de MOG tanto por transferencia de western como por analisis de gPCR. Los resultados demuestran claramente la
capacidad de este nuevo vector para producir la expresion hepatica estable del neuroantigeno después de la
transferencia génica hepatica (FIG. 4Ay FIG. 4B).

El VAA8-MOG produce una expresion transgénica hepdtica que previene el establecimiento de la EAE:
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Previamente se habia demostrado que la expresion ectdpica de una proteina asociada a la mielina utilizando distintas
metodologias transitorias promovia la resistencia a la EAE.'® 28 4581 | amentablemente, estas estrategias anteriores
no se desarrollaron en terapias practicas para las enfermedades autoinmunitarias humanas. Antes de esta divulgacion,
la capacidad de la transferencia génica hepatica con VAA para inducir una supresién antigénica especifica de una
enfermedad autoinmunitaria estaba sin ensayar en la comunidad cientifica.

Para apoyar adicionalmente la presente divulgacion, se llevo a cabo un estudio piloto. se inyectd un pequefio nimero
de ratones (n = 5) por via intravenosa con 10" particulas de vector via vena caudal con el vector VAA8-MOG o VAAS-
GFP (de control). Dos semanas después, Se indujo la EAE utilizando MOG en CFA como se llevd a cabo
anteriormente. Se obtuvieron muestras de plasma los dias 0, 7 y 14 después de la induccion de la EAE o los dias 0,
11, 19, 26, y 35 después de la induccion de la EAE. Los ratones que recibieron el VAA8-MOG estaban protegidos
esencialmente del desarrollo de EAE (FIG. 6A, FIG. 6B, y FIG. 6C). Por el contrario, los ratones que recibieron en
vector de control desarrollaron una EAE grave con titulos de anticuerpos elevados. Estos datos indican que los
vectores descritos en el presente documento no solo se expresan en el higado, sino también tienen un efecto
modulador inmunitario.

La supresion activa mediante los reguladores T tiene un papel clave en el control de células T autorreactivas y la
induccion de tolerancia periférica in vivo. En particular, la significacion de los reguladores T especificos de antigeno
para conferir resistencia a la autoinmunidad especifica de érgano y en la limitacion del dafio tisular autoinmunitario se
ha documentado en muchos modelos de enfermedad, incluyendo la MS.* Sin embargo, ya se ha identificado un
método seguro y clinicamente factible para la expansion sostenida de los reguladores T enddgenos,*!: 44 0. 63 yn
protocolo de tratamiento basado en terapia génica con VAA puede inducir con durabilidad una tolerancia especifica
de Ag, teniendo de esta manera el potencial para bloquear la respuesta autoinmunitaria patégena presente en la MS
e inhibir la actividad de la enfermedad; mientras se evitan los efectos secundarios graves asociados con muchas de
las inmunoterapias utilizadas actualmente. Basandose en estos y en estudios relacionados, la transferencia génica
hepatica con VAA8 puede restaurar la tolerancia inmunolégica contra los antigeno de la vaina de mielina, tal como
MOG y PLP, induciendo reguladores T especificos del antigeno in vivo.

Estrategia experimental y métodos de analisis: Este conjunto de experimentos ensaya las construcciones de vector
con el fin de verificar la eficacia de la transduccion al higado y la expresion hepatica sin efectos adversos. Se inyectaran
grupos de ratones (i) C57BL/6 o (ii) SJL/J (de 7-8 semanas de edad) con 10" particulas de vector (vp) (dosis eficaz
del vector como se determiné previamente) de (i) AAV8-MOG o (ii) AAV8-PLP (respectivamente), o el control (un
transgén irrelevante, GFP) por via intravenosa a través de la vena caudal. Comenzando en el dia 0, se recolectara
sangre cada 2 semanas y se analizara en cuanto a la frecuencia de distintas poblaciones de células T utilizando
marcadores convencionales para el fenotipo de las células T (que incluyen, pero sin limitacion, CD4, CD8, FoxP3,
CD25, CD62L, CD44). Se pueden determinar las respuestas inmunitarias humorales (por ejemplo, respuestas de a-
IgG1, -IgG2a, -IgG2c) mediante un ELISA especifico del antigeno. A los 14 dias después de la transferencia genética,
la mitad de los ratones de cada grupo se podian seleccionar aleatoriamente y se les practico la eutanasia
humanitariamente. Se pueden recolectar tejidos (sangre, higado, bazo, y SNC (cerebro/médula espinal)) para el
analisis. Los niveles de expresion transgénica hepatica se pueden determinar a nivel de ARNm utilizando una PCR
cuantitativa en tiempo real. También se determinaran los niveles de proteinas hepaticas absolutos y relativos del
transgén mediante transferencia de western utilizando lisados hepaticos. A los 90 dias después de la inyeccion, el
resto de los ratones se procesara de manera similar para establecer una expresion transgénica sostenida. De manera
adicional, algunos ratones se pueden someter a la induccion de EAE en distintos puntos temporales después de la
administracion del vector y evaluarse en cuanto a la prevencion de la enfermedad, como se describi6é en los datos
preliminares. Se pueden archivar alicuotas de las muestras de tejido recolectado como material de referencia.

Andlisis de supresion funcional in vitro de reguladores T especificos de Ag inducidos mediante transferencia
génica hepatica con VAAS. Los reguladores esplénicos (CD4*CD25*) se pueden separar magnéticamente de entre
los ratones que recibieron el vector (i) VAA8-MOG o (ii) VAA8-PLP o VAA8-GFP (de control) y se co-cultivaron con
una cantidad medida de células marcadas CFSE obtenidas de ratones 2D2-TCR (esta linea de ratones C57B1/6
expresa un TCR que reconoce el MOG3s.55 en el contexto de H-2 | AP) o se recolectaron los esplenocitos y se marcaron
de entre los ratones SJL que se habian inmunizado previamente con PLP/adyuvante en presencia de perlas revestidas
de anti-CD3/CD28 (proporciona la activacion de efectores T no especificos/independientes de las APC). La supresion
mediada por los reguladores T de las células efectoras proliferantes se puede determinar mediante citometria de flujo.
Los sobrenadantes del cultivo celular se pueden analizar en cuanto a citocinas de Th1/Th2/Th17 mediante ensayos
especificos. Los resultados se pueden comparar con los datos de los ratones intactos y con EAE inducida (en los
cuales muchas células CD4+CD25+ deberian representar efectores activados mas que reguladores T). En
combinacion, estos estudios demostraran una supresion funcional especifica de antigeno de los reguladores T
inducidos con el vector en comparacién con los controles.

Basandose en los datos iniciales y los estudios publicados, los inventores esperan una maxima expresion transgénica
en 2 semanas, que permanezca practicamente sin cambios con el tiempo, indicando de esta manera una transduccion
estable de los hepatocitos.’® Como las construcciones de vector se han disefiado con el fin de que expresen MOG o
PLP de longitud completa e incluyen un promotor de hepatocitos fuerte, también se espera que la expresion mediada
por el vector VAA8 se pueda restringir a los hepatocitos y no secretarse. El secuestro del transgén restringira las
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consecuencias patolégicas del neuroantigeno derivado de VAA circulando libremente. Finalmente, los inventores no
esperan respuestas inflamatorias en ningun tejido y el analisis de enzimas hepaticas (ALT/AST) deberian demostrar
la ausencia de hepatotoxicidad. Asimismo, basandose en los estudios piloto, es espera que la administracién del vector
antes de la induccién de EAE prevendra el desarrollo de la enfermedad. También seria un resultado positivo la
ausencia/reduccion significativa de las respuestas de anticuerpo especificas de antigeno. Finalmente, los resultados
de los ensayos de supresion con reguladores T se espera que muestren que la supresion inducida por la expresion
transgénica hepatica se facilita por la activacion de los reguladores T especificos de Ag.

Incluso aunque la bibliografia apoya abrumadoramente la idea de que los reguladores T son potentes supresores de
la EAE y son la fuerza directora para cambiar la progresion de la enfermedad a remisién, hay muy pocos estudios en
el pasado que hayan abordado como generar dichos reguladores T especificos de antigeno que sean fiables y
eficaces.®* En teoria, esto se podria conseguir mediante dos estrategias. La primera seria aislar los reguladores T,
expandir su numero ex vivo y luego reintroducirlos, con la idea de que un aumento de la frecuencia total de los
reguladores T policlonales pueda tener influencia en el curso de la enfermedad. En 2004, el grupo de Bluestone en un
modelo de diabetes tipo 1 proporciond la prueba inicial del principio de esta estrategia.®® Mas recientemente, otros han
demostrado adicionalmente que la utilizacion de los reguladores T expandidos de ratones con TCR transgénico
especifico de mielina es mas eficaz.5* La segunda estrategia es administrar un tratamiento adecuado que promueva
la expansion del nimero de reguladores T y/o su funcién in vivo. Hay informes recientes que han descrito el uso de
distintos compuestos (por ejemplo, nanoparticulas/moléculas pequefas) para aumentar la funcion de los reguladores
T en la EAE, mientras que otros intentan aumentar la presentacioén de antigenos con el fin de generar reguladores
T.6486 Al final, hasta ahora, aln falta un método factible y traducible para la induccion de reguladores T especificos de
Ag relevantes para la enfermedad. Esta proposicion presenta una metodologia que proporcionara un método duradero
para la induccion continua in vivo de reguladores especificos de Ag endégenos. Basandose en trabajos previos, la
transferencia génica hepatica utilizando vectores de VAA8 que expresen MOG o PLP de longitud completa deberia
inducir reguladores T especificos de Ag a través de multiples epitopos de mielina endégenos de una manera que se
ha demostrado que es segura, factible, y de larga duracion.

Estrategia experimental y métodos de anadlisis. Aqui, los ratones se sometieron primero a la induccién activa de
EAE utilizando (i) MOG o (ii) PLP. A los primeros signos clinicos de EAE, se les puede dar a los ratones con progresiva-
cronica inducida con MOG, o en el pico de la enfermedad, a los ratones con recaida-remision inducida con PLP, el
vector VAA8-MOG o VAA8-PLP (respectivamente) o el VAA8-GFP para los ratones del control. Los ratones se pueden
puntuar clinicamente por peso y déficit neurolégico 2x al dia. Se puede recolectar sangre y analizarla en cuanto a
respuestas humorales (IgG) como anteriormente. A los ~45 dias, cada cohorte de ratones se puede perfundir y
subdividir aleatoriamente en 2 grupos. El Grupo 1 tendra recolectados los tejidos cerebral, de la médula espinal, y
hepaticos y conservados para los analisis histopatoldgicos y de inmunofluorescencia. Los linfocitos infiltrantes se
pueden aislar de los cerebros y médulas espinales de los ratones del Grupo 2 (como se ha descrito previamente®’).
Se puede analizar la frecuencia de distintas poblaciones de células T utilizando marcadores convencionales de las
células T (que incluyen, pero sin limitacion, CD4, CD8, FoxP3, CD25, CD62L, CD44, CTLA-4, CD103). El tejido
hepatico se puede someter a un analisis transcripcional y proteico como se mostro. Los resultados se pueden comparar
con los ratones del control y el material de referencia. También se pueden archivar partes del tejido para estudios
futuros.

Se espera que el tratamiento terapéutico con una Unica inyeccion de vector VAA8-MOG o -PLP al inicio o en el pico
de la enfermedad dé como resultado una remision drastica de la alteracion clinica. Deberia haber una reduccion
concurrente en los titulos de anticuerpo y/o frecuencia de las respuestas de células B contra el péptido que induce la
EAE, en comparacion con los ratones tratados con el vector de control. La inflamacién del SNC es caracteristica de la
EAE vy el grao de infiltracion linfocitica se correlaciona con la progresion de la enfermedad; mientras que, la presencia
de reguladores T en el SNC durante la EAE se ha asociado con disminucién de la inflamacion y resolucion de la
enfermedad clinica.®® Por lo tanto, se espera una reduccion significativa de los infiltrados inflamatorios en el SNC de
los ratones tratados con el vector en el analisis histopatoldgico. Esto sugeriria que los reguladores T especificos de
Ag inducidos que migraron al sitio del dafio del SNC son protectores y capaces de limitar el dafio mediado por las
células T efectoras. De manera adicional, la naturaleza de recaida-remisién natural de la EAE inducida por PLP puede
aprovecharse programando la inyeccion del vector VAA8-PLP de manera que los efectos del pico de la tolerancia
inducida se correspondan con cuando la enfermedad esta relativamente quiescente (en remision).

Por ofra parte, los ratones que reciben MOG para la induccién de la EAE comienzan mostrando alteraciones
neuroloégicas después de ~12 dias de la escalada progresiva. En este escenario, es posible que siga presente algin
nivel de inflamacién, aunque; el analisis fenotipico de las poblaciones de células T muestran que el nimero absoluto
de células T que infiltran el SNC sea menor con una mayor relacién reg T: efec T.

Inmunosupresion transitoria utilizando rapamicina. La rapamicina cruza facilmente la BBB ejerciendo de esta
manera efectos directos dentro del SNC. Blogueando la activacién de la ruta del mTOR, la rapamicina previene la
activacion de las células T inhibiendo su respuesta frente a la IL-2 evitando de esta manera la proliferacién de efectores
T inducida por el Ag, mientras que permite la expansion selectivamente de reguladores T CD4*CD25*FoxP3*
funcionales. En la EAE, la rapamicina es eficaz en la prevencién de la aparicion de la enfermedad, sin embargo; la
supresion de la enfermedad establecida solo se mantiene con su uso continuo.®® En una serie adicional de
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experimentos, los ratones tratados con el vector se inmunosuprimen transitoriamente. Los Grupos de ratones se
inyectan entonces con VAA8-MOG, -PLP, -GFP o PBS en puntos temporales especificos que se corresponden con el
inicio de la aparicion o el pico de la enfermedad. Al mismo tiempo, los ratones reciben rapamicina intraperitoneal (1
mg/kg) o PBS (falso control) diariamente durante 14 dias consecutivos.®® En puntos de tiempo especificos que se
correspondan con antes y después del tratamiento y cambios significativos en la puntuacion clinica, se pueden
recolectar los tejidos y linfocitos del SNC y el bazo de ratones seleccionados aleatoriamente. Se pueden identificar
entonces los cambios histopatolégicos dentro de los tejidos. Las células aisladas se pueden entonces fenotipar y se
puede determinar la frecuencia de reguladores T y efectores T de los diferentes compartimentos y compararse con los
grupos de control para validar la eficacia del co-tratamiento con rapamicina.

Independientemente de la administracién de VAAS8, se espera que el tratamiento con rapamicina sola produzca
transitoriamente una rapida reduccién de la presentacion clinica de EAE debido a que inhibe selectivamente la
proliferacién de efectores T.%° Sin embargo, cuando se utiliza en conjunto con la transferencia génica hepatica con
VAAS, el tratamiento con rapamicina tiene un efecto sinérgico que da como resultado un aumento de los reguladores
T FoxP3* especificos de Ag inducidos por el vector (aunque son menos sensibles a la inhibicion de la sefializacién de
mTOR) con una disminucion correspondiente en las células T efectoras.’’ El cambio a tolerancia se potencia
adicionalmente por el hecho de que se ha demostrado que los reguladores T median en la inhibicién selectiva de las
células Th1 especificas de antigeno del SNC en la EAE.™

Cuando se consideran los datos que apoyan claramente la capacidad de la transferencia génica hepatica para inducir
reguladores T especificos de Ag y para provocar una tolerancia inmunitaria; y que la acumulacion de reguladores T
en el SNC durante la fase de recuperacion de la EAE ha sido un hallazgo constante en los modelos inducidos
activamente, parece improbable que la presente terapia no tuviera, al menos hasta cierto grado, un beneficio clinico o
patolégico.? 84 71,72

En conclusion, el régimen terapéutico presentado en el presente documento afronta una necesidad no satisfecha
proporcionando un tratamiento eficaz para enfermedades tales como la MS utilizando una estrategia de terapia génica.
Utilizando la plataforma del vector de VAA desvelado en el presente documento para suministrar proteinas de longitud
completa se ofrece una estrategia independiente del HLA superior para la induccién de reguladores T especificos de
Ag en comparacion con otras terapias mediadas por reguladores T restringidas a epitopos o ex vivo. De manera
adicional, La transferencia génica con VAA da como resultado una generacion de reguladores T continua debido a la
expresion en hepatocitos a largo plazo del transgén.”
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Ejemplo 4 - Datos adicionales del modelo de EAE de raton y evaluacion de otras proteinas

Se inyectaron los animales por via intravenosa en la vena caudal con 10" particulas de vector de VAA8-apoE/hAAT-
MOG. La secuencia de MOG que se utilizé era la MOG murina. Se demostré que el transgén de MOG se expresaba
en el higado como se evidencio por el aumento de la cantidad de proteina MOG (FIG. 11= en las muestras del higado.

Para asegurar que el VAA no interferia con el desarrollo o progresion de la EAE en el modelo de ratén descrito en los
otros Ejemplos, se inyect6 el VAA8-GFP por via intravenosa en los ratones. Dos semanas después, Se indujo la EAE
o no. El vector de control VAA no parecia que interfiriera con el desarrollo o la progresion de la EAE (FIG. 12).

En otro estudio, la EAE se indujo en ratones C57BL/6. En distintos momentos del déficit neurolégico con una
puntuacion clinica media (MCS) ~0,3, ~ 0,8, o ~ 1,3, los ratones recibieron el vector VAA8-MOG o de control. Se
registré la puntuacion clinica media. Incluso al aumentar la patologia de la enfermedad, el vector VAA-MOG tenia un
déficit neuroldgico significativamente reducido en comparacion con los ratones tratados con el vector de control (FIG.
13A-C). Los graficos de barras muestran la significacion estadistica entre las puntuaciones finales y las puntuaciones
pico-a-final.

En un estudio posterior, se tomaron secciones en serie de la médula espinal de un ratén hembra con EAE inducida
~35 dias después de recibir el vector de control (MCS = 4,0). La tincidon con hematoxilina y eosina presentaba areas
de alta infiltracién inflamatoria (FIG.14A). La tincion con Luxol azul rapido muestra areas de desmielinizacion (FIG.
14B). Por el contrario, las secciones en serie de la médula espinal de un ratén hembra con EAE inducida ~35 dias
después de recibir el vector de VAA-MOG (MCS = 1,25). presentaban supresion de la inflamacion. La tincion con
hematoxilina y eosina presentaba disminucion de la infiltracion (FIG.15A). La tinciéon con Luxol azul rapido parecia
tener menos areas de desmielinizacién como resultado de la supresion de la inflamacion (FIG. 15B).

En otro estudio, se midi6 la supresion mediada por células T reguladoras (reguladores T) mediante un Trazador Celular
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CFDA-SE. Se aislaron las células T efectoras a partir de los ratones C57BL/6 y se marcaron con CFDA. Las células
se cultivaron solas o en presencia de reguladores T con diferntes relaciones reg T: efec T. Después de 72 horas, se
determiné la proliferacion por dilucion CFDA y analisis de citometria de flujo. Se descubrié que los reguladores T
aislados de los bazos de los ratones tratados con VAA-MOG eran funcionalmente supresores (FIG. 16A 'y 16B).

En un estudio posterior, se evalu6 la capacidad del VAA-MOT para inducir reguladores T especificos del antigeno.
Los esplenocitos de los ratones inyectados con el vector VAA- MOG 8 semanas antes presentaban un aumento de la
frecuencia del tetramero I-Ab MOG3s.s5 positivo a CD4+ y reguladores T + en comparacién con el tetramero de control
(FIG. 17A-D), indicando que el vector VAA-MOG inducia reguladores T especificos de antigeno.

Seguidamente, se ensay6 un vector PLP. Se utilizé un VAA8-PLP para esta parte del estudio. La PLP que se utilizd
era la PLP murina. Este experimento inicial de prueba del concepto demostro la linea temporal y la puntuacion clinica
para la induccion satisfactoria de PLP/EAE y el beneficio terapéutico potencial de la transferencia génica hepatica. Se
inyectaron ratones SJL hembra con el VAAS8-PLP o el control 2 semanas antes de la inmunizacién con 200 ug de PLP
emulsionada en CFA que contenia 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis. Los signos clinicos de EAE comenzaban
~10 dias después en cuyo momento los ratones se evaluaron dos veces al dia. Los ratones se puntuaron de acuerdo
con la gravedad de los signos clinicos (FIG. 2). Claramente, los ratones que recibieron el vector VAA8-PLP tenian una
reduccion significativa de la enfermedad en el pico de la aparicion (FIG. 18). También habia una disminucion
significativa en la MCS durante la recaida (dia 26) con menos recaidas en total (FIG. 18). Estos resultados demuestran
que el VAAS8-PLP reducia la gravedad clinica en ratones con EAE en remision-recaida inducida por PLP. El aumento
de la reduccién o la prevencién completa se anticipa con la optimizacién de la dosis y programacion del vector.

Finalmente, se ensayd un vector MBP. Se utilizé un VAA8-MBP para esta parte del estudio. La MBP que se ultilizé era
la MBP murina. El analisis de la transferencia de Western de la proteina extraida del higado de los ratones inyectados
con VAA8-MBP presentaba un aumento de la expresion de MBP (FIG. 19a), que era congruente con un aumento de
los niveles de ARNm (FIG. 19B).

Se deberia entender que los ejemplos y opciones descritos en el presente documento son con fines solamente
ilustrativos. La mencién de intervalos de valores en el presente documento pretende simplemente servir como un
método abreviado para referirse individualmente a cada valor separado que se encuentra dentro del intervalo, a menos
que se indique otra cosa en el presente documento, y cada valor separado se incorpora a la memoria descriptiva como
si se enumerara de manera individual en el presente documento.

La descripcion en el presente documento de cualquier aspecto u opcion de la divulgacion usando términos tales como

"que comprende”, "que tiene", "que incluye" o "que contiene" con referencia a un elemento o elementos pretende

proporcionar soporte para un aspecto u opcion similar de la divulgacion que "consiste en", "consiste esencialmente
en" o0 "comprende sustancialmente" ese elemento o elementos en particular, a menos que se indique de otro modo o
se contradiga claramente por el contexto (por ejemplo, una composicion que se describe en el presente documento
que comprende un elemento particular debe entenderse que también describe una composiciéon que consiste en ese
elemento, a menos que se indique de otro modo o se contradiga claramente por el contexto).

Todas las composiciones y métodos desvelados en el presente documento pueden realizarse y ejecutarse sin excesiva
experimentacion a la luz de la presente divulgacion.
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Leu

Arg

155

Val

Arg

Arg

Gly

Leu
235

Gly

Ala

Val

Pro

220

Ala

Leu

Glu

Pro

205

Leu

Gly

Val

Val

190

Cys

Val

Gln

Phe

175

Glu

Trp

Ala

Phe

His Cys Leu Gly Lys Trp Leu Gly His Pro Asp Lys Phe

1

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido de PLP

<400> 5

<210>6
<211>21
<212> PRT

5

10

Asn Thr Trp Thr Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro

1

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido de MOG

<400> 6

5

35

10

160

Leu

Asn

Lys

Leu

Leu
240



ES 2 814280 T3

Met Glu Val Gly Trp Tyr Arg Ser Pro Phe Ser Arg Val Val His Leu
1 5 10 15

10

15

20

25

30

Tyr Arg Asn Gly Lys

<210>7
<211>15
<212> PRT

20

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido de MOG

<400> 7

Asp Glu Gly Gly Tyr Thr Cys Phe Phe Arg Asp His Ser Tyr Gln

1 5 10 15

<210> 8

<211> 744

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 8
atggcctgtt tgtggagctt ctetttgecce agectgettece tctececcttet cctectectt 60
ctccteccagt tgtcatgcag ctatgcagga caattcagag tgataggacc agggtatccc 120
atccgggett tagttgggga tgaagcagag ctgeccecgtgec gcatctctee tgggaaaaat 180
gccacgggca tggaggtggg ttggtaccgt tctccettet caagagtggt tcacctctac 240
cgaaatggca aggaccaaga tgcagagcaa gcacctgaat accggggacg cacagagctt 300
ctgaaagaga ctatcagtga gggaaaggtt acccttagga ttcagaacgt gagattctca 360
gatgaaggag gctacacctg cttcttcaga gaccactctt accaagaaga ggcagcaatg 420
gagttgaaag tggaagatcc cttctattgg gtcaacccecg gtgtgetgac tectcatcegea 480
cttgtgeccta cgatcctecet gcaggtctcet gtaggecttg tattcectett cectgecagcac 540
agactgagag gaaaacttcg tgcagaagta gagaatctcc atcggacttt tgatcctcac 600
ttecectgaggg tgeccctgetg gaagataaca ctgtttgtta ttgtgectgt tettggacce 660
ctggttgcct tgatcatctg ctacaactgg ctgcaccgaa gactggcagg acagtttcectt 720
gaagagctaa gaaacccccet ttga 744

<210>9

<211> 247

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 9

36



Met

Leu

Arg

Ala

Glu

65

Arg

Arg

Arg

Phe

Glu

145

Leu

Phe

Leu

Ile

Ile

225

Glu

Ala

Leu

Val

Glu

50

Val

Asn

Thr

Ile

Arg

130

Asp

Val

Leu

His

Thr

210

Ile

Glu

Cys

Leu

Ile

35

Leu

Gly

Gly

Glu

Gln

115

Asp

Pro

Pro

Gln

Arg

195

Leu

Cys

Leu

Leu

Leu

20

Gly

Pro

Trp

Lys

Leu

100

Asn

His

Phe

Thr

His

180

Thr

Phe

Tyr

Arg

Trp

Leu

Pro

Cys

Tyr

Asp

85

Leu

Val

Ser

Tyr

Ile

165

Arg

Phe

Val

Asn

Asn
245

ES 2 814280 T3

Ser

Leu

Gly

Arg

Arg

70

Gln

Lys

Arg

Tyr

Trp

150

Leu

Leu

Asp

Ile

Trp

230

Pro

Phe

Gln

Tyr

Ile

55

Ser

Asp

Glu

Phe

Gln

135

Val

Leu

Arg

Pro

Val

215

Leu

Phe

Ser

Leu

Pro

40

Ser

Pro

Ala

Thr

Ser

120

Glu

Asn

Gln

Gly

His

200

Pro

His

Trp

Ser

25

Ile

Pro

Phe

Glu

Ile

105

Asp

Glu

Pro

Vval

Lys

185

Phe

val

Arg

37

Pro

10

Cys

Arg

Gly

Ser

Gln

90

Ser

Glu

Ala

Gly

Ser

170

Leu

Leu

Leu

Arg

Ser

Ser

Ala

Lys

Arg

75

Ala

Glu

Gly

Ala

vVal

155

Val

Arg

Arg

Gly

Leu
235

Cys

Tyr

Leu

Asn

60

Val

Pro

Gly

Gly

Met

140

Leu

Gly

Ala

Val

Pro

220

Ala

Phe

Ala

Val

45

Ala

Val

Glu

Lys

Tyr

125

Glu

Thr

Leu

Glu

Pro

205

Leu

Gly

Leu

Gly

Gly

Thr

His

Tyr

Val

110

Thr

Leu

Leu

Val

Val

190

Cys

Val

Gln

Ser

15

Gln

Asp

Gly

Leu

Arg

95

Thr

Cys

Lys

Ile

Phe

175

Glu

Trp

Ala

Phe

Leu

Phe

Glu

Met

Tyr

80

Gly

Leu

Phe

Vval

Ala

160

Leu

Asn

Lys

Leu

Leu
240



10

15

<210> 10
<211> 834
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 10
atgggcttgt
gccactggat
actggtacag
ctcattaatg
ctttatgggg
tttggcgact
cagaagggga
tgtttgggaa
gttgtatgge
tggaccacct
tgcgectgatg
ggctccaacc
attgctgegt
gccacttaca

<210> 11
<211> 277
<212> PRT

tagagtgttg
tgtgtttett
aaaagctaat
tgattcatgce
ccectecetget
acaagaccac
ggggttccag
aatggctagg
tcectggtgtt
gtcagtctat
ccagaatgta
ttctgteccat
ttgtgggtge

acttegeegt

<213> Mus musculus

<400> 11

Met Gly Leu

1

Ala

Cys

Thr

Ile
65

Ser Leu

Gly Cys

Tyr Phe

50

His Ala

Leu

Val
20

Gly
35

Ser

Phe

ES 2 814280 T3

tgctagatgt
tggagtggca
tgagacctat
tttccagtat
ggctgagggce
catctgecgge
aggccaacat
acatceccgac
tgcectgeteg
tgcettececcet
tggtgttcte
ctgcaaaaca
tgcggccaca

ccttaaacte

Glu Cys Cys

Ala Thr Gly

His Glu Ala

Lys Asn Tyr

55

Gln Tyr Val

70

ctggtagggg
ctgttetgtg
ttctccaaaa
gtcatctatg
ttctacacca
aagggcctga
caagctcatt
aagtttgtgg
gctgtacctg
agcaagacct
ccatggaatg
gctgagttcc
ctagtttccece

atgggccgag

Ala Arg

Cys

cccectttge
gatgtggaca
actaccagga
gaactgcctce
ccggegetgt
gcgcaacggt
ctttggageg
gcatcaccta
tgtacattta
ctgccagtat
ctttceectgg
aaatgacctt
tgctcaccett

gcaccaagtt

Leu Val

10

Leu Cys

25

Leu Thr

40

Gln Asp

Ile Tyr

38

Phe

Gly

Tyr

Gly

Phe Gly

Thr Glu

Glu Tyr

60

Thr
75

Ala

ttcecetggtg
tgaagctctce
ctatgagtat
tttcttette
caggcagatc
aacagggggc
ggtgtgtcat
tgcecctgact
cttcaatacc
aggcagtctc
caaggtttgt
ccacctgttt
catgattgct

ctga

Ala Pro

15

Gly

Val Ala

30

Leu

Lys Leu TIle

45

Leu Ile Asn

Ser Phe Phe

Phe

Phe

Glu

Val

Phe
80

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

834



10

Leu

Val

Leu

Gln

Trp

145

Val

Tyr

Thr

Val

Leu

225

Ile

Phe

Arg

<210> 12

<211> 588
<212> ADN

Tyr

Arg

Ser

His

130

Leu

Val

Phe

Ser

Leu

210

Ser

Ala

Met

Gly

Gly

Gln

Ala

115

Gln

Gly

Trp

Asn

Ala

195

Pro

Ile

Ala

Ile

Thr
275

<213> Mus musculus

<400> 12

atgggaaacc actctggaaa gagagaatta tctgctgaga aggccagtaa ggatggagag

attcaccgag gagaggctgg aaagaagaga agcgtgggca agctttctca gacggcctca

Ala

Ile

100

Thr

Ala

His

Leu

Thr

180

Ser

Trp

Cys

Phe

Ala

260

Lys

Leu

85

Phe

Val

His

Pro

Leu

165

Trp

Ile

Asn

Lys

Val

245

Ala

Phe

ES 2 814280 T3

Leu

Gly

Thr

Ser

Asp

150

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

230

Gly

Thr

Leu

Asp

Gly

Leu

135

Lys

Phe

Thr

Ser

Phe

215

Ala

Ala

Tyr

Ala

Tyr

Gly

120

Glu

Phe

Ala

Cys

Leu

200

Pro

Glu

Ala

Asn

Glu

Lys

105

Gln

Arg

Val

Cys

Gln

185

Cys

Gly

Phe

Ala

Phe
265

39

Gly

90

Thr

Lys

Val

Gly

Ser

170

Ser

Ala

Lys

Gln

Thr

250

Ala

Phe

Thr

Gly

Cys

Ile

155

Ala

Ile

Asp

Val

Met

235

Leu

Val

Tyr

Ile

Arg

His

140

Thr

Val

Ala

Ala

Cys

220

Thr

Val

Leu

Thr

Cys

Gly

125

Cys

Tyr

Pro

Phe

Arg

205

Gly

Phe

Ser

Lys

Thr

Gly

110

Ser

Leu

Ala

Val

Pro

190

Met

Ser

His

Leu

Leu
270

Gly

95

Lys

Arg

Gly

Leu

Tyr

175

Ser

Tyr

Asn

Leu

Leu

255

Met

Ala

Gly

Gly

Lys

Thr

160

Ile

Lys

Gly

Leu

Phe

240

Thr

Gly

60

120



ES 2 814280 T3

gaggacagtg atgtgtttgg ggaggcagat gcgatccaga acaatgggac ctcggctgag 180
gacacggcgg tgacagactc caagcacaca gcagacccaa agaataactg gcaaggcgcc 240
cacccagctg acccagggaa ccgcccccac ttgatccgec tcttttcccg agatgceccceg 300
ggaagggagg acaacacctt caaagacagg ccctcagagt ccgacgagct tcagaccatc 360
caagaagacc ccacagcagc ttccggaggc ctggatgtga tggcatcaca gaagagaccc 420
tcacagcgat ccaagtacct ggccacagca agtaccatgg accatgccag gcatggcttc 480
ctcccaagge acagagacac gggcatcctt gactccatcg ggegettett tageggtgac 540
aggggtgecge ccaagegggg ctectggcaag gtgagectccg agecgtag 588
<210> 13

<211>195

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

Met Gly Asn His Ser Gly Lys Arg Glu Leu Ser Ala Glu Lys Ala Ser
1 5 10 15

Lys Asp Gly Glu Tle His Arg Gly Glu Ala Gly Lys Lys Arg Ser Val
20 25 30

Gly Lys Leu Ser Gln Thr Ala Ser Glu Asp Ser Asp Val Phe Gly Glu
35 40 45

Ala Asp Ala Ile Gln Asn Asn Gly Thr Ser Ala Glu Asp Thr Ala Val
50 55 60

Thr Asp Ser Lys His Thr Ala Asp Pro Lys Asn Asn Trp Gln Gly Ala
65 70 75 80

His Pro Ala Asp Pro Gly Asn Arg Pro His Leu Ile Arg Leu Phe Ser
85 90 95

Arg Asp Ala Pro Gly Arg Glu Asp Asn Thr Phe Lys Asp Arg Pro Ser
100 105 110

Glu Ser Asp Glu Leu Gln Thr Ile Gln Glu Asp Pro Thr Ala Ala Ser
115 120 125

Gly Gly Leu Asp Val Met Ala Ser Gln Lys Arg Pro Ser Gln Arg Ser
130 135 140

Lys Tyr Leu Ala Thr Ala Ser Thr Met Asp His Ala Arg His Gly Phe
145 150 155 160

40



10

15

20

Leu Pro Arg His Arg Asp Thr Gly Ile Leu Asp Ser Ile Gly Arg Phe
165

ES 2 814280 T3

170

175

Phe Ser Gly Asp Arg Gly Ala Pro Lys Arg Gly Ser Gly Lys Val Ser

180

Ser Glu Pro
195

<210> 14

<211> 744

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

atggcaagct
ctcctccaag
atccgggetce
gctacaggca
agaaatggca
ctgaaagatg
gatgaaggag
gaattgaaag
gtgctgectg
agactgagag
tttctgaggg
ttggttgect

gaagagctac

tatcgagacc
tgtctteccag
tggtcgggga
tggaggtggyg
aggaccaaga
ctattggtga
gtttcacctg
tagaagatcc
tgctcctect
gaaaacttcg
tgccctgetg
tgatcatctg

gaaatccctt

<210> 15

<211> 247

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

ctctetgecece
ctatgcaggg
tgaagtggaa
gtggtaccge
tggagaccag
gggaaaggtg
cttcttecga
tttctactgg
gcagatcact
agcagagata
gaagataacc
ctacaactgg

ctga

Met Ala Ser Leu Ser Arg Pro

1

5

185

agctgcctcet
cagttcagag
ttgccatgte
cccecccttet
gcacctgaat
actctcagga
gatcattctt
gtgagcectg
gttggectecg
gagaatctcc
ctgtttgtaa

ctacatcgaa

gctccttect
tgataggacc
gcatatctce
ctagggtggt
atcggggcceg
tccggaatgt
accaagagga
gagtgctggt
tcttectetg
accggacttt
ttgtgeceggt

gactagcagg

190

cctectecte
aagacaccct
tgggaagaac
tcatctctac
gacagagctg
aaggttctca
ggcagcaatg
tctectegeg
cctgcagtac
tgatccccac
tcttggaccce

gcaattcctt

Ser Leu Pro Ser Cys Leu Cys Ser Phe
10 15

Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gln Val Ser Ser Ser Tyr Ala Gly Gln Phe

20

25 30

Arg Val Ile Gly Pro Arg His Pro Ile Arg Ala Leu Val Gly Asp Glu

35

40 45

41

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

744



10

Val

Glu

65

Arg

Arg

Arg

Phe

Glu

145

Val

Cys

Leu

Ile

Ile

225

Glu

<210> 16
<211>915
<212> ADN

Glu

50

Val

Asn

Thr

Ile

Arg

130

Asp

Leu

Leu

His

Thr

210

Ile

Glu

Leu

Gly

Gly

Glu

Arg

115

Asp

Pro

Pro

Gln

Arg

195

Leu

Cys

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 16

atgggaaacc acgcaggcaa acgagaatta aatgccgaga aggccagtac gaatagtgaa

actaacagag gagaatctga aaaaaagaga aacctgggtg aactttcacg gacaacctca

Pro

Trp

Lys

Leu

100

Asn

His

Phe

Val

Tyr

180

Thr

Phe

Tyr

Arg

Cys

Tyr

Asp

Leu

Val

Ser

Tyr

Leu

165

Arg

Phe

Val

Asn

Asn
245

Arg

Arg

70

Gln

Lys

Arg

Tyr

Trp

150

Leu

Leu

Asp

Ile

Trp

230

Pro

ES 2 814280 T3

Ile

55

Pro

Asp

Asp

Phe

Gln

135

Val

Leu

Arg

Pro

Val

215

Leu

Phe

Ser

Pro

Gly

Ala

Ser

120

Glu

Ser

Gln

Gly

His

200

Pro

His

Pro

Phe

Asp

Ile

105

Asp

Glu

Pro

Ile

Lys

185

Phe

Val

Arg

42

Gly

Ser

Gln

90

Gly

Glu

Ala

Gly

Thr

170

Leu

Leu

Leu

Arg

Lys

Arg

75

Ala

Glu

Gly

Ala

Val

155

Val

Arg

Arg

Gly

Leu
235

Asn

60

Val

Pro

Gly

Gly

Met

140

Leu

Gly

Ala

Val

Pro

220

Ala

Ala

Val

Glu

Lys

Phe

125

Glu

Val

Leu

Glu

Pro

205

Leu

Gly

Thr

His

Tyr

Val

110

Thr

Leu

Leu

Val

Ile

190

Cys

Val

Gln

Gly

Leu

Arg

Thr

Cys

Lys

Leu

Phe

175

Glu

Trp

Ala

Phe

Met

Tyr

80

Gly

Leu

Phe

Val

Ala

160

Leu

Asn

Lys

Leu

Leu
240

60

120



10

gaggacaacg
gacacagcgg
cacccagctg
gggagggagyg
caagaagaca
tceccagagge
ggcttcectece
ggtgacaggg
gctcactacg
gtccacttcet
agaggactgt
tacggaggca
cagggcacgc

atggctagac

<210> 17
<211> 304
<212> PRT

gctga

<213> Homo sapiens

<400> 17

Met

1

Thr

Gly

Ala

Thr

65

His

Arg

Gly

Asn

Glu

Asp

50

Asp

Pro

Asp

Asn

Ser

Leu

35

Ala

Ser

Ala

Ala

aagtgttcgg
tgactgactc
acccagggag
acaacacctt
gtgcagccac
acggatccaa
caaggcacag
gtgcgecceccaa
gctcectgee
tcaagaacat
ccctgageag
gagcgtecega

tttccaaaat

His

Glu

20

Ser

Asn

Lys

Asp

Pro
100

ES 2 814280 T3

agaggcagat
caagcgcaca

ccgceceeccecac

caaagacagg

ctccgagage

gtacctggcece
agacacgggc

gcggggetet

ccagaagtca

tgtgacgect

atttagctgg

ctataaatcg

ttttaagcectg

Ala

Thr

Arg

Gln

Arg

Pro

85

Gly

Gly

Asn

Thr

Asn

Thr

70

Gly

Arg

Lys

Arg

Thr

Asn

55

Ala

Ser

Glu

gcgaaccaga
gcggacccga
ttgatcecgece
ccctetgagt
ctggatgtga
acagcaagta
atccttgact
ggcaaggact
cacggccgga
cgcacaccac
ggggccgaag
gctcacaagg

ggaggaagag

Arg

Gly

Ser

40

Gly

Asp

Arg

Asp

Glu

Glu

25

Glu

Thr

Pro

Pro

Asn
105

43

Leu

10

Ser

Asp

Ser

Lys

His

90

Thr

Asn

Glu

Asn

Ser

Asn

75

Leu

Phe

acaatgggac
agaatgcctg
tctttteceg
ccgacgagcet
tggcgtcaca
ccatggacca
ccatcgggeg
cacaccaccc
cccaagatga
ccecegtegea
gccagagacc
gattcaaggg

atagtcgctce

Ala

Lys

Glu

Gln

60

Ala

Ile

Lys

ctcctcetcag

gcaggatgcc

agatgccceg

ccagaccatc

gaagagaccce

tgccaggcat

cttetttgge

ggcaagaact

aaaccccgta

gggaaagggg

aggatttggce

agtcgatgcecce

tggatcaccc

Glu

Lys

Val

45

Asp

Trp

Arg

Asp

Lys

Arg

Phe

Thr

Gln

Leu

Arg
110

Ala

15

Asn

Gly

Ala

Asp

Phe

95

Pro

Ser

Leu

Glu

Val

Ala

80

Ser

Ser

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

915



10

Glu

Glu

Gly

145

Gly

Arg

Asp

Lys

Lys

225

Arg

Pro

Lys

Lys

<210> 18
<211> 594
<212> ADN

ES 2 814280 T3

Ser Asp Glu Leu Gln Thr
115

Ser Leu Asp Val Met Ala
130 135

Ser Lys Tyr Leu Ala Thr
150

Phe Leu Pro Arg His Arg
165

Phe Phe Gly Gly Asp Arg
180

Ser His His Pro Ala Arg
195

Ser His Gly Arg Thr Gln
210 215

Asn Ile Val Thr Pro Arg
230

Gly Leu Ser Leu Ser Arg
245

Gly Phe Gly Tyr Gly Gly
260

Gly Phe Lys Gly Val Asp
275

Leu Gly Gly Arg Asp Ser
290 295

<213> Homo sapiens

<400> 18

atggcgtcac agaagagacc ctcccagagg

accatggacc atgccaggca tggcttectce

tccatcggge gcttcectttgg cggtgacagg

ccctggectaa ageccgggecg gagecctetg

Ile Gln Glu Asp Ser

120

Ser Gln Lys Arg Pro

140

Ala Ser Thr Met Asp

155

Asp Thr Gly Ile Leu
170

Gly Ala Pro Lys Arg

185

Thr Ala His Tyr Gly

200

Asp Glu Asn Pro Val

220

Thr Pro Pro Pro Ser

235

Phe Ser Trp Gly Ala
250

Arg Ala Ser Asp Tyr

265

Ala Gln Gly Thr Leu

280

Arg Ser Gly Ser Pro

cacggatcca
ccaaggcaca
ggtgcgccca

ccctetecatg

44

300

agtacctggc

Ala

125

Ser

His

Asp

Gly

Ser

205

Val

Gln

Glu

Lys

Ser

285

Met

Ala

Gln

Ala

Ser

Ser

190

Leu

His

Gly

Gly

Ser

270

Lys

Ala

Thr

Arg

Arg

Ile

175

Gly

Pro

Phe

Lys

Gln

255

Ala

Ile

Arg

cacagcaagt

gagacacggg catccttgac

agcggggete

cccgcageca

tggcaaggta

gcctgggetg

Ser

His

His

160

Gly

Lys

Gln

Phe

Gly

240

Arg

His

Phe

Arg

60

120

180

240



10

tgcaacatgt
cagaagtcac
gtgacgcctc
tttagctggg
tataaatcgg

tttaagctgg

<210> 19
<211>197
<212> PRT

acaaggactc
acggccggac
gcacaccacc
gggccgaagg

ctcacaaggg

gaggaagaga

<213> Homo sapiens

<400> 19

ES 2 814280 T3

acaccacccg
ccaagatgaa
ccegtegeag
ccagagacca
attcaaggga

tagtcgcetcet

gcaagaactg
aaccccgtag
ggaaagggga
ggatttggct
gtcgatgcce

ggatcaccca

45

ctcactacgg
tccacttctt
gaggactgtc
acggaggcag
agggcacgct

tggctagacg

ctcectgecee
caagaacatt
cctgagcaga
agcgtccgac
ttccaaaatt

ctga

300

360

420

480

540

594



10

Met

Ala

His

Asp

Pro

65

Cys

Gly

Val

Ser

Ala

145

Tyr

Leu

Pro

<210> 20
<211> 561
<212> ADN

Ala

Thr

Arg

Arg

50

Gly

Asn

Ser

Val

Gln

130

Glu

Lys

Ser

Met

Ser

Ala

Asp

35

Gly

Arg

Met

Leu

His

115

Gly

Gly

Ser

Lys

Ala
195

<213> Homo sapiens

<400> 20

Gln

Ser

20

Thr

Ala

Ser

Tyr

Pro

100

Phe

Lys

Gln

Ala

Ile
180

Arg

Lys

Thr

Gly

Pro

Pro

Lys

85

Gln

Phe

Gly

Arg

His

165

Phe

Arg

ES 2 814280 T3

Arg

Met

Ile

Lys

Leu

70

Asp

Lys

Lys

Arg

Pro

150

Lys

Lys

Pro

Asp

Leu

Arg

55

Pro

Ser

Ser

Asn

Gly

135

Gly

Gly

Leu

Ser

His

Asp

40

Gly

Ser

His

His

Ile

120

Leu

Phe

Phe

Gly

Gln

Ala

25

Ser

Ser

His

His

Gly

105

Val

Ser

Gly

Lys

Gly
185

46

Arg

10

Arg

Ile

Gly

Ala

Pro

90

Arg

Thr

Leu

Tyr

Gly
170

Arg

His

His

Gly

Lys

Arg

75

Ala

Thr

Pro

Ser

Gly

155

Val

Asp

Gly

Gly

Arg

Val

60

Ser

Arg

Gln

Arg

Arg

140

Gly

Asp

Ser

Ser

Phe

Phe

45

Pro

Gln

Thr

Asp

Thr

125

Phe

Arg

Ala

Arg

Lys

Leu

30

Phe

Trp

Pro

Ala

Glu

110

Pro

Ser

Ala

Gln

Ser
190

Tyr

15

Pro

Gly

Leu

Gly

His

95

Asn

Pro

Trp

Ser

Gly
175

Gly

Leu

Arg

Gly

Lys

Leu

80

Tyr

Pro

Pro

Gly

Asp

160

Thr

Ser



ES 2 814280 T3

atggcgtcac agaagagacc ctcccagagg cacggatcca agtacctgge cacagcaagt 60
accatggacc atgccaggca tggcttccte ccaaggcaca gagacacggg catccttgac 120
tccatcggge gettetttgg cggtgacagg ggtgecgecca agecggggctce tggcaaggta 180
ccctggctaa agccgggecg gagceccctcetg ccctectcatg ccecgecageca gectgggetg 240
tgcaacatgt acaaggactc acaccacccg gcaagaactg ctcactacgg ctcectgece 300
cagaagtcac acggccggac ccaagatgaa aaccccgtag tccacttcett caagaacatt 360
gtgacgcctc gcacaccacc cccgtcgcag ggaaaggggg ccgaaggcca gagaccagga 420
tttggctacg gaggcagagc gtccgactat aaatcggectc acaagggatt caagggagtc 480
gatgcccagg gcacgettte caaaattttt aagetgggag gaagagatag tcgetctgga 540
tcacccatgg ctagacgctg a 561
<210> 21
<211> 186
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 21
Met Ala Ser Gln Lys Arg Pro Ser Gln Arg His Gly Ser Lys Tyr Leu
1 5 10 15
Ala Thr Ala Ser Thr Met Asp His Ala Arg His Gly Phe Leu Pro Arg
20 25 30
His Arg Asp Thr Gly Ile Leu Asp Ser Ile Gly Arg Phe Phe Gly Gly
35 40 45
Asp Arg Gly Ala Pro Lys Arg Gly Ser Gly Lys Val Pro Trp Leu Lys
50 55 60
Pro Gly Arg Ser Pro Leu Pro Ser His Ala Arg Ser Gln Pro Gly Leu
65 70 75 80

47



10

15

20

Cys

Gly

Val

Ser

Asn

Ser

Val

Gln

Met Tyr

Pro
100

Leu

His Phe

115

Gly Lys

130

Gly
145

Asp

Ser

<210> 22
<211> 516
<212> ADN

Arg

Ala

Arg

Ala Ser

Gln Gly

Ser Gly

180

<213> Homo sapiens

<400> 22

atggcgtcac
accatggacc
tccatcggge
tcacaccacc
acccaagatg
ccececegtege
ggccagagac
ggattcaagg

gatagtcgct

<210> 23
<211> 171
<212> PRT

agaagagacc
atgccaggca
gcttectttgg
cggcaagaac
aaaaccccgt
agggaaaggg
caggatttgg
gagtcgatgc

ctggatcacc

<213> Homo sapiens

<400> 23

ES 2 814280 T3

Lys Ser

85

Asp

Gln Lys Ser

Phe Lys Asn

Ala Glu

135

Gly

Asp Tyr

150

Lys

Thr
165

Leu Ser

Ser Pro Met

ctcccagagg
tggcttcecte
cggtgacagg
tgctcactac
agtccacttce
gagaggactg
ctacggaggc
ccagggcacg

catggctaga

His His

90

His Gly

105

Ile
120

Val

Gly Gln

Ser Ala

Lys Ile

17

Ala Arg

185

cacggatcca
ccaaggcaca
ggtgcgccca
ggctccetge
ttcaagaaca
tccectgagea
agagcgtceccg
ctttccaaaa

cgctga

Pro

Arg

Thr

Arg

His

Phe

Ala Arg

Thr Gln

Pro Arg

Pro Gly

140

Lys
155

Gly

Lys Leu

0

Arg

agtacctgge
gagacacggg
agcggggctc
cccagaagtce
ttgtgacgcece
gatttagctg
actataaatc

tttttaagcet

Thr Ala His

95

Glu
110

Asp Asn

Thr
125

Pro Pro

Phe Gly Tyr

Phe Lys Gly

Gly Gly Arg

175

cacagcaagt
catccttgac
tggcaaggac
acacggccgg
tcgcacacca
gggggccgaa
ggctcacaag

gggaggaaga

Tyr

Pro

Pro

Gly

Val

160

Asp

Met Ala Ser Gln Lys Arg Pro Ser Gln Arg His Gly Ser Lys Tyr Leu
5

1

10

48

15

60

120

180

240

300

360

420

480

516



10

Ala

His

Asp

Ala

65

Thr

Pro

Ser

Gly

Thr

Arg

Arg

Arg

Gln

Arg

Arg

Gly

Ala Ser

20

Asp Thr

35

Gly Ala

Thr

Ala

Asp Glu

Thr

Gly

Pro

His

Asn

ES 2 814280 T3

Met Asp

Ile Leu

Lys Arg

55

Tyr
70

Gly

Pro Val

85

Thr Pro

100

Phe
115

Ser

Arg Ala

130

Val
145

Asp

<210> 24
<211> 483
<212> ADN

Asp

Ser

Ala Gln

Arg Ser

Pro

Trp

Ser

Gly

Gly

Pro Ser

Gly Ala

Asp Tyr

135

Thr
150

Leu

Ser Pro

165

<213> Homo sapiens

<400> 24

atggcgtcac
accatggacc
tccatcggge
tcacaccacc
acccaagatg
cceceegtege
gcgtccgact

tccaaaattt

agaagagacc
atgccaggca
gcttetttgg
cggcaagaac
aaaaccccgt
agggaaaggg
ataaatcgge

ttaagctggg

ctcccagagg
tggcttccte
cggtgacagg
tgctcactac
agtccacttce
ggccgaaggce
tcacaaggga

aggaagagat

Ala
25

His

Asp Ser

40

Gly Ser

Ser Leu

Val His

Gln Gly

105

Glu
120

Gly
Lys Ser
Ser

Lys

Met Ala

Arg

Ile

Gly

Pro

Phe

90

Lys

Gln

Ala

Ile

Arg

His Gly

Gly Arg
Lys

Asp

Gln
75

Lys

Phe Lys

Gly Arg

Arg Pro

His Lys

140

Phe
155

Lys

Arg

170

cacggatcca
ccaaggcaca
ggtgcgccca
ggctccectge
ttcaagaaca
cagagaccag
ttcaagggag

agtcgctctg

49

agtacctgge

gagacacggg
agcggggctce
cccagaagtce
ttgtgacgcece
gatttggcta
tcgatgceccecca

gatcacccat

Phe

Phe

45

Ser

Ser

Asn

Gly

Gly

125

Gly

Leu

Leu Pro

30

Phe Gly

His His

His Gly

Ile Val

95

Leu Ser

110

Phe Gly

Phe Lys

Gly Gly

cacagcaagt
catccttgac
tggcaaggac
acacggccgg
tcgcacacca
cggaggcaga
gggcacgctt

ggctagacgc

Arg

Gly

Pro

Arg

Thr

Leu

Tyr

Gly

Arg
160

60

120

180

240

300

360

420

480



10

15

20

tga
<210> 25
<211> 160
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25

Met Ala Ser
1

Ala Thr Ala

His Arg Asp

Asp Arg Gly

Ala Arg Thr
65

Thr Gln Asp

Pro Arg Thr

Pro Gly Phe
115

Lys Gly Phe
130

Lys Leu Gly
145

<210> 26

<211> 594

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26

Gln

Ser

20

Thr

Ala

Ala

Glu

Pro

100

Gly

Lys

Gly

Lys

Thr

Gly

Pro

His

Asn

85

Pro

Tyr

Gly

Arg

ES 2 814280 T3

Arg

Met

Ile

Lys

Tyr

70

Pro

Pro

Gly

Val

Asp
150

Pro

Asp

Leu

Arg

55

Gly

Val

Ser

Gly

Asp

135

Ser

Ser

His

Asp

40

Gly

Ser

Val

Gln

Arg

120

Ala

Arg

Gln

Ala

25

Ser

Ser

Leu

His

Gly

105

Ala

Gln

Ser

Arg

10

Arg

Ile

Gly

Pro

Phe

90

Lys

Ser

Gly

Gly

His

His

Gly

Lys

Gln

75

Phe

Gly

Asp

Thr

Ser
155

Gly

Gly

Arg

Asp

Lys

Lys

Ala

Tyr

Leu

140

Pro

Ser

Phe

Phe

45

Ser

Ser

Asn

Glu

Lys

125

Ser

Met

Lys

Leu

30

Phe

His

His

Ile

Gly

110

Ser

Lys

Ala

Tyr

15

Pro

Gly

His

Gly

Val

95

Gln

Ala

Ile

Arg

Leu

Arg

Gly

Pro

Arg

80

Thr

Arg

His

Phe

Arg
160

atgggaaacc acgcaggcaa acgagaatta aatgccgaga aggccagtac gaatagtgaa

actaacagag gagaatctga aaaaaagaga aacctgggtg aactttcacg gacaacctca

gaggacaacg aagtgttcgg agaggcagat gcgaaccaga acaatgggac ctcctctcag

50

483

60

120

180



gacacagcgg
cacccagcetg
gggagggagyg
caagaagaca
tcccagaggce
ggcttcctce

ggtgacaggg

<210> 27
<211>197
<212> PRT

tgactgactc
acccagggag
acaacacctt
gtgcagccac
acggatccaa
caaggcacag

gtgcgcccaa

<213> Homo sapiens

<400> 27

ES 2 814280 T3

caagcgcaca
ccgeccececac
caaagacagg
ctcecgagage
gtacctggce
agacacgggc

gcggggetet

gcggacccga
ttgatcegcece
ccctetgagt
ctggatgtga
acagcaagta

atccttgact

ggcaaggtga

51

agaatgcctg
tctttteceg
ccgacgagcet
tggcgtcaca
ccatggacca
ccatcgggcg

gctctgagga

gcaggatgcce
agatgccccg
ccagaccatc
gaagagaccc
tgccaggcat

cttectttgge

gtag

240

300

360

420

480

540

594



10

Met

Thr

Gly

Ala

Thr

65

His

Arg

Glu

Glu

Gly

145

Gly

Gly

Asn

Glu

Asp

50

Asp

Pro

Asp

Ser

Ser

130

Ser

Phe

Arg Phe

Val Ser

<210> 28
<211> 834
<212> ADN

Asn

Ser

Leu

35

Ala

Ser

Ala

Ala

Asp

115

Leu

Lys

Leu

Phe

Ser
195

<213> Homo sapiens

<400> 28

His Ala

Glu Thr
20

Ser Arg

Asn Gln

Lys Arg

Asp Pro
85

Pro Gly
100

Glu Leu

Asp Val

Tyr Leu

Pro Arg

165

Gly Gly
180

Glu Glu

ES 2 814280 T3

Gly

Asn

Thr

Asn

Thr

70

Gly

Arg

Gln

Met

Ala

150

His

Lys

Arg

Thr

Asn

55

Ala

Ser

Glu

Thr

Ala

135

Thr

Arg

Asp Arg

Arg

Gly

Ser

40

Gly

Asp

Arg

Asp

Ile

120

Ser

Ala

Asp

Gly

Glu

Glu

25

Glu

Thr

Pro

Pro

Asn

105

Gln

Gln

Ser

Thr

Ala
185

52

Leu

10

Ser

Asp

Ser

Lys

His

90

Thr

Glu

Lys

Thr

Gly

170

Pro

Asn

Glu

Asn

Ser

Asn

75

Leu

Phe

Asp

Arg

Met

155

Ile

Lys

Ala

Lys

Glu

Gln

60

Ala

Ile

Lys

Ser

Pro

140

Asp

Leu

Glu

Lys

Val

45

Asp

Trp

Arg

Asp

Ala

125

Ser

His

Asp

Arg Gly

Lys

Arg

30

Phe

Thr

Gln

Leu

Arg

110

Ala

Gln

Ala

Ser

Ser
190

Ala

15

Asn

Gly

Ala

Asp

Phe

95

Pro

Thr

Arg

Arg

Ile

175

Ser

Leu

Glu

Val

Ala

80

Ser

Ser

Ser

His

His

160

Gly

Gly Lys



10

atgggecttgt
gccactggat
actggcacag
ctcatcaatg
ctttatgggg
tttggcgact
cagaagggga
tgtttgggaa
gttgtgtgge
tggaccacct
tgtgctgatg
ggctccaacc
attgctgcat

gccacttaca

<210> 29
<211> 277
<212> PRT

tagagtgctg
tgtgtttcett
aaaagctaat
tgatccatge
ccctectget
acaagaccac
ggggttccag
aatggctagg
tcectggtgtt
gccagtctat
ccagaatgta
ttectgtccecat

ttgtgggggce

actttgeccgt

<213> Homo sapiens

<400> 29

ES 2 814280 T3

tgcaagatgt
tggggtggca
tgagacctat
cttccagtat
ggctgagggc
catctgcgge
aggccaacat
acatcccgac
tgcctgetet
tgccttececee
tggtgttctce
ctgcaaaaca
tgcagctaca

ccttaaacte

Met Gly Leu Leu Glu Cys Cys

1

5

Ala Ser Leu Val Ala Thr Gly

20

Cys Gly Cys Gly His Glu Ala

35

ctggtagggg
ctgttctgtg
ttctccaaaa
gtcatctatg
ttctacacca
aagggcctga
caagctcatt
aagtttgtgg
gctgtgecetg
agcaagacct
ccatggaatg
gctgagttcecce
ctggtttcce

atgggccgag

Ala Arg Cys Leu Val Gly Ala Pro Phe

10

Leu Cys Phe Phe Gly Val Ala Leu Phe

25

Leu Thr Gly Thr Glu Lys Leu Ile Glu

40

53

cccecetttge
gctgtggaca
actaccaaga
gaactgccte
ccggcgcagt
gcgcaacggt
ctttggagecg
gcatcaccta
tgtacattta
ctgccagtat
ctttcectgg
aaatgacctt
tgctcacctt

gcaccaagtt

ttcecectggtg
tgaagccctce
ctatgagtat
tttcttectte
caggcagatc
aacagggggc
ggtgtgtcat
tgccctgace
cttcaacacc
aggcagtctce
caaggtttgt
ccacctgttt
catgattgct

ctga

15

30

45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

834



Thr

Ile

65

Leu

Val

Leu

Gln

Trp

145

Val

Tyr

Thr

Val

Leu

225

Ile

Phe

Arg

<210> 30
<211>729

Tyr

50

His

Tyr

Arg

Ser

His

130

Leu

Val

Phe

Ser

Leu

210

Ser

Ala

Met

Gly

Phe

Ala

Gly

Gln

Ala

115

Gln

Gly

Trp

Asn

Ala

195

Pro

Ile

Ala

Ile

Thr
275

Ser

Phe

Ala

Ile

100

Thr

Ala

His

Leu

Thr

180

Ser

Trp

Cys

Phe

Ala

260

Lys

Lys

Gln

Leu

85

Phe

Val

His

Pro

Leu

165

Trp

Ile

Asn

Lys

Val

245

Ala

Phe

Asn

Tyr

70

Leu

Gly

Thr

Ser

Asp

150

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

230

Gly

Thr

ES 2 814280 T3

Tyr

55

Val

Leu

Asp

Gly

Leu

135

Lys

Phe

Thr

Ser

Phe

215

Ala

Ala

Tyr

Gln

Ile

Ala

Tyr

Gly

120

Glu

Phe

Ala

Cys

Leu

200

Pro

Glu

Ala

Asn

Asp

Tyr

Glu

Lys

105

Gln

Arg

Val

Cys

Gln

185

Cys

Gly

Phe

Ala

Phe
265

54

Tyr

Gly

Gly

90

Thr

Lys

Val

Gly

Ser

170

Ser

Ala

Lys

Gln

Thr

250

Ala

Glu

Thr

75

Phe

Thr

Gly

Cys

Ile

155

Ala

Ile

Asp

Val

Met

235

Leu

Val

Tyr

60

Ala

Tyr

Ile

Arg

His

140

Thr

Val

Ala

Ala

Cys

220

Thr

Val

Leu

Leu

Ser

Thr

Cys

Gly

125

Cys

Tyr

Pro

Phe

Arg

205

Gly

Phe

Ser

Lys

Ile

Phe

Thr

Gly

110

Ser

Leu

Ala

Val

Pro

190

Met

Ser

His

Leu

Leu
270

Asn

Phe

Gly

95

Lys

Arg

Gly

Leu

Tyr

175

Ser

Tyr

Asn

Leu

Leu

255

Met

Val

Phe

80

Ala

Gly

Gly

Lys

Thr

160

Ile

Lys

Gly

Leu

Phe

240

Thr

Gly



10

15

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30

atgggettgt
gccactggat
actggcacag
ctcatcaatg
ctttatgggg
tttggcgact
acctatgceccce
atttacttca
agtataggca
cctggcaagg
accttccacc
accttcatga

aagttctga

<210> 31
<211> 242
<212> PRT

tagagtgctg
tgtgtttett
aaaagctaat
tgatccatgce
ccctecetget
acaagaccac
tgaccgttgt
acacctggac
gtctetgtge
tttgtggetce
tgtttattge

ttgctgcecceac

<213> Homo sapiens

<400> 31

Met
1

Ala

Cys

Thr

Gly

Ser

Gly

Tyr

Leu Leu

Val
20

Leu

Cys
35

Gly

Phe Ser

50

Ile
65

Leu

His

Tyr

Ala Phe

Gly Ala

ES 2 814280 T3

tgcaagatgt
tggggtggca
tgagacctat
cttccagtat
ggctgaggge
catctgcgge
gtggctcetg
cacctgccag
tgatgccaga
caaccttctg
tgcatttgtg

ttacaacttt

Glu Cys Cys

Ala Thr Gly

His Glu Ala

Lys Asn Tyr

55

Gln Tyr Val

70

Leu Leu Leu

85

ctggtagggg
ctgttetgtg
ttctccaaaa
gtcatctatg
ttctacacca
aagggcctga
gtgtttgect
tctattgect
atgtatggtg
tccatctgeca
ggggctgcag

gccgtectta

Ala Arg

Leu Cys

25

Leu Thr

40

Gln Asp

Ile

Tyr

Ala Glu

55

Cys

10

Phe

Gly

Tyr

Gly

Gly
90

ccecectttge
gctgtggaca
actaccaaga
gaactgcctce
ccggcgcagt
gcgcaacgtt
gctctgetgt
tcceccageaa
ttctececatg
aaacagctga
ctacactggt

aactcatggg

Leu Val

Phe Gly

Thr Glu

Glu Tyr

60

Thr
75

Ala

Phe Tyr

Gly

Val

Lys

45

Leu

Ser

Thr

ttececetggtg
tgaagccctce
ctatgagtat
tttcttette
caggcagatc
tgtgggcatc
gcetgtgtac
gacctctgece
gaatgctttce
gttccaaatg
ttececetgete

ccgaggcace

Ala Pro

15

Ala
30

Leu

Leu Ile

Ile Asn

Phe Phe

Thr Gly

95

Phe

Phe

Glu

Val

Phe

80

Ala

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

729



Val Arg

Ser

Leu

Leu
130

Leu

Thr
145

Trp

Ser Ile

Trp Asn

Cys Lys

Phe Val

210

Ala
225

Ala

Lys Phe

Gln Ile

100

Ala Thr

115

Val Phe

Thr

Thr

Gly Ser

Phe

Phe

Ala

Cys

Leu

ES 2 814280 T3

Gly Asp

Val

Gly

Ser
135

Cys

Gln
150

Ser

Cys Ala

165

Ala Phe

180

Thr
195

Ala
Ala

Gly

Thr Tyr

Pro

Glu

Ala

Asn

Gly Lys

Phe

Gln

Thr
215

Ala

Phe
230

Ala

Tyr Lys

105

Ile Thr

120

Ala Val

Ile

Ala

Asp Ala

Thr

Tyr

Pro

Phe

Arg

Thr Ile

Ala Leu

Cys

Thr

Gly
110

Lys

Val Vval

125

Val Tyr

140

Pro Ser

155

Met Tyr

170

Val Cys

185

Met Thr

200

Leu Val

Val Leu

Gly

Phe

Ser

Lys

Ser Asn

His Leu

Ile

Lys

Gly

Leu

Phe

Tyr Phe

Thr Ser

Val Leu

175

Leu Ser

190

Ile Ala

205

Leu
220

Leu

Leu Met

235

Thr

Gly

Phe Met

Arg Gly

Gly

Trp

Asn

Ala

160

Pro

Ile

Ala

Ile

Thr
240

<210> 32

<211> 834

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 32

10

atgggcttgt
gccactggat
actggcacag
ctcatcaatg
ctttatgggg
tttggcgact
cagaagggga

tgtttgggaa

gttgtgtgge

tagagtgctg
tgtgtttcett
aaaagctaat
tgatccatgce
ccctectget
acaagaccac
ggggttccag
aatggctagg

tecctggtgtt

tgcaagatgt
tggggtggca
tgagacctat
cttccagtat
ggctgagggce
catctgegge
aggccaacat
acatcccgac

tgcctgetet

ctggtagggg
ctgttctgtg
ttctccaaaa
gtcatctatg
ttctacacca
aagggcctga
caagctcatt
aagtttgtgg

gctgtgectg

56

cccecetttge
gctgtggaca
actaccaaga
gaactgcctce
ccggegecagt
gcgcaacggt
ctttggagcecg
gcatcaccta

tgtacattta

ttecectggtg
tgaagccctce
ctatgagtat
tttettette
caggcagatc
aacagggggc
ggtgtgtcat
tgccctgacce

cttcaacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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tggaccacct
tgtgctgatg
ggctccaacc
attgctgecat
gccacttaca
<210> 33

<211> 277
<212> PRT

gccagtctat
ccagaatgta
ttctgtccat

ttgtgggggce

actttgcegt

<213> Homo sapiens

<400> 33

Met
1

Ala

Cys

Thr
50

Ile

65

Leu

Val

Leu

Gln

Gly

Ser

Gly

Tyr

His

Tyr

Arg

Ser

His

Leu Leu

Val
20

Leu

Cys
35

Gly

Phe Ser

Ala Phe

Gly Ala

Gln Ile

100

Ala Thr

115

Gln Ala

130

Trp
145

Val

Leu

Val

Gly His

Trp Leu

Glu

Ala

His

Lys

Gln

Leu

85

Phe

Val

His

Pro

Leu
165
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tgccttcecece
tggtgttctce
ctgcaaaaca
tgcagctaca

ccttaaactc

Cys Cys

Thr Gly

Glu Ala

Asn Tyr

55

Tyr Val

70

Leu Leu

Gly Asp
Thr

Gly

Leu
135

Ser

Asp
150

Lys

Val Phe

agcaagacct
ccatggaatg
gctgagttcce
ctggtttcce

atgggccgag

Ala Arg

Leu Cys

25

Leu Thr

40

Gln Asp

Ile Tyr

Ala Glu

Tyr Lys

105

Gly Gln

120

Glu Arg

Phe

Val

Ala Cys

Cys

10

Phe

Gly

Tyr

Gly

Gly

90

Thr

Lys

Val

Gly

Ser

ctgccagtat
ctttcecctgg
aaatgacctt
tgctcacctt

gcaccaagtt

Leu Val

Phe Gly

Thr Glu

Glu Tyr

60

Thr
75

Ala
Phe Tyr
Thr Tle
Gly

Arg

His
140

Cys

Ile Thr

155

Ala Val

170

57

Gly

Val

Lys

45

Leu

Ser

Thr

Cys

Gly

125

Cys

Tyr

Pro

aggcagtctc
caaggtttgt
ccacctgttt
catgattgct

ctga

Ala Pro

15

Ala
30

Leu

Leu Ile

Ile Asn

Phe Phe

Thr Gly

95

Gly
110

Lys

Ser Arg

Leu Gly

Ala Leu

Val Tyr

175

Phe

Phe

Glu

Val

Phe

80

Ala

Gly

Gly

Lys

Thr

160

Ile

600

660

720

780

834
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Tyr Phe Asn Thr Trp Thr Thr Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys
180 185 190
Thr Ser Ala Ser Ile Gly Ser Leu Cys Ala Asp Ala Arg Met Tyr Gly
195 200 205
Val Leu Pro Trp Asn Ala Phe Pro Gly Lys Val Cys Gly Ser Asn Leu
210 215 220
Leu Ser Ile Cys Lys Thr Ala Glu Phe Gln Met Thr Phe His Leu Phe
225 230 235 240
Ile Ala Ala Phe Val Gly Ala Ala Ala Thr Leu Val Ser Leu Leu Thr
245 250 255
Phe Met Ile Ala Ala Thr Tyr Asn Phe Ala Val Leu Lys Leu Met Gly
260 265 270
Arg Gly Thr Lys Phe
275
<210> 34
<211> 669
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 34
atggactatg agtatctcat caatgtgatc catgccttcc agtatgtcat ctatggaact 60
gcctetttet tettecttta tggggecctce ctgetggetg agggettcta caccaccgge 120
gcagtcaggc agatctttgg cgactacaag accaccatct gcggcaaggg cctgagcgca 180
acggtaacag ggggccagaa ggggaggggt tccagaggcc aacatcaage tcattcectttg 240
gagcgggtgt gtcattgttt gggaaaatgg ctaggacatc ccgacaagtt tgtgggcatc 300
acctatgecce tgaccegttgt gtggctcctg gtgtttgect getctgetgt gectgtgtac 360
atttacttca acacctggac cacctgccag tctattgect tccccagcaa gacctcetgee 420
agtataggca gtctctgtge tgatgccaga atgtatggtg ttctcccatg gaatgettte 480
cctggcaagg tttgtggetce caaccttctg tccatctgca aaacagctga gttccaaatg 540
accttccacc tgtttattge tgcatttgtg ggggctgcag ctacactggt ttccectgete 600
accttcatga ttgctgccac ttacaacttt gcecgtectta aactcatggg ccgaggcacce 660
aagttctga 669
<210> 35
<211> 222
<212> PRT

<213> Homo sapiens

58



<400> 35

Met

1

Ile

Ala

Tyr

Gly

65

Glu

Phe

Ala

Cys

Leu

145

Pro

Glu

Ala

Asn

<210> 36

<211>9
<212> PRT

Asp

Tyr

Glu

Lys

50

Gln

Arg

Val

Cys

Gln

130

Cys

Gly

Phe

Ala

Phe
210

Tyr

Gly

Gly

35

Thr

Lys

Val

Gly

Ser

115

Ser

Ala

Lys

Gln

Thr

195

Ala

Glu

Thr

20

Phe

Thr

Gly

Cys

Ile

100

Ala

Ile

Asp

Val

Met

180

Leu

Val

<213> Secuencia artificial

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Arg

His

85

Thr

Val

Ala

Ala

Cys

165

Thr

Val

Leu
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Leu

Ser

Thr

Cys

Gly

70

Cys

Tyr

Pro

Phe

Arg

150

Gly

Phe

Ser

Lys

Ile

Phe

Thr

Gly

55

Ser

Leu

Ala

Val

Pro

135

Met

Ser

His

Leu

Leu
215

Asn

Phe

Gly

40

Lys

Arg

Gly

Leu

Tyr

120

Ser

Tyr

Asn

Leu

Leu

200

Met

Val

Phe

25

Ala

Gly

Gly

Lys

Thr

105

Ile

Lys

Gly

Leu

Phe

185

Thr

Gly

59

Ile

10

Leu

Val

Leu

Gln

Trp

90

Val

Tyr

Thr

Val

Leu

170

Ile

Phe

Arg

His

Tyr

Arg

Ser

His

75

Leu

Val

Phe

Ser

Leu

155

Ser

Ala

Met

Gly

Ala

Gly

Gln

Ala

60

Gln

Gly

Trp

Asn

Ala

140

Pro

Ile

Ala

Ile

Thr
220

Phe

Ala

Ile

45

Thr

Ala

His

Leu

Thr

125

Ser

Trp

Cys

Phe

Ala

205

Lys

Gln

Leu

30

Phe

Val

His

Pro

Leu

110

Trp

Ile

Asn

Lys

Val

190

Ala

Phe

Tyr

15

Leu

Gly

Thr

Ser

Asp

95

Val

Thr

Gly

Ala

Thr

175

Gly

Thr

Val

Leu

Asp

Gly

Leu

80

Lys

Phe

Thr

Ser

Phe

160

Ala

Ala

Tyr
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<220>
<223> epitopo de célula T CD4

<400> 36

Gly Arg Val Arg Val Asn Ser Ala Tyr

1

<210> 37

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido de PLP

<400> 37

Asn Thr Trp Thr Thr Cys Gln Ser Ile Ala Phe Pro Ser Lys

1

5
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REIVINDICACIONES

1. Un vector de acido nucleico virico adenoasociado recombinante (VAAr) con el serotipo VAA8 que comprende:

un polinucledtido que incluye un segmento de acido nucleico que codifica una proteina basica de mielina (MBP) de
mamifero de longitud completa, una proteina proteolipidica (PLP) o una glicoproteina oligodendrocitica de mielina
(MOG), unido operativamente a un promotor que es capaz de expresar el segmento de acido nucleico en una o mas
células del higado de un mamifero.

2. El vector de acido nucleico de VAAr de la reivindicacion 1, en el que la MBP, PLP o MOG son de origen humano.

3. El vector de acido nucleico de VAAr de la reivindicacion 1, en el que el segmento de acido nucleico codifica una
proteina basica de mielina (MBP), una proteina proteolipidica (PLP) o una glicoproteina oligodendrocitica de mielina
(MOG), que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de SEQ ID
NO: 1, de SEQ ID NO: 2 o de SEQ ID NO: 3.

4. El vector de acido nucleico de VAAr de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el segmento de acido
nucleico comprende ademas un amplificador, una secuencia reguladora postranscripcional, una sefial de
poliadenilaciéon o cualquier combinaciéon de los mismos, unidos operativamente al segmento de acido nucleico que
codifica la molécula terapéutica.

5. El vector de acido nucleico de VAAr de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el promotor es
especifico de células de mamifero o un promotor especifico de tejidos de mamifero.

6. El vector de acido nucleico de VAAr de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el segmento de acido
nucleico ademas codifica o expresa adicionalmente un polipéptido, un péptido, una ribozima, un acido nucleico
peptidico, un ARNip, un ARNi, un oligonucledtido antisentido, un polinucleétido antisentido, un anticuerpo, un
fragmento de unién a antigeno o cualquier combinacion de los mismos.

7. Una particula de VAAr que comprende el vector de acido nucleico de VAAr de una cualquiera de las reivindicaciones
1a6.

8. El vector de acido nucleico de VAAr de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o la particula de VAAr de la
reivindicacion 7 para su uso en medicina.

9. El vector de acido nucleico de VAAr de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o la particula de VAAr de la
reivindicacion 7 para su uso en el tratamiento o la mejoria de uno o mas de los sintomas de una enfermedad
autoinmunitaria en un mamifero, en donde el vector de acido nucleico de VAAr o la particula de VAAr se administran
de manera sistémica al mamifero, en una cantidad y durante un tiempo suficientes para tratar o mejorar el uno o mas
sintomas de la enfermedad autoinmunitaria en el mamifero, en donde la enfermedad autoinmunitaria es esclerosis
multiple, esclerosis diseminada o encefalomielitis diseminada.

10. El vector de acido nucleico de VAAr o la particula de VAAr para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en
donde el mamifero es un recién nacido, un lactante, un joven o un adulto joven.

11. El vector de acido nucleico de VAAr o la particula de VAAr para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9 o la
reivindicacién 10, en donde la produccién de la molécula terapéutica en el mamifero reduce la inflamacién del SNC,
inhibe la desmielinizacion, restablece la tolerancia inmunitaria frente a una o mas neuroproteinas, estimula la
produccion de células T reguladoras especificas de antigenos enddgenos o cualquier combinacion de estos.

12. El vector de acido nucleico de VAAr o la particula de VAAr para su uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 9 a 11, en donde el vector VAAr codifica ademas un agonista, un antagonista, un factor anti apoptosis,
un inhibidor, un receptor, una citocina, una citotoxina, un agente eritropoyético, una glucoproteina, un factor de
crecimiento, un receptor del factor de crecimiento, una hormona, un receptor hormonal, un interferén, una interleucina,
un receptor de interleucina, un factor de crecimiento nervioso, un péptido neuroactivo, un receptor de péptido
neuroactivo, una proteasa, un inhibidor de proteasa, una proteina descarboxilasa, una proteina cinasa, un inhibidor de
proteina cinasa, una enzima, una proteina de unién al receptor, una proteina de transporte o un inhibidor de la misma,
un receptor de serotonina, o un inhibidor de captacion de la misma, una serpina, un receptor de serpina, un supresor
tumoral, un quimioterapéutico o cualquier combinacién de los mismos.

13. El vector de acido nucleico de VAAr de la reivindicacion 2, en el que el segmento de acido nucleico codifica una
proteina basica de mielina (MBP), una proteina proteolipidica (PLP) o una glicoproteina oligodendrocitica de mielina
(MOG), que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 95 % idéntica a la secuencia de SEQ ID
NO: 17, de SEQ ID NO: 29 o de SEQ ID NO: 15.

14. El vector de acido nucleico de VAAr de la reivindicacion 2, en el que el segmento de acido nucleico codifica una
proteina basica de mielina (MBP), una proteina proteolipidica (PLP) o una glicoproteina oligodendrocitica de mielina
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(MOG), que comprende una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID NO: 17, la SEQ ID NO: 29 o la
SEQ ID NO: 15.
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Utilizado para estudiar la patogénesis de la autoinmunidad, la inflamacion del SNC,
la desmielinizacion, el trafico celular y la induccion de la tolerancia.

Se caracteriza por paralisis, inflamacion del SNC y desmielinizacion, mediadas por células T CD+ especificas
de mielina, aunque las células CD8+ y las células B también tienen un papel en algunos modelos de EAE.

Se utilizan varias neuroproteinas o péptidos para inducir la EAE incluyendo:

Proteina basica de mielina (MBP)
Proteina proteolipidica (PLP)
Glicoproteina oligodendrocitica de mielina (MOG)

Tipos

de MS PRMSY ws proGRESIVA CON RECAIDAS

P /.—"
LA

MS PROGRESIVA SECUNDARIA

G
e
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b
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i
Py o
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Péptido/CFA

e
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