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DESCRIPCION
Composiciones utiles en el tratamiento de la deficiencia de ornitina transcarbamilasa (OTC)
Declaracion con respecto a la investigacion o desarrollo con fondos federales

Este trabajo fue apoyado en parte por subvenciones de los Institutos Nacionales de Salud, n.? P01-HD057247, P0O1-
HL059407 y P30-DK047757. El gobierno de los Estados Unidos puede tener determinados derechos sobre la presente
invencion.

Antecedentes de la invencion

La deficiencia de ornitina transcarbamilasa (OTC) representa casi la mitad de todos los casos de errores innatos de
sintesis de urea, con una prevalencia estimada en al menos 1 de cada 15.000. Los defectos del ciclo de la urea ponen
a los pacientes en riesgo de una elevacién del amoniaco potencialmente mortal que puede conducir a deterioro
cognitivo irreversible, coma y muerte. Los varones recién nacidos con deficiencia completa desarrollan coma
hiperamonémico en los primeros 3 dias de vida, que, si no se trata, es letal.

Las terapias actuales para la deficiencia de OTC (OTCD) tienen numerosos desafios. Los pacientes pueden tratarse
con una dieta baja en proteinas en combinaciéon con el uso de medicamentos que activan rutas alternativas de
eliminacion de nitrégeno, pero esto no evita las crisis hiperamonémicas. A pesar del uso de dialisis y terapia de ruta
alternativa, hay una tasa de mortalidad de casi 50 % en los recién nacidos. El trasplante de higado puede curar la
OTCD, pero el higado del donante es limitante, el procedimiento conlleva una morbilidad significativa y son necesarios
farmacos inmunosupresores durante toda la vida del sujeto.

La terapia génica de una enfermedad metabdlica tal como la OTCD presenta un modelo mas dificil para la terapia de
reemplazo génico que otras afecciones. Debido a que el gen actia de manera auténoma celular (es decir, solo puede
influir en la célula en la que se expresa), los efectos terapéuticos deberian estar directamente relacionados con el
numero de células diana que se transducen, en lugar de con el nivel neto de expresion en el higado, tal como con una
proteina secretada donde una alta expresion por célula puede superar la baja transduccién. Asimismo, ha habido al
menos un informe publicado de que el ARNm de hOTCts es inestable. [Wang, L., et al., Molecular Genetics and
Metabolism, 105 (2012) 203-211].

Se han publicado informes sobre el uso de vectores viricos para intentar tratar la deficiencia de OTC. Por ejemplo,
varios grupos han intentado esto en modelos murinos de deficiencia de OTC, utilizando adenovirus recombinantes
portadores de ADNc de OTC de rata, ratén o ser humano. Por ejemplo, Wang, L. et al. (Mol Genet Metab. febrero de
2012; 105 (2): 203-211) muestra que una evaluacion preclinica de un vector AAV8 candidato clinico para la deficiencia
de ornitina transcarbamilasa (OTC) revela una enzima funcional de cada genoma de vector persistente. Wang, L. et
al. (Molecular Therapy, vol. 20, n.? supl. 1, S56) proporciona una terapia génica neonatal para la deficiencia de OTC.
Se han informado de cierta cantidad de reconstitucion exitosa de la actividad OTC hepética y correccion de
alteraciones metabdlicas en modelos animales con virus que portan ADNc de OTC de rata o ratén. Estudios previos
utilizando vectores adenoviricos han ilustrado las dificultades de expresar niveles suficientes de OTC humana activa
en ratones con OTCD.

Por lo tanto, existe la necesidad de otros enfoques para la terapia de OTCD.
Sumario de la invencion

En un aspecto, la invencion proporciona un vector virico recombinante que comprende un casete de expresién que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la ornitina transcarbamilasa humana (hOTC) y secuencias
de control de la expresion que dirigen la expresion de hOTC en una célula hepética, en donde la secuencia de &cido
nucleico de hOTC es menos del 80 % idéntica a la secuencia de hOTC de tipo silvestre sobre la secuencia madura o
hOTC de longitud completa de la SEQ ID NO: 1 y expresa una hOTC funcional, en donde dicha secuencia de acido
nucleico de hOTC se selecciona de la secuencia de acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 5 o una secuencia
de acido nucleico al menos de aproximadamente 96 a aproximadamente 99 % idéntica a la misma.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un virus adenoasociado recombinante (rAAV) que tiene una capside
de AAV y empaquetado en el mismo un casete de expresion que comprende al menos una secuencia de repeticion
terminal invertida (ITR) de AAV, una secuencia de acido nucleico modificada por ingenieria genética que codifica al
menos la ornitina transcarbamilasa humana madura (hOTC) y secuencias de control de la expresion que dirigen la
expresion de la hOTC en una célula hepatica, comprendiendo dichas secuencias de control de la expresién un
promotor especifico del higado, en donde la secuencia de acido nucleico de hOTC es menos del 80 % idéntica a la
secuencia de hOTC de tipo silvestre sobre al menos la hOTC madura de la SEQ ID NO: 1 y comprende al menos la
hOTC madura de la SEQ ID NO: 5 o una secuencia de acido nucleico al menos de aproximadamente 96 a
aproximadamente 99,9 % idéntica a la misma.
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En un aspecto, la divulgaciéon proporciona un vector virico recombinante que tiene un casete de expresion que
comprende una secuencia de &cido nucleico modificada por ingenieria genética que codifica la ornitina
transcarbamilasa humana (hOTCasa) y secuencias de control de la expresiéon que dirigen la expresiéon de hOTC en
una célula hepatica, en donde la secuencia de acido nucleico de hOTC es menos del 80 % idéntica a la secuencia de
hOTC de tipo silvestre sobre la hOTC de longitud completa de la secuencia de tipo silvestre (p. ej., SEQ ID NO: 1) o
un fragmento de la misma que comprende la hOTC madura pero que carece de al menos la secuencia lider nativa, u
otro intermedio que comprende al menos la hOTC madura) y expresa una hOTCasa funcional. Convenientemente, se
han optimizado los codones de la secuencia modificada por ingenieria genética y esta se ha mejorado adicionalmente
de modo que mejore al menos una de transduccién, transcripcion y/o traduccién de la enzima.

La secuencia de acido nucleico puede comprender la hOTC madura de la SEQ ID NO: 5, o una secuencia de acido
nucleico al menos de aproximadamente 96 a aproximadamente 99 % idéntica a la misma, o una secuencia de acido
nucleico que comprende al menos la hOTC madura de la SEQ ID NO: 9, o una secuencia de &cido nucleico al menos
de aproximadamente 96 a aproximadamente 99 % idéntica a la misma, que expresa una hOTC funcional. En una
divulgacién, la hOTC es la longitud completa de la SEQ ID NO: 5 o una secuencia de acido nucleico al menos de
aproximadamente 96 a aproximadamente 99 % idéntica a la misma o una secuencia de acido nucleico de la longitud
completa de la SEQ ID NO: 9, o una secuencia de &cido nucleico al menos de aproximadamente 96 a
aproximadamente 99 % idéntica a la misma. La secuencia de hOTC puede ser la de los nucleétidos correspondientes
de las SEQ ID NO: 3, 4, 8 0 9. Se incluyen dentro del alcance de la invencion las cadenas complementarias a las del
listado de secuencias. El vector virico puede seleccionarse de un vector de virus adenoasociado (AAV), un vector
adenovirico y un vector lentivirico.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un virus adenoasociado recombinante (rAAV) que tiene una
capside de AAV y empaquetado en el mismo un casete de expresién que comprende al menos una secuencia de
repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, una secuencia de &acido nucleico modificada por ingenieria genética que
codifica la ornitina transcarbamilasa humana (hOTCasa) y secuencias de control de la expresién que dirigen la
expresion de la hOTC en una célula hepatica, comprendiendo dichas secuencias de control de la expresién un
promotor especifico del higado. La secuencia de acido nucleico de hOTC modificada por ingenieria genética es menos
del 80 % idéntica a la secuencia de hOTC de tipo silvestre sobre la secuencia madura o hOTC de longitud completa
de la secuencia de tipo silvestre (p. ej., SEQ ID NO: 1) y expresa una hOTCasa funcional. La secuencia de &cido
nucleico de hOTC sintética comprende al menos la hOTC madura de la SEQ ID NO: 5 o una secuencia de acido
nucleico al menos de aproximadamente 96 a aproximadamente 99,9 % idéntica a la misma o una secuencia de acido
nucleico que comprende al menos la hOTC madura de la SEQ ID NO: 9 o una secuencia de &cido nucleico al menos
de aproximadamente 96 a aproximadamente 99,9 % idéntica a la misma.

En otro aspecto adicional mas, la invencién proporciona un vector virico que comprende al menos un gen de hOTC
que codifica una ornitina transcarbamilasa quimérica que comprende al menos ornitina transcarbamilasa humana
madura con un péptido de transito heterélogo, en donde la secuencia codificante de la ornitina transcarbamilasa
humana madura es la secuencia de acido nucleico de las SEQ ID NO: 3, 4 o 5. Opcionalmente, pueden seleccionarse
las secuencias de longitud completa de cualquiera de estas secuencias, que incluyen la secuencia de transito. Como
alternativa, pueden seleccionarse un gen de OTC quimérico que incluye una secuencia de transito heteréloga, como
se describe en el presente documento, y estas hOTC maduras.

En otro aspecto, una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo y una cantidad eficaz de un vector, se
proporciona el rAAV y/o el vector virico de la invencién.

Otro aspecto méas es un vector virico como se describe en el presente documento usado en la preparacion de un
medicamento para administrar ornitina transcarbamilasa a un sujeto que lo necesite y/o para tratar la deficiencia de
ornitina transcarbamilasa. En una realizacion particularmente deseable, el sujeto es un sujeto humano. El sujeto puede
ser homocigoto o heterocigoto para la deficiencia de ornitina transcarbamilasa.

En otro aspecto mas, se proporciona el uso de un vector virico que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica la ornitina transcarbamilasa humana funcional para prevenir y/o tratar la fibrosis o la cirrosis relacionada con
la deficiencia de ornitina transcarbamilasa (OTCD) en un sujeto con OTCD. En una realizacion, el sujeto es un paciente
humano. En una realizacién adicional, el sujeto es heterocigoto y puede presentar sintomas de inicio tardio.

En un aspecto adicional més, se proporciona el uso de un vector virico que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica la ornitina transcarbamilasa humana funcional para prevenir y/o tratar el carcinoma hepatocelular
en un sujeto que tiene OTCD. En una realizacién, el sujeto es un paciente humano. En una realizacion adicional, el
sujeto es heterocigoto para OTCD y puede presentar sintomas de inicio tardio.

Otros aspectos y ventajas de la invencion resultaran facilmente evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada
de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos
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La fig. 1A proporciona un ADNc de hOTC de tipo silvestre, que tiene 324 A, 223 C, 246 Gy 269 T [SEQ ID NO: 1].

La fig. 1B - 1C proporciona la secuencia de ornitina transcarbamilasa humana codificada por la secuencia de la fig.
1A [SEQ ID NO: 2].

La fig. 2 proporciona un ADNc de hOTC modificado por ingenieria genética, con una proporcion de CG alterada.
El recuento de bases en la secuencia es de 283 A, 285 C, 284 Gy 216 T [SEQ ID NO: 3].

La fig. 3 proporciona un ADNc de hOTC modificado por ingenieria genética denominado LW3 que comprende la
secuencia de acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO: 4 que codifica una proteina hOTC. El recuento de bases
en esta secuencia es de 279 A, 303 C, 288 G y 220 T. El codo6n de inicio para el marco de lectura abierto (ORF)
de hOTC esta precedido por una secuencia de Kozak en esta figura. La secuencia codificante del lider comienza
en el nucledtido 15 (primeros 96 nucle6tidos), seguido de la secuencia codificante de la hOTCasa de 322
aminoacidos. En esta figura, el codén de terminacion va seguido de un sitio de restriccion Notl (GCGGCCGC) que
es un remanente del vector.

La fig. 4 proporciona un ADNc de hOTC modificado por ingenieria genética denominado LW4 que comprende la
secuencia de acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO: 5 que codifica una proteina hOTC. El recuento de bases
en esta secuencia es de 278 A, 303 C, 289 Gy 220 T. La secuencia codificante del lider comienza en el nucleétido
15 (primeros 96 nucleoétidos), seguido de la secuencia codificante de la hOTCasa de 322 aminoacidos. En esta
figura, el codon de terminacién va seguido de un sitio de restriccién Notl (GCGGCCGC) que es un remanente del
vector.

Las fig. 5A - 5C proporcionan una alineacion de las secuencias de ADNc de la hOTC de tipo silvestre y cinco
secuencias modificadas por ingenieria genética: GS (que comprende la secuencia de acido nucleico expuesta en
la SEQ ID NO: 3), LW3 (que comprende la secuencia de acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO: 4), LW4 (que
comprende la secuencia de acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO: 5), LW5 (que comprende la secuencia de
acido nucleico expuesta en la SEQ ID NO: 8) y LW6 (que comprende la secuencia de acido nucleico expuesta en
la SEQ ID NO: 9), cada una de las cuales codifica una proteina hOTC. Las secuencias alineadas contienen una
secuencia Kozak (primeros 14 nucleétidos de LW3 y LW4) y un sitio de enzima de restriccion (después del codén
de terminacion para LW3 y LW4), que no forman parte del marco abierto de lectura.

Descripcion detallada de la invencion

En el presente documento se proporciona un ADNc de ornitina transcarbamilasa (OTC) humana (h) modificado por
ingenieria genética, que se diseid para maximizar la traduccién y mejorar la estabilidad del ARNm en comparacion
con el ADN y/o ARNm de hOTC de tipo silvestre. También se proporcionan en el presente documento secuencias de
ARNm de hOTC modificadas por ingenieria genética. Estas composiciones pueden utilizarse en métodos terapéuticos
y/o profilacticos como se describe en el presente documento. Opcionalmente, estas composiciones se utilizan en
combinacion con otras terapias acordes con el tratamiento de referencia para las afecciones para las que se ha
diagnosticado al sujeto (p. €j., un sujeto humano).

Con fines de comparacion, se ilustra una secuencia de ADNc de OTC humana de tipo silvestre en la fig. 1A. Esta
secuencia codifica la ornitina transcarbamilasa humana de la secuencia de aminoacidos de las fig. 1A - 1C. Esta misma
secuencia de aminoacidos esté codificada por los genes hOTC modificados por ingenieria genética de las fig. 2A - fig.
5. La enzima hOTC, que puede denominarse hOTCasa para distinguirla del gen, se expresa a partir de esta secuencia
en forma de una preproteina que tiene un péptido lider de 32 aminodacidos en su extremo N (codificado por nt 1-96 de
la fig. 1, aproximadamente los aminoacidos 1 a aproximadamente 32 de la SEQ ID NO: 2) que se escinde después de
dirigir la enzima a la mitocondria celular, dejando la proteina "madura" de 322 restos de aminodacidos (de
aproximadamente el aminoacido 33 a aproximadamente el aminoacido 354 de la SEQ ID NO: 2. Esta hOTCasa
"denominada madura" es una proteina homotrimérica con una secuencia de 322 restos de aminoacidos en cada
cadena polipeptidica. Opcionalmente, como alternativa a la secuencia de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 2, se puede
seleccionar una secuencia que incluya una o mas de las posiciones polimoérficas de origen natural que no estan
implicadas en la enfermedad: F101, L1111, WI193-194 de la SEQ ID NO: 2 (véase, p. ¢€j,
http://www.uniprot.org/uniprot/P00480).

Aunque todas las secuencias de ADNc modificadas por ingenieria genética son de aproximadamente 77 % a
aproximadamente 78 % idénticas a la secuencia de acido nucleico de hOTC ts de la fig. 1A [SEQ ID NO: 1], existen
diferencias estructurales entre estas secuencias (véase alineacion en la fig. 5 que las ilustra). En particular, existe
aproximadamente 4 % de diferencia en las secuencias de 4cido nucleico entre hOTCco de la fig. 2 [SEQ ID NO: 3] y
la hOTCcolLW4 de la fig. 4 [SEQ ID NO: 5]. Existe una diferencia de solo un nt entre LW-3 [fig. 3, SEQ ID NO: 4] y LW-
4 [fig. 4, SEQ ID NO: 5], es decir, 0,094 % (1/1062) de diferencia (una A en LW-3 se cambia a una G en LW-4 como
se muestra en la fig. 5].

En una realizacion, se proporciona una secuencia codificante de hOTC modificada cuya secuencia tiene menos de
aproximadamente 80 % de identidad, preferentemente aproximadamente 77 % de identidad o menos con la secuencia
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codificante de hOTC de tipo silvestre de longitud completa (fig. 1A, SEQ ID NO: 1), que codifica hOTC funcional. En
una realizacion, la secuencia codificante de hOTC modificada se caracteriza por una mejor estabilidad en comparacion
con hOTC ts después de la administracion mediada por AAV (p. gj., rAAV). Adicionalmente o como alternativa, se
proporciona una secuencia codificante de hOTC modificada que carece de marcos de lectura alternativos para
proteinas de al menos aproximadamente 9 aminodacidos de longitud. Adicionalmente, o como alternativa, se
proporciona una secuencia codificante de hOTC modificada que tiene niveles de expresién de hOTCasa al menos
aproximadamente 25 veces, al menos aproximadamente 50 veces o al menos aproximadamente 100 veces cuando
se miden después de la expresion de un vector virico, en comparacién con el tipo silvestre de hOTCasa.
Adicionalmente, o como alternativa, se proporciona una secuencia codificante de hOTC modificada que tiene actividad
hepatica de hOTCasa que es al menos aproximadamente 10 veces mayor, al menos aproximadamente 20 veces
mayor o al menos aproximadamente 30 veces mayor en comparacion con el tipo silvestre de hOTCasa expresada a
partir de un vector virico.

En una realizacion, una secuencia codificante de hOTC modificada es de 96 % a 99,9 % idéntica a la secuencia que
codifica la enzima madura (de aproximadamente nt 99 a aproximadamente 1068) o la longitud completa de la fig. 4
(hOTCco-LW4, SEQ ID NO: 5) o de 96,5 % a 99 % idéntica, o aproximadamente 97 % o aproximadamente 98 %
idéntica a la SEQ ID NO: 5 (fig. 4).

En una realizacion, una secuencia codificante de hOTC modificada es de 96 % a 99,9 % idéntica a la secuencia que
codifica la enzima madura (de aproximadamente nt 99 a aproximadamente 1068) de la fig. 3 (hOTCco-LW3, SEQ ID
NO: 4) o de 96,5 % a 99 % idéntica, o aproximadamente 97 % o aproximadamente 98 % idéntica a la SEQ ID NO: 4

(fig. 3).

En otra realizacién, una secuencia codificante de hOTC modificada es de 96 % a 99,9 % idéntica a la secuencia que
codifica la enzima madura (de aproximadamente nt 99 a aproximadamente 1068) o la longitud completa de la fig. 2
(hOTCco, SEQ ID NO: 3), o de 96,5 % a 99 % idéntica, o aproximadamente 97 % 0 98 % idéntico a la SEQ ID NO: 3

(fig. 2).

En otra divulgacién mas, una secuencia codificante de hOTC modificada tiene la secuencia que codifica la proteina
madura (de aproximadamente nt 99 a aproximadamente 1068) o la longitud completa de hOTCco-LW5 [SEQ ID NO:
8] 0 hOTCco-LW6 [SEQ ID NO: 9], o una secuencia de 96 % a 99,9 % idéntica a la misma. hOTCco-LW5 y hOTCco-
LW6 son aproximadamente 97 % idénticas entre si y cada una es aproximadamente 78 % idéntica a la secuencia de
tipo silvestre [SEQ ID NO: 1].

Las secuencias de las fig. 2-5 se proporcionan como la hebra con sentido de las secuencias de ADNc. La presente
divulgacion también abarca las hebras antisentido correspondientes a estas secuencias de ADNc y las secuencias de
ARN, p. ej., ARNm, correspondientes. Por ejemplo, el ARNm modificado por ingenieria genética de la SEQ ID NO: 10,
corresponde al ADN de la SEQ ID NO: 4; el ARN modificado por ingenieria genética de la SEQ ID NO: 11, corresponde
al ADN de la SEQ ID NO: 5; el ARN modificado por ingenieria genética de la SEQ ID NO: 12, corresponde al ADN de
la SEQ ID NO: 8; y el ARN de la SEQ ID NO: 13 corresponde al ADN de la SEQ ID NO: 9. Estas secuencias de ARN,
y secuencias que son de 95 % a 99 %, o aproximadamente 97 % o aproximadamente 98 % idénticas a una o mas de
estas secuencias, estan abarcadas dentro del alcance de la presente divulgacion. Se conocen en la técnica métodos
para alinear y determinar la identidad del ARN y estos incluyen bases de datos y servicios publicados y disponibles
publicamente basados en la web o disponibles comercialmente. Véase, p. ej., LocARNA, CARNA, asi como otros
programas identificados en otras partes de los mismos.

En una realizacién de la divulgacion, la secuencia de ARNm se puede administrar usando un sistema de administracién
de ARN seleccionado, ejemplos del cual se proporcionan en el presente documento.

También estan abarcados en el presente documento fragmentos, p. €j., las secuencias que codifican el péptido de
transito (amino&cidos 1 a aproximadamente 32), aproximadamente los aminoacidos 332 a aproximadamente 354, una
enzima hOTC intermedia, o la enzima madura, u otros fragmentos segin se desee. Puede hacerse referencia a la
SEQ ID NO: 2. Véase, p. €j., Ye et al. 2001, Hum Gene Ther 12: 1035-1046.

En otra realizacion, se proporciona una OTC quimérica en el que la presecuencia N-terminal de OTC de tipo silvestre
se reemplaza con una secuencia de transito de otra fuente que es compatible con el sistema del sujeto de manera que
transporte eficazmente la hOTCasa madura codificada por el gen de OTC quimérico al organulo deseado. Véase, p.
ej., Ye et al. 2001, Hum Gene Ther 12: 1035-1046. Dichas secuencias de transito codifican un péptido de transito
(también denominado péptido sefal, senal de direccionamiento o sefial de localizacién) que se fusiona con la
secuencia codificante de la hOTC madura de las SEQ ID NO: 1, 3, 4 y/o 5 9. Por ejemplo, la secuencia de transito de
hOTC de tipo silvestre corresponde a aproximadamente los primeros 98 nucleétidos de la SEQ ID NO: 1. Para construir
una OTC quimérica, estas secuencias N-terminales de tipo silvestre pueden eliminarse (de aproximadamente acidos
nucleicos 1 a aproximadamente nt 96 - nt 98) y reemplazarse con una secuencia de transito heteréloga. Los péptidos
de transito adecuados son, preferentemente, aunque no necesariamente, de origen humano. Los péptidos de transito
adecuados pueden elegirse de http://proline.bic.nus.edu./spdb/zhang270.htm o pueden determinarse usando diversos
programas informaticos para determinar el péptido de transito en una proteina seleccionada. Aunque sin limitacion,
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dichas secuencias pueden tener de aproximadamente 15 a aproximadamente 50 amino&cidos de longitud o de
aproximadamente 20 a aproximadamente 28 aminoacidos de longitud, o pueden ser mayores 0 menores segun sea
necesario.

La expresion "porcentaje (%) de identidad”, "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de secuencia" o
"porcentaje idéntico" en el contexto de las secuencias de acido nucleico se refiere a los restos en las dos secuencias
que son iguales cuando se alinean por correspondencia. La longitud de la comparacién de identidad de secuencias
puede abarcar la longitud completa del genoma, la longitud completa de una secuencia que codifica un gen o se desea
un fragmento de al menos aproximadamente 500 a 5000 nucleétidos. Sin embargo, también se puede desear identidad
entre fragmentos mas pequenos, p. €j., de al menos aproximadamente nueve nucleétidos, habitualmente al menos de
aproximadamente 20 a 24 nucleétidos, al menos de aproximadamente 28 a 32 nucleotidos, al menos
aproximadamente 36 o mas nucleétidos.

El porcentaje de identidad se puede determinar facilmente para las secuencias de aminoacidos sobre la longitud
completa de una proteina, un polipéptido, aproximadamente 32 aminoacidos, aproximadamente 330 aminoacidos o
un fragmento peptidico de los mismos o las correspondientes secuencias codificantes de secuencias de éacido
nucleico. Un fragmento de aminoacido adecuado puede tener al menos aproximadamente 8 aminoacidos de longitud
y puede tener hasta aproximadamente 700 amino&cidos. En general, al hacer referencia a "identidad", "homologia" o
"similitud" entre dos secuencias diferentes, la "identidad", "nomologia" o "similitud" se determina con referencia a
secuencias "alineadas". Las secuencias "alineadas" o "alineaciones" se refieren a multiples secuencias de acidos
nucleicos o secuencias de proteinas (aminoacidos), que contienen con frecuencia correcciones para bases o
aminoacidos ausentes o adicionales en comparacion con una secuencia de referencia.

Las alineaciones se realizan utilizando cualquiera de diversos programas de alineacion de mudltiples secuencias
disponibles publica o comercialmente. Estan disponibles programas de alineacién de secuencias para secuencias de
aminoacidos, p. €j., los programas "Clustal X", "MAP", "PIMA", "MSA", "BLOCKMAKER", "MEME" y "Match-Box". En
general, cualquiera de estos programas se utiliza con la configuracién predeterminada, aunque un experto en la técnica
puede modificar esta configuracion segun sea necesario. Como alternativa, un experto en la materia puede utilizar
otro algoritmo o programa informatico que proporcione al menos el nivel de identidad o alineaciéon que proporcionan
los algoritmos y programas a los que se ha hecho referencia. Véase, p. €j., J. D. Thomson et al., Nucl. Acids. Res., "A
comprehensive comparison of multiple sequence alignments"”, 27 (13): 2682-2690 (1999).

También estan disponibles multiples programas de alineacion de secuencias para secuencias de &acidos nucleicos.
Los ejemplos de dichos programas incluyen, "Clustal W", "CAP Sequence Assembly", "BLAST", "MAP" y "MEME", a
los que se puede acceder a través de servidores web en Internet. Los expertos en la técnica conocen otras fuentes
para dichos programas. Como alternativa, también se utilizan las utilidades Vector NTI. También hay varios algoritmos
conocidos en la técnica que pueden utilizarse para medir la identidad de secuencias de nucleétidos, incluyendo los
contenidos en los programas descritos anteriormente. Como ejemplo adicional, se pueden comparar secuencias de
polinucleétidos utilizando Fasta™, un programa en GCG Versién 6.1. Fasta™ proporciona alineaciones y un
porcentaje de identidad de secuencia de las regiones de mejor solapamiento entre las secuencias de consulta y
busqueda. Por ejemplo, el porcentaje de identidad de secuencia entre secuencias de acido nucleico se puede
determinar utilizando Fasta™ con sus parametros predeterminados (un tamafno de palabra de 6 y el factor NOPAM
para la matriz de puntuacion) como se proporciona en GCG Versién 6.1.

En una realizacion, los genes de hOTC modificados descritos en el presente documento se modifican por ingenieria
genética en un elemento genético adecuado (vector) Util para generar vectores viricos y para su administracion a una
célula hospedadora, que transfiere las secuencias de hOTC portadas en el mismo. El vector seleccionado puede
administrarse mediante cualquier método adecuado, incluyendo transfeccién, electroporacion, suministro en
liposomas, técnicas de fusion de membranas, microgranulos recubiertos con ADN de alta velocidad, infeccion virica o
fusién de protoplastos. Los métodos utilizados para crear dichas construcciones son conocidos por los expertos en la
manipulacion de acido nucleico e incluyen ingenieria genética, ingenieria recombinante y técnicas sintéticas. Véase,
p. €j., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY.

Como se usa en el presente documento, un "casete de expresion" se refiere a una molécula de acido nucleico que
comprende las secuencias de hOTC, promotor y puede incluir otras secuencias reguladoras para el mismo, pudiendo
dicho casete empaquetarse en la capside de un vector virico (p. €j., una particula virica). Normalmente, dicho casete
de expresion para generar un vector virico contiene las secuencias de hOTC descritas en el presente documento
flanqueadas por sefiales de empaqguetamiento del genoma virico y otras secuencias de control de la expresion tales
como las descritas en el presente documento. Por ejemplo, para un vector virico de AAV, las sefales de
empaquetamiento son la repeticion terminal invertida 5' (ITR) y la ITR 3'.

En una realizacion, las secuencias de ITR de AAV2, o la versién suprimida de las mismas (AITR), se utilizan por
conveniencia y para acelerar la aprobacion reguladora. Sin embargo, pueden seleccionarse ITR de otras fuentes de
AAV adecuadas. Cuando la fuente de las ITR sea de AAV2 y la capside de AAV sea de otra fuente de AAV, el vector
resultante puede denominarse pseudotipificado.
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Normalmente, un casete de expresion para un vector de AAV comprende una ITR 5' de AAV, las secuencias
codificantes de hOTC y cualquier secuencia reguladora, y una ITR 3' de AAV. Sin embargo, pueden ser adecuadas
otras configuraciones de estos elementos. Se ha descrito una version abreviada de la ITR 5', denominada AITR, en la
que se eliminan la secuencia D y el sitio de resolucion terminal (trs). En otras realizaciones, se utilizan las ITR 5'y 3'
de AAV de longitud completa.

En una realizacion, la construccién es una molécula de ADN (p. ej., un plasmido) util para generar vectores viricos. Un
plasmido ilustrativo que contiene elementos vectoriales deseables se ilustra con pAAVsc. TBG.hOTCco-LW4, cuya
secuencia es la SEQ ID NO: 6. Este plasmido ilustrativo contiene un casete de expresién que comprende: scITR (nt 5
- 109 de la SEQ ID NO: 6), una sefial TATA (nt 851-854 de la SEQ ID NO: 6), una secuencia codificante sintética de
hOTC (nt 976-2037 de la SEQ ID NO: 6), un poli A (nt 2182-2046 en el complemento de la SEQ ID NO: 6), una sclTR
(nt 2378-2211 en el complemento de la SEQ ID NO: 6) y un promotor especifico de higado (TBG) (nt 4172-4760) de
la SEQ ID NO: 6). Se pueden generar otros casetes de expresion utilizando las otras secuencias codificantes sintéticas
de hOTC y otros elementos de control de la expresion, descritos en el presente documento.

La abreviatura "sc" en este contexto se refiere a autocomplementario. "AAV autocomplementario” se refiere a una
construccion en la que se ha disefiado una regién codificante portada por una secuencia de &cido nucleico de AAV
recombinante para formar un molde de ADN bicatenario intramolecular. Tras la infeccion, en lugar de esperar a la
sintesis mediada por células de la segunda hebra, las dos mitades complementarias de scAAV se asociaran para
formar una unidad de ADN bicatenario (ADNbc) que esta lista para la replicacion y transcripcién inmediatas. Véase, p.
ej., D M McCarty et al., "Self-complementary recombinant adeno-associated virus (scAAV) vectors promote efficient
transduction independently of DNA synthesis", Gene Therapy, (agosto de 2001), vol 8, nimero 16, paginas 1248-1254.
Se describen AAV autocomplementarios en, p. €j., las patentes de los Estados Unidos n.? 6.596.535; 7.125.717; y
7.456.683.

El casete de expresion normalmente contiene una secuencia promotora como parte de las secuencias de control de
la expresion, p. €j., ubicada entre la secuencia de ITR 5' seleccionada y la secuencia codificante de hOTC. El plasmido
y el vector ilustrativos descritos en el presente documento usan la globulina de union a tiroxina (TBG) promotora
especifica del higado. Como alternativa, se pueden usar otros promotores especificos del higado [véase, p. €j., la base
de datos de promotores de genes especificos del higado, Cold Spring Harbor, http://rulai.schl.edu/LSPD/, tales como,
p. €j., alfa 1 anti-tripsina (A1AT); albumina humana Miyatake et al., J. Virol., 71: 5124 32 (1997), humAlb; y promotor
central del virus de la hepatitis B, Sandig et al., Gene Ther., 3: 1002 9 (1996)]. Potenciador/promotor minimo de TTR,
promotor de alfa-antitripsina, LSP (845 nt) 25 (requiere scAAV sin intrones); o LSP1. Aunque son menos deseables,
otros promotores, tales como promotores constitutivos, promotores regulables [véase, p. ej., documentos WO
2011/126808 y WO 2013/04943] o se puede utilizar un promotor sensible a senales fisiolégicas en los vectores
descritos en el presente documento.

Ademas de un promotor, un casete de expresion y/o un vector puede contener uno o mas de otras secuencias
adecuadas de inicio, terminacion, potenciadoras de la transcripcion, sefales de procesamiento del ARN eficaces tales
como sefiales de corte y empalme y de poliadenilacién (poliA); secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmico;
secuencias que potencian la eficacia de traduccion (es decir, secuencia consenso de Kozak); secuencias que mejoran
la estabilidad de las proteinas; y, cuando se desee, secuencias que mejoran la secrecién del producto codificado. Los
ejemplos de secuencias de poliA adecuadas incluyen, p. ej., SV40, SV50, hormona del crecimiento bovina (bGH),
hormona del crecimiento humana y poliA sintéticas. Los ejemplos de potenciadores adecuados incluyen, p. €j., el
potenciador de alfa fetoproteina, el promotor/potenciador minimo de TTR, LSP (promotor de globulina de unién a
TH/alfa1-microglobulina/potenciador de bikunina), entre otros. En una realizacién, el casete de expresién comprende
uno o mas potenciadores de la expresion. En una realizacion, el casete de expresion contiene dos 0 mas potenciadores
de la expresion. Estos potenciadores pueden ser iguales o pueden diferir entre si. Por ejemplo, un potenciador puede
incluir un potenciador Alfa mic/bik. Este potenciador puede estar presente en dos copias que estan ubicadas
adyacentes entre si. Como alternativa, las copias dobles del potenciador pueden estar separadas por una o mas
secuencias. En otra realizacion mas, el casete de expresion contiene ademas un intrén, p. €j., el intrén Promega. Otros
intrones adecuados incluyen los conocidos en la técnica, p. e€j., tales como se describen en el documento WO
2011/126808. Opcionalmente, pueden seleccionarse una o mas secuencias para estabilizar el ARNm. Un ejemplo de
dicha secuencia es una secuencia de WPRE modificada, que puede modificarse por ingenieria genética cadena arriba
de la secuencia de poliA y cadena abajo de la secuencia codificante [véase, p. ej., MA Zanta-Boussif, et al., Gene
Therapy (2009) 16: 605-619.

Estas secuencias de control estan "unidas operativamente" a las secuencias de genes de hOTC. Como se usa en el
presente documento, la expresion "unidas operativamente” se refiere tanto a las secuencias de control de la expresién
que son contiguas con el gen de interés y las secuencias de control de la expresién que actian en frans o a distancia
para controlar el gen de interés.

Los vectores viricos de AAV recombinantes son muy adecuados para el suministro de las secuencias de expresion de
hOTC descritas en el presente documento. Dichos vectores de AAV pueden contener ITR que proceden de la misma
fuente de AAV que la capside. Como alternativa, los ITR de AAV pueden ser de una fuente de AAV diferente a la que
suministra la capside.
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Cuando se va a producir AAV pseudotipificado, las ITR en la expresion se seleccionan de una fuente que difiere de la
fuente de AAV de la capside. Por ejemplo, se pueden seleccionar ITR de AAV2 para su uso con una capside de AAV
que tenga una eficacia particular para dirigirse al higado (p. €j., hepatocitos). Las capsides de AAV pueden
seleccionarse de AAV8 [patente de los Estados Unidos 7790449; patente de los Estados Unidos 7282199] y rh10
[documento WO 2003/042397] para las composiciones descritas en el presente documento. Sin embargo, otros AAV,
incluyendo, p. ej., AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV9 y otros, tales como, p. €j., los descritos en
los documentos WO 2003/042397; WO 2005/033321, WO 2006/110689; US 7588772 B2,] se pueden utilizar en
sujetos humanos.

En una realizacion, se proporciona un AAV autocomplementario. Este vector virico puede contener una ITR A5'y una
ITR 3' de AAV. En un ejemplo, el vector virico es scAAV2/8.TBG.hOTCco. En otro ejemplo, el vector virico es
scAAV2/rh10.TBG.hOTCco. Ambos de estos vectores contienen la AITR 5' de AAV2, el promotor de TBG especifico
del higado, una secuencia codificante de hOTCco modificada por ingenieria genética de la invencién, una poliA de
SV40y la ITR 3' de AAV2 en una capside de AAVS8 [véase, p. €j., patente de los Estados Unidos n.° 8.318480B2] o
capside de AAV rh10. La secuencia puede seleccionarse de hOTC modificada por ingenieria genética de una de las
SEQ ID NO: 3, 4, 5, 8 0 9. Opcionalmente, la secuencia de transito de la hOTC modificada por ingenieria genética
puede sustituirse por una secuencia de transito heterdloga para proporcionar una hOTC quimérica, que conserva la
hOTCasa madura.

En ofra realizacion, se proporciona un vector virico de AAV monocatenario. Dicho vector puede contener una ITR 5'
de AAV y una ITR 3'. Un ejemplo es AAV2/8.TBG.hOTCco, que contiene la ITR 5' de AAV2 de longitud completa, el
promotor de TBG especifico del higado, la secuencia codificante de hOTC, una poliA de la hormona del crecimiento
bovinay ITR 3' de AAV2. Otro ejemplo es AAV2/8. TBG.hOTCco-.WPRE.bGH, que contiene los mismos elementos de
vector y contiene ademas el elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE).
En otras realizaciones, WPRE esta ausente de las construcciones que se van a utilizar in vivo. La secuencia de hOTC
modificada por ingenieria genética (abreviada en el presente documento hOTCco) puede seleccionarse de hOTC
modificada por ingenieria genética de una de las SEQ ID NO: 3, 4 o 5, Opcionalmente, la secuencia del péptido de
transito de la hOTC modificada por ingenieria genética puede sustituirse por una secuencia de transito heteréloga para
proporcionar una hOTC quimérica, que conserva la hOTCasa madura.

Pueden seleccionarse otros promotores mas, incluyendo promotores especificos de tejido. Se conocen en la técnica
métodos para generar y aislar vectores viricos de AAV adecuados para su administracién a un sujeto. Véase, p. €.,
solicitud de patente publicada de los Estados Unidos n.2 2007/0036760 (15 de febrero de 2007), patente de los Estados
Unidos 7790449; patente de los Estados Unidos 7282199; documentos WO 2003/042397; WO 2005/033321, WO
2006/110689; y US 7588772 B2]. Las secuencias de AAV8 y métodos para generar vectores basados en la capside
de AAVS se describen en la patente de los Estados Unidos 7.282.199 B2, US 7.790.449 y US 8.318.480. En un primer
sistema, una linea celular productora se transfecta transitoriamente con una construccion que codifica el transgén
flanqueado por ITR y una construccion o construcciones que codifican rep y cap. En un segundo sistema, una linea
celular de empaquetamiento que proporciona de forma estable rep y cap se transfecta de forma transitoria con una
construccion que codifica el transgén flanqueado por las ITR. En cada uno de estos sistemas, se producen viriones
de AAV en respuesta a la infeccion por adenovirus auxiliar o herpesvirus, lo que requiere la separacion de los rAAV
del virus contaminante. Méas recientemente, se han desarrollado sistemas que no requieren infeccién con virus
auxiliares para recuperar el AAV, las funciones auxiliares necesarias (es decir, adenovirus E1, E2a, VA 'y E4 o
herpesvirus UL5, UL8, UL52 y UL29 y polimerasa de herpesvirus) también son suministradas, en trans, por el sistema.
En estos sistemas mas nuevos, las funciones auxiliares se pueden suministrar mediante transfeccion transitoria de las
células con construcciones que codifican las funciones auxiliares necesarias o las células se pueden modificar por
ingenieria genética para contener de manera estable genes que codifican las funciones auxiliares, cuya expresion se
puede controlar a nivel transcripcional o postranscripcional. En otro sistema mas, el transgén flanqueado por ITR y los
genes rep/cap se introducen en células de insecto mediante infeccion con vectores basados en baculovirus. Para
revisiones de estos sistemas de produccion, véase, en general, p. €j., Zhang et al, 2009, "Adenovirus-adeno-
associated virus hybrid for large-scale recombinant adeno-associated virus production”, Human Gene Therapy 20:
922-929. También se describen métodos de fabricacion y uso de estos y otros sistemas de produccion de AAV en las
siguientes patentes de los Estados Unidos: 5.139.941; 5.741.683; 6.057.152; 6.204.059; 6.268.213; 6.491.907;
6.660.514; 6.951.753; 7.094.604; 7.172.893; 7.201.898; 7.229.823; y 7.439.065.

El espacio disponible para el empaquetamiento se puede conservar combinando més de una unidad de transcripcion
en una sola construccion, reduciendo de este modo la cantidad de espacio de secuencia reguladora necesario. Por
ejemplo, un solo promotor puede dirigir la expresion de un solo ARN que codifica dos o tres 0 mas genes, y la
traduccion de los genes cadena abajo esta conducida por secuencias de IRES. En otro ejemplo, un solo promotor
puede dirigir la expresion de un ARN que contiene, en un solo marco abierto de lectura (ORF), dos o tres 0 mas genes
separados entre si por secuencias que codifican un péptido de autoescisién (p. ej., T2A) o un sitio de reconocimiento
de proteasa (p. €j., furina). Por tanto, el ORF codifica una sola poliproteina, que, ya sea durante (en el caso de T2A) o
después de la traduccion, se escinde en las proteinas individuales (tales como, p. ej., factor de transcripcion
transgénico y dimerizable). Debe observarse, sin embargo, que aunque estos sistemas de poliproteinas e IRES se
pueden utilizar para ahorrar espacio de empaquetamiento de AAV, solo pueden utilizarse para la expresién de
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componentes que pueden ser conducidos por el mismo promotor. En otra alternativa, la capacidad transgénica de
AAV puede aumentarse proporcionando ITR de AAV de dos genomas que pueden hibridarse para formar
concatameros de cabeza a cola.

Opcionalmente, los genes de hOTC descritos en el presente documento pueden utilizarse para generar vectores
viricos distintos de rAAV. Dichos otros vectores viricos pueden incluir el uso de cualquier virus adecuado para terapia
génica, incluyendo, pero sin limitacion, adenovirus; virus del herpes; lentivirus; retrovirus; etc. Convenientemente,
cuando se genera uno de estos otros vectores, se produce como un vector virico de replicacién defectuosa.

Un "virus de replicacion defectuosa” o "vector virico" se refiere a una particula virica sintética o artificial en la que un
casete de expresion que contiene un gen de interés estd empaquetado en una capside o envoltura virica, donde
cualquier secuencia genémica virica empaquetada también dentro de la capside o envoltura virica es deficiente en
replicacién; es decir, no puede generar viriones descendientes pero conservan la capacidad de infectar células diana.
En una realizacién, el genoma del vector virico no incluye genes que codifican las enzimas necesarias para la
replicacién (el genoma puede modificarse para que sea "dependiente de auxiliar", que contiene solo el transgén de
interés flanqueado por las sefales necesarias para la amplificacion y el empaquetamiento del genoma artificial), pero
estos genes pueden suministrarse durante la produccion. Por lo tanto, se considera seguro para su uso en terapia
génica, ya que la replicacion y la infeccion por viriones descendientes no pueden ocurrir excepto en presencia de la
enzima virica necesaria para la replicacion. Dichos virus de replicacion defectuosa pueden ser virus adenoasociados
(AAV), adenovirus, lentivirus (integradores o no integradores) u otra fuente de virus adecuada.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento estan disefiadas para su administracion a
sujetos que lo necesiten mediante cualquier via adecuada o una combinacién de diferentes vias. Se desea la
administracion directa o intrahepatica al higado y, opcionalmente, se puede realizar mediante administracién
intravascular, p. ej., a través de la vena porta, vena hepatica, conducto biliar o por trasplante. Como alternativa, se
pueden seleccionar otras vias de administracién (p. ej., oral, inhalacion, intranasal, intratraqueal, intraarterial,
intraocular, intravenosa, intramuscular y otras vias parentales). Las construcciones de administracion de hOTC
descritas en el presente documento pueden administrarse en una composicién Unica o en multiples composiciones.
Opcionalmente, se pueden administrar dos o0 mas AAV diferentes [véase, p. g]., documentos WO 2011/126808 y WO
2013/049493]. En otra realizacion, dichos mdltiples virus pueden contener diferentes virus de replicacion defectuosa
(p. €j., AAV, adenovirus y/o lentivirus). Como alternativa, la administracion puede estar mediada por construcciones
no viricas, p. €j., "ADN desnudo”, "ADN plasmidico desnudo”, ARN y ARNm; junto con diversas composiciones de y
nanoparticulas administracion, incluyendo, p. ej., micelas, liposomas, composiciones de lipido catiénico - acido
nucleico, composiciones de poliglucanos y otros polimeros, conjugados de acidos nucleicos a base de lipidos y/o
colesterol, y otras construcciones como las que se describen en el presente documento. Véase, p. €j., X. Su et al.,
Mol. Pharmaceutics, 2011, 8 (3), pags. 774-787; publicacion web: 21 de marzo de 2011; documentos WO2013/182683,
WO 2010/053572 y WO 2012/170930. Dichas construcciones de administracion de hOTC no viricas pueden
administrarse mediante las vias descritas anteriormente.

Los vectores viricos, o restos de transferencia de ADN o ARN no viricos, se pueden formular con un vehiculo
fisiologicamente aceptable para su uso en aplicaciones de transferencia génica y terapia génica. En el caso de los
vectores viricos de AAV, la cuantificacion de las copias del genoma ("CG") puede usarse como la medida de la dosis
contenida en la formulacion. Puede usarse cualquier método conocido en la técnica para determinar el numero de
copias del genoma (CG) de las composiciones de virus de replicacion defectuosa de la invenciéon. Un método para
realizar la valoracién numérica de CG de AAV es el siguiente: Las muestras de vector de AAV purificadas se tratan
primero con DNasa para eliminar el ADN del genoma de AAV no encapsidado o el ADN plasmidico contaminante del
proceso de produccién. Las particulas resistentes a la DNasa se someten después a un tratamiento térmico para
liberar el genoma de la capside. Después, los genomas liberados se cuantifican mediante PCR en tiempo real
utilizando conjuntos de cebadores/sondas que se dirigen a una region especifica del genoma virico (habitualmente
sefal de poli A). Las composiciones de virus de replicacion defectuosa se pueden formular en unidades de dosificacion
para contener una cantidad de virus de replicacion defectuosa que se encuentra en el intervalo de aproximadamente
1,0 x 10° CG a aproximadamente 1,0 x 10'®* CG (para tratar a un sujeto promedio de 70 kg de peso corporal) vy,
preferentemente, de 1,0 x 102 CG a 1,0 x 10" CG para un paciente humano. Preferentemente, la dosis de virus de
replicacion defectuosa en la formulacion es de 1,0 x 10° CG, 5,0 x 10° CG, 1,0 x 10" CG, 5,0 x 10'° CG, 1,0 x 10"
CG, 5,0x 10" CG, 1,0x 10" CG, 5,0 x 10'> CG, o 1,0 x 10" CG, 5,0 x 10'® CG, 1,0x 10" CG, 5,0 x 10 CG, o
1,0 x 10" CG.

ElI ADN y el ARN se miden en general en cantidades de nanogramos (ng) a microgramos (pg) de los acidos nucleicos.
En general, para un tratamiento en un ser humano, preferentemente se formulan y administran dosificaciones del ARN
en el intervalo de 1 ng a 700 pg, de 1 ng a 500 pg, de 1 ng a 300 pg, de 1 ng a 200 ug o de 1 ng a 100 pg. Se pueden
utilizar cantidades de dosificacion similares de una molécula de ADN que contiene un casete de expresion y que no
se administra a un sujeto mediante un vector virico para las construcciones de administracién de ADN de hOTC no
viricas.

La produccién de lentivirus se mide tal como se describe en el presente documento y se expresa como Ul por volumen
(p. €j., ml). Ul es unidad infecciosa o, como alternativa, unidades de transduccion (UT); Ul y UT se pueden usar
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indistintamente como una medida cuantitativa del titulo de una preparacion de particulas de vectores viricos. El vector
lentivirico normalmente no es integrador. La cantidad de particulas viricas es al menos aproximadamente 3 x 108 Ul,
y puede ser al menos aproximadamente 1 x 107 U, al menos aproximadamente 3 x 107 Ul, al menos aproximadamente
1x 108 Ul, al menos aproximadamente 3 x 108Ul, al menos aproximadamente 1x10° Ul o al menos
aproximadamente 3 x 10° UL.

Los vectores recombinantes descritos anteriormente pueden administrarse a células hospedadoras segun métodos
publicados. El rAAV, preferentemente suspendido en un vehiculo fisiolégicamente compatible, puede administrarse a
un paciente mamifero humano o no humano. Un experto en la materia puede seleccionar faciimente vehiculos
adecuados a la vista de la indicacion para la que se dirige el virus de transferencia. Por ejemplo, un vehiculo adecuado
incluye solucién salina, que puede formularse con diversas soluciones tamponantes (p. €j., solucién salina tamponada
con fosfato). Otros vehiculos ilustrativos incluyen solucion salina estéril, lactosa, sacarosa, fosfato de calcio, gelatina,
dextrano, agar, pectina, aceite de cacahuete, aceite de sésamo y agua. La seleccion del vehiculo no es una limitacion
de la presente invencion.

Opcionalmente, las composiciones de la invencién pueden contener, ademas del rAAV y el vehiculo o vehiculos, otros
ingredientes farmacéuticos convencionales, tales como conservantes o estabilizantes quimicos. Los conservantes
ilustrativos adecuados incluyen clorobutanol, sorbato de potasio, acido sérbico, diéxido de azufre, galato de propilo,
los parabenos, etil vainillina, glicerina, fenol y paraclorofenol. Los estabilizantes quimicos adecuados incluyen gelatina
y albdmina.

Los vectores viricos descritos en el presente documento pueden utilizarse para preparar un medicamento para
administrar ornitina transcarbamilasa a un sujeto (p. €j., un paciente humano) que lo necesite, suministrar hOTCasa
funcional a un sujeto y/o para tratar la deficiencia de ornitina transcarbamilasa. Un ciclo de tratamiento puede implicar
opcionalmente la administracion repetida del mismo vector virico (p. €j., un vector de AAV8) o un vector virico diferente
(p. €j., un AAV8 y un AAVrh10). Pueden seleccionarse otras combinaciones mas utilizando los vectores viricos y
sistemas de administracion no viricos descritos en el presente documento.

En otra divulgacién, las secuencias de acido nucleico descritas en el presente documento pueden administrarse
mediante una via no virica. Por ejemplo, una secuencia de hOTC puede ser a través de un sistema transportador para
expresion o administracion en forma de ARN (p. ej., ARNm) utilizando uno de varios sistemas transportadores que son
conocidos en la técnica. Dichos sistemas transportadores incluyen los proporcionados por entidades comerciales, tales
como la tecnologia denominada "SMARTT" de PhaseRx. Estos sistemas utilizan copolimeros en bloque para la
administracion a una célula huésped diana. Véase, p. ej., documento US 2011/0286957 titulado, "Multiblock Polymers",
publicado el 24 de noviembre de 2011; documento US 2011/0281354, publicado el 17 de noviembre de 2011;
documento EP2620161, publicado el 31 de julio de 2013; y documento WO 2015/017519, publicado el 5 de febrero de
2015. Véase, también, S. Uchida et al., (febrero de 2013) PLoS ONE 8 (2): e56220. Otros métodos mas implican
generar e inyectar ARNbc sintéticos [véase Soutschek et al. Nature (2004) 432 (7014): 173-8; véase, también,
Morrissey et al. Hepatol. (2005) 41 (6): 1349-56], también se ha demostrado la administracion local en el higado
mediante la inyeccién de ARN bicatenario directamente en el sistema circulatorio que rodea el higado mediante
cateterismo de la vena renal. [Véase Hamar et al. PNAS (2004) 101 (41): 14883-8]. Otros sistemas mas implican la
administracion de ARNbc y, en particular ARNip utilizando complejos catiénicos o formulaciones liposémicas [véase,
p. €j., Landen et al. Cancer Biol. Ther. (2006) 5 (12); véase, también, Khoury et al. Arthritis Rheumatol. (2006) 54 (6):
1867-77. También estan disponibles otras tecnologias de administracion de ARN, p. ej., de Veritas Bio [véase, p. €j.,
documento US 2013/0323001, 23 de diciembre de 2010, "In vivo delivery of double stranded RNA to a target cell"
(contenido citosdlico incluyendo ARN, p. e, ARNm, ARNip/ARNhp/miARN expresado, asi como
ARNip/ARNhp/miARN inyectado/introducido, o posiblemente incluso ADN transfectado presente en el citosol
empaquetado dentro de las exovesiculas y transportado a sitios distales tales como el higado)]. Se han descrito otros
sistemas mas para administracion in vivo de secuencias de ARN. Véase, p. ej., documento US 2012/0195917 (2 de
agosto de 2012) (analogos de ARN de caperuza 5' para mejorar la estabilidad y aumentar la expresion de ARN),
documento WO 2013/143555A1, 3 de octubre de 2013 y/o estan disponibles en el mercado (BioNTech, Alemania;
Valera (Cambridge, MA); Zata Pharmaceuticals).

Por tanto, en una realizacion, la divulgacién proporciona un ARNm de hOTC modificado por ingenieria genética de la
secuencia madura (al menos aproximadamente nt 99 - 1098) o la longitud completa de las SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13,
0 una secuencia que tiene al menos de 97 % a 99 % de identidad con la misma, en una composicién para la
administracion de ARN bicatenario o monocatenario que da lugar a la expresion de la hOTCasa madura en una célula
hospedadora diana, p. ej., una célula hepatica.

La cinética de la composicion descrita en el presente documento que contiene ARNm (administrado directamente, en
comparacién con transcrito a partir de una molécula de administracién de ADN) es en particular adecuada para su uso
en sujetos en crisis aguda, ya que la expresion de la hOTCasa a partir del ARNm puede verse en un periodo de varias
horas. Para evitar una rapida eliminacion del ARN, se modifica como se describe en el presente documento (p. €j.,
utilizando una caperuza o una base modificada), de modo que sus efectos puedan conservarse durante mas de 24
horas, durante 48 horas o hasta aproximadamente 3 dias (aproximadamente 72 horas). Puede ser deseable
coadministrar un ARNm directamente como se describe en el presente documento y coadministrar al mismo tiempo o
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sustancialmente al mismo tiempo, una composicién de hOTC basada en ADN o vector virico como se define en el
presente documento. Por tanto, un sujeto puede recibir tratamiento inmediato y en el momento en que la expresion
mediada por ARNm comienza a disminuir, la expresion de hOTC a largo plazo conferida por una expresion mediada
por un vector virico comienza a surtir efecto. Como alternativa, un sujeto puede recibir una segunda administracion de
una composicion basada en ARNm como se define en el presente documento. Las composiciones de ARNm descritas
en el presente documento pueden usarse en otros regimenes o métodos terapéuticos, incluyendo los que implican a
pacientes con OTCD que no estan en crisis aguda.

Las composiciones segun la presente invencién pueden comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal
como se ha definido anteriormente. En una realizacion, la composicién comprende un copolimero en bloque asociado
con un polinucledtido de hOTC como se describe en el presente documento. Los copolimeros en bloque pueden formar
una micela, de manera que la micela comprenda una pluralidad de copolimeros en bloque.

Normalmente, dicha composicién contiene una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de ARNm
correspondiente a la secuencia de hOTC que codifica la hOTCasa madura (al menos aproximadamente nt 99 a 1098).
Ademas, esta molécula de &cido nucleico puede incluir la regién 5' no traducida (UTR), también conocida como la
secuencia lider o ARN lider, y uno 0 més de un intrén o intrones opcionales, un exén o exones opcionales, una
secuencia opcional de Kozak, un WPRE opcional y una poliA, y la 3' UTR que flanquea las secuencias codificantes.
Las secuencias lider adecuadas incluyen las analizadas anteriormente en relacién con las secuencias de ADN de
hOTC. Se han analizado anteriormente ejemplos de fuentes de secuencias lider adecuadas, distintas de las
secuencias lider de hOTC nativas, o las correspondientes a fig. 2, fig. 3, fig. 4 o fig. 5. De manera similar, se han
analizado anteriormente fuentes de intrones adecuados, poliA y secuencias de Kozak y son aplicables al suministro
de las secuencias de ARN correspondientes analizadas en el presente parrafo. Ademas, se pueden generar diversas
modificaciones al ARN, p. ej., se puede obtener por ingenieria genética una estructura de caperuza 5' modificada en
la construccion para evitar la eliminacion rapida del ARNm in vivo, o por otra razén deseada. Los expertos en la técnica
conocen métodos para generar tales estructuras de caperuza 5'. Véase, p. €j., documentos US 2012/0195917 y WO
2013/143555A1, 3 de octubre de 2013. Ademas, se pueden utilizar nucleétidos modificados para producir ARNm in
vitro, como pseudouridina. También se puede dosificar ARN repetidamente, o se puede dosificar al sujeto primero con
ARNm para tratar crisis neonatales seguido de administraciéon mediada por vectores viricos (p. ej., AAV) para terapia
a largo plazo y para prevenir fibrosis/cirrosis y/o carcinoma hepatocelular.

El ARNm se puede sintetizar a partir de las secuencias de ADN de hOTC descritas en el presente documento, usando
técnicas que se conocen bien en la materia. Por ejemplo, Cazenave C, Uhlenbeck OC, RNA template-directed RNA
synthesis by T7 RNA polymerase. Proc Natl Acad Sci USA. 19 de julio de 1994; 91 (15): 6972-6, describen el uso de
la ARN polimerasa de T7 para generar ARN a partir de moldes de ADNc o ARN. Véase también, Wichlacz A1,
Legiewicz M, Ciesiolka J., Generating in vitro transcripts with homogenous 3' ends using trans-acting antigenomic delta
ribozyme., Nucleic Acids Res. 18 de febrero de 2004; 32 (3): e39; Krieg PA, Melton DA., Functional messenger RNAs
are produced by SP6 in vitro transcription of cloned cDNAs, Nucleic Acids Res. 25 de septiembre de 1984; 12 (18):
7057-70; y Rio, D. C., et al. RNA: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory Press,
2011, 205-220. Ademas, los equipos y protocolos para generar ARNm estan disponibles comercialmente que incluyen,
sin limitacion, el sistema de transcripcion in vitro Riboprobe® (Promega Corp.); sistemas de produccion de ARN a gran
escala RiboMAX™ (Promega Corp.); equipo MAXIscript (Ambion); equipo MEGiIscript (Ambion); equipo de ARNa
MessageAmp™ (Ambion); equipos MMESSAGE mMACHINE® (Ambion); y equipo de sintesis de ARN de alto
rendimiento HiScribe™ T7 (New England Biolabs® Inc.). EIl ARN personalizado también se puede generar
comercialmente a partir de empresas incluyendo, sin limitacién, TriLink Biotechnologies; bioSYNTHESIS; GE
Dharmacon; e IBA Lifesciences.

Las secuencias de ADN de hOTC descritas en el presente documento se pueden generar in vitro y sintéticamente,
usando técnicas muy conocidas en este campo. Por ejemplo, se puede utilizar el método de sintesis precisa basada
en PCR (PAS) de secuencias largas de ADN, como se describe en Xiong et al, PCR-based accurate synthesis of long
DNA sequences, Nature Protocols 1, 791 - 797 (2006). Se describe un método que combina los métodos de PCR
asimétrica doble y PCR de extension solapante en Young y Dong, Two-step total gene synthesis method, Nucleic
Acids Res. 2004; 32 (7): e59. Véase también, Gordeeva et al., J Microbiol Methods. Improved PCR-based gene
synthesis method and its application to the Citrobacter freundii phytase gene codon modification. mayo de 2010; 81
(2): 147-52. Publicacion electronica 10 de marzo de 2010; véase, también, las siguientes patentes sobre sintesis de
oligonucledtidos y sintesis de genes, Gene Seq. abril de 2012; 6 (1): 10-21; US 8008005; y US 7985565. Ademas, los
equipos y protocolos para generar ADN mediante PCR estan disponibles en el mercado. Estos incluyen el uso de
polimerasas incluyendo, sin limitacion, Taqg polimerasa; OneTag® (New England Biolabs); ADN polimerasa de alta
fidelidad Q5® (New England Biolabs); y polimerasa GoTaq® G2 (Promega). También se puede generar ADN a partir
de células transfectadas con plasmidos que contienen las secuencias de hOTC descritas en el presente documento.
Los kits y protocolos son conocidos y estan disponibles en el mercado e incluyen, sin limitacién, equipos de plasmidos
QIAGEN; equipos de plasmidos de filtro Cliargeswitcli® Pro (Invitrogen); y equipos de plasmidos GenElute™ (Sigma
Aldrich). Otras técnicas Utiles en el presente documento incluyen métodos de amplificacion isotérmica de secuencia
especifica, que eliminan la necesidad de termociclado. En lugar de calor, estos métodos emplean habitualmente una
ADN polimerasa de desplazamiento de hebra, como ADN polimerasa Bst, fragmento grande (New England Biolabs),
para separar ADN bicatenario. También se puede generar ADN a partir de moléculas de ARN por amplificacion
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mediante el uso de transcriptasas inversas (RT), que son ADN polimerasas dependientes de ARN. Las RT polimerizan
una hebra de ADN que es complementaria del molde de ARN original y se denomina ADNc. Este ADNc puede después
amplificarse adicionalmente mediante PCR o métodos isotérmicos como se ha descrito anteriormente. EI ADN
personalizado también se puede generar comercialmente a partir de empresas incluyendo, sin limitacién, GenScript;
GENEWIZ®; GeneArt® (Life Technologies); e Integrated DNA Technologies.

El término "expresién" se usa en el presente documento en su significado mas amplio y comprende la produccién de
ARN o de ARN y proteina. Con respecto al ARN, el término "expresion" o "traduccion" se refiere en particular a la
produccion de péptidos o proteinas. La expresion puede ser transitoria o estable.

El término "traduccion” en el contexto de la presente invencion se refiere a un proceso en el ribosoma, en donde una
cadena de ARNm controla el ensamblaje de una secuencia de aminoacidos para generar una proteina o un péptido.

Segun la presente invencién, se administra una "cantidad terapéuticamente eficaz" de la hOTC como se describe en
el presente documento para lograr el resultado deseado, es decir, tratamiento de la deficiencia de OTC o uno o mas
sintomas de la misma. Como se describe en el presente documento, un resultado deseado incluye reducir los niveles
de &cido ordtico, reducir la hiperamonemia y/o minimizar o eliminar una o mas de las complicaciones neurofisicas,
incluyendo el retraso del desarrollo, dificultades de aprendizaje, discapacidad intelectual, trastorno por déficit de
atencién con hiperactividad y déficits de la funcién ejecutiva. El tratamiento puede incluir el tratamiento de sujetos que
tienen una enfermedad grave de inicio neonatal (hombres o, con menos frecuencia, mujeres) y enfermedad de inicio
tardio (parcial) en hombres y mujeres, que puede presentarse desde la primera infancia hasta la nifiez posterior,
adolescencia o adultez. En determinadas realizaciones, la invencién proporciona vectores viricos rAAV para su uso
en un método de tratamiento de la deficiencia de ornitina transcarbamilasa (OCTD) en un paciente humano. Métodos
de tratamiento y/o prevencion de la fibrosis y/o cirrosis en sujetos, en particular, se describen en el presente documento
los sujetos heterocigotos de aparicion tardia mediante la administracion de hOTC. En una realizacion, los objetivos
terapéuticos para la deficiencia de OTC son mantener el amoniaco en plasma a menos de <80 umol/l, glutamina en
plasma <1000 pmol/l, argininemia 80-150 pmol/l y aminoacidos de cadena ramificada dentro del intervalo normal. Sin
embargo, el médico tratante puede seleccionar otros criterios de valoracion terapéuticos.

En otro aspecto mas, la divulgacion proporciona vectores viricos o rAAV para su uso en el rescate y/o el tratamiento
de OTCD de un sujeto neonatal que comprende la etapa de administrar un gen de hOTC al higado de un sujeto recién
nacido (p. ej., un paciente humano). Este método puede utilizar cualquier secuencia de acido nucleico que codifique
una hOTCasa funcional, ya sea una hOTC sintética como se describe en el presente documento o una hOTC de tipo
silvestre, o una hOTC de otra fuente, o una combinacién de las mismas. En una realizacion, el tratamiento neonatal
se define como la administracion de una hOTC como se describe en el presente documento en las primeras 8 horas,
las primeras 12 horas, las primeras 24 horas o las primeras 48 horas después del parto. En otra realizacion, en
particular para un primate, el parto neonatal se realiza dentro del periodo de aproximadamente 12 horas a
aproximadamente 1 semana, 2 semanas, 3 semanas o aproximadamente 1 mes, o después de aproximadamente 24
horas a aproximadamente 48 horas. Para abordar la dilucién debido a la rapida renovacion de las células hepaticas
en un mamifero en crecimiento (p. €j., un primate no humano o humano), es deseable que la terapia neonatal vaya
seguida de readministracion aproximadamente a los 3 meses de edad, aproximadamente 6 meses, aproximadamente
9 meses o aproximadamente 12 meses. Opcionalmente, se permite mas de una readministracion. Dicha
readministracion puede ser con el mismo tipo de vector o con un vector virico diferente.

En un aspecto de la divulgacién, se utiliza un sistema de administracion basado en ARN para hOTC funcional para
estabilizar a un sujeto (p. ej., un paciente humano) en crisis, seguido de la administracion de una administracién
mediada por un vector virico de una hOTC funcional.

En otro aspecto de la divulgacién, la terapia inicial de la divulgacion implica la coadministracion de sistemas de
administracion de hOTC mediados y no mediados por virus.

En un aspecto adicional de la divulgacion, la hOTC de las construcciones de ADN y ARN de la divulgacion se puede
utilizar sola o en combinacién con el tratamiento de referencia para el diagnoéstico y el estado del paciente.

Como se describe en los ejemplos funcionales del presente documento, los inventores han descubierto que los sujetos
heterocigotos para OTCD, incluyendo los que tienen OTCD de aparicion tardia, tiene un aumento de fibrosis y/o
esteatosis microvesicular en todo el higado. Dichas fibrosis hepatica y/o esteatosis microvesicular puede conducir a
cirrosis relacionada con OTCD. Por tanto, en otro aspecto, la divulgacion proporciona vectores viricos o rAAV para su
uso en la prevencién de la fibrosis hepética y/o la afeccién médica asociada a la cirrosis relacionada con OTCD
mediante la administracion al sujeto (p. €j., un paciente humano) de una hOTC. Este aspecto de la divulgacion puede
utilizar un sistema de administracién virico. El casete de expresion de acido nucleico puede contener un ADN o ARN
de hOTC sintético como se proporciona en el presente documento u otra secuencia adecuada que expresa hOTC
funcional. En un aspecto, se proporciona un uso de vectores viricos o rAAV para tratar y/o prevenir la fibrosis hepatica,
esteatosis microvesicular y/o cirrosis relacionada con OTCD que implica administrar OTCasa a un sujeto que tiene
OTCD. El sujeto puede ser un paciente humano. En una realizacion, el paciente es heterocigoto y tiene OTCD de
aparicion tardia. Es posible que el paciente no haya recibido tratamiento previo para OTCD o que haya recibido otros
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tratamientos convencionales. En la actualidad, no existe un tratamiento de referencia para OTCD, sino que los
sintomas se tratan, p. ej., mediante la interrupcion de la ingesta de proteinas, aumentos compensatorios de los
carbohidratos y lipidos en la dieta, hemodidlisis para pacientes comatosos con niveles sanguineos extremadamente
altos; y/o administracién intravenosa de benzoato de sodio, arginina y/o fenilacetato de sodio. La FDA de los Estados
Unidos ha aprobado el fenilbutirato de glicerol (Ravicti®) para el tratamiento a largo plazo de algunos trastornos del
ciclo de la urea en pacientes de 2 afios 0 mas; este farmaco ayuda a eliminar el amoniaco del cuerpo y esta destinado
a pacientes que no pueden ser tratados Unicamente con una dieta restringida en proteinas o suplementos de
aminoacidos. En un aspecto, el tratamiento del paciente (p. €j., una primera inyeccion) se inicia antes del primer ano
de vida. En otro aspecto, el tratamiento se inicia después del primer afio, o después de los primeros 2 a 3 afos de
edad, después de los 5 afos de edad, después de los 11 afios 0 en una edad mayor.

En un aspecto, los vectores viricos o rAAV de la divulgacidén proporcionan un uso para tratar y/o invertir la fibrosis
hepatica y/o la cirrosis relacionada con OTCD mediante la administracién al sujeto de una OTCasa funcional que esta
codificada por un ADN modificado por ingenieria genética de las SEQ ID NO: 1, 3, 4 0 5, o un ADN quimérico como
se define en el presente documento. La administracion del ADN puede estar mediada por un vector virico que contiene
el modificado por ingenieria genética en un casete de expresiéon, que media en la expresion de OTCasa funcional en
las células hepéticas del sujeto. En otra realizacién, se administra al sujeto un ARN quimérico como se define en el
presente documento. La administracion del ARN puede estar mediada por un vector virico que contiene el ARN
modificado por ingenieria genética en un casete de expresion, que media en la expresion de OTCasa funcional en las
células hepaticas del sujeto.

Los sujetos con OTCD heterocigotos tienen un mayor riesgo de desarrollar carcinoma hepatocelular (HCC). Véase, p.
ej., JM Wilson et al., Molecular Genetics and Metabolism (2012), Mol Genet Metab. feb de 2012; 105 (2): 263-265,
publicado en linea el 7 de noviembre de 2011. Por tanto, en otro aspecto, la divulgacién proporciona vectores viricos
o rAAV para su uso en el tratamiento y/o la prevencion de HCC al administrar al sujeto (p. €j., un paciente humano)
una hOTC. Este aspecto de la invencion utiliza un sistema de administracion virico. El casete de expresion de acido
nucleico puede contener un ADN o ARN de hOTC sintético como se proporciona en el presente documento. Es posible
que el paciente no haya recibido tratamiento previo para OTCD o que haya recibido otros tratamientos convencionales,
es decir, tratamiento de referencia. En una realizacion, el tratamiento del paciente (p. €j., una primera inyeccion) se
inicia antes del diagnostico de HCC. En otra realizacion, el tratamiento del paciente se inicia tras el diagnostico de
HCC. Opcionalmente, el tratamiento implica la coadministracion con sorafenib (disponible en el mercado como
Nexavar®) o su uso junto con quimioembolizacion, radiacién, ablacion térmica, inyeccion de etanol precuténeo, terapia
dirigida (p. ej., farmacos antiangiogénesis), infusion arterial hepética de farmacos antineoplésicos, inmunoterapia, o
con opciones quirdrgicas incluyendo, p. €j., extirpacién, criocirugia y trasplante de higado. Cuando se usa para el
tratamiento del HCC, puede ser deseable seleccionar un sistema de administracion no integrador (p. €j., virus no
integradores tales como adenovirus o lentivirus no integradores) para administracion de un ADN o ARN de hOTC
sintético como se describe en el presente documento.

Por "OTC funcional", se entiende un gen que codifica la OTCasa de tipo silvestre tal como se caracteriza por la SEQ
ID NO: 2 u otra OTCasa que proporciona al menos aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 75 %, al
menos aproximadamente 80 %, al menos aproximadamente 90 % o aproximadamente el mismo o mas de 100 % del
nivel de actividad biol6gica de la enzima ornitina transcarbamilasa humana de tipo silvestre, que se puede caracterizar
por la secuencia de la SEQ ID NO: 2 o una variante natural o polimorfo de la misma que no esta asociado con la
enfermedad. Mas en particular, ya que los pacientes heterocigotos pueden tener un nivel funcional de OTCasa tan
bajo como aproximadamente 50 % o0 menos, el tratamiento eficaz puede no requerir el reemplazo de la actividad
OTCasa a niveles dentro del rango de pacientes "normales" o sin OTCD. De manera similar, los pacientes que no
tienen cantidades detectables de OTCasa pueden ser rescatados administrando la funcion OTCasa a niveles de
actividad inferiores al 100 % y, opcionalmente, pueden someterse a un tratamiento adicional posteriormente. Como se
describe en el presente documento, la terapia génica descrita en el presente documento, ya sea virica o no virica, se
puede utilizar junto con otros tratamientos, es decir, el tratamiento de referencia para el diagndstico del sujeto
(paciente).

En una realizacién, dicha OTCasa funcional tiene una secuencia que tiene aproximadamente 95 % o mas de identidad
con la proteina madura (es decir, aproximadamente los Ultimos 322 aminodacidos) o la secuencia de longitud completa
de la SEQ ID NO: 2, o aproximadamente 97 % de identidad o mas, o aproximadamente 99 % o mas con la SEQ ID
NO: 2 al nivel de aminoacidos. Dicha OTCasa funcional también puede abarcar polimorfos naturales que no estan
asociados con ninguna enfermedad (p. ej., F101, L111 y/o WI193-194 de la SEQ ID NO: 2). La identidad se puede
determinar preparando una alineacién de las secuencias y mediante el uso de diversos algoritmos y/o programas
informaticos conocidos en la técnica o disponibles en el mercado [p. ej., BLAST, ExPASy; ClustalO; FASTA; utilizando,
p. €j., algoritmo de Needleman-Wunsch, algoritmo de Smith-Waterman].

Existen diversos ensayos para medir la expresion y los niveles de actividad de OTC in vitro. Véase, p. €j., X Ye, et al.,
1996 Prolonged metabolic correction in adult ornithine transcarbamylase-deficient mice with adenoviral vectors. J Biol
Chem 271: 3639-3646) o in vivo. Por ejemplo, la actividad enzimatica de OTC se puede medir utilizando un método
de dilucion de is6topos estables por espectrometria de masas de cromatografia liquida para detectar la formacién de
citrulina normalizada a [1,2,3,4,5-13C5] citrulina (98 % 13C). El método esta adaptado de un ensayo desarrollado
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previamente para la deteccion de la actividad de la N-acetilglutamato sintasa [Morizono H, et al., Mammalian N-
acetylglutamate synthase. Mol Genet Metab. 2004; 81 (Supl. 1): S4-11.]. Se pesan cortes de higado fresco congelado
y se homogeneizan brevemente en tampén que contiene HEPES 10 mM, Triton X-100 al 0,5 %, EDTA2,0 mMy DTT
0,5 mM. El volumen de tampon de homogeneizacién se ajusta para obtener 50 mg/ml de tejido. La actividad enzimatica
se mide utilizando 250 g de tejido hepatico en Tris-acetato 50 mM, ornitina 4 mM, fosfato de carbamilo 5 mM, pH 8,3.
La actividad enzimatica se inicia con la adicion de carbamilfosfato 50 mM recién preparado disuelto en Tris-acetato
50 mM pH 8,3, se dej6 continuar durante 5 minutos a 25 °C y se inactivé mediante la adicion de un volumen igual de
13C5-citrulina 5 mM en TCA al 30 %. Los desechos se separan mediante 5 minutos de microcentrifugacién y los
sobrenadantes se transfieren a frascos para espectroscopia de masas. Se inyectan diez pl de muestra en un LC-MS
Agilent serie 1100 en condiciones isocraticas con una fase movil de 93 % de disolvente A (1 ml de &cido trifluoroacético
en 1| de agua):7 % de disolvente B (1 ml de acido trifluoroacético en 1 | de agua/acetonitrilo 1:9). Se cuantifican los
picos correspondientes a citrulina [176,1 de relacion masa:carga (m/z)] y 13C5-citrulina (181,1 m/z), y sus relaciones
se comparan con las relaciones obtenidas para una curva patron de citrulina ejecutada con cada ensayo. Las muestras
se normalizan con respecto al tejido hepatico total o a la concentracion de proteina determinada mediante un equipo
de ensayo de proteinas Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, CA). También se pueden utilizar otros ensayos, que no requieren
biopsia hepatica. Uno de estos ensayos es un ensayo de aminoacidos plasmaticos en el que se evalla la proporcién
de glutamina y citrulina y si la glutamina es alta (>800 microlitros/litro) y la citrulina baja (p. ej., menos de 10), se
sospecha un defecto del ciclo de la urea. Se pueden medir los niveles de amoniaco en plasma y una concentraciéon
de aproximadamente 100 micromoles por litro es indicativa de OTCD. Se puede realizar una gasometria si un paciente
esta hiperventilando; la alcalosis respiratoria es frecuente en la OTCD. El acido orético en la orina, p. ej., mas de
aproximadamente 20 micromoles por milimol de creatina es indicativo de OTCD, al igual que el orotato urinario elevado
después de la prueba de provocacion con alopurinol. Los criterios de diagnostico para OTCD se han expuesto en
Tuchman et al., 2008, Consorcio de Trastornos del Ciclo de la Urea (UCDC) de la Red de Investigacion Clinica de
Enfermedades Raras (RDCRN). Tuchman M, et al., Consorcio de la Red de Investigaciéon Clinica de Enfermedades
Raras. Cross-sectional multicenter study of patients with urea cycle disorders in the United States. Mol Genet Metab.
2008; 94: 397-402. Véase, también, http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK.154378/, que proporciona un analisis del
tratamiento de referencia para OTCD.

Cabe sefialar que el término "un" o0 "uno/a" se refiere a uno o méas. Como tales, las expresiones "un" (o "uno/a"), "uno/a
0 mas" y "al menos uno/a" se usan indistintamente en el presente documento.

Las palabras "comprender”, "comprende" y "que comprende" deben interpretarse de manera inclusiva en lugar de
exclusiva. Las palabras "consistir", "que consiste" y sus variantes, deben interpretarse de manera exclusiva, en lugar
de inclusiva. Aunque se presentan diversas realizaciones en la memoria descriptiva que utilizan la expresion "que
comprende”, en otras circunstancias, también se pretende que una realizacién relacionada también sea interpretada

y descrita usando la expresion "que consiste en" o "que consiste esencialmente en".

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" significa una variabilidad del 10 % (£10 %)
con respecto a la referencia dada, a menos que se especifique otra cosa.

El término "regulacién” o variaciones del mismo como se usa en el presente documento se refiere a la capacidad de
un compuesto de férmula (1) para inhibir uno 0 mas componentes de una ruta biolégica.

Un "sujeto” es un mamifero, p. ej., un ser humano, ratén, rata, cobaya, perro, gato, caballo, vaca, cerdo o primate no
humano, tal como un mono, chimpancé, babuino o gorila.

Como se usa en el presente documento, "enfermedad", "trastorno" y "afecciéon" se usan indistintamente, para indicar
un estado andémalo en un sujeto.

A menos que se definan de otro modo en la presente memoria descriptiva, los términos técnicos y cientificos utilizados
en el presente documento tienen el mismo significado que el que entiende habitualmente un experto habitual en la
materia y por referencia a textos publicados, que proporcionan a un experto en la materia una guia general para
muchos de los términos utilizados en la presente solicitud.

Los siguientes ejemplos son ilustrativos.
Ejemplo 1: vectores scAAV que contienen hOTC

pAAVsc.TBG.hOTCwt y pAAVsc.TBG.hOTCco-LW4 se construyeron reemplazando la secuenciacion de codificacion
mOTC con ADNc de hOTC de tipo silvestre (TS) (hOTCts) o hOTCcolL W, respectivamente, en un plasmido procedente
del pAAVsc.TBG.mOTC1.3 previamente descrito con el intrén alterado [Moscioni D, et al., "Long-term correction of
ammonia metabolism and prolonged survival in ornithine transcarbamylase-deficient mice following liver-directed
treatment with adeno-associated viral vectors", Mol Ther. 2006; 14: 25-33; Cunningham SC, et al., "AAV2/8-mediated
correction of OTC deficiency is robust in adult but not neonatal Spf(ash) mice", Mol Ther. 2009; 17: 1340-1346; Wang
L, et al., "Sustained correction of OTC deficiency in spfashmice using optimized self-complementary AAV2/8 vectors",
Gene Ther. abril de 2012; 19 (4): 404-10, publicacion electrénica del 18 de agosto de 2011].
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El scAAV2/8.TBG.hOTCco-LW4 contiene una ITR 3"y un ITR 5' de AAV2 con una supresion en la secuencia D y trs
(sitio de resolucion terminal), un promotor de TBG, el gen de hOTCco-LW4 y un poliA de SV40 de 137 pb. Las dos
preparaciones de vectores (AAV2/8sc.TBG.hOTCwt y AAV2/8sc.TBG.hOTCco-LW4) utilizadas en el estudio de
comparacion inicial se purificaron mediante dos ciclos de centrifugacion en gradiente de cloruro de cesio, como se ha
descrito anteriormente [Wang L, et al., Systematic evaluation of AAV vectors for liver directed gene transfer in murine
models. Mol Ther. 2010; 18: 118-125]. Los vectores utilizados en el resto del estudio se produjeron mediante un método
de produccién a escala basado en la transfeccién de polietilenimina (PEI) y se purificaron a partir del sobrenadante o
lisado total mediante centrifugacion en gradiente de iodixanol como se ha descrito [Lock M, et al., Hum Gene Ther.
2010; 21: 1259-1271]. Se determinaron los titulos del genoma [copias del genoma (CG)/ml] de los vectores de AAV
mediante PCR en tiempo real utilizando conjuntos de cebadores y sondas dirigidos al promotor de TBG (cebador
directo 5-AAACTGCCAATTCCACTGCTG-3' [SEQ ID NO: 14], cebador inverso 5'-CCATAGGCAAAAGCACCAAGA-
3' [SEQ ID NO: 15], sonda 6FAM-TTGGCCCAATAGTGAGAACTTTTTCCTGC [SEQ ID NO: 16] -TAMRA) y usando
un plasmido linealizado como patrén. El cebador directo esta ubicado 400 pb cadena abajo de la horquilla cerrada 5'.
Fagone et al. [Systemic errors in quantitative polymerase chain reaction titration of self-complementary adeno-
associated viral vectors and improved over alternative methods, Hum Gene Ther Methods. febrero de 2012; 23 (1): 1-
7.] informaron recientemente de que el método de PCR cuantitativa (Q-PCR) podria subestimar significativamente el
titulo de los vectores scAAV, especialmente cuando los cebadores de PCR estaban cerca de la horquilla cerrada del
vector scAAV. El titulo de un lote de vector AAV2/8sc. TBG.hOTCco-LW4 utilizando un conjunto de cebadores y sondas
dirigido a la regién poliA (1900 pb cadena abajo de la horquilla cerrada 5'), y el titulo del genoma fue 1,1 veces el titulo
original, que estaba dentro del error intraensayo de Q-PCR.

Se evaluaron los niveles de expresion de proteinas OTC y la actividad OTC en el higado de ratones spfash 14 dias
después de la inyeccién i.v. de 1 x 10'" CG de los vectores AAV2/8sc. TBG.hOTCwt o AAV2/8sc.TBG.hOTCco-LW4.
Los ratones spfé" son un modelo de enfermedad de OTC de aparicion tardia en seres humanos. Todos los
procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con los protocolos aprobados por el Comité Institucional de
Uso y Cuidado de Animales (IACUC) de la Universidad de Pensilvania. Los ratones spfa" se mantuvieron en las
instalaciones para animales de los laboratorios de investigacion traslacional de la Universidad de Pensilvania como se
ha descrito anteriormente. En los estudios se utilizaron ratones spfash de tres a seis meses de edad y sus comparieros
de camada normales. Los vectores se administraron mediante inyeccion intravenosa (i.v.) a través de la vena de la
cola. El alcance de la transferencia de genes basada en genomas de vectores residentes no fue estadisticamente
diferente entre los dos grupos. Se recogieron muestras de orina antes y en varios puntos de tiempo después del
tratamiento con vector para el analisis de acido orético como se ha descrito anteriormente [Moscioni D, et al., Long-
term correction of ammonia metabolism and prolonged survival in ornithine transcarbamylase-deficient mice following
liver-directed treatment with adeno-associated viral vectors. Mol Ther. 2006; 14: 25-33].

Se realizé analisis de transferencia de Western para detectar la expresion de hOTC en el lisado de higado como se
ha descrito anteriormente [Wang L, et al., 2012, publicacién electrénica 2011)]. El anticuerpo primario para detectar
hOTC fue un anticuerpo policlonal de conejo personalizado proporcionado por el laboratorio de Hiroki Morizono en el
Centro Médico Infantil Nacional. Los lisados de higado (10 pg/carril) también se transfirieron y exploraron con un
anticuerpo anti-tubulina (Abcam, Cambridge, MA). El andlisis de Western demostrd una expresion 100 veces mayor
de hOTC del vector hOTCco-LW4 en comparacién con el vector hOTCwt, alcanzando niveles ligeramente superiores
a los observados en ratones TS.

La actividad enzimatica de OTC se midi6 utilizando un método de dilucion de isétopos estables por espectrometria de
masas de cromatografia liquida para detectar la formacién de citrulina normalizada a [1,2,3,4,5-13C5] citrulina (98 %
de 13C). El método esta adaptado de un ensayo desarrollado previamente para la deteccion de la actividad de la N-
acetilglutamato sintasa [Morizono H, et al., Mammalian N-acetylglutamate synthase. Mol Genet Metab. 2004; 81 (Supl.
1): S4-11.]. Se pesaron cortes de higado fresco congelado y se homogeneizaron brevemente en tampdn que contenia
HEPES 10 mM, Triton X-100 al 0,5 %, EDTA 2,0 mM y DTT 0,5 mM. El volumen de tamp6n de homogeneizacion se
ajusto para obtener 50 mg/ml de tejido. La actividad enzimatica se midi6 utilizando 250 ug de tejido hepatico en Tris-
acetato 50 mM, ornitina 4 mM, fosfato de carbamilo 5 mM, pH 8,3. La actividad enzimatica se inici6 con la adiciéon de
carbamilfosfato 50 mM recién preparado disuelto en Tris-acetato 50 mM pH 8,3, se dejé continuar durante 5 minutos
a 25 °C y se inactivd mediante la adicién de un volumen igual de 13C5-citrulina 5 mM en TCA al 30 %. Los desechos
se separaron mediante 5 minutos de microcentrifugacion y los sobrenadantes se transfirieron a frascos para
espectroscopia de masas. Se inyectaron diez pl de muestra en un LC-MS Agilent serie 1100 en condiciones isocraticas
con una fase movil de 93 % de disolvente A (1 ml de acido trifluoroacético en 1 | de agua):7 % de disolvente B (1 ml
de acido trifluoroacético en 1 | de agua/acetonitrilo 1:9). Se cuantificaron los picos correspondientes a citrulina [176,1
de relacién masa:carga (m/z)] y 13C5-citrulina (181,1 m/z), y sus relaciones se compararon con las relaciones
obtenidas para una curva patrén de citrulina ejecutada con cada ensayo. Las muestras se normalizaron con respecto
al tejido hepatico total o a la concentracién de proteina determinada mediante un equipo de ensayo de proteinas Bio-
Rad (Bio-Rad, Hercules, CA).

Se encontr6é que el vector que porta ADNc de hOTC maodificado por ingenieria genética denominado en el presente

documento LW4 (fig. 4) mejora los niveles de proteina hOTC expresada en 100 veces. Una evaluacion de la actividad
enzimatica de OTC se correlacioné en general con los experimentos de transferencia de Western de OTC, aunque la
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proteina OTC fue mas elevada que la actividad enzimatica de OTC en comparacion con la OTC endoégena. Al restar
los niveles de actividad de fondo en los ratones spfash, el hOTCco-LW4 dio lugar a una actividad mas de 33 veces
mayor que la hOTCwt. Se observaron niveles de actividad y expresion de hOTC sostenidos y correlacionados con la
dosis en los ratones spfash tratados. En comparaciéon con un vector de OTC murino descrito anteriormente que se
diferenciaba principalmente en el ADNc, el vector que portaba el vector hOTCco-LW4 era aproximadamente 10 veces
mas potente.

El vector ilustrativo que portaba el hOTCco-LW4 modificado (fig. 4) proporciond un alto nivel de transduccion, segun
lo medido por ensayos histologicos de OTC, a lo largo de una amplia gama de dosis. Entre las dosis 1 x 10" CG y
3 x 10° CG, la eficacia de transduccion, seguin lo medido por tincidn histoquimica, varié entre 50-70 %. A la dosis méas
baja de 1 x 10° CG, el 40 % de las areas hepaticas fueron positivas por tincién histoquimica de OTC. La falta de un
efecto de dosis claro por histoquimica e inmunotincion podria deberse al hecho de que la optimizacién de codones
mejor6 significativamente la expresién de hOTC en los hepatocitos transducidos. Esto conduce a una sensibilidad
mejorada para detectar células transducidas con bajas copias del genoma del vector. La transduccion podria saturarse
con altas dosis de vector (1 x 10'" - 1 x 10'9 CG) v, por lo tanto, la eficacia de transduccién medida por métodos de
deteccion in situ no diferenciarian entre grupos de dosis baja y alta en contraste con la actividad enzimatica de OTC
en lisados hepaticos medida por espectrometria de masas.

Se realiz6 un estudio adicional en el que se evalud la expresidon neonatal de hOTC en ratones spfsh, inyectado el dia
1 de vida, utilizando scAAV2/8. TBG.hOTCco en una dosis de 5 x 1019 CG/cria inyectado a través de la vena temporal.
Se detectd expresion robusta a las 24 y 48 horas. Se realizaron estudios adicionales utilizando dosis de 1 x 10",
3x 10, y 1 x 10'° y se evaluaron durante 12 semanas. Durante el periodo de 16 semanas del estudio, se observd
una reduccion en los niveles iniciales de expresion robusta en cada una de las dosis. Se cree que esto se debe a la
dilucion, es decir, un resultado natural de la proliferacion de células hepaticas en animales en crecimiento. Por tanto,
aunque se observa restauracién inicial de la actividad hepéatica de OTC después de la transferencia de genes
neonatales en ratones spfsh, este resultado es temporal, con un descenso de la actividad de OTC de aproximadamente
1000 % de los niveles de tipo silvestre (ts) en aproximadamente 1 semana, a aproximadamente 50 % de los niveles
de ts a las 4 semanas, a aproximadamente 10 % de los niveles de ts a las 12 semanas (nivel de 1 x 10'" CG); o de
aproximadamente 500 % de los niveles de ts en la semana 1, a aproximadamente 20 % de los niveles de ts o
aproximadamente 10 % de los niveles de ts en la semana 1 (dosis de 3 x 10'° CG) o de niveles de aproximadamente
200 % de ts en la semana 1, a niveles de aproximadamente 10 % de ts en la semana 4 (dosis de 1 x 10'° CG). En un
estudio, utilizando animales que reciben la primera inyeccién de 3 x 10" CG el dia 1, se inyectd a los animales un
segundo vector AAV que portaba el gen de hOTCco (scAAVrh10.hOTCco; 1,8 x 10'° CG) en la semana 4. Como
control, un grupo de animales no recibié readministracién y un grupo recibi6 solo el segundo vector a las 4 semanas.
La readministracion del AAV.hOTCco dio lugar a restauracién de la actividad OTC del higado.

Se disefiaron estudios adicionales para evaluar la capacidad de rescatar crias OTC-KO mediante terapia génica
neonatal, tanto a corto como a largo plazo.

Ejemplo 2: Produccién de vectores scAAV que tienen secuencias con codones optimizados
A. scAAV8.TBG.hOTC-co

Los plasmidos que contienen una secuencia de hOTC con codones optimizados de las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 9 0 10,
respectivamente, se clonan como se describe en el ejemplo 1 reemplazando la secuenciacion codificante de mOTC
con hOTCco en un plasmido derivado del pAAVsc.TBG.mOTC1.3 previamente descrito con el intron. El plasmido
pAAVsc.TBG.hOTCco resultante se clona en una capside de AAV8 [Gao et al., PNAS USA, 2002, 99: 11854-11859]
utilizando técnicas convencionales.

B. scAAVrh10.TBG.hOTC-co

Los plasmidos que contienen una secuencia de hOTC con codones optimizados de las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 9 0 10,
respectivamente, se clonan como se describe en el ejemplo 1 reemplazando la secuenciacion codificante de mOTC
con hOTCco en un plasmido derivado del pAAVsc.TBG.mOTC1.3 previamente descrito con el intron. Los plasmidos
pAAVsc.TBG.hOTCco resultantes se clonan en una capside de AAVrh10 [Gao et al.,, PNAS USA, 2002, 99: 11854-
11859] utilizando técnicas convencionales.

Ejemplo 3: Produccién de vectores ssAAV que tienen secuencias con codones optimizados
ssAAV2/8.LSP1.hOTC-co

Los plasmidos que contienen las secuencias de hOTCco con codones optimizados se clonan como se describe
reemplazando la secuenciacion de codificacion de mOTC del plasmido pLSP1mOTC [Cunningham et al., Mol Ther,
2009, 17: 1340-1346] con la secuencia de ADNc correspondiente de las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 9 0 10. Los plasmidos

pAAVsc.LSP1.hOTCco resultantes se clonan en capsides de AAV8 para formar los vectores ssAAV2/8.LSP1.hOTC-
co correspondientes utilizando técnicas descritas en el ejemplo 1.
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B. ssAAV2/rh10.LSP1.hOTC-co

Los plasmidos que contienen las secuencias de hOTCco con codones optimizados se clonan como se describe
reemplazando la secuenciacion de codificacion de mOTC del plasmido pLSP1mOTC [Cunningham et al., Mol Ther,
2009, 17: 1340-1346] con la secuencia de ADNc correspondiente de las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 9 0 10. Los plasmidos
pAAVsc.LSP1.hOTCco resultantes se clonan en capsides de AAV8 para formar los vectores ssAAV2/8.LSP1.hOTC-
co correspondientes utilizando técnicas descritas en el ejemplo 1.

Los vectores generados segun la Parte A o B pueden purificarse mediante dos ciclos de centrifugacion en gradiente
de cloruro de cesio, se intercambi6 el tampdn con PBS y se concentraron utilizando dispositivos de filtro de centrifuga
Amicon Ultra 15-100K (Millipore, Bedford, MA). El titulo del genoma (CG/ml) de los vectores de AAV se puede
determinar mediante PCR en tiempo real utilizando un conjunto de cebador/sonda correspondiente al promotor de
TBG vy los patrones de plasmido linealizado. Los vectores pueden someterse a pruebas de control de calidad
adicionales, incluyendo analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para
determinar la pureza del vector y el lisado de amebocitos de Limulus (LAL) para la deteccion de endotoxinas (Cambrex
Bio Science, Walkersville, MD, Estados Unidos).

Ejemplo 4: ssAAV8.TBG.hOTCco en el modelo de inicio tardio de OTCD

Se gener6 un vector de AAV8 utilizando los métodos descritos en el presente documento. El vector tiene empaquetado
en el mismo una ITR 5' de AAV2, un promotor de TBG, un intrén, una hOTCco, un elemento WPRE, una poliA de
hormona del crecimiento bovina y una ITR 3' de AAV2. La expresion y cinética de este vector se comparé con un
vector de AAV8 autocomplementario con o sin el elemento WPRE. Los resultados muestran que las construcciones
monocatenarias con el elemento WPRE superaron los vectores que carecen del elemento WPRE; a dosis
comparables, ambos vectores monocatenarios (con y sin WPRE) fueron menos robustos que el vector
autocomplementario que carece de WPRE en los puntos temporales medidos.

Sin embargo, los vectores monocatenarios pueden tener otras propiedades deseables, p. €j., con respecto a cinética,
dependiendo de la edad y condicién del paciente.

Ejemplo 5: Produccién de vectores de adenovirus que tienen secuencias con codones optimizados

El ADNc de hOTCco [SEQ ID NO: 3, 4, 5, 9 y 10] con conectores Notl se clona cadena abajo de un promotor de
PEPCK de rata para generar pPEPCK-hOTC como se describe en A. Mian et al., Molecular Therapy, 2004, 10: 492-
499 (2004). Este plasmido se digiere con Ascl y el fragmento de PEPCK-hOTCco resultante se inserta en el plasmido
de cadena principal adenovirica pC4HSU31 para generar los plasmidos parentales pC4HSU-PEPCK-hOTCco. El
plasmido pWPRE se digiere con Clal para liberar el WPRE, que después se inserta en el sitio Mlul de pPEPCK-hOTC,
para generar el plasmido pPEPCK-hOTCco-WPRE con sus secuencias hOTCco respectivas. Las etapas restantes
para generar el plasmido adenovirico pC4HSU-PEPCK-hOTCco-WPRE son como se ha descrito anteriormente. Todos
los sitios de clonacion se confirman mediante andlisis de secuencia de ADN. La identidad de los plasmidos
adenoviricos recombinantes puede confirmarse mediante digestién con enzimas de restriccién con Hindlll y BamHI.
Los plasmidos adenoviricos se linealizan con Pmel antes de la transfeccion en células 293Cre4. Se rescatan y
amplifican vectores adenoviricos con células 293Cre4 y el virus auxiliar AdIC8cluc. Pueden utilizarse células
293N3Scre8 en suspension en la etapa final de la produccién del vector. Se realizan purificacion, cuantificacién
mediante DO260 y extraccién de ADN virico como se describe en detalle en otra parte [Brunetti-Pierri, N., et al. (2004).
Acute toxicity after high-dose systemic injection of helper-dependent adenoviral vectors into nonhuman primates. Hum.
Gene Ther. 15: 35-46; Ng, P., Parks, R. J. y Graham, F. L. (2002). Preparation of helper-dependent adenoviral vectors.
Methods Mol. Med. 69: 371-388].

Ejemplo 6: Produccion de vectores lentiviricos hOTCco

A. Los vectores lentiviricos de replicacion defectuosa que contienen las secuencias de hOTCco proporcionadas en
el presente documento pueden producirse reemplazando el inserto de secuencia del gen de OTC de rata del
plasmido pLenti-GllI-CMV-GFP-2A-Puro [disponible en el mercado de Applied Biological Materials (ABM) Inc.;
Canadd] con la secuencia de hOTCco deseada [SEQ ID NO: 3, 4, 5, 9 y 10]. Los virus se generan segln las
instrucciones del fabricante. El sistema ABM incluye una supresion potenciadora en la region U3 de 3'ALTR para
garantizar la auto-inactivacion del vector lentivirico después de la transduccion e integraciéon en el ADN gendmico
de la célula diana; contiene genes lentiviricos minimos necesarios para el empaqguetamiento, la replicacion y la
transduccion (Gag/Pol/Rev), procedentes de diferentes plasmidos que carecen todos de sefales de
empaquetamiento; ademas, no se incorpora ninguno de los genes Gag, Pol o Rev en el genoma virico
empaquetado, haciendo de este modo que el virus maduro sea incompetente para replicacién.

B. Vectores lentiviricos de hOTC de replicacion defectuosa, no integradores Una construccién de ADN que contiene
un promotor especifico del higado y el ADN de hOTCco de las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 9 y 10 se introducen por
ingenieria genética en vectores de lentivirus que se pseudotipifican en el virus sindbis E2 con envoltura producido
como se describe en el documento US2011/0064763. Todos los vectores contienen donante de corte y empalme,

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 821938 T3

sefal de empaquetamiento (psi), un elemento de respuesta a Rev (RRE), donante de corte y empalme, aceptor de
corte y empalme, tramo central de poli-purina (cPPT). El elemento WPRE se elimina en determinados virus.

C. EI ADN de hOTCco de las SEQ ID NO: 3, 4, 5, 9y 10, se clona en un lentivirus pseudotipificado con un gen de
la envoltura del virus de la estomatitis vesicular (VSV), obtenido de InvivoGen (SanDiego, CA) usando las
instrucciones del fabricante.

Ejemplo 7: Sistemas de suministro de ARN de hOTCco de produccion

El ARN puede prepararse mediante transcripcién in vitro a partir de un molde de ADN o sintetizarse. Se prepara el
casete de expresion de ARN que incluye una UTR 5', un intr6n opcional con sitios donantes y aceptores de corte y
empalme, una secuencia Kozak opcional, la secuencia codificante de hOTC proporcionada en el presente documento,
una poliA y una UTR 3' usando técnicas conocidas.

A. Se incorpora una cantidad adecuada de ARNm en nanoparticulas poliméricas sensibles al pH con envoltura
lipidica generadas usando técnicas publicadas. [X. Su et al., Mol. Pharmaceutics, 2011, 8 (3), pags. 774-787;
publicacion web: 21 de marzo de 2011].

B. Las formulaciones de nanoparticulas poliméricas con polietilenimina (PEI) ramificada de 25 kDa se preparan de
la siguiente manera. Cuando esté presente PEI, esta puede ser PEI ramificada de un peso molecular que varia de
10 a 40 kDa, p. €j., PEl ramificada de 25 kDa (Sigma n.? 408727). Los polimeros ilustrativos adicionales adecuados
para la presente invencion incluyen los descritos en la publicacion PCT W02013182683. Se diluye la cantidad
necesaria de ARNm justo antes de su aplicacion en agua para inyeccién (Braun, Melsungen) hasta un volumen
total de 4 ml y se anade rapidamente a 4 ml de una solucion acuosa de PEI ramificada de 25 kDa utilizando una
pipeta en una relacién N/P de 10. La solucion se mezcla pipeteando arriba y abajo.

C. Para una nanoparticula a base de lipidos, se crea una formulacion de lipidos utilizando un casete de expresién
que contiene el ARN de hOTCco en una formulacién de cK - E12:DOPE:Col:PEG-DMG2K (cantidades relativas
50:25:20:5 (mg:mg:mg:mg)) para proporcionar una solucioén para la administracion. Se utiliza el lipido catiénico cK
-E12 (véase, p. €j., documento WO 2013/063468) y se combina con dioleoilfosfatidil-etanolamina o "DOPE",
colesterol (col) y polietilenglicol (PEG) o un lipido PEGilado (PEG-DMG2K) utilizando los métodos de formulacién
descritos en las publicaciones de patente internacional WO 2010/053572 y WO 2012/170930.

Ejemplo 8: Sistemas de suministro de ADN de hOTCco

A. ADN plasmidico desnudo: las secuencias de hOTCco [SEQ ID NO: 3, 4 o 5] se obtienen por ingenieria genética
como construcciones de ADN plasmidico desnudo que se administran a una célula hepatica diana (p. ej., mediante
administracion intravascular) y expresan la proteina OTC humana en la célula diana.

B. Complejos de ADN-lipido catiénico - Se preparan complejos de ADN-lipido cationico utilizando una cantidad
adecuada de un casete de expresion que contiene al menos un promotor, un intrén opcional, una secuencia Kozak
opcional, una hOTCco de las SEQ ID NO: 3, 4 o 5, una poliA y otras secuencias de control de la expresién
opcionales. El promotor puede ser un promotor especifico de higado. Como alternativa, puede seleccionarse otro
promotor no especifico de tejido. Por ejemplo, se formula una cantidad adecuada de ADN con un lipido catiénico
de cK - E12:DOPE:Col:PEG-DMG2K (cantidades relativas 50:25:20:5 (mg:mg:mg:mg)) para formar un complejo
de ADN - lipido cati6nico adecuado para su administracion a un sujeto. Se utiliza el lipido cationico cK -E12 (véase,
p. €j., documento WO 2013/063468) y se combina con dioleoilfosfatidil-etanolamina o "DOPE", colesterol (col) y
polietilenglicol (PEG) o un lipido PEGilado (PEG-DMG2K) utilizando los métodos de formulacién descritos en las
publicaciones de patente internacional WO 2010/053572 y WO 2012/170930.

Ejemplo 9 Correccién a largo plazo de una forma letal neonatal de deficiencia de OTC mediante multiples tratamientos
con vectores de AAV de diferentes serotipos

En el estudio actual, el scAAV8.TBG.hOTCcoLW4 preparado como se ha descrito en el ejemplo 1 se utiliz6 para
rescatar animales en un modelo de raton de OTCD de inicio neonatal (temprano). Se generaron ratones OTC KO
mediante la supresion de los exones 2-3 y se caracterizaron las propiedades de este ratdn en términos de similitud
con pacientes humanos con mutaciones nulas de OTC. En resumen, el modelo de inactivacion de OTC (KO) generado
en el laboratorio de los inventores a través de la supresion de los exones 2-3 imita estrechamente la forma de aparicion
neonatal grave de OTCD en seres humanos. Las crias machos OTC KO neonatales tienen niveles elevados de
amoniaco en plasma debido a la ausencia de expresién de OTC en el higado e inevitablemente mueren en las primeras
24 horas después del nacimiento. Las hembras heterocigotas se reproducen normalmente, tienen niveles normales
de amoniaco en plasma, reduccién de la actividad enzimatica de OTC hepatica, niveles elevados de acido orético en
orinay, en algunos casos, menor peso corporal en comparacion con los comparneros de camada de tipo silvestre (TS).
Una sola inyeccién de vector scAAV8-hOTCco preparado como se ha descrito en el ejemplo 1 a una dosis de 1-
3x10e10 CG/cria inmediatamente después del nacimiento es capaz de rescatar a las crias OTC KO y extender la vida
a 6 semanas. Para lograr una correccién a largo plazo, un grupo de ratones OTC-KO de 4 semanas de edad recibié
una segunda administracién de vector del vector scAAVrh10-hOTCco, que se habia preparado como se ha descrito
en el ejemplo 1.

Se han rescatado con éxito mas de 30 crias OTC-KO obtenidos por cesarea con la administracion de genes. Las crias
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rescatadas tenian un peso corporal mas bajo que sus companeros de camada normales y tenian un fenotipo transitorio
de pelaje escaso y piel andmala. Lo que es més importante, sus niveles de amoniaco en plasma estaban en el intervalo
normal. Sin embargo, la eficacia no puede mantenerse mas alla de las 6 semanas debido a la pérdida del genoma del
vector durante la rapida proliferacién hepatica en la etapa neonatal. Una segunda administracién de vector del vector
scAAVrh10-hOTCco en ratones OTC-KO de 4 semanas de edad puede prolongar adicionalmente sus vidas hasta la
adultez. Los ratones mas viejos han alcanzado los 18 meses de edad. Los ratones rescatados a largo plazo muestran
niveles cercanos a los normales de amoniaco en plasma, aunque los niveles de acido orético en orina en un
subconjunto de estos ratones estaban significativamente elevados. La tincidén con rojo sirio en muestras de higado de
ratones heterocigotos de diferentes edades (6, 12 y 18 meses de edad) mostrd fibrosis hepatica en ratonas
heterocigotas OTC-KO envejecidas (18 meses), similar a una muestra de higado de un paciente con OTCD de 11
anos de edad.

Ejemplo 10: Tratamiento de la deficiencia de OTC de inicio tardio (OTCD)

Ratones heterocigotos OTC-KO de dos meses de edad recibieron una Unica inyeccién en la vena de la cola de un
vector de AAV8 autocomplementario que codifica un gen de OTC humano con codones optimizados (SEQ ID NO: 5)
a1x10%, 3x10'" y 1 x 10" copias del genoma del vector por ratéon. Una semana después del tratamiento con
vectores, los ratones de los tres grupos de dosis de vector tenian niveles normales de acido orético en orina que se
mantuvieron durante todo el estudio (16 meses). Se recogieron muestras de higado de ratones tratados de 18 meses
de edad para el analisis patolégico y se compararon con ratones heterocigotos sin tratar y compafieros de camada TS
de la misma edad. Todos los ratones tratados mostraron una histologia hepatica normal similar a TS, en contraste con
los animales heterocigotos sin tratar que tenian fibrosis en todo el higado. En conclusién, una sola inyeccién del vector
AAV8sc-hOTCco puede prevenir la fibrosis hepatica en OTC-KO heterocigotos y tiene un gran potencial para la
correccion de la fibrosis hepatica en pacientes con OTCD.

Los vectores de terapia génica descritos en el presente documento tienen capacidad de expresion génica rapida,
robusta y prolongada incluso en ratones con una falta total de OTC. Las hembras heterocigotas son capaces de
reproducirse y dar a luz descendientes masculinos hemicigotos, pero estas crias mueren al dia de su nacimiento si no
se tratan. Las ratonas heterocigotas viejas sin tratar muestran pruebas de aumento de fibrosis y esteatosis
microvesicular, un hallazgo que parece similar a las observaciones en pacientes humanos heterocigotos. Se ha
desarrollado un régimen de transferencia de genes que puede rescatar a los machos afectados y los machos tratados
han sobrevivido durante 72 semanas.

Por tanto, estos datos demuestran que la terapia génica especifica del higado con hOTC puede prevenir la fibrosis
hepatica. Estos datos se correlacionan con el tratamiento de seres humanos heterocigotos con deficiencia de OTC, p.
€j., sujetos que tienen inicio tardio de OTCD.

(Texto independiente del listado de secuencias)

La siguiente informacién se proporciona para secuencias que contienen texto independiente con el identificador
numérico <223>.

SEQ ID NO: (que contiene texto independiente) | Texto independiente bajo <223>

3 hOTC modificada por ingenieria genética

4 hOTC modificada por ingenieria genética

5 hOTC modificada por ingenieria genética

6 Plasmido pscAAVTBGhOTCLW

8 hOTC modificada por ingenieria genética

9 hOTC modificada por ingenieria genética

10 ARN de hOTC modificada por ingenieria genética
11 ARN de hOTC modificada por ingenieria genética
12 ARN de hOTC modificada por ingenieria genética
13 ARN de hOTC modificada por ingenieria genética
14 Cebador directo de PCR

15 Cebador inverso de PCR

16 Sonda
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<120> COMPOSICIONES UTILES EN EL TRATAMIENTO DE LA DEFICIENCIA DE OTC

<130> UPN-14-7037PCT

<150> 61/950.157
<151> 09/03/2014

<160> 16

<170> Patentln versién 3.5

<210> 1

<211> 1062
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1062)

<400> 1

atg
48
Met
1

ggt
96

Gly

aat
144
Asn

acc
192
Thr

ttt
240
Phe
65

tcc
288
Ser

ctg

Leu

cac

His

aaa

Lys

gga

Gly
50

agg

Arg

tta

Leu

ttt

Phe

aac

Asn

gtg

Val
35

gaa

Glu

ata

Ile

ggc

Gly

aat

Asn

ttc

Phe
20

cag

Gln

gaa

Glu

aaa

Lys

atg

Met

ctg

Leu

atg

Met

ctg

Leu

att

Ile

cag

Gln

att

Ile

agg

Arg

gtt

Val

aag

Lys

aaa

Lys

aaa

Lys
70

ttt

Phe

atc

Ile

cga

Arg

ggc

Gly

tat

Tyr
55

gga

Gly

gag

Glu

ctg

Leu

aat

Asn

cgt

Arg
40

atg

Met

gag

Glu

aaa

Lys

tta

Leu

ttt

Phe
25

gac

Asp

cta

Leu

tat

Tyr

aga

Arg

20

aac

Asn
10

cgg

Arg

ctt

Leu

tgg

Trp

ttg

Leu

agt

Ser

aat

Asn

tgt

Cys

ctc

Leu

cta

Leu

cct

Pro
75

act

Thr

gca

Ala

gga

Gly

act

Thr

tca

Ser
60

tta

Leu

cga

Arg

gct

Ala

caa

Gln

cta

Leu
45

gca

Ala

ttg

Leu

aca

Thr

ttt

Phe

CccCa

Pro
30

aaa

Lys

gat

Asp

caa

Gln

aga

Arg

aga

Arg
15

cta

Leu

aac

Asn

ctg

Leu

ggg

Gly

ttg

Leu

aat

Asn

caa

Gln

ttt

Phe

aaa

Lys

aag

Lys
80

tct

Ser



aca
336
Thr

aca
384
Thr

cgt
432
Arg

caa
480
Gln
145

aat
528
Asn

ctc
576
Leu

tgg
624

Trp

gcg
672
Ala

ccg
720
Pro
225

ggt
768

Gly

ggc
816

gaa

Glu

caa

Gln

gta

Val
130

tca

Ser

ggg

Gly

acg

Thr

atc

Ile

aaa

Lys
210

gat

Asp

acc

Thr

aat

aca

Thr

gat

Asp
115

ttg

Leu

gat

Asp

ctg

Leu

ctc

Leu

999

Gly
195

ttc

Phe

gct

Ala

aag

Lys

gta

ggc

Gly
100

att

Ile

tct

Ser

ttg

Leu

tca

Ser

cag

Gln
180

gat

Asp

gga

Gly

agt

Ser

ctg

Leu

tta

85
ttt

Phe

cat

His

agc

Ser

gac

Asp

gat

Asp
165

gaa

Glu

999

Gly

atg

Met

gta

Val

ttg

Leu
245

att

gca

Ala

ttg

Leu

atg

Met

acc

Thr
150

ttg

Leu

cac

His

aac

Asn

cac

His

acc

Thr
230

ctg

Leu

aca
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ctt

Leu

ggt

gca

Ala
135

ctg

Leu

tac

Tyr

tat

Tyr

aat

Asn

ctt

Leu
215

aag

Lys

aca

Thr

gac

ctg

Leu

gtg

Val
120

gat

Asp

gct

Ala

cat

His

agc

Ser

atc

Ile
200

cag

Gln

ttg

Leu

aat

Asn

act

gga

Gly
105

aat

Asn

gca

Ala

aaa

Lys

cct

Pro

tct

Ser
185

ctg

Leu

gca

Ala

gca

Ala

gat

Asp

tgg

21

90

gga

Gly

gaa

Glu

gta

Val

gaa

Glu

atc

Ile
170

ctg

Leu

cac

His

gct

Ala

gag

Glu

CccCa

Pro
250

ata

cat

His

agt

Ser

ttg

Leu

gca

Ala
155

cag

Gln

aaa

Lys

tcc

Ser

act

Thr

cag

Gln
235

ttg

Leu

agc

cct

Pro

ctc

Leu

gct

Ala
140

tcc

Ser

atc

Ile

ggt

Gly

atc

Ile

CccCa

Pro
220

tat

Tyr

gaa

Glu

atg

tgt

Cys

acg

Thr
125

cga

Arg

atc

Ile

ctg

Leu

ctt

Leu

atg

Met
205

aag

Lys

gcc

Ala

gca

Ala

gga

ttt

Phe
110

gac

Asp

gtg

Val

CccCa

Pro

gct

Ala

acc

Thr
190

atg

Met

ggt

Gly

aaa

Lys

gcg

Ala

caa

95
ctt

Leu

acg

Thr

tat

Tyr

att

Ile

gat

Asp
175

ctc

Leu

agc

Ser

tat

Tyr

gag

Glu

cat

His
255

gaa

acc

Thr

gcc

Ala

aaa

Lys

atc

Ile
160

tac

Tyr

agc

Ser

gca

Ala

gag

Glu

aat

Asn
240

gga

Gly

gag
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Gly

gag
864
Glu

aag
912
Lys

ccc
960
Pro
305

tca

1008

Ser

gtc

1056

Val

aaa

1062

Lys

<210>2

<211> 354

Asn

aag

Lys

act

Thr
290

aga

Arg

cta

Leu

atg

Met

ttt

Phe

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Leu

1

Gly His

Asn Lys

Thr Gly

Val

aaa

Lys
275

gct

Ala

aag

Lys

gtg

Val

gtg

Val

Phe

Asn

Val

35

Glu

Leu
260

aag

Lys

aaa

Lys

cca

Pro

ttc

Phe

tcc

Ser
340

Asn

Phe

20

Gln

Glu

Ile

cgg

Arg

gtt

Val

gaa

Glu

cca

Pro
325

ctg

Leu

Leu

Met

Leu

Ile

Thr

ctc

Leu

gct

Ala

gaa

Glu
310

gag

Glu

ctg

Leu

Arg

Val

Lys

Lys
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Asp

cag

Gln

gcc

Ala
295

gtg

Val

gca

Ala

aca

Thr

Ile

Arg

Gly

Tyr

Thr

gct

Ala
280

tct

Ser

gat

Asp

gaa

Glu

gat

Asp

Leu

Asn

Arg

40

Met

Trp
265

ttc

Phe

gac

Asp

gat

Asp

aac

Asn

tac

Tyr
345

Leu

Phe

25

Asp

Leu

22

Ile

caa

Gln

tgg

Trp

gaa

Glu

aga

Arg
330

tca

Ser

Asn

10

Arg

Leu

Trp

Ser

ggt

Gly

aca

Thr

gtc

Val
315

aag

Lys

cct

Pro

Asn

Cys

Leu

Leu

Met

tac

Tyr

ttt

Phe
300

ttt

Phe

tgg

Trp

cag

Gln

Ala

Gly

Thr

Ser

Gly

cag

Gln
285

tta

Leu

tat

Tyr

aca

Thr

ctc

Leu

Ala

Gln

Leu

45

Ala

Gln
270

gtt

Val

cac

His

tct

Ser

atc

Ile

cag

Gln
350

Phe

Pro

30

Lys

Asp

Glu

aca

Thr

tgc

Cys

cct

Pro

atg

Met
335

aag

Lys

Arg

15

Leu

Asn

Leu

Glu

atg

Met

ttg

Leu

cga

Arg
320

gct

Ala

cct

Pro

Asn

Gln

Phe

Lys



Phe

65

Ser

Thr

Thr

Arg

Gln

145

Asn

Leu

Trp

Ala

Pro

225

Gly

Gly

50

Arg

Leu

Glu

Gln

Val

130

Ser

Gly

Thr

Ile

Lys

210

Asp

Thr

Asn

Ile

Gly

Thr

Asp

115

Leu

Asp

Leu

Leu

Gly

195

Phe

Ala

Lys

Val

Lys

Met

Gly

100

Ile

Ser

Leu

Ser

Gln

180

Asp

Gly

Ser

Leu

Leu
260

Gln

Ile

85

Phe

His

Ser

Asp

Asp

165

Glu

Gly

Met

Val

Leu

245

Ile

ES 2 821938 T3

Lys

70

Phe

Ala

Leu

Met

Thr

150

Leu

His

Asn

His

Thr

230

Leu

Thr

55

Gly

Glu

Leu

Gly

Ala

135

Leu

Tyr

Tyr

Asn

Leu

215

Lys

Thr

Asp

Glu

Lys

Leu

Val

120

Asp

Ala

His

Ser

Ile

200

Gln

Leu

Asn

Thr

Tyr

Arg

Gly

105

Asn

Ala

Lys

Pro

Ser

185

Leu

Ala

Ala

Asp

Trp
265

23

Leu

Ser

90

Gly

Glu

Val

Glu

Ile

170

Leu

His

Ala

Glu

Pro

250

Ile

Pro

75

Thr

His

Ser

Leu

Ala

155

Gln

Lys

Ser

Thr

Gln

235

Leu

Ser

60

Leu

Arg

Pro

Leu

Ala

140

Ser

Ile

Gly

Ile

Pro

220

Tyr

Glu

Met

Leu

Thr

Cys

Thr

125

Arg

Ile

Leu

Leu

Met

205

Lys

Ala

Ala

Gly

Gln

Arg

Phe

110

Asp

Val

Pro

Ala

Thr

190

Met

Gly

Lys

Ala

Gln
270

Gly

Leu

95

Leu

Thr

Tyr

Ile

Asp

175

Leu

Ser

Tyr

Glu

His

255

Glu

Lys

80

Ser

Thr

Ala

Lys

Ile

160

Tyr

Ser

Ala

Glu

Asn

240

Gly

Glu
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Glu Lys Lys Lys Arg Leu Gln Ala
275 280
Lys Thr Ala Lys Val Ala Ala Ser
290 295
Pro Arg Lys Pro Glu Glu Val Asp
305 310
Ser Leu Val Phe Pro Glu Ala Glu
325
Val Met Val Ser Leu Leu Thr Asp
340
Lys Phe
<210>3
<211> 1068
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> hOTC modificada por ingenieria genética
<400> 3
atgctgttca acctgcgaat cctgctgaac
60
atggtgagga actttcgctg cggacagccc
120
gacctgctga ccctgaaaaa tttcacaggg
180
gccgatctga agttccggat caagcagaag
240
agcctgggga tgatcttcga aaagcgcagt
300
ttcgcactgc tgggaggaca cccatgtttt
360
aacgagtccc tgaccgacac agcacgcgtc
420

Phe Gln

Asp Trp

Asp Glu

Asn Arg

330

Tyr Ser

345

aatgccgcett

ctccagaaca

gaggaaatca

ggcgaatatc

actcggacca

ctgaccacac

ctgagctcca

24

Gly

Thr

Val

315

Lys

Pro

Gln
285

Tyr

Phe
300

Leu

Phe Tyr

Thr

Trp

Gln Leu

Val

His

Ser

Ile

Gln

Thr Met

Cys Leu

Pro Arg

320

Met Ala

335

Lys Pro

350

ttcggaacgg

aggtccagct

agtacatgct

tgcctctget

gactgtcaac

aggacattca

tggctgatgce

gcacaatttc

gaagggcagg

gtggctgtca

ccagggcaaa

agagactgga

tctgggagtg

agtgctggcet



cgagtctaca
480

aatggcctga
540

gagcattatt
600

ctgcactcca
660

aaaggctacg
720

ggcactaagc
780

atcactgata
840

ttccagggcet
900

ctgcattgcc
960

agcctggtgt
1020

ctgctgactg
1068

aacagtctga

gtgacctgta

ctagtctgaa

ttatgatgag

aacccgatgc

tgctgctgac

cctggattag

accaggtgac

tgcccagaaa

ttcctgaagce

attattcccc
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cctggatacc

tcaccccatc

agggctgaca

cgccgccaag

ctccgtgaca

caatgaccct

tatgggacag

aatgaaaact

gcctgaagag

tgagaatagg

tcagctccag

ctggccaagg

cagattctgg

ctgagctgga

tttggaatgc

aagctggcag

ctggaggccg

gaggaagaga

gctaaggtcg

gtggacgatg

aagtggacaa

aaaccaaagt

aagcttctat

ccgattacct

ttggggacgg

acctccaggc

aacagtatgc

ctcacggagg

agaagaagcg

cagccagcga

aggtcttcta

tcatggcagt

tctgataa

cccaatcatt

gaccctccag

aaacaatatc

tgcaacccca

caaagagaac

caacgtgctg

gctccaggcec

ctggaccttt

ctcacccaga

gatggtcagc

<210> 4

<211> 1068

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia codificante de hOTC modificada por ingenieria genética

<400> 4

atgctgttca acctgcgaat cctgctgaac aacgccgctt ttcggaacgg gcacaacttt
60

atggtgagga actttcgctg cggacagccc ctccagaata aggtccagct gaagggcagg
120

gacctgctga ccctgaaaaa tttcacaggg gaggaaatca agtatatgct gtggctgtca
180

25
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gctgatctga
240

agcctgggga
300

ttcgctctgce
360

aacgagtccc
420

cgagtctaca
480

aacggcctgt
540

gagcactatt
600

ctgcactcta
660

aaaggctacg
720

ggcactaagc
780

atcaccgata
840

ttccagggcet
900

ctgcactgcc
960

agcctggtgt
1020

ctgctgactg
1068

agttccggat

tgatcttcga

tgggaggaca

tgaccgacac

aacagtccga

cagacctgta

ctagtctgaa

ttatgatgtc

aacccgatgc

tgctgctgac

cctggattag

accaggtgac

tgcccagaaa

ttcccgaagce

attattcacc
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caagcagaag

aaagcgcagt

cccttgtttt

tgctcgegtce

cctggatacc

tcaccccatc

agggctgaca

agccgccaag

ctcagtgaca

caacgaccct

tatgggacag

aatgaaaacc

gcccgaagag

tgagaatagg

tcagctccag

<210>5

<211> 1068

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hOTC modificada por ingenieria genética

<400>5

ggcgaatatc

actcggacca

ctgaccactc

ctgagctcta

ctggccaagg

cagattctgg

ctgagttgga

tttggaatgc

aagctggctg

ctggaggccg

gaggaagaga

gctaaggtceg

gtggacgacg

aagtggacaa

aaaccaaagt

26

tgcctctget

gactgtcaac

aggacattca

tggccgacgce

aagcttctat

ccgattacct

ttggggacgg

acctccaggc

aacagtacgc

ctcacggagg

agaagaagcg

cagccagcga

aggtcttcta

ttatggcagt

tctgataa

ccagggcaaa

cgagactgga

cctgggagtg

tgtgctagcect

cccaattatt

gaccctccag

aaacaatatc

tgcaacccca

caaagagaac

caacgtgctg

gctccaggcec

ttggaccttt

ctctcccaga

gatggtcagc



5

atgctgttca
60

atggtgagga
120

gacctgctga
180

gctgatctga
240

agcctgggga
300

ttcgctctgce
360

aacgagtccc
420

cgagtctaca
480

aacggcctgt
540

gagcactatt
600

ctgcactcta
660

aaaggctacg
720

ggcactaagc
780

atcaccgata
840

ttccagggcet
900

ctgcactgcc
960

agcctggtgt
1020

ctgctgactg
1068

<210>6
<211>5195
<212> ADN

acctgcgaat

actttcgctg

ccctgaaaaa

agttccggat

tgatcttcga

tgggaggaca

tgaccgacac

aacagtccga

cagacctgta

ctagtctgaa

ttatgatgtc

aacccgatgc

tgctgctgac

cctggattag

accaggtgac

tgcccagaaa

ttcccgaagce

attattcacc
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cctgctgaac

cggacagccc

tttcacaggg

caagcagaag

aaagcgcagt

cccttgtttt

tgctcgegtce

cctggatacc

tcaccccatc

agggctgaca

agccgccaag

ctcagtgaca

caacgaccct

tatgggacag

aatgaaaacc

gcccgaagag

tgagaatagg

tcagctccag

aacgccgcectt

ctccagaata

gaggaaatca

ggcgaatatc

actcggacca

ctgaccactc

ctgagctcta

ctggccaagg

cagattctgg

ctgagttgga

tttggaatgc

aagctggctg

ctggaggccg

gaggaagaga

gctaaggtcg

gtggacgacg

aagtggacaa

aaaccaaagt

27

ttcggaacgg

aggtccagct

agtatatgct

tgcctctget

gactgtcaac

aggacattca

tggccgacgc

aagcttctat

ccgattacct

ttggggacgg

acctccaggc

aacagtacgc

ctcacggagg

agaagaagcg

cagccagcga

aggtcttcta

ttatggcagt

tctgataa

gcacaacttt

gaagggcagg

gtggctgtca

ccagggcaaa

cgagactgga

cctgggagtg

tgtgctggcet

cccaattatt

gaccctccag

aaacaatatc

tgcaacccca

caaagagaac

caacgtgctg

gctccaggcec

ttggaccttt

ctctcccaga

gatggtcagc
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15

20

25

30

35
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Plasmido pscAAVTBGhOTCLW

<220>

<221> region de repeticion
<222> (5)..(109)

<223> ITR

<220>
<221> sefnal TATA
<222> (851)..(854)

<220>

<221> CDS

<222> (976)..(2037)
<223> hOTCco-LW4

<220>

<221> poliA

<222> (2046)..(2182)

<223> ITR, ubicada en complemento

<220>

<221> region de repeticion

<222> (2211)..(2378)

<223> ITR, ubicada en complemento

<220>

<221> misc_feature
<222> (4172)..(4760)
<223> TBG/promotor

<400> 6

taggctgcgc gctcgctcge tcactgaggc cgcccgggca

60

ctttggtcgc ccggcctcag tgagcgagcg agcgcgcaga

120

taggaagatc aattcaattc acgcgtggta cctagaacta

180

gctagcaggt taatttttaa aaagcagtca aaagtccaag

240

28

aagcccggge

gagggagtgt

tagctagaat

tggcccttgg

gtcgggcgac

agccatgctc

tcgcccecttaa

cagcatttac



tctctctgtt
300

ttttaaaaag
360

ctggttaata
420

cctttgacat
480

atcacccagc
540

ttggcccaat
600

ttctgcctge
660

ctctttctcect
720

accttatcat
780

accatcccag
840

caggacatgc
900

tttatcacag
960

gctgcagccg
1011

tgctctggtt

cagtcaaaag

atctcaggag

catttcctct

ctctgctttt

agtgagaact

tgaagacact

tttgttttac

tttttgcttt

ggttaatgct

tataaaaatg

ttaaattgct
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aataatctca

tccaagtggce

cacaaacatt

gcgaatgcat

gtacaacttt

ttttcctgcet

cttgccagca

atgaagggtc

gttcctcttg

ggggttaatt

gaaagatgtt

aacgcagtca

ccacc atg ctg ttc aac

Met Leu Phe Asn

ggagcacaaa

ccttggcagce

ccagatccgg

gtataatttc

cccttaaaaa

gcctcttggt

tggacttaaa

tggcagccaa

gccttggttt

tataactaag

gctttctgag

gtgcttctga

cattccagat

atttactctc

cgcgccaggg

tacagaacct

actgccaatt

gcttttgecect

ccccecteccage

agcaatcact

tgtacatcag

agtgctctag

agacagcttt

cacaacagtc

ccaggttaat

tctgtttgcet

ctggaagcta

attagaaagg

ccactgctgt

atggccccta

tctgacaatc

caaagttcaa

ctttgaaaat

ttttgcaata

attgcggtag

tcgaacttaa

ctg cga atc ctg ctg aac aac gcc

Leu Arg Ile Leu Leu Asn Asn Ala

gct ttt
1059
Ala Phe

cag ccc

1107

Gln Pro
30

ctg aaa
1155
Leu Lys

cgg

Arg
15

ctc

Leu

aat

Asn

1

aac ggg

Asn Gly

cag aat

Gln Asn

ttc aca

Phe Thr

cac

His

aag

Lys

ggg

Gly

aac

Asn

gtc

Val
35

gag

Glu

ttt

Phe
20

cag

Gln

gaa

Glu

5

atg

Met

ctg

Leu

atc

Ile

29

gtg

Val

aag

Lys

aag

Lys

agg

Arg

ggc

Gly

tat

Tyr

aac

Asn

agg

Arg
40

atg

Met

ttt

Phe
25

gac

Asp

ctg

Leu

10

cgc

Arg

ctg

Leu

tgg

Trp

tgc

Cys

ctg

Leu

ctg

Leu

gga

Gly

acc

Thr

tca

Ser



45

gct gat
1203
Ala Asp

ctc cag
1251
Leu Gln

acc aga
1299
Thr Arg

tgt ttt

1347

Cys Phe
110

acc gac
1395
Thr Asp
125

cga gtc
1443
Arg Val

atc cca
1491
Ile Pro

ctg gcc
1539
Leu Ala

ctg aca

1587

Leu Thr
190

atg atg
1635
Met Met
205

aaa ggc
1683

ctg

Leu

ggc

Gly

ctg

Leu
95

ctg

Leu

act

Thr

tac

Tyr

att

Ile

gat

Asp
175

ctg

Leu

tca

Ser

tac

aag

Lys

aaa

Lys
80

tca

Ser

acc

Thr

gct

Ala

aaa

Lys

att

Ile
160

tac

Tyr

agt

Ser

gcc

Ala

gaa

ttc

Phe
65

agc

Ser

acc

Thr

act

Thr

cgc

Arg

cag

Gln
145

aac

Asn

ctg

Leu

tgg

Trp

gcc

Ala

CCccC
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50

cgg

Arg

ctg

Leu

gag

Glu

cag

Gln

gtc

Val
130

tcc

Ser

ggc

Gly

acc

Thr

att

Ile

aag

Lys
210

gat

atc

Ile

ggg

Gly

act

Thr

gac

Asp
115

ctg

Leu

gac

Asp

ctg

Leu

ctc

Leu

ggg

Gly
195

ttt

Phe

gcc

aag

Lys

atg

Met

gga

Gly
100

att

Ile

agc

Ser

ctg

Leu

tca

Ser

cag

Gln
180

gac

Asp

gga

Gly

tca

cag

Gln

atc

Ile
85

ttc

Phe

cac

His

tct

Ser

gat

Asp

gac

Asp
165

gag

Glu

gga

Gly

atg

Met

gtg

30

aag

Lys
70

ttc

Phe

gct

Ala

ctg

Leu

atg

Met

acc

Thr
150

ctg

Leu

cac

His

aac

Asn

cac

His

aca

55

ggc

Gly

gaa

Glu

ctg

Leu

gga

Gly

gcc

Ala
135

ctg

Leu

tat

Tyr

tat

Tyr

aat

Asn

ctc

Leu
215

aag

gaa

Glu

aag

Lys

ctg

Leu

gtg

Val
120

gac

Asp

gcc

Ala

cac

His

tct

Ser

atc

Ile
200

cag

Gln

ctg

tat

Tyr

cgc

Arg

gga

Gly
105

aac

Asn

gct

Ala

aag

Lys

CCccC

Pro

agt

Ser
185

ctg

Leu

gct

Ala

gct

ctg

Leu

agt

Ser
90

gga

Gly

gag

Glu

gtg

Val

gaa

Glu

atc

Ile
170

ctg

Leu

cac

His

gca

Ala

gaa

cct

Pro
75

act

Thr

cac

His

tcc

Ser

ctg

Leu

gct

Ala
155

cag

Gln

aaa

Lys

tct

Ser

acc

Thr

cag

60
ctg

Leu

cgg

Arg

cct

Pro

ctg

Leu

gct

Ala
140

tct

Ser

att

Ile

ggg

Gly

att

Ile

cca

Pro
220

tac



Lys Gly

gcc aaa
1731
Ala Lys

gcc gct
1779
Ala Ala

gga cag
1827

Gly Gln
270

cag gtg
1875
Gln Val
285

ctg cac
1923
Leu His

tac tct
1971
Tyr Ser

aca att
2019
Thr Ile

ctc cag

2067

Leu Gln
350

Tyr

gag

Glu

cac

His
255

gag

Glu

aca

Thr

tgc

Cys

CCccC

Pro

atg

Met
335

aaa

Lys

gatgctattg

2127

tgcattcatt

2187

aggatcttcc

2247

aaggaacccc

2307

Glu Pro Asp
225

aac ggc act

Asn Gly Thr
240

gga ggc aac

Gly Gly Asn

gaa gag aag

Glu Glu Lys

atg aaa acc

Met Lys Thr
290

ctg ccc aga

Leu Pro Arg
305

aga agc ctg

Arg Ser Leu
320

gca gtg atg

Ala Val Met

cca aag ttc

Pro Lys Phe

ctttatttgt aaccattata

ttatgtttca ggttcagggg

tagagcatgg ctacgtagat

tagtgatgga gttggccact
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Ala

aag

Lys

gtg

Val

aag

Lys
275

gct

Ala

aag

Lys

gtg

Val

gtc

Val

Ser

ctg

Leu

ctg

Leu
260

aag

Lys

aag

Lys

CCccC

Pro

ttt

Phe

agc

Ser
340

Val

ctg

Leu
245

atc

Ile

cgg

Arg

gtc

Val

gaa

Glu

CCccC

Pro
325

ctg

Leu

Thr
230

ctg

Leu

acc

Thr

ctc

Leu

gca

Ala

gag

Glu
310

gaa

Glu

ctg

Leu

Lys

acc

Thr

gat

Asp

cag

Gln

gcc

Ala
295

gtg

Val

gct

Ala

act

Thr

Leu

aac

Asn

acc

Thr

gcc

Ala
280

agc

Ser

gac

Asp

gag

Glu

gat

Asp

Ala

gac

Asp

tgg

Trp
265

ttc

Phe

gat

Asp

gac

Asp

aat

Asn

tat

Tyr
345

Glu

cct

Pro
250

att

Ile

cag

Gln

tgg

Trp

gag

Glu

agg

Arg
330

tca

Ser

Gln Tyr
235

ctg gag

Leu Glu

agt atg

Ser Met

ggc tac

Gly Tyr

acc ttt

Thr Phe
300

gtc ttc

Val Phe
315

aag tgg

Lys Trp

cct cag

Pro Gln

tgataagcgg ccgctatttg tgaaatttgt

agctgcaata

gaggtgtggg

aagtagcatg

ccctetetge

31

aacaagttaa

aggtttttta

gcgggttaat

gcgctcgetce

caacaacaat

ggcatcgata

cattaactac

gctcactgag



gcecgggcecgac
2367

cgagcgcgca
2427

gaaaaccctg
2487

cgtaatagcg
2547

gaatgggacg
2607

gtgaccgcta
2667

ctcgccacgt
2727

cgatttagtg
2787

agtgggccat
2847

aatagtggac
2907

gatttataag
2967

aaatttaacg
3027

gaaatgtgcg
3087

tcatgagaca
3147

ttcaacattt
3207

ctcacccaga
3267

gttacatcga
3327

gttttccaat
3387

caaaggtcgc

gccttaatta

gcgttaccca

aagaggcccyg

cgccctgtag

cacttgccag

tcgccggett

ctttacggca

cgccctgata

tcttgttcca

ggattttgcc

cgaattttaa

cggaacccct

ataaccctga

ccgtgtcgec

aacgctggtg

actggatctc

gatgagcact
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ccgacgcececg

acctaattca

acttaatcgc

caccgatcgce

cggcgcatta

cgccctageg

tcceccgtcaa

cctcgacccce

gacggttttt

aactggaaca

gatttcggcc

caaaatatta

atttgtttat

taaatgcttc

cttattccct

aaagtaaaag

aacagcggta

tttaaagttc

ggctttgccc

ctggccgtcg

cttgcagcac

ccttcccaac

agcgcggegg

cccgcectecett

gctctaaatc

aaaaaacttg

cgccctttga

acactcaacc

tattggttaa

acgcttacaa

ttttctaaat

aataatattg

tttttgcggce

atgctgaaga

agatccttga

tgctatgtgg

32

gggcggcctc

ttttacaacg

atcccceccecttt

agttgcgcag

gtgtggtggt

tcgctttett

gggggctccc

attagggtga

cgttggagtc

ctatctcggt

aaaatgagct

tttaggtggc

acattcaaat

aaaaaggaag

attttgcctt

tcagttgggt

gagttttcgce

cgcggtatta

agtgagcgag

tcgtgactgg

cgccagctgg

cctgaatggce

tacgcgcagce

cccttecttt

tttagggttc

tggttcacgt

cacgttcttt

ctattctttt

gatttaacaa

acttttcggg

atgtatccgc

agtatgagta

cctgtttttg

gcacgagtgg

cccgaagaac

tccecgtattg



acgccgggca
3447

actcaccagt
3507

ctgccataac
3567

cgaaggagct
3627

gggaaccgga
3687

caatggcaac
3747

aacaattaat
3807

ttccggctgg
3867

tcattgcagc
3927

ggagtcaggc
3987

ttaagcattg
4047

ttcattttta
4107

tcccttaacg
4167

cttcttgaga
4227

taccagcggt
4287

gcttcagcag
4347

acttcaagaa
4407

ctgctgccag
4467

agagcaactc

cacagaaaag

catgagtgat

aaccgctttt

gctgaatgaa

aacgttgcgc

agactggatg

ctggtttatt

actggggcca

aactatggat

gtaactgtca

atttaaaagg

tgagttttcg

tcecttttttt

ggtttgtttg

agcgcagata

ctctgtagca

tggcgataag

ES 2 821938 T3

ggtcgccgceca

catcttacgg

aacactgcgg

ttgcacaaca

gccataccaa

aaactattaa

gaggcggata

gctgataaat

gatggtaagc

gaacgaaata

gaccaagttt

atctaggtga

ttccactgag

ctgcgcgtaa

ccggatcaag

ccaaatactg

ccgcctacat

tcgtgtctta

tacactattc

atggcatgac

ccaacttact

tgggggatca

acgacgagcg

ctggcgaact

aagttgcagg

ctggagccgg

cctccecgtat

gacagatcgc

actcatatat

agatcctttt

cgtcagaccc

tctgctgcett

agctaccaac

ttcttectagt

acctcgctct

ccgggttgga

33

tcagaatgac

agtaagagaa

tctgacaacg

tgtaactcgc

tgacaccacg

acttactcta

accacttctg

tgagcgtggg

cgtagttatc

tgagataggt

actttagatt

tgataatctc

cgtagaaaag

gcCaaacaaaa

tcttttteceg

gtagccgtag

gctaatcctg

ctcaagacga

ttggttgagt

ttatgcagtg

atcggaggac

cttgatcgtt

atgcctgtag

gcttccecggce

cgctcggcecc

tctcgcggta

tacacgacgg

gcctcactga

gatttaaaac

atgaccaaaa

atcaaaggat

aaaccaccgc

aaggtaactg

ttaggccacc

ttaccagtgg

tagttaccgg



10

ataaggcgca
4527

cgacctacac
4587

aagggagaaa
4647

gggagcttcc
4707

gacttgagcg
47677

gcaacgcggce
4827

ctgcgttatc
4887

ctcgccgecag
4947

caatacgcaa
5007

ggtttcccga
5067

attaggcacc
5127

gcggataaca
5187

gccttaat
5195

gcggtcgggce

cgaactgaga

ggcggacagg

agggggaaac

tcgatttttg

ctttttacgg

ccctgattcet

ccgaacgacc

accgcctctce

ctggaaagcg

ccaggcttta

atttcacaca
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tgaacggggg

tacctacagc

tatccggtaa

gcctggtatce

tgatgctcgt

ttcctggect

gtggataacc

gagcgcagceg

cccgegegtt

ggcagtgagc

cactttatgc

ggaaacagct

<210>7

<211> 354

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hOTC modificada por ingenieria genética

<400>7

gttcgtgcac

gtgagctatg

gcggcagggt

tttatagtcc

caggggggcyg

tttgctggcce

gtattaccgc

agtcagtgag

ggccgattca

gcaacgcaat

ttccggcecteg

atgaccatga

acagcccagce

agaaagcgcc

cggaacagga

tgtcgggttt

gagcctatgg

ttttgctcac

ctttgagtga

cgaggaagcg

ttaatgcagc

taatgtgagt

tatgttgtgt

ttacgccaga

ttggagcgaa

acgcttcccg

gagcgcacga

cgccacctct

aaaaacgcca

atgttctttc

gctgataccg

gaagagcgcc

tggcacgaca

tagctcactc

ggaattgtga

tttaattaag

Met Leu Phe Asn Leu Arg Ile Leu Leu Asn Asn Ala Ala Phe Arg Asn

1 5

10

34

15



Gly

Asn

Thr

Phe

65

Ser

Thr

Thr

Arg

Gln

145

Asn

Leu

Trp

Ala

Pro

His

Lys

Gly

50

Arg

Leu

Glu

Gln

Val

130

Ser

Gly

Thr

Ile

Lys

210

Asp

Asn

Val

35

Glu

Ile

Gly

Thr

Asp

115

Leu

Asp

Leu

Leu

Gly

195

Phe

Ala

Phe

20

Gln

Glu

Lys

Met

Gly

100

Ile

Ser

Leu

Ser

Gln

180

Asp

Gly

Ser

Met

Leu

Ile

Gln

Ile

85

Phe

His

Ser

Asp

Asp

165

Glu

Gly

Met

Val

Val

Lys

Lys

Lys

70

Phe

Ala

Leu

Met

Thr

150

Leu

His

Asn

His

Thr
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Arg

Gly

Tyr

55

Gly

Glu

Leu

Gly

Ala

135

Leu

Tyr

Tyr

Asn

Leu

215

Lys

Asn

Arg

40

Met

Glu

Lys

Leu

Val

120

Asp

Ala

His

Ser

Ile

200

Gln

Leu

Phe

25

Asp

Leu

Tyr

Arg

Gly

105

Asn

Ala

Lys

Pro

Ser

185

Leu

Ala

Ala

35

Arg

Leu

Trp

Leu

Ser

90

Gly

Glu

Val

Glu

Ile

170

Leu

His

Ala

Glu

Leu

Leu

Pro

75

Thr

His

Ser

Leu

Ala

155

Gln

Lys

Ser

Thr

Gln

Gly

Thr

Ser

60

Leu

Arg

Pro

Leu

Ala

140

Ser

Ile

Gly

Ile

Pro

220

Tyr

Gln

Leu

45

Ala

Leu

Thr

Cys

Thr

125

Arg

Ile

Leu

Leu

Met

205

Lys

Ala

Pro

30

Lys

Asp

Gln

Arg

Phe

110

Asp

Val

Pro

Ala

Thr

190

Met

Gly

Lys

Leu

Asn

Leu

Gly

Leu

95

Leu

Thr

Tyr

Ile

Asp

175

Leu

Ser

Tyr

Glu

Gln

Phe

Lys

Lys

80

Ser

Thr

Ala

Lys

Ile

160

Tyr

Ser

Ala

Glu

Asn
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225 230 235 240

Gly Thr Lys Leu Leu Leu Thr Asn Asp Pro Leu Glu Ala Ala His Gly
245 250 255

Gly Asn Val Leu Ile Thr Asp Thr Trp Ile Ser Met Gly Gln Glu Glu
260 265 270

Glu Lys Lys Lys Arg Leu Gln Ala Phe Gln Gly Tyr Gln Val Thr Met
275 280 285

Lys Thr Ala Lys Val Ala Ala Ser Asp Trp Thr Phe Leu His Cys Leu
290 295 300

Pro Arg Lys Pro Glu Glu Val Asp Asp Glu Val Phe Tyr Ser Pro Arg
305 310 315 320

Ser Leu Val Phe Pro Glu Ala Glu Asn Arg Lys Trp Thr Ile Met Ala
325 330 335

Val Met Val Ser Leu Leu Thr Asp Tyr Ser Pro Gln Leu Gln Lys Pro
340 345 350

Lys Phe

<210>8

<211> 1065

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hOTC modificada por ingenieria genética

<400> 8

atgctgttca acctgagaat cctgctgaac aacgccgcecct tcagaaacgg ccacaacttc
60

atggtgagaa acttcagatg cggccagccc ctgcagaaca aggtgcagct gaagggcaga
120

gacctgctga ccctgaagaa cttcaccggc gaggagatca agtacatgct gtggctgagc
180

36



10

gccgacctga
240

agcctgggcea
300

ctggccctge
360

aacgagagcc
420

agagtgtaca
480

aacggcctga
540

gagcactaca
600

ctgcacagca
660

aagggctacg
720

ggcaccaagc
780

atcaccgaca
840

ttccagggcet
900

ctgcactgcc
960

agcctggtgt
1020

ctgctgaccg
1065

agttcagaat

tgatcttcga

tgggcggcca

tgaccgacac

agcagagcga

gcgacctgta

gcagcctgaa

tcatgatgag

agcccgacgce

tgctgctgac

cctggatcag

accaggtgac

tgcccagaaa

tcceccgaggce

actacagccc
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caagcagaag

gaagagaagc

cccctgette

cgccagagtg

cctggacacc

ccaccccatc

gggcctgacc

cgccgccaag

cagcgtgacc

caacgacccc

catgggccag

catgaagacc

gcccgaggag

cgagaacaga

ccagctgcag

<210>9

<211> 1065

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hOTC modificada por ingenieria genética

<400>9

ggcgagtacc

accagaacca

ctgaccaccc

ctgagcagca

ctggccaagg

cagatcctgg

ctgagctgga

ttcggcatgce

aagctggccg

ctggaggccg

gaggaggaga

gccaaggtgg

gtggacgacg

aagtggacca

aagcccaagt

37

tgccceccectget

gactgagcac

aggacatcca

tggccgacgce

aggccagcat

ccgactacct

tcggcgacgg

acctgcaggc

agcagtacgc

cccacggcgyg

agaagaagag

ccgccagcecga

aggtgttcta

tcatggccgt

tctga

gcagggcaag

cgagaccggce

cctgggcgtg

cgtgctggcc

ccccatcatce

gaccctgcag

caacaacatc

cgccaccccce

caaggagaac

caacgtgctg

actgcaggcc

ctggaccttc

cagccccaga

gatggtgagc



5

atgctgttca
60

atggtgcgca
120

gacctgctga
180

gccgacctga
240

agcctgggcea
300

ctggccctge
360

aacgagagcc
420

cgcgtgtaca
480

aacggcctga
540

gagcactaca
600

ctgcacagca
660

aagggctacg
720

ggcaccaagc
780

atcaccgaca
840

ttccagggcet
900

ctgcactgcce
960

agcctggtgt
1020

ctgctgaccg
1065

<210> 10
<211> 1068
<212> RNA

acctgcgcat

acttccgctg

ccctgaagaa

agttccgcat

tgatcttcga

tgggcggcca

tgaccgacac

agcagagcga

gcgacctgta

gcagcctgaa

tcatgatgag

agcccgacgce

tgctgctgac

cctggatcag

accaggtgac

tgcccegeaa

tcceccgaggce

actacagccc
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cctgctgaac

cggccagcecc

cttcaccggce

caagcagaag

gaagcgcagc

cccctgette

cgccecgegtg

cctggacacc

ccaccccatc

gggcctgacc

cgccgccaag

cagcgtgacc

caacgacccc

catgggccag

catgaagacc

gcccgaggag

cgagaaccgc

ccagctgcag

aacgccgcect

ctgcagaaca

gaggagatca

ggcgagtacc

acccgcaccc

ctgaccaccc

ctgagcagca

ctggccaagg

cagatcctgg

ctgagctgga

ttcggcatgce

aagctggccg

ctggaggccg

gaggaggaga

gccaaggtgg

gtggacgacg

aagtggacca

aagcccaagt

38

tccgcaacgg

aggtgcagct

agtacatgct

tgccceccectget

gcctgagcecac

aggacatcca

tggccgacgc

aggccagcat

ccgactacct

tcggcgacgg

acctgcaggc

agcagtacgc

cccacggcgyg

agaagaagcg

ccgccagcga

aggtgttcta

tcatggccgt

tctga

ccacaacttc

gaagggccgc

gtggctgagc

gcagggcaag

cgagaccggc

cctgggcegtyg

cgtgctggcc

ccccatcatce

gaccctgcag

caacaacatc

cgccaccccce

caaggagaac

caacgtgctg

cctgcaggcc

ctggaccttc

cagcccecge

gatggtgagc



ES 2 821938 T3

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ARN de hOTC modificada por ingenieria genética

<400> 10

augcuguuca
60

auggugagga
120

gaccugcuga
180

gcugaucuga
240

agccugggga
300

uucgcucugc
360

aacgaguccc
420

cgagucuaca
480

aacggccugu
540

gagcacuauu
600

cugcacucua
660

aaaggcuacg
720

ggcacuaagc
780

aucaccgaua
840

accugcgaau

acuuucgcug

cCcCcugaaaaa

aguuccggau

ugaucuucga

ugggaggaca

ugaccgacac

aacaguccga

cagaccugua

cuagucugaa

uuaugauguc

aacccgaugc

ugcugcugac

ccuggauuag

ccugcugaac

cggacagccc

uuucacaggyg

caagcagaag

aaagcgcagu

cccuuguuuu

ugcucgcguc

ccuggauacc

ucaccccauc

agggcugaca

agccgccaag

cucagugaca

caacgacccu

uaugggacag

aacgccgcuu

cuccagaaua

gaggaaauca

ggcgaauauc

acucggacca

cugaccacuc

cugagcucua

cuggccaagg

cagauucugg

cugaguugga

uuuggaaugc

aagcuggcug

cuggaggccg

gaggaagaga

39

uucggaacgyg

agguccagcu

aguauaugcu

ugccucugcu

gacugucaac

aggacauuca

uggccgacgce

aagcuucuau

ccgauuaccu

uuggggacgg

accuccaggc

aacaguacgc

cucacggagg

agaagaagcg

gcacaacuuu

gaagggcagg

guggcuguca

ccagggcaaa

cgagacugga

ccugggagug

ugugcuagcu

cCccaauuauu

gacccuccag

aaacaauauc

ugcaacccca

caaagagaac

caacgugcug

gcuccaggcc
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40

uuccagggcu accaggugac aaugaaaacc gcuaaggucg cagccagcga uuggaccuuu
900
cugcacugcc ugcccagaaa gcccgaagag guggacgacg aggucuucua cucucccaga
960
agccuggugu uucccgaagc ugagaauagg aaguggacaa uuauggcagu gauggucagc
1020
cugcugacug auuauucacc ucagcuccag aaaccaaagu ucugauaa
1068

<210> 11

<211> 1068

<212> RNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ARN de hOTC modificada por ingenieria genética

<400> 11
augcuguuca accugcgaau ccugcugaac aacgccgcuu uucggaacgg gcacaacuuu
60
auggugagga acuuucgcug cggacagccc cuccagaaua agguccagcu gaagggcagg
120
gaccugcuga cccugaaaaa uuucacaggg gaggaaauca aguauaugcu guggcuguca
180
gcugaucuga aguuccggau caagcagaag ggcgaauauc ugccucugcu ccagggcaaa
240
agccugggga ugaucuucga aaagcgcagu acucggacca gacugucaac cgagacugga
300
uucgcucugce ugggaggaca cccuuguuuu cugaccacuc aggacauuca ccugggagug
360
aacgaguccc ugaccgacac ugcucgcguc cugagcucua uggccgacgc ugugcuggcu
420
cgagucuaca aacaguccga ccuggauacc cuggccaagg aagcuucuau cccaauuauu
480
aacggccugu cagaccugua ucaccccauc cagauucugg ccgauuaccu gacccuccag
540
gagcacuauu cuagucugaa agggcugaca cugaguugga uuggggacgg aaacaauauc
600
cugcacucua uuaugauguc agccgccaag uuuggaaugc accuccaggc ugcaacccca
660



10
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aaaggcuacg aacccgaugc cucagugaca
720
ggcacuaagc ugcugcugac caacgacccu
780
aucaccgaua ccuggauuag uaugggacag
840
uuccagggcu accaggugac aaugaaaacc
900
cugcacugcc ugcccagaaa gcccgaagag
960
agccuggugu uucccgaagc ugagaauagg
1020
cugcugacug auuauucacc ucagcuccag
1068

<210> 12

<211> 1065

<212> RNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> hOTC modificada por ingenieria genética

<400> 12
augcuguuca accugcgcau ccugcugaac
60
auggugcgca acuuccgcug cggccagccc
120
gaccugcuga cccugaagaa cuucaccggc
180
gccgaccuga aguuccgcau caagcagaag
240
agccugggca ugaucuucga gaagcgcagc
300
cuggcccugc ugggcggcca ccccugcuuc
360
aacgagagcc ugaccgacac cgcccgcgug
420

aagcuggcug

cuggaggccg

gaggaagaga

gcuaaggucg

guggacgacg

aaguggacaa

aaaccaaagu

aacgccgcecu

cugcagaaca

gaggagauca

ggcgaguacc

acccgcaccc

cugaccaccc

cugagcagca

41

aacaguacgc

cucacggagg

agaagaagcg

cagccagcga

aggucuucua

uuauggcagu

ucugauaa

uccgcaacgg

aggugcagcu

aguacaugcu

ugccccugeu

gccugagcac

aggacaucca

uggccgacgce

caaagagaac

caacgugcug

gcuccaggcc

uuggaccuuu

cucucccaga

gauggucagc

ccacaacuuc

gaagggccgc

guggcugagc

gcagggcaag

cgagaccggc

ccugggcgug

cgugcuggcce



cgcguguaca
480

aacggccuga
540

gagcacuaca
600

cugcacagca
660

aagggcuacg
720

ggcaccaagc
780

aucaccgaca
840

uuccagggcu
900

cugcacugcc
960

agccuggugu
1020

cugcugaccyg
1065

agcagagcga

gcgaccugua

gcagccugaa

ucaugaugag

agcccgacgce

ugcugcugac

ccuggaucag

accaggugac

ugccccgcaa

uccccgagge

acuacagccc
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ccuggacacc

ccaccccauc

gggccugacc

cgccgccaag

cagcgugacc

caacgacccc

caugggccag

caugaagacc

gcccgaggag

cgagaaccgc

ccagcugcag

cuggccaagg

cagauccugg

cugagcugga

uucggcaugc

aagcuggccg

cuggaggccg

gaggaggaga

gccaaggugg

guggacgacg

aaguggacca

aagcccaagu

aggccagcau

ccgacuaccu

ucggcgacgg

accugcaggce

agcaguacgc

cccacggcgyg

agaagaagcg

ccgccagcga

agguguucua

ucauggccgu

ucuga

ccccaucauc

gacccugcag

caacaacauc

cgccaccccce

caaggagaac

caacgugcug

ccugcaggcce

cuggaccuuc

cagcccccgce

gauggugagc

<210> 13

<211> 1065

<212> RNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> hOTC modificada por ingenieria genética

<400> 13

augcuguuca accugagaau ccugcugaac aacgccgccu ucagaaacgg ccacaacuuc
60

auggugagaa acuucagaug cggccagccc cugcagaaca aggugcagcu gaagggcaga
120

gaccugcuga cccugaagaa cuucaccggc gaggagauca aguacaugcu guggcugagc
180

42



gccgaccuga
240

agccugggca
300

cuggcccugc
360

aacgagagcc
420

agaguguaca
480

aacggccuga
540

gagcacuaca
600

cugcacagca
660

aagggcuacg
720

ggcaccaagc
780

aucaccgaca
840

uuccagggcu
900

cugcacugcc
960

agccuggugu
1020

cugcugaccyg
1065

aguucagaau

ugaucuucga

ugggcggeca

ugaccgacac

agcagagcga

gcgaccugua

gcagccugaa

ucaugaugag

agcccgacgce

ugcugcugac

ccuggaucag

accaggugac

ugcccagaaa

uccccgagge

acuacagccc
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caagcagaag

gaagagaagc

ccccugcuuc

cgccagagug

ccuggacacc

ccaccccauc

gggccugacc

cgccgccaag

cagcgugacc

caacgacccc

caugggccag

caugaagacc

gcccgaggag

cgagaacaga

ccagcugcag

ggcgaguacc

accagaacca

cugaccaccc

cugagcagca

cuggccaagg

cagauccugg

cugagcugga

uucggcaugc

aagcuggccg

cuggaggccg

gaggaggaga

gccaaggugg

guggacgacg

aaguggacca

aagcccaagu

ugccccugeu

gacugagcac

aggacaucca

uggccgacgce

aggccagcau

ccgacuaccu

ucggcgacgg

accugcaggce

agcaguacgc

cccacggcgyg

agaagaagag

ccgccagcga

agguguucua

ucauggccgu

ucuga

gcagggcaag

cgagaccggce

ccugggcgug

cgugcuggcce

ccccaucauc

gacccugcag

caacaacauc

cgccaccccce

caaggagaac

caacgugcug

acugcaggcc

cuggaccuuc

cagccccaga

gauggugagc

<210> 14

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador directo de PCR

<400> 14

aaactgccaa ttccactgct g
21
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<210> 15

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador inverso de PCR

<400> 15

ccataggcaa aagcaccaag a
21

<210> 16

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda

<400> 16

ttggcccaat agtgagaact ttttcctgce
29

44
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REIVINDICACIONES

1. Un vector virico recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina ornitina
transcarbamilasa humana (hOTC) y secuencias de control de la expresion que dirigen la expresion de hOTC en una
célula hepatica, en donde la secuencia de acido nucleico de hOTC es menos de 80 % idéntica a la secuencia de hOTC
de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 1 que codifica la proteina hOTC madura o de longitud completa y expresa una
hOTC funcional, en donde dicha secuencia de acido nucleico de hOTC se selecciona de la secuencia de acido nucleico
que comprende la SEQ ID NO: 5 o una secuencia de &cido nucleico al menos de 96 % a aproximadamente 99 %
idéntica a la misma.

2. El vector virico recombinante segun la reivindicacién 1, en donde la secuencia de &cido nucleico de hOTC tiene la
secuencia de la SEQ ID NO: 5.

3. El vector virico recombinante segun la reivindicacién 1, en donde la secuencia de &cido nucleico de hOTC tiene la
secuencia de la SEQ ID NO: 4 o de la SEQ ID NO: 3.

4. El vector virico recombinante segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la hOTC es una OTC
quimérica que comprende una secuencia de transito heteréloga que sustituye la secuencia de transito nativa de la
SEQ ID NO: 5.

5. El vector virico recombinante segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el vector virico se
selecciona de un vector de virus adenoasociado (AAV), un vector adenovirico y un vector lentivirico.

6. El vector virico recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde las secuencias de control
de la expresién comprenden un promotor especifico del higado, opcionalmente en donde el promotor especifico del
higado es un promotor de globulina de unién a tiroxina (TBG).

7. El vector virico recombinante segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde el casete de expresién
comprende ademas uno o mas de un intrén, una secuencia de Kozak, una poli A y elementos reguladores
postranscripcionales.

8. El vector virico recombinante de la reivindicaciéon 1, en donde el vector virico recombinante es un vector de AAV
recombinante que comprende una capside de AAV que tiene empaquetada en la misma una secuencia de acido
nucleico que comprende al menos una secuencia de ITR y el acido nucleico que codifica hOTC, opcionalmente en
donde la capside de AAV se selecciona de AAV8, AAV9 y/o AAVrh10.

9. Un virus adenoasociado recombinante (rAAV) que tiene una capside de AAV y empaquetado en el mismo un casete
de expresion que comprende al menos una secuencia de repeticion terminal invertida (ITR) de AAV, una secuencia
de &cido nucleico que codifica al menos la ornitina transcarbamilasa humana madura (hOTC) y secuencias de control
de la expresion que dirigen la expresion de la hOTC en una célula hepatica, comprendiendo dichas secuencias de
control de la expresion un promotor especifico del higado, en donde la secuencia de acido nucleico de hOTC es menos
del 80 % idéntica a la secuencia de hOTC de tipo silvestre de la SEQ ID NO: 1 que codifica la proteina hOTC madura
y comprende al menos la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina hOTC madura de la SEQ ID NO: 5 o
una secuencia de acido nucleico al menos de 96 % a 99,9 % idéntica a la misma.

10. EITAAV segun la reivindicacion 9, en donde la secuencia de 4cido nucleico de hOTC tiene la secuencia de la SEQ
ID NO: 5.

11. EI rAAV segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde la capside de AAV se selecciona de AAVS,
AAV9 o AAVrh10.

12. El rAAV segun la reivindicacion 11, en donde el casete de expresion comprende ademdas una secuencia de
repeticion terminal invertida (ITR) 5' de AAV y una secuencia de ITR 3' o en donde al menos una ITR de AAV
comprende una ITR 5' en la que la secuencia D y el sitio de resolucion terminal se suprimen o en donde las ITR 5'y 3'
son de AAV2.

13. El rAAV segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde el &cido nucleico que codifica hOTC tiene
la secuencia codificante de la SEQ ID NO: 3 o, en donde el acido nucleico que codifica hOTC tiene la secuencia
codificante de la SEQ ID NO: 4.

14. Un vector virico que comprende al menos un gen de hOTC que codifica una ornitina transcarbamilasa quimérica
que comprende al menos ornitina transcarbamilasa humana madura con una secuencia de transito heteréloga, en
donde la secuencia de acido nucleico que codifica la ornitina transcarbamilasa humana madura se selecciona de la
de una secuencia de &cido nucleico de las SEQ ID NO: 3, 4 0 5.

15. El vector virico segun la reivindicacion 14, en donde la secuencia codificante de hOTC es la secuencia de la SEQ
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ID NO: 5.

16. Una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo y una cantidad eficaz del vector segin cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, el rAAV segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13 y/o el vector virico segun la
reivindicacién 14 o 15.

17. Un vector virico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, el rAAV segun una cualquiera de las

reivindicaciones 9 a 13 y/o el vector segun la reivindicacion 14 o 15 para su uso en un método de tratamiento de la
deficiencia de ornitina transcarbamilasa (OTCD) en un paciente humano.
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1021

atgctgttta
atggttcgaa
gaccttctea
gcagatctga
tccttaggeca
tttgcacttce
aatgaaagtc
cgagtgtata
aatgggctgt
gaacactata
ctgcactcca
aagggttatg
ggtaccaagc
attacagaca
ttccaaggtt
ttacactgct
tcactagtgt
ctgctgacag
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atctgaggat
attttcggtg
ctctaaaaaa
aatttaggat
tgatttttga
tgggaggaca
tcacggacac
aacaatcaga
cagatttgta
gctctctgaa
tcatgatgag
agccggatge
tgttgctgac
cttggataag
accaggttac
tgcccagaaa
tcccagaggce
attactcacc

FIG. 1A

cctgttaaac
tggacaacca
ctttaccgga
aaaacagaaa
gaaaagaagt
tcecttgtttt
ggccecgtgta
tttggacacc
ccatcctatce
aggtcttacc
cgcagcgaaa
tagtgtaacc
aaatgatcca
catgggacaa
aatgaagact
gccagaagaa
agaaaacaga
tcagctccag

47

aatgcagctt
ctacaaaata
gaagaaatta
ggagagtatt
actcgaacaa
cttaccacac
ttgtctagceca
ctggctaaag
cagatcctgg
ctcagctgga
ttcggaatgce
aagttggcag
ttggaagcag
gaagaggaga
gctaaagttg
gtggatgatg
aagtggacaa
aagcctaaat

ttagaaatgg
aagtgcagct
aatatatgct
tgcctttatt
gattgtctac
aagatattca
tggcagatgc
aagcatccat
ctgattacct
tcggggatgg
accttcagge
agcagtatgce
cgcatggagg
agaaaaagcg
ctgcctectga
aagtctttta
tcatggctgt
tt

tcacaacttc
gaagggccgt
atggctatca
gcaagggaag
agaaacaggc
tttgggtgtg
agtattggct
cccaattatce
cacgctccag
gaacaatatc
agctactcca
caaagagaat
caatgtatta
gctccaggcet
ctggacattt
ttctcectega
catggtgtcc
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FIG. 2

1 atgctgttca acctgcgaat cctgctgaac aatgccgctt ttcggaacgg gcacaattte

61 atggtgagga actttcgctyg cggacagccc ctccagaaca aggtccagcect gaagggcagg
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421

481

541
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781

841
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gacctgctga ccctgaaaaa tttcacaggg

gccgatctga
agcctgggga
ttecgecactge
aacgagtccc
cgagtctaca
aatggcctga
gagcattatt
ctgcactcca
aaaggctacg
ggcactaagc
atcactgata
ttecagggcet
ctgcattgcc

agcctggtgt

agttccggat
tgatcttcga
tgggaggaca
tgaccgacac
aacagtctga
gtgacctgta
ctagtctgaa
ttatgatgag
aacccgatgce
tgctgetgac
cctggattag
accaggtgac
tgcccagaaa

ttcctgaagce

caagcagaag
aaagcgcagt
cccatgtttt
agcacgcgte
cctggatacc
tcaccccatce
agggctgaca
cgccgecaag
ctccgtgaca
caatgaccct
tatgggacag
aatgaaaact
gcctgaagag

tgagaatagg

gaggaaatca agtacatgct gtggctgtca

ggcgaatatc
actcggacca
ctgaccacac
ctgagctcca
ctggccaagg
cagattctgg
ctgagctgga
tttggaatgc
aagctggcag
ctggaggceeg
gaggaagaga
gctaaggtcg
gtggacgatg

aagtggacaa

tgcctectget
gactgtcaac
aggacattca
tggctgatgce
aagcttctat
ccgattacct
ttggggacgag
acctccaggce
aacagtatgc
ctcacggagg
agaagaagcg
cagccagcga
aggtcttcta

tcatggcagt

1021 ctgctgactg attattcccce tcagctccag aaaccaaagt tctgataa

50

ccagggcaaa
agagactgga
tctgggagtyg
agtgctggcet
cccaatcatt
gaccctccag
aaacaatatc
tgcaacccca
caaagagaac
caacgtgctg
gctccaggcc
ctggaccttt
ctcacccaga

gatggtcagc
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1021
1081

ctgcagccgce
acgggcacaa
agctgaaggg
tgctgtggcet
tgctccaggg
caaccgagac
ttcacctggg
acgctgtgcet
ctatcccaat
acctgaccct
acggaaacaa
aggctgcaac
acgccaaaga
gaggcaacgt
agcggctcca
gcgattggac
tctactctcc
cagtgatggt
aagcggccgce
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caccatgctg
ctttatggtg
cagggacctg
gtcagctgat
caaaagcctg
tggattcgct
agtgaacgag
agctcgagtc
tattaacggc
ccaggagcac
tatcctgcac
cccaaaaggce
gaacggcact
gctgatcacc
ggccttecag
ctttctgcac
cagaagcctg
cagcctgctg

FIG. 3

ttcaacctge
aggaactttc
ctgaccctga
ctgaagttcc
gggatgatct
ctgctgggag
tcecectgaccg
tacaaacagt
ctgtcagacc
tattctagtc
tctattatga
tacgaacccg
aagctgctgc
gatacctgga
ggctaccagg
tgcctgcccea
gtgtttcccg
actgattatt
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gaatcctgcect
gctgcggaca
aaaatttcac
ggatcaagca
tcgaaaagcg
gacacccttg
acactgctcg
ccgacctgga
tgtatcaccc
tgaaagggcet
tgtcagccgce
atgcctcagt
tgaccaacga
ttagtatggg
tgacaatgaa
gaaagcccga
aagctgagaa
cacctcagct

gaacaacgcc
gcccectecag
aggggaggaa
gaagggcgaa
cagtactcgg
ttttctgace
cgtcctgage
taccctggcece
catccagatt
gacactgagt
caagtttgga
gacaaagctg
ccctcectggag
acaggaggaa
aaccgctaag
agaggtggac
taggaagtgg
ccagaaacca

gcttttcgga
aataaggtcc
atcaagtata
tatctgcctce
accagactgt
actcaggaca
tctatggccg
aaggaagctt
ctggccgatt
tggattgggg
atgcacctcc
gctgaacagt
gccgctcacg
gagaagaaga
gtcgcagcca
gacgaggtct
acaattatgg
aagttctgat
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ctgcagececgce
acgggcacaa
agctgaaggg
tgctgtgget
tgctccaggg
caaccgagac
ttcacctggg
acgctgtgcet
ctatcccaat
acctgaccct
acggaaacaa
aggctgcaac
acgccaaaga
gaggcaacgt
agcggctceca
gcgattggac
tctactctec
cagtgatggt
aagcggeccgce
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caccatgctg
ctttatggtg
cagggacctg
gtcagctgat
caaaagcctg
tggattcgct
agtgaacgag
ggctcgagtc
tattaacggce
ccaggagcac
tatcctgcac
cccaaaaggc
gaacggcact
gctgatcacc
ggccttecag
ctttctgcac
cagaagcctg
cagcctgetg

FIG. 4

ttcaacctgce
aggaactttc
ctgaccctga
ctgaagttcce
gggatgatct
ctgctgggag
tcecctgaccg
tacaaacagt
ctgtcagacc
tattctagtc
tctattatga
tacgaacccg
aagctgctgce
gatacctgga
ggctaccagg
tgcctgecca
gtgtttcccg
actgattatt
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gaatcctgcet
gctgcggaca
aaaatttcac
ggatcaagca
tcgaaaageg
gacacccttg
acactgctecg
ccgacctgga
tgtatcaccc
tgaaagggct
tgtcagccgce
atgcctcagt
tgaccaacga
ttagtatggg
tgacaatgaa
gaaagcccga
aagctgagaa
cacctcagct

gaacaacgcec
gcccectceccag
aggggaggaa
gaagggcgaa
cagtactcgg
ttttctgacc
cgtcctgage
taccctggcce
catccagatt
gacactgagt
caagtttgga
gacaaagctg
ccectetggag
acaggaggaa
aaccgctaag
agaggtggac
taggaagtgg
ccagaaacca

gcttttecgga
aataaggtcc
atcaagtata
tatctgecte
accagactgt
actcaggaca
tctatggecg
aaggaagctt
ctggcecgatt
tggattgggg
atgcacctcc
gctgaacagt
gcecgcectecacg
gagaagaaga
gtcgcagcecca
gacgaggtct
acaattatgg
aagttctgat
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FIG. 5A

ffffffffffffff ATGCTGTTCAACCTGAGAATCCTGCTGAACAACGCCGCCTTCAGAA
—————————————— ATGCTGTTCAACCTGCGCATCCTGCTGAACAACGCCGCCTTCCGCA
—————————————— ATGCTGTTCAACCTGCGAATCCTGCTGAACAATGCCGCTTTTCGGA
CTGCAGCCGCCACCATGCTGTTCAACCTGCGAATCCTGCTGAACAACGCCGCTTTTCGGA
CTGCAGCCGCCACCATGCTGTTCAACCTGCGAATCCTGCTGAACAACGCCGCTTTTCGGA
—————————————— ATGCTGTTTAATCTGAGGATCCTGTTAAACAATGCAGCTTTTAGAA

khkkkkhkkk *k kdkk * Fkhkkhkhkk * khkhkhkk *k *k k% * *

ACGGCCACAACTTCATGGTGAGAAACTTCAGATGCGGCCAGCCCCTGCAGAACAAGGTGC
ACGGCCACAACTTCATGGTGCGCAACTTCCGCTGCGGCCAGCCCCTGCAGAACAAGGTGC
ACGGGCACAATTTCATGGTGAGGAACTTTCGCTGCGGACAGCCCCTCCAGAACAAGGTCC
ACGGGCACAACTTTATGGTGAGGAACTTTCGCTGCGGACAGCCCCTCCAGAATAAGGTCC
ACGGGCACAACTTTATGGTGAGGAACTTTCGCTGCGGACAGCCCCTCCAGAATAAGGTCC
ATGGTCACAACTTCATGGTTCGAAATTTTCGGTGTGGACAACCACTACAAAATAAAGTGC

* Kk kkkkk *khk kkkk*k * k% Kk * ** *k kk *k kk *k ** *k k% *

AGCTGAAGGGCAGAGACCTGCTGACCCTGAAGAACTTCACCGGCGAGGAGATCAAGTACA
AGCTGAAGGGCCGCGACCTGCTGACCCTGAAGAACTTCACCGGCGAGGAGATCAAGTACA
AGCTGAAGGGCAGGGACCTGCTGACCCTGAAAAATTTCACAGGGGAGGAAATCAAGTACA
AGCTGAAGGGCAGGGACCTGCTGACCCTGAAAAATTTCACAGGGGAGGAAATCAAGTATA
AGCTGAAGGGCAGGGACCTGCTGACCCTGAAAAATTTCACAGGGGAGGAAATCAAGTATA
AGCTGAAGGGCCGTGACCTTCTCACTCTAAAARACTTTACCGGAGAAGAMATTAAATATA

khkkhkkhhkhkkh * F*hkhkkhkkhk **k **k ** *k kk kk **x k% ** **k *k *k ** *

TGCTGTGGCTGAGCGCCGACCTGAAGTTCAGAAT CAAGCAGAACGGGCGAGTACCTGCCCC
TGCTGTGGCTGAGCGCCGACCTGAAGTTCCGCAT CAAGCAGAAGGGCGAGTACCTGCCCC
TGCTGTGGCTGTCAGCCGATCTGAAGTTCCGGAT CAAGCAGAAGGGCGAATATCTGCCTC
TGCTGTGGCTGTCAGCTGATCTGAAGTTCCGGAT CAAGCAGAAGGGCGAATATCTGCCTC
TGCTGTGGCTGTCAGCTGATCTGAAGTTCCGGAT CAAGCAGAAGGGCGAATATCTGCCTC
TGCTATGGCTATCAGCAGATCTGAAATTTAGGATAAAACAGAAAGCGAGAGTATTTGCCTT

*khkkk hhkkhkk *k kk *hkkkk kK * kk kk kkkhkEt kk *k k& * k kK

TGCTGCAGGGCAAGAGCCTGGGCATGATCTTCGAGAAGAGAAGCACCAGAACCAGACTGA
TGCTGCAGGGCAAGAGCCTGGGCATGATCTTCCGAGAAGCGCAGCACCCGCACCCGCCTGA
TGCTCCAGGGCAAAAGCCTGGGGATGATCTTCGAAAAGCGCAGTACTCGGACCAGACTGT
TGCTCCAGGGCAAAAGCCTGGGGATGATCTTCCGAAAAGCGCAGTACTCGCGACCAGACTGT
TGCTCCAGGGCAAAAGCCTGGGGATGATCTTCGAAAAGCGCAGTACTCGCGACCAGACTGT
TATTGCAAGGGAAGTCCTTAGGCATGATTTTTGAGAAAAGAAGTACTCGAACAAGATTGT

* * *k Kk kx * k kk kkkkk kk Kk k*k * k*k k% * kK * * %

GCACCGAGACCGGCCTGGCCCTGCTGGGCEGCCACCCCTGCTTCCTGACCACCCAGGACA
GCACCGAGACCGGCCTGGCCCTGCTGGGCGGCCACCCCTGCTTCCTGACCACCCAGGACA
CAACAGAGACTGGATTCGCACTGCTGGGAGGACACCCATGTTTTCTGACCACACAGGACA
CAACCGAGACTGGATTCGCTCTGCTGGGAGGACACCCTTGTTTTCTGACCACT CAGGACA
CAACCGAGACTGGATTCGCTCTGCTGGGAGGACACCCTTGTTTTCTGACCACTCAGGACA
CTACAGAAACAGGCTTTGCACTTCTGGGAGGACATCCTTGTTTTCTTACCACACAAGATA

**k K%k Kk k% * *k k*k*k Fhkkhkk kx kk kk *k k* *k Hkhkkk Kk *kx Kk

TCCACCTGGGCGTGAACGAGAGCCTGACCGACACCGCCAGAGTGCTGAGCAGCATGGCCG
TCCACCTGGGCGTGAACGAGAGCCTGACCGACACCGCCCGCGTGCTGAGCAGCATGGCCG
TTCATCTGGGAGTGAACGAGTCCCTGACCGACACAGCACGCGTCCTGAGCTCCATGGCTG
TTCACCTGGGAGTGAACGAGTCCCTGACCGACACTGCTCGCGTCCTGAGCTCTATGGCCG
TTCACCTGGGAGTGAACGAGTCCCTGACCGACACTGCTCGCGTCCTGAGCTCTATGGCCG
TTCATTTGGGTGTGAATGAAAGTCTCACGGACACGGCCCGTGTATTGTCTAGCATGGCAG

* k% *kkhkk krxkkkhk k% **x k% kkkkk k% * k* * * *hkdkhk Kk Kk
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FIG. 5B

ACGCCGTGCTGGCCAGAGTGTACAAGCAGAGCGACCTGGACACCCTGGCCAAGGAGGCCA
ACGCCGTGCTGGCCCGCGTGTACAAGCAGAGCGACCTGGACACCCTGGCCAAGGAGGCCA
ATGCAGTGCTGGCTCGAGTCTACAAACAGTCTGACCTGGATACCCTGGCCAAGGAAGCTT
ACGCTGTGCTAGCTCGAGT CTACAAACAGTCCGACCTGGATACCCTGGCCAAGGAAGCTT
ACGCTGTGCTGGCTCGAGT CTACAAACAGTCCGACCTGGATACCCTGGCCAAGGAAGCTT
ATGCAGTATTGGCTCGAGTGTATAAACAATCAGATTTGGACACCCTGGCTAAAGAAGCAT

* kk ** * k*x * *k **k H**x k% * % *khhkk hhkhkhkhkkhkhk *hk kk kK

GCATCCCCATCATCAACGGCCTGAGCGACCTGTACCACCCCATCCAGATCCTGGCCGACT
GCATCCCCATCATCAACGGCCTGAGCGACCTGTACCACCCCATCCAGATCCTGGCCGACT
CTATCCCAATCATTAATGGCCTGAGTGACCTGTATCACCCCATCCAGATTCTGGCCGATT
CTATCCCAATTATTAACGGCCTGTCAGACCTGTATCACCCCATCCAGATTCTGGCCGATT
CTATCCCAATTATTAACGGCCTGTCAGACCTGTATCACCCCATCCAGATTCTGGCCGATT
CCATCCCAATTATCAATGGGCTGTCAGATTTGTACCATCCTATCCAGATCCTGGCTGATT

hhkdhd dk Khdk Kk kk Ark * k Khkhkh hhk hk KArhkhkhkrhkhk dhkhkhkk dk ok

ACCTGACCCTGCAGGAGCACTACAGCACCCTGAAGGGCCTGACCCTGAGCTGGATCGGCG
ACCTGACCCTGCAGGAGCACTACACCACCCTGAAGGGCCTGACCCTGAGCTGGATCGGCG
ACCTGACCCTCCAGGAGCATTATTCTACTCTGAAAGGGCTGACACTCGAGCTGGATTCGGG
ACCTGACCCTCCAGGAGCACTATTCTACTCTGAAAGCGGCTGACACTCGAGTTGGATTGGGG
ACCTGACCCTCCAGGAGCACTATTCTAGTCTGAAAGGGCTGACACTGAGTTGGATTGGGG
ACCTCACGCTCCAGGAACACTATAGCTCTCTGAAAGGTCTTACCCTCAGCTGGATCGGGG

hhkkh Khh khk Khkhkdkkhk kk k¥ hkdkhkd Khhk K*Kk kk Kk khk Ahkkhkk dk Kk

ACGGCAACAACATCCTGCACAGCATCATGATGAGCGCCGCCAAGTTCGGCATGCACCTGC
ACGGCAACAACATCCTGCACAGCATCATGATGAGCGCCGCCARGTTCGGCATGCACCTGC
ACGGAAACAATATCCTGCACTCCATTATGATGAGCGCCGCCARGTTTGGAATGCACCTCC
ACGGAAACAATATCCTGCACTCTATTATGATGTCAGCCGCCARGTTTGGAATGCACCTCC
ACGGAAACAATATCCTGCACTCTATTATGATGTCAGCCGCCAAGTTTGGAATGCACCTCC
ATGGGAACAATATCCTGCACTCCATCATGATGAGCGCAGCGAAATTCGGAATGCACCTTC

* khk hhkkhkk ki hkdkhkhkhkhk i *k Ak khkk *k kk kk hkk Ak Akhkhkhkkhkkk ok

AGGCCGCCACCCCCAAGGGCTACGAGCCCGACGCCAGCGTGACCAAGCTGGCCGAGCAGT
AGGCCGCCACCCCCAAGGGCTACGAGCCCGACGCCAGCGTGACCAAGCTGGCCGAGCAGT
AGGCTGCAACCCCAAAAGGCTACGAACCCGATGCCTCCGTGACAAAGCTGGCAGAACAGT
AGGCTGCAACCCCAAAAGGCTACGAACCCGATGCCTCAGTGACAAAGCTGGCTGAACAGT
AGGCTGCAACCCCAAAAGGCTACGAACCCGATGCCTCAGTGACAAAGCTGGCTGAACAGT
AGGCAGCTACTCCAAAGGGTTATGAGCCGGATGCTAGTGTAACCAAGTTGGCAGAGCAGT

*hkikhk F*k K*k kx *hk kk Kk Fhk *k *k Kk *k kk khkk khkkk khk kkkok

ACGCCAAGGAGAACGGCACCAAGCTGCTGCTGACCAACGACCCCCTGGAGGCCGCCCACG
ACGCCAAGGAGAACGGCACCAAGCTGCTGCTGACCAACGACCCCCTGGAGGCCGCCCACG
ATGCCAAAGAGAACGGCACTAAGCTGCTGCTGACCAATGACCCTCTGGAGGCCGCTCACG
ACGCCAAAGAGAACGGCACTAAGCTGCTGCTGACCAACGACCCTCTGGAGGCCGCTCACG
ACGCCAAAGAGAACGGCACTAAGCTGCTGCTGACCAACGACCCTCTGGAGGCCGCTCACG
ATGCCAAAGAGAATGGTACCAAGCTGTTGCTGACAAATGATCCATTGGAAGCAGCGCATG

* khkkkk khkhkkk khk khk khkhkdkhkk Fhkhkkkkhk kk dk kK *hkEkk kk khk kk ok

GCGGCAACGTGCTGATCACCGACACCTGGATCAGCATGGGCCAGGAGGAGGAGAAGAAGA
GCGGCAACGTGCTGATCACCGACACCTGGATCAGCATGGGCCAGGAGGAGGAGAAGAAGA
GAGGCAACGTGCTGATCACTGATACCTGGATTAGTATGGGACAGGAGGAAGAGAAGAAGA
GAGGCAACGTGCTGATCACCGATACCTGGATTAGTATGGGACACGGAGGAAGAGAAGAAGA
GAGGCAACGTGCTGATCACCGATACCTGGATTAGTATGGGACAGGAGGAAGAGAAGAAGA
GAGGCAATGTATTAATTACAGACACTTGGATAAGCATGGGACAAGAAGAGGAGAAGAAAA

* khkkkk k*k * Kk kk kk *k*k Khkhkkk Kkhk hhkkhkk k*k kk Fhk khkkkhkkkkk Kk
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FIG. 5C

AGAGACTGCAGGCCTTCCAGGGCTACCAGGTGACCATGAAGACCGCCAAGGTGGCCGLCCA
AGCGCCTGCAGGCCTTCCAGGGCTACCAGGTGACCATGAAGACCGCCAAGGTGGCCGCCA
AGCGGCTCCAGGCCTTCCAGGGCTACCAGGTGACAATGAAAACTGCTAAGGTCGCAGCCA
AGCGGCTCCAGGCCTTCCAGGGCTACCAGGTGACAATGAAAACCGCTAAGGTCGCAGLCCA
AGCGGCTCCAGGCCTTCCAGGGCTACCAGGTGACAATGAAAACCGCTAAGGTCGCAGLCCA

AGCGGCTCCAGGCTTTCCAAGGTTACCAGGTTACAATGAAGACTGCTAAAGTTGCTGCCT
kk ok kk kkkokk kkokkk kk Khkkkkokkk kk ckkkkk Ak kk kk kk kk  Kkokk

GCGACTGGACCTTCCTGCACTGCCTGCCCAGAAAGCCCGAGGAGGTGGACGACGAGGTGT
GCGACTGGACCTTCCTGCACTGCCTGCCCCGCAAGCCCGAGGAGGTGGACGACGAGGTGT
GCGACTGGACCTTTCTGCATTGCCTGCCCAGAAAGCCTGAAGAGGTGGACGATGAGGTCT
GCGATTGGACCTTTCTGCACTGCCTGCCCAGAAAGCCCGAAGAGGTGGACGACGAGGTCT
GCGATTGGACCTTTCTGCACTGCCTGCCCAGAAAGCCCGAAGAGGTGGACGACGAGGTCT
CTGACTGGACATTTTTACACTGCTTGCCCAGAAAGCCAGAAGAAGTGGATGATGAAGTCT

**k *kkkk k% * *kk kkk Akhk*Fk K Khkkkk kk k*k khkkAkhk Kk *k kk Kk

TCTACAGCCCCAGAAGCCTGGTGTTCCCCGAGGCCGAGAACAGAAAGTGGACCATCATGG
TCTACAGCCCCCGCAGCCTGGTGTTCCCCGAGGCCGAGAACCGCAAGTGGACCATCATGG
TCTACTCACCCAGAAGCCTGGTGTTTCCTGAAGCTGAGAATAGGAAGTGGACAATCATGG
TCTACTCTCCCAGAAGCCTGGTGTTTCCCGAAGCTGAGAATAGGAAGTGGACAATTATGG
TCTACTCTCCCAGAAGCCTGGTGTTTCCCGAAGCTGAGAATAGGAAGTGGACAATTATGG
TTTATTCTCCTCGATCACTAGTGTTCCCAGAGGCAGAAAACAGAAAGTGGACAATCATGG

* k& * % * *k kkkkk *Fd KkEk kk kk KKk * khkkdkhkhkkdk *k khkkk

CCGTGATGGTGAGCCTGCTGACCGACTACAGCCCCCAGCTGCAGAAGCCCAAGTTCTGA-
CCGTGATGGTGAGCCTGCTGACCGACTACAGCCCCCAGCTGCAGAAGCCCAAGTTCTGA -
CAGTGATGGTCAGCCTGCTGACTGATTATTCCCCTCAGCTCCAGAAACCAAAGTTCTGAT
CAGTGATGGTCAGCCTGCTGACTGATTATTCACCTCAGCTCCAGAAACCAAAGTTCTGAT
CAGTGATGGTCAGCCTGCTGACTGATTATTCACCTCAGCTCCAGAAACCAAAGTTCTGAT

CTGTCATGETGTCCCTGCTGACAGATTACT CACCTCAGCTCCAGAAGCCTARATTT- - - -
* k*k khkkhkk*k *khkkhkhkdkkhkkt *k *+* *k F*hkErhkk KErkkhkk *kEk ki k%
BA-------- 1068
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