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VECTORES VIRALES ADENOASOCIADOS PARA EL TRATAMIENTO DE
MUCOPOLISACARIDOSIS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a vectores Uutiles para la expresion de
proteinas de interés y su utilizacion en terapia génica. La presente invencion
también se refiere a vectores y secuencias de acidos nucleicos utiles para el
tratamiento de mucopolisacaridosis (MPS), y en particular, para el tratamiento

de mucopolisacaridosis tipo Il o sindrome de Hunter.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El lisosoma es un organulo encontrado en el citoplasma de células de animales
que contiene mas de 50 hidrolasas que rompen biomoléculas durante el
reciclaje de componentes celulares desgastados o después de la engullicion de
virus y bacterias. Este organulo contiene varios tipos de enzimas hidroliticas,
que incluyen proteasas, nucleasas, glucosidasas, lipasas, fosfolipasas,

fosfatasas y sulfatasas. Todas las enzimas son hidrolasas acidas.

Las enfermedades de almacenamiento lisosomico (EAL) se producen por
defectos genéticos que afectan a una o mas enzimas lisosomicas. Estas
enfermedades genéticas resultan generalmente de una deficiencia en una
actividad enzimatica particular presente en el lisosoma. En un menor grado,
estas enfermedades pueden ser debidas a deficiencias en proteinas que

participan en la biogénesis lisosémica.

Las EAL son individualmente raras, aunque como grupo estos trastornos son
relativamente comunes en la poblacion general. La prevalencia combinada de
EAL es aproximadamente 1 por 5.000 recién nacidos vivos. Véase Meikle P, y
col., JAMA 1999;281:249-254. Sin embargo, algunos grupos dentro de la
poblacidon general estan particularmente afectados por una alta manifestacion



10

15

20

25

30

de EAL. Por ejemplo, la prevalencia de las enfermedades de Gaucher y Tay-
Sachs en descendientes de individuos judios de Europa central y del este

(Ashkenazi) es 1 por 600 y 1 por 3.900 nacimientos, respectivamente.

La mucopolisacaridosis de tipo Il (MPSII), también conocida como sindrome de
Hunter y descrita por primera vez por el Dr. Charles Hunter, es una EAL
cronica, progresiva y multisistémica producida por deficiencia o ausencia de
actividad de la enzima iduronato-2-sulfatasa (IDS), codificada por el gen IDS'y
que participa en la degradacion escalonada lisosomica de los
glucosaminoglicanos (GAG) heparan sulfato (HS) y dermatan sulfato (DS),
conduciendo a su acumulacion patoldgica. Véase Hunter, Proc R Soc Med.
1917;10(Sect Study Dis Child):104-16. Debido a la herencia recesiva ligada a
X, casi todos los pacientes con Hunter son masculinos, aunque se ha
informado de algunas mujeres con sindrome de Hunter en la bibliografia.
Véanse Mossman y col., Arch Dis Child. 1983;58:911-915, Gullén-Navarro y
col., Orphanet J Rare Dis. 2013;25(8):92, Valstar y col., J. Inherit. Metab. Dis.
2008;31(2):240-52.

La MPSII se caracteriza clinicamente como una neuropatia progresiva del
sistema nervioso central (SNC) que aparece en la infancia. Los nifios con
Hunter son normalmente normales al nacer y desarrollan sintomas antes de los
2 afos de edad. Véase Schwartz y col., Acta Paediatr Suppl. 2007;96:63-70. La
evolucion clinica generalmente empieza con deterioro cognitivo progresivo
lento, seguido de problemas del comportamiento y deterioro intelectual
progresivo. La pérdida de locomocién se produce después. Ademas de los
sintomas neuroldgicos, los pacientes con MPSII padecen alteraciones no
neuroldgicas, que incluyen infecciones recurrentes del oido, nariz, garganta y
pecho, diarrea y estrefiimiento frecuentes, insuficiencia cardiaca, rasgos
faciales toscos, talla baja, rigidez y degeneracion articular progresiva,
anomalias esqueléticas que afectan la movilidad, ademas de hepato vy
esplenomegalia. Véanse Neufeld y Muenzer, “The Mucopolysaccharidoses” en

Scriver C, et al., Eds., “The metabolic and molecular basis of inherited disease”,
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McGraw-Hill Publishing Co., New York, NY, US, 2001, pp. 3421-3452. El
espectro de manifestaciones clinicas de Ila enfermedad varia
considerablemente dependiendo de los niveles residuales de actividad de IDS
que el paciente tiene, que a su vez se determina por la mutacién subyacente
del gen IDS, con >300 mutaciones del gen IDS descritas hasta la fecha
(http://Iwww.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=IDS). En general, se han descrito
dos formas clinicas de la MPSII. La forma mas grave, con una aparicion entre
los 18 meses y los 4 afios de edad, es tres veces mas comun que la forma
leve, y, se caracteriza por rasgos faciales toscos, deformidades esqueléticas,
hepatoesplenomegalia y participacion neurolégica que conduce a retraso
mental. Véase Wraith y col., Eur J Pediatr. 2008;167(3):267-277. Los pacientes
normalmente mueren durante la segunda década de vida debido a enfermedad
obstructiva de las vias respiratorias e insuficiencia cardiaca. Véanse Wraith y
col., Eur J Pediatr. 2008;167(3):267-277, Neufeld y Muenzer, arriba. Una forma
mas lentamente progresiva de la enfermedad, con aparicion posterior,
supervivencia mas larga y disfuncion neurolégica minima, conocida como el
fenotipo atenuado, también se ha informado en un subconjunto de pacientes
con MPSII. Véanse Wraith y col., Eur J Pediatr. 2008;167(3):267-277, Neufeld y

Muenzer, arriba.

Hasta hace poco no ha habido terapias aprobadas especificas para el
sindrome de MPSII y el unico tratamiento disponible era sintomatico usando
una amplia gama de farmacos inespecificos para la prevencion y tratamiento
de complicaciones de la enfermedad. En los ultimos afos han estado
disponibles dos opciones terapéuticas principales: terapia de reemplazo
enzimatico (ERT) y trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT). El
diseio de ambas estrategias terapéuticas se basa en la posibilidad de
correccion cruzada, basada en el hecho de que las células normales secretan
cantidades significativas de enzimas lisosomicas solubles marcadas con
manosa-6-fosfato (M6P), tales como IDS, que pueden ser posteriormente
captadas del compartimento extracelular por otras células mediante receptores

de M6P sobre la membrana plasmatica y dirigirse a los lisosomas. Véase Enns
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y col., Neurosurg Focus. 2008;24(3-4):E12. Ademas, hay un umbral de
actividad enzimatica residual, generalmente muy bajo, por encima del cual la
célula puede hacer frente a la entrada de sustrato y los sujetos no son
afectados por la enfermedad, sugiriendo que la restauracion de la actividad
normal no es un requisito para modificar la evolucion clinica. Véase Neufeld,
Annu Rev Biochem. 1991;60:257-80.

Desde su autorizacion por la Agencia Estadounidense del Medicamento (FDA)
en 2006 y por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) en 2007, la
iduronato-2-sulfatasa humana recombinante (idursulfasa, ELAPRASE®, Shire
Pharmaceuticals) se ha indicado para el tratamiento de pacientes con MPSII. El
tratamiento se administra semanalmente a una dosis de 0,5 mg/kg por infusién
intravenosa, con un tiempo de infusién promedio de 1-3 horas. Véase Giugliani
y col., Genet Mol Biol. 2010;33(4):589-604. ELAPRASE® fue autorizado
después de un estudio aleatorizado, de doble ciego y controlado por placebo
de 96 pacientes con Hunter sin deterioro cognitivo en el nivel inicial y con
enfermedad moderadamente avanzada. Véanse Muenzer y col., Genet Med.
2006;8(8):465-73, Muenzer y col., Genet Med. 2011;13(2):95-101. Después de
un afio de tratamiento, los pacientes tratados con ELAPRASE® mostraron un
aumento en la distancia recorrida en seis minutos (prueba de caminata de seis
minutos) en comparacion con pacientes en placebo. Véase Muenzer y col.,
Genet Med. 2011;13(2):95-101. También se ha mostrado que la ERT con
ELAPRASE® mejora la amplitud de movimiento (ROM) de las articulaciones y
reduce los volumenes del higado y el bazo. Véase Muenzer y col., Genet Med.
2011;13(2):95-101. Ademas, hay evidencia de funcion pulmonar mejorada
cuando no estan presentes anticuerpos neutralizantes contra idursulfasa; se
informé del desarrollo de anticuerpos anti-IDS en el 50 % de los pacientes

tratados a largo plazo. Véase Muenzer y col., Genet Med. 2011;13(2):95-101.

Un estudio de fase I/ll en 31 pacientes con MPSIlI comparé la eficacia de
ELAPRASE® con la de un segundo producto basado en la isoforma beta de la

idursulfasa con un nombre comercial propuesto de Hunterase® (NCT01301898,
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http://clinicaltrials.gov). Ambas proteinas se administraron intravenosamente a
una dosis de 0,5 mg/kg/semana para ELAPRASE® y 0,5 y 1,0 mg/kg/semana
para Hunterase® durante 24 semanas. Los resultados del tratamiento con
Hunterase® mostraron eliminacién reducida de GAG en la orina y rendimiento
mejorado en la prueba de caminata de 6 minutos, pero ninguna de las dosis fue
capaz de mediar una la eficacia terapéutica en la funciéon pulmonar, funcién
cardiaca o movilidad de las articulaciones. Véase Sohn y col., Orphanet J Rare
Dis. 2013;8:42. Las infusiones de Hunterase® fueron generalmente seguras y
bien toleradas, aunque se informaron algunos acontecimientos adversos, tales
como urticaria y erupcion cutanea. Véase Sohn y col., Orphanet J Rare Dis.
2013;8:42. Recientemente se ha completado un estudio esencial PIll
(http://clinicaltrials.gov, NCT01645189), pero los resultados no estan todavia

disponibles.

Debido a la hipersensibilidad a ELAPRASE®, tiene que estar disponible apoyo
médico durante la administracion del producto. Durante el ensayo, los
acontecimientos adversos mas graves descritos fueron reacciones anafilacticas
que podrian aparecer en cualquier momento durante la infusion de
ELAPRASE® o hasta 24 horas después de la administracién del producto.
Véanse Muenzer y col., Genet Med. 2006;8(8):465-73, Muenzer y col., Genet
Med. 2011;13(2):95-101. Estas reacciones anafilacticas, que pueden
comprometer la vida del paciente, incluyen disnea, hipoxia, hipotensién,
urticaria y/o angioedema de garganta o lengua (http://elaprase.com/) y pueden
requerir intervenciones tales como resucitacion o traqueotomia de urgencia, y
tratamiento con agonistas beta-adrenérgicos inhalados, epinefrina o
corticosteroides intravenosos. Véase Burton y col, Mol Genet Metab.
2011;103(2):113-20. Otras desventajas de ERT incluyen: 1) la dificultad de
realizar infusiones intravenosas largas de 1-3 horas en pacientes pediatricos,
muchos de los cuales padecen enfermedad mental (http://elaprase.com/), 2) el
hecho de que el 50 % de los pacientes tratados con ELAPRASE® en estudios
clinicos dieran positivo para anticuerpos a la idursulfasa de significancia clinica

todavia desconocida, pero que podria limitar la eficacia del producto a largo



10

15

20

25

30

plazo, como se sugiere por pruebas de funcién pulmonar. Véanse Muenzer y
col., Mol Genet Metab. 2007;90(3):329-37, Muenzer y col., Genet Med.
2006;8(8):465-73, Muenzer y col., Genet Med. 2011;13(2):95-101, y 3) el alto
coste de la terapia, que incluye también los costes del cuidado a domicilio.
Véase Wyatt y col., Health Technol Asses. 2012,16(39):1-543.

Independientemente de las cuestiones de seguridad o el coste de
administracion de ELAPRASE®, la incapacidad de la IDS recombinante
intravenosamente administrada para alcanzar el SNC, al menos a la dosis
actualmente recomendada de 0,5 mg/kg por semana, probablemente limita la
posible aplicabilidad de ERT al tratamiento de la grave neurodegeneracion
observada en pacientes con Hunter. Solo se logré un rescate parcial de la
actividad cerebral de IDS por la administracion intravenosa semanal de 1,2 6
10 mg de ELAPRASE®/kg a ratones con MPSII de 2 6 7 meses de edad,
respectivamente. Véase Polito y col., Hum Mol Genet. 2010;19(24):4871-85.
Ademas, incluso a estas altas dosis, la actividad de IDS en circulacién volvio a
niveles previos al tratamiento 72 horas después de la administracion de la
proteina. Véase Polito y col., Hum Mol Genet. 2010;19(24):4871-85. De hecho,
la ERT intravenosa dejo de corregir la acumulacion de GAG en los cerebros de
un modelo murino de MPSIl. Véase Garcia y col., Mol Genet Metab.
2007;91(2):183-90. Por tanto, la indicacion de ELAPRASE® esta limitada al

tratamiento de sintomas no neuroldgicos de la enfermedad.

Una alternativa a la administracion intravenosa de ERT es la provisién de la
enzima exdgena directamente al SNC. La administracion de 20 pg de IDS
humana recombinante al ventriculo lateral de ratones con MPSII de 5 meses de
edad cada 3 semanas aumento la actividad de IDS en el cerebro, cerebelo y
organos somaticos, tales como el higado, corazdn, rifion y testiculo. Véase
Higuchi y col., Mol Genet Metab. 2012;107(1-2):122-8. La restauracion de la
actividad de IDS condujo a la recuperaciéon de la memoria a corto plazo vy
actividad locomotora y a una reduccion en la vacuolacion celular y distension

lisosdbmica en el cerebelo, higado y testiculo. Sin embargo, la eficacia
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terapéutica fue parcial, el contenido de GAG no se normalizé6 completamente y
algunas alteraciones del comportamiento siguieron siendo resistentes al
tratamiento. Véase Higuchi y col., Mol Genet Metab. 2012;107(1-2):122-8. Un
estudio reciente de seguridad y de busqueda de dosis de administracion de
idursulfasa al liquido cefalorraquideo (LCR) mediante un dispositivo de
liberacion de farmaco intratecal para tratar directamente la patologia del SNC
en pacientes con Hunter ha demostrado reducciones de aproximadamente el
80-90% en los niveles de GAG en LCR después de 6 meses de tratamiento.
Véanse Muenzer y col., Genet. Med. 2015; doi:10.1038/gim.2015.36 y
www.clincialtrials.gov (NCT00920647). Sin embargo, la implantacion del
dispositivo de liberacion intratecal permanente que requiere la terapia esta
asociada a riesgos sustanciales e inconvenientes y la propia terapia tiene un

coste econdmico muy alto por paciente/afio.

Otra forma de llegar al SNC por administracion sistémica es usando un caballo
troyano molecular. Un ejemplo de ese enfoque es la proteina de fusion de
anticuerpo para receptor de insulina-iduronato 2-sulfatasa (HIRMAb-IDS), que
puede cruzar la barrera hematoencefalica (BHE) mediante transporte mediado
por receptor. La administracion intravenosa de 3, 10 y 30 mg/kg de HIRMAb-
IDS a monos Rhesus juveniles masculinos semanalmente, durante 26
semanas, produjo una captacion por el cerebro de HIRMADb-IDS del 1% de la
dosis total inyectada. Véase Boado y col, Biotechnol Bioeng.
2014;111(11):2317-25. El estudio también demostré seguridad de la proteina
de fusion, ya que no se observd reaccion relacionada con la infusién o

respuesta inmunitaria.

El trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) usando células madre
derivadas de la médula 6sea (trasplante de médula ésea, TMO) ha demostrado
ser eficaz en el tratamiento tanto de la patologia somatica como de la
neurolégica en pacientes con otras MPS. Véanse Peters y col., Blood.
1996;87(11):4894-902, Peters y Steward, Bone Marrow Transplant.
2003;31(4):229-39 y Yamada y col., Bone Marrow Transplant. 1998;21(6):629-
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34. El principio subyacente a la correccion por HSCT es que monocitos de
donante pueden cruzar la pared capilar, incluso en la barrera hematoencefalica,
después de diferenciarse en macréfagos de tejido, microglia en el caso del
SNC, y secretar la enzima deficiente para la administracion a las diversas
células. Véase Krivit y col., Cell Transplant. 1995;4(4):385-92. El TMO realizado
en ratones con MPSII redujo la acumulacion de GAG en una variedad de
tejidos somaticos, que incluyen higado, bazo y pulmén, pero no en el SNC.
Véase Akiyama y col., Mol Genet Metab. 2014;111(2):139-46. Si se combina
TMO con ERT (0,5 mg de idursulfasa/kg/semanalmente), se observé un efecto
aditivo sobre los niveles de GAG en el corazon, riidn y pulmén 7 meses
después del tratamiento de ratones con MPSII, pero las acumulaciones de
GAG en el SNC siguieron a niveles patologicos. Véase Akiyama y col., Mol
Genet Metab. 2014;111(2):139-46. Sin embargo, la evidencia de eficacia clinica
no es muy fuerte en pacientes con MPSII. El seguimiento de 10 pacientes con
Hunter que recibieron TMO entre 1982 y 1991 mostr6 grados altamente
variables de éxito. Véase Vellodi y col., J Inherit Metab Dis. 1999;22(5):638-48.
Cuatro de aquellos pacientes murieron antes de 100 dias después del TMO, y
3 mas antes de 7 anos después del procedimiento. De los 3 pacientes que
sobrevivieron durante mas de 7 anos después del TMO, uno de ellos no
informd beneficio clinico; un segundo mostré6 un aumento minimo de la
actividad de IDS en plasma y el tercero dejo de normalizar el contenido de
GAG a pesar de tener un ligero aumento en la actividad de IDS en plasma.
Véase Vellodi y col., J Inherit Metab Dis. 1999;22(5):638-48. La imagen por
resonancia magneética (IRM) del cerebro mostré una ligera disminucion en el
numero de lesiones quisticas 2,5 afios después del TMO en un paciente con
fenotipo de MPSII leve. Véase Seto y col., Ann Neurol. 2001;50(1):79-92. Sin
embargo, el mismo estudio proporcion6 datos sobre otro paciente con fenotipo
leve que no mostré ninguna mejora bajo IRM. Véase Seto y col., Ann Neurol.
2001;50(1):79-92. Los resultados clinicos parecen ser altamente variables entre
pacientes con Hunter, supuestamente debido a diversos factores; genotipo,
edad en HSCT, estado clinico del paciente en HSCT, tal como grado de

alteracion neuroldgica, estado del donante, quimerismo del donante, fuente de
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células madre y actividad enzimatica han sugerido todos que influyen en el
resultado a largo plazo. Véanse Giugliani y col., Genet Mol Biol.
2010;33(4):589-604, Valayannopoulos y col., Rheumatology. 2011;5:v49-59.

Cuando es satisfactorio, el HSCT puede contribuir a algun grado de beneficio
clinico a nivel somatico, disminucion de los problemas de comportamiento y
mejores patrones de suefo, pero sigue sin estar claro si el tratamiento puede
mediar en cualquier mejora significativa del deterioro cognitivo. Véase Giugliani
y col, Genet Mol Biol. 2010;33(4):589-604, Valayannopoulos y col.,
Rheumatology. 2011;5:v49-59. En general, este enfoque no se recomienda
para pacientes con Hunter, debido a la alta tasa de morbilidad y mortalidad y
los beneficios neurocognitivos variables. Véase Giugliani y col., Genet Mol Biol.
2010;33(4):589-604.

Una explicacion plausible al fracaso de la HSCT es la limitada expresion de IDS
en células injertadas, que conduce a una correccion cruzada de IDS
insuficiente en el SNC. Se usaron vectores lentivirales que codifican el gen IDS
humano para transducir células de médula ésea antes de su trasplante en
ratones con MPSII. Los ratones con MPSII tratados mostraron rendimiento
mejorado en la prueba de memoria del laberinto en T 14 semanas después del

trasplante. Véase Podetz-Pedersen y col., Mol Ther. 2013;21:s1-s285.

Dadas las limitaciones de las actuales opciones terapéuticas para MPSII, se
necesitan enfoques alternativos. La terapia génica in vivo ofrece la posibilidad
de un tratamiento de una vez para MPSII y otras enfermedades hereditarias,
con la perspectiva de efectos beneficiosos para toda la vida. Se han probado
varios enfoques de terapia génica basados en el uso de diferentes vectores
virales combinados con diferentes vias de administracion en modelos animales
de enfermedad de MPSII.

La transferencia génica mediada por vectores virales adenoasociados (AAV),

en particular, ha emergido rapidamente como el enfoque de eleccion para
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muchas aplicaciones de terapia génica in vivo, debido a la alta eficiencia de
transduccion y la ausencia de patogenicidad de estos vectores. Los vectores de
AAV pueden transducir células post-mitoticas y varios estudios pre-clinicos y
clinicos han demostrado el potencial de la transferencia génica mediada por
vector de AAV para conducir eficientemente la expresion sostenida de
transgenes terapéuticos para una variedad de enfermedades. Véanse
Bainbridge y col., N Engl J Med. 2008;358(21):2231-9, Hauswirth y col., Hum
Gene Ther. 2008;19(10):979-90, Maguire y col, N Engl J Med.
2008;358(21):2240-8, Niemeyer y col., Blood 2009;113(4):797-806, Rivera y
col., Blood 2005;105(4):1424-30, Nathawani y col, N Engl J Med.
2011;365(25):2357-65 y Buchlis y col., Blood 2012;119(13):3038-41.

La administracion sistémica de vectores de AAV5-CMV-IDS humana en la vena
temporal de crias de raton con MPSII (p2) produjo un aumento en la actividad
de IDS en corazon, rindn, higado, pulmoén, musculo y bazo, y un aumento
moderado en la actividad de IDS en el cerebro, que condujo a una reduccion en
tejido somatico y contenido de GAG urinario hasta 18 meses después de la
administracién de un unico vector. Véase Polito y col., Am J Hum Genet.
2009;85(2):296-301. Ademas, este tratamiento previno el desarrollo de la
patologia del SNC previniendo la neurodegeneracion, y corrigiendo la
astrogliosis e inflamacion. La evaluacion de ratones en la prueba de campo
abierto 18 meses después de la inyeccion de AAV demostré la mejora con el
tratamiento en el fenotipo motor macroscépico de ratones con MPSII. Véase
Polito y col., Am J Hum Genet. 2009;85(2):296-301.

También se han usado AAVs de serotipo 8 que codifican el gen IDS humano
bajo el control del promotor de TBG especifico del higado para tratar MPSII.
Hasta 7 meses tras la administracion intravenosa de vectores a ratones con
MPSII de 2 meses de edad se observo un aumento en la actividad de IDS en
suero, higado, bazo, pulmdn, corazon, rifidn y musculo, produciendo correccién
completa del almacenamiento de GAG en estos tejidos somaticos. Véase
Cardone y col., Hum Mol Genet. 2006;15(7):1225-36. Sin embargo, se
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requirieron dosis muy altas (4 x 10'2 genomas virales/raton) para lograr un
ligero aumento en la actividad de IDS y eliminacion parcial de la acumulacién
de GAG en el cerebro cuando los vectores se administraron intravenosamente.
Véase Cardone y col., Hum Mol Genet. 2006;15(7):1225-36. Similarmente, la
administracion intravenosa de vectores de AAV8 en los que el gen IDS humano
esta bajo el control del promotor del factor 1-a de elongacién (EF) ubicuo a
ratones adultos con MPSIlI demostré un aumento en la actividad de IDS en
higado, corazon, bazo y rifidn hasta 24 semanas después de la administracion,
con correccion completa de la acumulacién de GAG en aquellos 6rganos.
Véase Jung y col., Mol Cells. 2010;30(1):13-8. La actividad de IDS en el
cerebro solo se aumento en el grupo de animales sacrificados a corto plazo (6
semanas después de la inyeccidn); sin embargo, esto no fue suficiente para
normalizar el contenido de GAG en el SNC. Véase Jung y col., Mol Cells.
2010;30(1):13-8.

Ninguno de los enfoques anteriormente mencionados ha restaurado
completamente la actividad de la iduronato-2-sulfatasa, logrado la erradicacién
completa de las inclusiones intracitoplasmicas en el SNC vy tejidos somaticos, o
corregido todos los signos clinicos de MPSII. Asi, existe la necesidad de
enfoques novedosos para el tratamiento de MPSII que tengan mejor eficacia y

perfiles de seguridad.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidon proporciona nuevas secuencias nucleotidicas para el
tratamiento de mucopolisacaridosis, en particular mucopolisacaridosis tipo |l
(MPSII), o sindrome de Hunter.

En un primer aspecto, la presente invenciéon se refiere a una secuencia
nucleotidica aislada que codifica la proteina iduronato-2-sulfatasa (IDS) segun
la SEQ ID NO: 1 y que tiene entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ
ID NO: 2. En particular, las secuencias nucleotidicas aisladas segun este
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primer aspecto de la invencién estan seleccionadas de SEQ ID NO: 5y SEQ ID
NO: 8.

En un segundo aspecto, la presente invencidon se refiere a un plasmido que
contiene una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina iduronato-2-
sulfatasa (IDS) segun la SEQ ID NO: 1, y en particular una secuencia
nucleotidica que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID NO: 2,
preferiblemente que tiene entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ ID
NO: 2.

En un tercer aspecto, la invencidn proporciona nuevos vectores recombinantes
para el tratamiento de mucopolisacaridosis tipo |[I. Dichos vectores
recombinantes son en particular vectores de virus adenoasociados (AAV) que
contienen una secuencia nucleotidica que codifica la proteina iduronato-2-
sulfatasa (IDS) segun la SEQ ID NO: 1, y en particular una secuencia
nucleotidica que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID NO: 2,
preferiblemente que tiene entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ ID
NO: 2. En una realizacién preferida, los vectores virales adenoasociados son
de serotipo 9 (AAV9). Los vectores AAV9 de la presente invencion pueden
contener adicionalmente un promotor unido a la secuencia nucleotidica
codificante con el fin de controlar la expresion de IDS. Un promotor adecuado
es el promotor CAG, SEQ ID NO: 14.

Otro aspecto de la presente invencidon se refiere a una composicidn
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de la
secuencia nucleotidica o del plasmido o del vector recombinante descritos en el

presente documento.

Todavia otro aspecto de la invencion se refiere a las secuencias nucleotidicas
de la invencion o un plasmido descrito en el presente documento, o un vector
recombinante descrito en el presente documento, para su uso como un

medicamento, en particular para el tratamiento de mucopolisacaridosis tipo II.
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La presente invencion también proporciona un método para la produccion de
los plasmidos segun la invencidon, ademas de un meétodo para la produccion de

los vectores recombinantes segun la invencion.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a células aisladas que comprenden la
secuencia nucleotidica que codifica para IDS, y en particular una secuencia
nucleotidica que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID NO: 2,
preferiblemente que tiene entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ ID
NO: 2.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Generacion de pAAV-CAG-hIDS y AAV-CAG-hIDS. (A)
Representacion esquematica del plasmido pAAV-CAG-hIDS y sus
componentes. (B) Representacion esquematica del genoma de un vector

adenoasociado que contiene la secuencia codificante de hIDS.

Figura 2. Generacion de pAAV-CAG-ohIDS-versiéon1 y AAV-CAG-ohIDS-
version1. (A) Representacion esquematica del plasmido pAAV-CAG-ohIDS-
version1 y sus componentes. (B) Representacion esquematica del genoma de
un vector adenoasociado que contiene la secuencia codificante de ohlIDS-

version1.

Figura 3. Generacion de pAAV-CAG-ohIDS-versién2 y AAV-CAG-ohIDS-
version2. (A) Representacion esquematica del plasmido pAAV-CAG-ohIDS-
version2 y sus componentes. (B) Representacion esquematica del genoma de
un vector adenoasociado que contiene la secuencia codificante de ohIDS-

version2.

Figura 4. Generacion de pAAV-CAG-omIDS y AAV-CAG-omIDS. (A)
Representacion esquematica del plasmido pAAV-CAG-omIDS vy sus

componentes. (B) Representacion esquematica del genoma de un vector
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adenoasociado que contiene la secuencia codificante de omIDS

Figura 5. Administracion hidrodinamica de pAAV-CAG-hIDS, pAAV-CAG-
ohIDS-version1 y pAAV-CAG-ohlDS-version2 a ratones sanos. Los
histogramas representan la actividad de la iduronato-2-sulfatasa (IDS) en
higado (A) y suero (B) medida 48 horas después de la administracién de 30 ug
de los plasmidos que codifican la IDS humana pAAV-CAG-hIDS, pAAV-CAG-
ohIDS-version1 y pAAV-CAG-ohIDS-version2. La actividad de IDS de ratones
WT inyectados con solucién salina se fijo al 100 %. Los valores son medias +

EEM de 5 ratones por grupo. * P<0,05.

Figura 6. Administraciéon hidrodinamica de pAAV-CAG-hIDS, pAAV-CAG-
ohIDS-version1 y pAAV-CAG-ohIDS-versién2 a ratones con MPSII. (A, B) Los
histogramas representan la actividad de la iduronato-2-sulfatasa (IDS) en
higado (A) y suero (B) medida 1 semana después de la administracion de los
plasmidos que codifican la IDS humana pAAV-CAG-hIDS, pAAV-CAG-ohIDS-
version1 y pAAV-CAG-ohIDS-versidon2. Se usaron ratones no mutantes (sanos,
wild-type-WT) y con MPSII inyectados con solucién salina como controles. La
actividad de IDS de ratones WT se fij6 al 100 %. (C) Cuantificacion del
contenido de glucosaminoglicano (GAG) en higado, bazo, corazon, vejiga
urinaria y testiculo 1 semana después de la administracién de los diferentes
plasmidos que codifican la IDS humana. Los valores son medias £+ EEM de 5
ratones por grupo. * P<0,05, *** P<0,001, **** P<0,0001.

Figura 7. Administracion intravascular de AAV9-CAG-hIDS, AAV9-CAG-ohIDS-
version1 y AAV9-CAG-ohIDS-version2 a ratones con MPSII. Los ratones con
MPSII se inyectaron intravenosamente con 1x10'0 gv de vectores AAV9 que
codifican la IDS humana WT (AAV9-CAG-hIDS) o dos versiones diferentes de
IDS humana optimizada (AAV9-CAG-ohIDS-versién1 y AAV9-CAG-ohIDS-
version2). Se usaron ratones WT y con MPSII sin tratar como controles. (A, B)
Los histogramas representan la actividad de la iduronato-2-sulfatasa (IDS) en
higado (A) y suero (B). La actividad de IDS de ratones WT se fij6 al 100 %. (C)



10

15

20

25

30

15

Cuantificacion del contenido de glucosaminoglicano (GAG) en higado en
animales administrados con los diferentes vectores que codifican la IDS
humana. Los valores son medias £+ EEM de 5 ratones por grupo. * P<0,05, **
P<0,01y *** P<0,001.

Figura 8. Administracion intra-LCR de AAV9-CAG-hIDS, AAV9-CAG-ohIDS-
version1 y AAV9-CAG-ohIDS-version2 a ratones con MPSII. Se inyectaron
ratones con MPSII de 2 meses de edad en la cisterna magna con 5x10'° gv de
vectores AAV9 que codifican la IDS humana no mutante (wild-type) (AAV9-
CAG-hIDS) o dos versiones diferentes de IDS humana optimizada (AAV9-CAG-
ohIDS-version1 y AAV9-CAG-ohlDS-version2). Se usaron ratones no mutados
(WT), con MPSII no tratados (MPSII) y con MPSII administrados con vectores
AAV9 no codificantes (Nulo) (MPSII-Nulo) como controles. (A) Se analiz6 la
actividad de la iduronato-2-sulfatasa 1,5 meses después de la administracion
del vector en diferentes partes del cerebro (Secciones I-V, en la que la Seccién
| representa la parte mas rostral del cerebro y la Seccion V representa la
porcidon mas caudal). La actividad de IDS de ratones WT se establecié al 100
%. (B) Cuantificacion del contenido de glucosaminoglicano (GAG) en las
mismas regiones del cerebro que en (A). Los resultados se muestran como
media + EEM de 5 ratones por grupo. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 y
****P<0,0001.

Figura 9. Administracion intra-LCR de AAV9-CAG-hIDS, AAV9-CAG-ohIDS-
version1 y AAV9-CAG-ohlDS-version2 a ratones con MPSII. Se inyectaron
ratones con MPSII de 2 meses de edad en la cisterna magna con 5x10'° gv de
vectores AAV9 que codifican la IDS humana no mutante (wild-type) (AAV-CAG-
hIDS) o dos versiones diferentes de IDS humana optimizada (AAV-CAG-ohIDS-
version1 y AAV-CAG-ohlDS-version2). Se usaron ratones no mutados (WT),
con MPSII no tratados (MPSII) y con MPSII que recibieron vectores AAV9 no
codificantes (Nulo) (MPSII-Nulo) como controles. (A, B) Actividad de la
iduronato-2-sulfatasa, expresada como % de actividad de WT, en higado (A) y

suero (B), medida 1,5 meses después del tratamiento. (C) Cuantificacion del
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contenido de glucosaminoglicano (GAG) en érganos somaticos. Los resultados
se muestran como media + EEM de 5 ratones por grupo. *P<0,05, **P<0,01,
***P<0,001 y ****P<0,0001.

Figura 10. Administracién intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). (A) Actividad de
la iduronato-2-sulfatasa en diferentes partes del cerebro (secciones I-V) de
ratones WT (sanos), ratones con MPSII sin tratamiento y ratones con MPSII
administrados en el LCR, mediante inyeccion intracisternal (IC), con 5x10'0 gv
de vector no codificante de control (AAV9-Nulo) o AAV9-CAG-omIDS. La
actividad de IDS WT se fijo al 100 %. Los analisis se realizaron 4 meses
después de la administracion del vector. (B) Cuantificacion de
glucosaminoglicanos (GAGs) en las mismas partes del cerebro que en (A). Los

resultados se muestran como medias + EEM de 4-5 ratones por grupo.
P<0,001, **** P<0,0001 frente a MPSII-Nulo.

Figura 11. Administracién intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). (A)
Cuantificacion de la intensidad de senal obtenida en diferentes areas del
cerebro tras la tincién para el marcador lisosémico LAMP-2, en ratones WT
(sanos) y ratones con MPSII administrados en la cisterna magna con 5x10'° gv
de vector no codificante de control (AAV9-Nulo) o 5x10"° gv de AAV9-CAG-
omlIDS. Los analisis se realizaron 4 meses después de la administraciéon del
vector. (B) Actividad de otras enzimas lisosémicas en extractos de cerebro.
IDUA, iduronidasa, alfa-L-, SGSH, N-sulfoglucosamina sulfohidrolasa, NAGLU,
N-acetilglucosaminidasa, alfa, HGSNAT, heparan-alfa-glucosaminida N-
acetiltransferasa, GALNS, galactosamina (N-acetil)-6-sulfatasa, GUSB,
glucuronidasa, beta, HEXB, hexosaminidasa B. Los valores son medias + EEM
de 4-5 ratones por grupo. ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001 frente a MPSII-

Nulo.

Figura 12. Administracién intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
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iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). Cuantificacion
de la intensidad de sefial obtenida en diferentes areas tras la tincién de
secciones de cerebro para el marcador lisosémico LAMP2. El analisis se
realizé en ratones no mutados (WT) y compaferos de camada con MPSII 8
meses después de que los ultimos recibieran una administracion intra-LCR de
ya sea 5x107° gv de vector no codificante de control (AAV9-Nulo) o 5x10'0 gv
de AAV9-CAG-omIDS. Los resultados se muestran como media £+ EEM de 2-6
ratones por grupo. *P<0,05 y **P<0,01 frente a MPSII-Nulo.

Figura 13. Administracion intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). (A, B) Los
histogramas representan la intensidad de sefial medida tras la inmunotincién
para el marcador de astrocitos GFAP (A) y para el marcador de la microglia
BSI-B4 (B) en secciones de la corteza frontal, parietal y occipital, coliculo
superior y talamo de ratones WT (sanos), y ratones con MPSII administrados 4
meses antes en la cisterna magna con 5x10'° gv de vector no codificante de
control (AAV9-Nulo) o 5x10'° gv de AAV9-CAG-omIDS. Los resultados se
muestran como medias + EEM de 5 ratones por grupo. ** P<0,01, *** P<0,001,
**** P<0,0001 frente a MPSII-Nulo.

Figura 14. Administracion intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). (A, B) Los
histogramas representan la intensidad de sefial medida tras la inmunotincion
para el marcador de astrocitos GFAP (A) y para el marcador de la microglia
BSI-B4 (B) en secciones del encéfalo de ratones no mutados (WT) sanos y
companeros de camada con MPSII que recibieron la administracion intra-LCR
de ya sea 5x10'° gv de vector no codificante de control (AAV9-Nulo) o 5x10"0
gv de AAV9-CAG-omIDS. El analisis se realizO0 8 meses después de la
administracion del vector. Los resultados se muestran como media + EEM de
2-6 ratones por grupo. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 y ****P<0,0001 frente a
MPSII-Nulo.
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Figura 15. Administracion intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). (A, B) Actividad
de la iduronato-2-sulfatasa, expresada como % de actividad WT, en higado (A)
y suero (B) de ratones WT (sanos), ratones con MPSII sin tratamiento y ratones
con MPSII administrados en el LCR con 5x10'° gv de vector no codificante de
control (AAV9-Nulo) o 5x10'° gv de vector AAV9-CAG-omIDS a los 2 meses de
edad y analizados 4 meses después. La actividad de IDS del WT se fijo al 100
%. (C) Cuantificacion de glucosaminoglicanos (GAGs) en érganos somaticos.
Los resultados se muestran como medias + EEM de 4-5 ratones por grupo. **
P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001 frente a MPSII-Nulo.

Figura 16. Administracion intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). (A, B) Actividad
de la iduronato-2-sulfatasa, expresada como el % de actividad de WT, en
pulmén (A) y corazén (B) de ratones no mutados (WT) sanos, ratones con
MPSII no tratados (MPSII) y ratones con MPSII administrados en el LCR con
5x10'9 gv de vector no codificante de control (AAV9-Nulo) o 5x10'° gv de vector
AAV9-CAG-omIDS a los 2 meses de edad y analizados 4 meses después. (C)
Cuantificacién del numero de copias de genomas de vector/genoma diploide
(gv/gd) en higado, pulmodn y corazon en ratones con MPSII administrados intra-
LCR con AAV9-CAG-omIDS. Se usaron los tejidos obtenidos de un ratén con
MPSII no tratado como controles. Los resultados se muestran como media *
EEM de 4-5 ratones por grupo en (A y B). *P<0,05, **P<0,01 y ***P<0,001
MPSII-Nulo.

Figura 17. Administracion intra-LCR de vectores de AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). (A) Peso
humedo del higado con respecto al peso corporal completo de ratones WT
(sanos), ratones con MPSII sin tratamiento y ratones con MPSII administrados
en el LCR con 5x10' gv de vector de control (AAV9-Nulo) o 5x10' gv de
vector AAV9-CAG-omIDS a los dos meses de edad y analizados 4 meses

después. (B) Actividad de otras enzimas lisosomicas en extractos de higado
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obtenidos de las mismas cohortes de animales que en (A). (C) Actividad de -
hexosaminidasa (B-HEXO), expresada como el % de actividad de WT, en suero
de las mismas cohortes de animales que en (A). IDUA, iduronidasa, alfa-L-,
SGSH, N-sulfoglucosamina sulfohidrolasa, NAGLU, N-acetilglucosaminidasa,
alfa, HGSNAT, heparan-alfa-glucosaminida N-acetiltransferasa, GALNS
galactosamina (N-acetil)-6-sulfatasa, GUSB, glucuronidasa, beta, HEXB,
hexosaminidasa B. Las actividades de enzima WT se fijaron al 100 %. Los
valores son medias + EEM de 4-5 ratones por grupo. * P<0,05, ** P<0,01, ***
P<0,001, **** P<0,0001 frente a MPSII-Nulo.

Figura 18. Administracion intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). Evaluacion de la
actividad locomotora y exploratoria mediante la prueba del campo abierto en
ratones WT (sanos) sin tratamiento previo, ratones con MPSII sin tratamiento y
ratones con MPSII administrados en el LCR con 5x10'° gv de vector de control
(AAV9-Nulo) o 5x10'° gv de vector AAV9-CAG-omIDS a los dos meses de
edad y analizados 4 meses después. (A) Tiempo en el centro, (B) Tiempo en la
periferia, (C) Entradas en el centro, (D) Latencia al centro, (E) Movimientos
totales, (F) Lineas cruzadas. Los valores son medias + EEM de 17-22 ratones
por grupo. * P<0,05, ** P<0,01 frente a MPSII-Nulo.

Figura 19. Administracion intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS). Analisis de
Kaplan-Meier de supervivencia en ratones no mutados (WT) sanos, ratones
con MPSII no tratados (MPSII) y ratones con MPSII administrados en el LCR
con 5x10'° gv de vector no codificante de control (AAV9-Nulo) o 5x10'° gv de
vector AAV9-CAG-omIDS. N=24 para WT, N=22 para MPSII no tratados, N=27
para MPSII inyectados con Nulo y N=91 para ratones que recibieron vector

terapéutico.

Figura 20. Administracion intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la

iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS) a diferentes dosis
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(1,58x10°9, 5x10°9, 1,58x10'° y 5x10'0 gv/raton). (A) Actividad de la iduronato-2-
sulfatasa en diferentes partes del cerebro (secciones I-V) de ratones WT
(sanos), ratones con MPSII sin tratamiento y ratones con MPSII administrados
en el LCR mediante inyeccion intracisternal (IC) con diferentes dosis de AAV9-
CAG-omIDS a los 2 meses de edad y analizados 1,5 meses después. La
actividad de IDS del WT se fij6 al 100 %. (B) Cuantificacion de
glucosaminoglicanos (GAGs) en las mismas partes del cerebro que en (A). Los
resultados se muestran como medias £+ EEM de 5 ratones por grupo. * P<0,05,
** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001 frente a MPSII sin tratar.

Figura 21. Administracion intra-LCR de vectores AAV9 que codifican la
iduronato-2-sulfatasa murina optimizada (AAV9-CAG-omIDS) a diferentes dosis
(1,58x10°9, 5x10°, 1,58x10'0 y 5x10'° gv/raton). (A, B) Actividad de la iduronato-
2-sulfatasa, expresada como % de actividad WT, en higado (A) y suero (B) de
ratones WT (sanos), ratones con MPSII sin tratamiento y ratones con MPSII
administrados en el LCR con diferentes dosis de vector AAV9-CAG-omIDS a
los 2 meses de edad y analizados 1,5 meses después. La actividad de IDS del
WT se fijé al 100 %. (C) Cuantificacién de glucosaminoglicanos (GAGs) en
organos somaticos. Los resultados se muestran como medias + EEM de 5
ratones por grupo. * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001 frente a
MPSII sin tratar.

DEPOSITO DE MICROORGANISMOS

Los plasmidos pAAV-CAG-hIDS (SEQ ID NO: 3), pAAV-CAG-ohIDS-version1
(SEQ ID NO: 6) y pAAV-CAG-ohIDS-versiéon2 (SEQ ID NO: 9) se depositaron el
18 de diciembre de 2014, bajo el numero de acceso DSM 29866, DSM 29867 y
DSM 29868 en la DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Inhoffenstral’e 7 B, D-38124 Braunschweig, Republica Federal de

Alemania.

DEFINICIONES
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El término “secuencia nucleotidica” o “secuencia de nucledtidos aislada” se
refiere a una molécula de acido nucleico, tanto ADN como ARN, que contiene
desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, respectivamente. El acido nucleico
puede ser bicatenario, monocatenario, o contener porciones tanto de secuencia

bicatenaria como monocatenaria.

El término “% de identidad de secuencias” o “% de identidad” se refiere al
porcentaje de nucleétidos de una secuencia candidata que son idénticos a los
nucleodtidos en la secuencia de referencia, después de alinear las secuencias
para lograr el maximo % de identidad de secuencias. El % de identidad de
secuencias puede determinarse por cualquier método o algoritmo establecido
en el arte, tal como los algoritmos ALIGN, BLAST y BLAST 2.0. Véase Altschul
S, y col., Nuc Acids Res. 1977;25:3389-3402 y Altschul S, y col., J Mol Biol.
1990;215:403-410.

En el presente documento, el % de identidad de secuencias o “% de identidad”
se calcula dividiendo el numero de nucledtidos que son idénticos después de
alinear la secuencia de referencia y la secuencia candidata entre el numero
total de nucledtidos en la secuencia de referencia y multiplicando el resultado
por 100.

Los términos “codificar” o “codificante” se refieren al cdédigo genético que
determina cdmo una secuencia de nucledtidos se traduce en un polipéptido o
una proteina. El orden de los nucledtidos en una secuencia determina el orden

de los aminoacidos a lo largo de un polipéptido o una proteina.

El término “proteina” se refiere a una macromolécula compuesta de una o mas
cadenas lineales de aminoacidos o polipéptidos. Las proteinas pueden sufrir
modificaciones post-traduccionales, como la conversion de un residuo de
cisteina en 3-oxoalanina, glucosilacion o unién a metal. La glucosilacion de una

proteina es la adicion de diferentes hidratos de carbono que estan enlazados
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covalentemente a la cadena de aminoacidos.

El término “cantidad efectiva” se refiere a una cantidad de una sustancia
suficiente para lograr el fin previsto. Por ejemplo, una cantidad efectiva de un
vector AAV9 para aumentar la actividad de la iduronato-2-sulfatasa (IDS) es
una cantidad suficiente para reducir la acumulacion de glucosaminoglicanos.
Una “cantidad terapéuticamente efectiva” de un vector de expresion para tratar
una enfermedad o trastorno es una cantidad del vector de expresién suficiente
para reducir o erradicar los signos y sintomas de la enfermedad o trastorno. La
cantidad efectiva de una sustancia dada variara con factores tales como la
naturaleza de la sustancia, la via de administracion, el tamafo y especie del
animal que va a recibir la sustancia y el fin de administrar la sustancia. La
cantidad efectiva en cada caso individual puede determinarse empiricamente

por un experto segun meétodos establecidos en el arte.

El término “individuo” se refiere a un mamifero, preferiblemente mamifero
humano o no humano, mas preferentemente ratén, rata, otros roedores, conejo,
perro, gato, cerdo, vaca, caballo o primate, adicionalmente mas preferiblemente

un ser humano.

El término “operativamente unido” se refiere a la relacion funcional y la
localizacion de la secuencia promotora con respecto al gen de interés (por
ejemplo, un promotor o potenciador esta operativamente unido a una secuencia
codificante si afecta la transcripcion de la secuencia). Generalmente, un
promotor operativamente unido esta contiguo a la secuencia de interés. Sin
embargo, un potenciador no tiene que ser contiguo a la secuencia de interés

para controlar su expresion.

El término “tropismo” se refiere a la forma en la que diferentes virus se han
desarrollado para dirigirse preferencialmente a especies de huésped

especificas, o tipos especificos de células dentro de aquellas especies.
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El término “terapia génica” se refiere a la transferencia de material genético
(por ejemplo, ADN o ARN) de interés en una célula para tratar o prevenir una
enfermedad o afeccidon genética o adquirida. EI material genético de interés
codifica un producto (por ejemplo, un polipéptido de proteina, péptido o ARN
funcional) cuya produccion in vivo se desea. Por ejemplo, el material genético
de interés puede codificar una enzima, hormona, receptor o polipéptido de valor

terapéutico.

El término “vector viral recombinante” o “vector viral” se refiere a un agente
obtenido de un virus que se produce naturalmente mediante técnicas de
ingenieria genética que puede transferir material genético (por ejemplo, ADN o
ARN) de interés a una célula, lo que resulta en la produccion del producto
codificado por dicho material genético (por ejemplo, un polipéptido de proteina,

péptido o ARN funcional) en la célula diana.

El término “plasmido recombinante” o “plasmido” se refiere a una molécula de
ADN pequefia, circular, bicatenaria, auto-replicante obtenida mediante técnicas
de ingenieria genética que puede transferir material genético de interés a una
célula, lo que resulta en la produccion del producto codificado por dicho
material genético (por ejemplo un polipéptido de proteina, péptido o ARN
funcional) en la célula diana. Ademas, el término “plasmido recombinante” o
“‘plasmido” también se refiere a una molécula de ADN pequefa, circular,
bicatenaria, auto-replicante obtenida mediante técnicas de ingenieria genética
usada durante la fabricacion de vectores virales como vehiculos del genoma

del vector recombinante.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
La presente invencidon proporciona nuevas secuencias nucleotidicas para el

tratamiento de mucopolisacaridosis, en particular mucopolisacaridosis tipo I
(MPSII), o sindrome de Hunter.
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Las secuencias nucleotidicas segun la presente invencion codifican para la
proteina iduronato-2-sulfatasa (denominada IDS) segun la SEQ ID NO: 1,
enzima que participa en la degradacion escalonada de los glucosaminoglicanos
heparan sulfato y dermatan sulfato. Los términos “IDS natural” o “IDS wild-type
(WT)” se refieren en el contexto de la invencion a una secuencia de nucleétidos
obtenida o producida a partir de células huésped usando métodos conocidos
para aquellos expertos en la materia, o alternativamente sintetizada
quimicamente usando como material de partida la secuencia codificante (CDS)
para IDS de cada especie. Preferiblemente, “IDS natural” o “IDS WT” se
sintetizan quimicamente a partir de la CDS murina (denominada mIDS) o de la
CDS de seres humanos (denominada hIDS). Mas preferiblemente, la secuencia
nucleotidica de hIDS se sintetiza quimicamente a partir de CDS humana y se
corresponde con la SEQ ID NO: 2.

Segun la presente invencion, la evidencia establece que las secuencias
nucleotidicas modificadas, también denominadas secuencias nucleotidicas
optimizadas, median en la produccion de mayores cantidades de proteina de
interés, probablemente debido a la eficaz transcripcion de ARNm o la
transcripcion de un ARNm mas estable, o el uso mas eficiente de codones.
Estas secuencias también se denominan en el presente documento
“secuencias optimizadas”; omIDS y ohIDS, cuando se obtienen de CDS
murinas y humanas, respectivamente. Ventajosamente, las secuencias
optimizadas segun la presente invencion son secuencias de codones

optimizados.

Asi, un primer aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de
nucleodtidos aislada que codifica la proteina iduronato-2-sulfatasa (IDS) segun
la SEQ ID NO: 1y que tiene entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ
ID NO: 2. En particular, la secuencia de nucledtidos aislada segun la invencion
tiene un 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 82%, 85%, 87% o un 90% de
identidad con la SEQ ID NO: 2. En una realizacién preferida, las secuencias

nucleotidicas aisladas de la presente invencion estan seleccionadas de ohIDS-
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version1 segun la SEQ ID NO: 5 y ohIDS-versién2 segun la SEQ ID NO: 8.

Segun la presente invencion, las secuencias aisladas descritas anteriormente
en este documento pueden insertarse en un sitio de clonacion multiple (MCS)
de un plasmido de esqueleto. En particular, el plasmido de esqueleto es un
plasmido que contiene las ITR del virus adenoasociado (AAV), denominado

pAAV en el presente documento.

Un segundo aspecto de la invencion proporciona un plasmido que contiene una
secuencia nucleotidica que codifica la proteina iduronato-2-sulfatasa (IDS)
segun la SEQ ID NO: 1 y que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ
ID NO: 2. Ventajosamente, el plasmido segun la presente invencién tiene entre
un 75% y un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 2. En particular, el plasmido
segun la invencion contiene una secuencia nucleotidica aislada que tiene un
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 82%, 85%, 87% o un 90% de identidad con
la SEQ ID NO: 2. En una realizacién preferida, el plasmido de la presente
invencidén contiene una secuencia nucleotidica seleccionada de hIDS segun la
SEQ ID NO: 2, ohIDS-versién1 segun la SEQ ID NO: 5 y ohlIDS-version2 segun
la SEQ ID NO: 8.

Ademas de las secuencias aisladas mencionadas anteriormente, los plasmidos
segun la presente invencion también incluyen elementos de control
convencionales que pueden estar operativamente unidos a la secuencia de
nucledtidos de una forma que permite su transcripcion, traduccion y/o
expresion en una célula transfectada con los plasmidos. En particular, los
plasmidos segun la presente invencidén contienen un promotor como elemento
de control operativamente unido a la secuencia de nucledtidos de interés. Se
conocen en la técnica un gran numero de promotores, que son nativos o
quiméricos, constitutivos o inducibles, ubicuos y/o especificos de tejido.
Ventajosamente, el promotor usado en el contexto de la presente invencién es
el promotor CAG que se refiere a la combinacion que comprende el elemento

potenciador temprano del citomegalovirus y el promotor de B-actina de pollo.
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Adicionalmente incluye porciones de los intrones de B-actina de pollo y de B-
globina de conejo que confieren estabilidad al ARNm derivado de la secuencia
de nucledtidos de interés, Véase Alexopoulou A, y col., BMC Cell Biology 2008;
9(2): 1-11. El promotor CAG incluido en los plasmidos pAAV de la presente
invencion tiene una secuencia SEQ ID NO: 14. Este promotor CAG especifico
permite una expresion de larga duracién de la enzima que falta en todas las
areas del cerebro y en el higado. Como consecuencia, la acumulacion
lisosémica de glucosaminoglicano (GAG) se corrige, previniendo de esta forma

las alteraciones neuroldgicas y somaticas caracteristicas de la MPSII.

En una realizacion particularmente ventajosa, el plasmido segun la invencion
es el plasmido pAAV-CAG-hIDS, segun la SEQ ID NO: 3 con numero de
acceso DSM 29866.

En otra realizacién particularmente ventajosa, el plasmido segun la invencion
es el plasmido pAAV-CAG-ohIDS-version1, segun la SEQ ID NO: 6 con numero
de acceso DSM 29867.

En otra realizacién particularmente ventajosa, el plasmido segun la invencion
es el plasmido pAAV-CAG-ohIDS-version2, segun la SEQ ID NO: 9 con numero
de acceso DSM 29868.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a nuevos vectores recombinantes
para el tratamiento de mucopolisacaridosis tipo |l. Debe entenderse que un
vector de la presente invencion es una proteina de la capside, ademas de un
genoma de vector contenido dentro, usado para la transferencia de un material
genético de interés en una célula. Aparte de dicho material genético de interés,
el genoma del vector también puede contener diferentes elementos funcionales
que incluyen elementos de control para la transcripcion tales como promotores
u operadores, regiones de union de factores de transcripcion o potenciadores y

elementos de control para la iniciacion o terminacién de la traduccion.
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Los vectores segun la invencion se derivan de virus adenoasociados (AAV) y
se usan para la transferencia de la secuencia de nucleétidos de interés en una
célula diana. Han demostrado tener una alta eficiencia en la transduccion de
células post-mitdticas en una amplia variedad de tejidos. En el contexto de la
presente invencion, los vectores se usan para administrar la secuencia
codificante de la iduronato-2-sulfatasa humana (hIDS de SEQ ID NO: 2) o una
version optimizada de la secuencia codificante de la iduronato-2-sulfatasa
humana (ohIDS-version1 de SEQ ID NO: 5 o ohIDS-version2 de SEQ ID NO:
8). Un vector adenoasociado es un vector derivado de un virus adenoasociado
de la familia de parvoviridae. EI genoma del virus adenoasociado esta
construido de acido desoxirribonucleico monocatenario (ADNmc). Estos virus
infectan mamiferos, pero son no patdégenos (es decir, no producen
enfermedad). Pueden infectar células que se dividen o que no se dividen, y su
tropismo cambia dependiendo del serotipo. El serotipo es la clasificacion de los
grupos de virus, dependiendo de sus antigenos de la capside. El serotipo de
los virus adenoasociados, determinado por su proteina de la capside, define el
tropismo del virus y permite su entrada en un tipo de célula especifica. En el
contexto de la presente invencion, el AAV tiene un serotipo 1, 2, 5,7, 8, 9 6 10.
Preferiblemente, el AAV es de serotipo 9 (AAV9), ya que muestra la mejor
capacidad para administrar el material genético al cerebro, ademas de a
organos periféricos tras una unica administracién al LCR. Los vectores AAV9
de la presente invencién estan compuestos de la capside viral de serotipo 9 de
virus adenoasociados humanos y un genoma modificado, que contiene las
repeticiones terminales invertidas (ITRs) del serotipo 2 de virus
adenoasociados humanos, el promotor CAG, la secuencia codificante del gen
de la iduronato-2-sulfatasa humana (hIDS) o una version optimizada de ella
(también denominada secuencia de nucledtidos segun la presente invencion), y

el poliA del gen de beta-globina de conejo.

Asi, en este aspecto la invencion se refiere a un AAV recombinante que
contiene una secuencia nucleotidica que codifica la proteina iduronato-2-

sulfatasa (IDS) segun la SEQ ID NO: 1 y que tiene al menos un 75% de



10

15

20

25

30

28

identidad con la SEQ ID NO: 2. Ventajosamente, el AAV recombinante segun la
invencion contiene entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 2.
En particular, el AAV recombinante segun la invencion contiene una secuencia
de nucledtidos segun la invencidn que tiene un 75%, 76%, 77%, 78%, 79%,
80%, 82%, 85%, 87% o un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 2. En una
realizacion preferida, las secuencias nucleotidicas aisladas contenidas en el
AAV recombinante de la presente invencion estan seleccionadas de hIDS
segun la SEQ ID NO: 2, ohIDS-version1 segun la SEQ ID NO: 5 y ohIDS-
version2 segun la SEQ ID NO: 8.

En una realizacién ventajosa de este aspecto, la presente invencién se refiere a
un AAV9 recombinante que contiene una secuencia nucleotidica que codifica la
proteina iduronato-2-sulfatasa IDS segun la SEQ ID NO: 1 y que tiene al menos
un 75% de identidad con la SEQ ID NO: 2. Preferiblemente, el AAV9
recombinante de la invencion contiene una secuencia nucleotidica que tiene
entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 2. En particular, el
AAV9 recombinante de la invencion contiene una secuencia nucleotidica segun
la invencion que tiene un 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 82%, 85%, 87% o
un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 2. En una realizacion preferida, el
AAV9 recombinante de la invencion contiene las secuencias nucleotidicas
seleccionadas de hIDS segun la SEQ ID NO: 2, ohIDS-version1 segun la SEQ
ID NO: 5 y ohIDS-versién2 segun la SEQ ID NO: 8.

Adicionalmente, se ha encontrado sorprendentemente que la asociacion, en la
misma entidad, de la capside de AAV9 con una secuencia de nucledtidos que
codifica la iduronato-2-sulfatasa (IDS), junto con un promotor elegido,
especialmente el promotor CAG, permite una expresion de larga duracion de la
enzima que falta en todas las areas del cerebro, en particular cuando la entidad
se administra al liquido cefalorraquideo (LCR) mediante inyeccion
intracisternal. Como consecuencia, la acumulacion lisosomica de
glucosaminoglicano (GAG) se corrige, previniendo de esta forma las

alteraciones neurolégicas caracteristicas de la enfermedad de MSPII. Este
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efecto se ha observado incluso en el bulbo olfativo, que esta alejado del punto
de administracién de los vectores (cisterna magna). Adicionalmente, los
vectores AAV9 segun la invencion administrados en el LCR fueron capaces de
llegar a la circulacién sistémica para transducirse en el higado. La produccion y
secrecion de la enzima por células del higado produjeron un aumento de la
actividad de la iduronato-2-sulfatasa (IDS) en suero, conduciendo por ultimo a
la reduccion de la patologia lisosémica en muchos tejidos somaticos. Esto
representa una clara ventaja de los vectores segun la invencidén con respecto a
los enfoques existentes que solo corrigieron parcialmente los signos clinicos de
la enfermedad y normalmente ejercen su efecto en el cerebro o en la

circulacion sistémica, pero no en ambos.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a vectores AAV9 que
contienen un promotor CAG unido a una secuencia nucleotidica que codifica la

proteina iduronato-2-sulfatasa (IDS) segun la SEQ ID NO: 1.

En particular, los vectores AAV9 de la presente invencion contienen un
promotor CAG unido a una secuencia nucleotidica que codifica la proteina
iduronato-2-sulfatasa (IDS) segun la SEQ ID NO: 1 y que tiene al menos un
75% de identidad con la SEQ ID NO: 2. Ventajosamente, los vectores AAV9 de
la invencion contienen un promotor CAG unido a una secuencia nucleotidica
que codifica la proteina iduronato-2-sulfatasa (IDS) segun la SEQ ID NO: 1y
que tiene entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 2. En
particular, la secuencia de nucleétidos contenida en el vector AAV9 segun la
invencion tiene un 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 82%, 85%, 87% o un 90%
de identidad con la SEQ ID NO: 2.

En una realizacion preferida, el vector recombinante de la presente invencion
es AAV9-CAG-hIDS (SEQ ID NO: 4) que contiene la secuencia de nucleotidos

de SEQ ID NO: 2 operativamente unida al promotor CAG de SEQ ID NO: 14.

En otra realizacion preferida, el vector recombinante de la presente invencién
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es AAV9-CAG-ohIDS-versién1 (SEQ ID NO: 7) que contiene la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 5 operativamente unida al promotor CAG de SEQ
ID NO: 14.

En otra realizacién preferida, el vector recombinante de la presente invencion
es AAV9-CAG-ohIDS-version2 (SEQ ID NO: 10) que contiene la secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO: 8 operativamente unida al promotor CAG de SEQ
ID NO: 14.

Los vectores recombinantes de la invencion como se definen anteriormente en
este documento pueden obtenerse a partir de los plasmidos correspondientes
también descritos anteriormente en este documento por transfeccion de células

HEK293 usando métodos conocidos en el estado del arte.

Asi, la presente invencion proporciona ademas un meétodo para la produccion
de los vectores virales adenoasociados AAV segun la invencion, y

especialmente un AAV9. El proceso comprende las etapas de:

i) proporcionar un primer plasmido que comprende la secuencia que codifica la
proteina de interés interpuesta entre una primera repeticién terminal de AAV y
una segunda repeticion terminal de AAV, un promotor CAG operativamente
unido a la secuencia que codifica la proteina de interés; un segundo vector que
comprende un gen rep de AAV y un gen cap de AAV, y un tercer vector que

comprende los genes de funcion auxiliar del adenovirus;

ii) co-transfeccion de células competentes con los vectores de la etapa i);

iii) cultivo de las células transfectadas de la etapa ii) durante un periodo de

tiempo suficiente para producir particulas virales; y

iv) purificacion de los vectores del cultivo de la etapa iii).
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En una realizacién preferida, la primera y segunda repeticiones terminales del
AAV del primer vector son ITRs del serotipo 2 de AAV. En otra realizacion
preferida, los genes rep de AAV del segundo vector son del serotipo 2 de AAV.
En otra realizacion preferida, las células competentes son células HEK293. En
otra realizacién preferida, los genes cap de AAV del segundo vector son del
serotipo 9 de AAV.

La invencién también proporciona un método para la preparacion del plasmido

segun la invencién, que comprende las etapas de:

i) cortar la secuencia que codifica la proteina de interés del plasmido de partida,

por digestion, en particular usando MIul/EcoRl,

ii) clonar la secuencia que codifica la proteina de interés entre dos sitios de
restriccion del plasmido de esqueleto de AAV pAAV-CAG, obteniéndose de
esta forma el plasmido correspondiente que incluye la secuencia que codifica la

proteina de interés.

La presente invencion contempla, en un aspecto adicional, composiciones
farmacéuticas que contienen una cantidad terapéuticamente efectiva de las
secuencias nucleotidicas aisladas descritas en el presente documento, de los
plasmidos como se describen en el presente documento, o de los vectores

AAV, especialmente vectores AAV9, descritos en el presente documento.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién comprenden las secuencias
nucleotidicas aisladas descritas en el presente documento, los plasmidos como
se describen en el presente documento, o los vectores AAV descritos en el
presente documento en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
composiciéon también puede comprender al menos una sustancia auxiliar. Las
sustancias auxiliares pueden seleccionarse de entre vehiculos, excipientes,
disolventes, diluyentes o adyuvantes. Vehiculos, diluyentes o adyuvantes

aceptables son no téxicos y son preferiblemente inertes a la dosificacion y
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concentraciones empleadas e incluyen tampones tales como fosfato, citrato u
otros acidos organicos; antioxidantes; polipéptidos de bajo peso molecular,
proteinas tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos; aminoacidos; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos
de carbono que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes;
alcoholes de azucar tales como manitol o sorbitol, contraiones formadores de
sales tales como sodio; y/o tensioactivos no idnicos tales como copolimero de

bloque de polietileno-polioxipropileno (Pluronic F68®) y polietilenglicol (PEG).

En una realizacién preferida, las composiciones farmacéuticas segun la
invencidon son adecuadas para administracion parenteral. Ejemplos de
administracion  parenteral son inyecciones intravenosa, subcutanea,
intracisternal e intramuscular. Preferiblemente, la composicion farmacéutica
segun la invencion es adecuada para administracion intravenosa o
intracisternal. Composiciones adecuadas para tal administracién parenteral
incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles, polvos estériles para
preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones estériles.
Ventajosamente, las composiciones farmacéuticas segun la invencidén se

preservan de la accion contaminante de bacterias y hongos.

La dosificacion para seres humanos y animales puede variar dependiendo de
factores que tienen su base en las especies respectivas u otros factores, tales

como edad, sexo, peso o grado de enfermedad, etc.

Todavia otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso terapéutico de
las secuencias nucleotidicas aisladas descritas en el presente documento, los
plasmidos como se describen en el presente documento, o los vectores AAV,
especialmente vectores AAV9, descritos en el presente documento. Como se
ha mencionado anteriormente, las secuencias aisladas de nucleétidos, los
plasmidos como se describen en el presente documento, o los vectores AAV,
especialmente vectores AAV9 segun la invencién median en la expresion de la

enzima IDS que falta, corrigiendo asi la acumulacion lisosémica de GAGs. Esto
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permite corregir todos los signos clinicos de la mucopolisacaridosis tipo |l
(MPSII). A este respecto, la presente invencién también se refiere a las
secuencias nucleotidicas aisladas descritas en el presente documento, los
plasmidos como se describen en el presente documento, o los vectores AAV,
especialmente vectores AAV9, descritos en el presente documento para su uso

como un medicamento.

En particular, la invencidon se refiere a las secuencias nucleotidicas aisladas
descritas en el presente documento, los plasmidos como se describen en el
presente documento, o los vectores AAV, especialmente vectores AAVY,
descritos en el presente documento para aumentar la actividad de la iduronato-

2-sulfatasa (IDS) en el cuerpo.

En otro aspecto preferido, la presente invencion se refiere a las secuencias
nucleotidicas aisladas descritas en el presente documento, los plasmidos como
se describen en el presente documento, o los vectores AAV, especialmente
vectores AAV9, descritos en el presente documento para su uso en el

tratamiento de mucopolisacaridosis tipo Il (MPSII).

En una realizacion todavia adicional, la presente invencién se refiere al uso de
las secuencias nucleotidicas aisladas descritas en el presente documento, los
plasmidos como se describen en el presente documento, o los vectores AAV,
especialmente vectores AAV9, descritos en el presente documento para la
fabricacion de un medicamento util para el tratamiento de mucopolisacaridosis
tipo Il (MPSII).

Otra realizacién de la presente invencion se refiere al método de tratamiento de
mucopolisacaridosis tipo Il (MPSII), que comprende la etapa de administrar al
menos una secuencia de nucledtidos aislada descrita en el presente
documento, un plasmido como se describe en el presente documento, o un
vector AAV, especialmente vectores AAV9, descrito en el presente documento

a un sujeto en necesidad del mismo.
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La presente invencion proporciona ademas una célula aislada que comprende
la secuencia nucleotidica que codifica para la iduronato-2-sulfatasa de SEQ ID
NO: 1. En particular, la célula segun la invencién comprende una secuencia
nucleotidica que codifica para la proteina iduronato-2-sulfatasa (IDS) segun la
SEQ ID NO: 1y que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID NO: 2.,
y ventajosamente entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 2.
En particular, la secuencia nucleotidica contenida en la célula aislada segun la
invencion tiene un 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 82%, 85%, 87% o un 90%
de identidad con la SEQ ID NO: 2.

En una realizacion preferida, las células de la invencidn comprenden la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 2 que codifica para la iduronato-2-
sulfatasa (IDS) de SEQ ID NO: 1.

En otra realizacion preferida, las células de la invencidn comprenden la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5 que codifica para la iduronato-2-
sulfatasa (IDS) de SEQ ID NO: 1.

En otra realizacion preferida, las células de la invencidn comprenden la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 8 que codifica para la iduronato-2-

sulfatasa (IDS) de SEQ ID NO: 1.

Los siguientes ejemplos son simplemente ilustrativos de ciertas realizaciones

de la invencion y no pueden considerarse de ningun modo limitantes.

PROCEDIMIENTOS GENERALES

1. Vectores de AAV recombinantes

Los vectores de AAV descritos en el presente documento se obtuvieron por

transfeccion triple. Los materiales requeridos para preparar los vectores fueron:
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células HEK293 (que expresan genes E1 adenovirales), plasmido auxiliar que
proporciona funcién de adenovirus, plasmido que proporciona genes rep de
AAV del serotipo 2 y genes cap del serotipo 9 (AAV9) y, finalmente, el plasmido

de esqueleto con ITRs de AAV2 y la construccién de interés.

Para generar vectores de AAV que expresan iduronato-2-sulfatasa, las
secuencias codificantes optimizadas o no optimizadas de iduronato-2-sulfatasa
humana o murina se clonaron en un plasmido de esqueleto de AAV bajo el
control del promotor CAG hibrido ubicuo. La producciéon a gran escala de los

plasmidos se hizo usando un kit EndoFree Plasmid Megaprep (Qiagen).

Se generaron vectores por transfeccion libre de virus auxiliares de células
HEK293 usando tres plasmidos con modificaciones. Véanse Matsushita T, y
col., Gene Ther. 1998;5:938-945 y Wright J, y col., Mol. Ther. 2005;12:171-178.
Las células se cultivaron al 70% de confluencia en botellas rotatorias (RB)
(Corning, Corning, NY, EE.UU.) en DMEM suplementado con 10% de FBS y
luego se co-transfectaron con: 1) un plasmido que lleva el casete de expresion
flanqueado por las ITRs virales del AAV de serotipo 2 (descritos anteriormente);
2) un plasmido que lleva los genes rep2 y cap9 de AAV; y 3) un plasmido que
lleva las funciones auxiliares de adenovirus. Los vectores se purificaron por dos
gradientes consecutivos de cloruro de cesio usando un protocolo optimizado
como se ha descrito previamente. Véase Ayuso E, y col., Gene Ther.
2010;17:503-510. Los vectores se dializaron contra PBS + 0,001% de
Pluronic® F68, se filtraron, se valoraron por qPCR y se guardaron a -80°C

hasta uso.

Los vectores de la presente invencién se construyeron segun técnicas de

biologia molecular muy conocidas en la técnica.

2. Animales

Se comprd un modelo de ratén deficiente en iduronato-2-sulfatasa (MPSII) de
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Taconic (Germantown, NY 12526 USA, Suministro TF1838). Ratones afectados
con MPSII y ratones control sanos (WT) se cruzaron endogamicamente a partir
de fundadores machos hemicigoticos y hembras heterocigéticas. El genotipo se
determiné en ADN gendmico de muestras de cola cortada mediante un analisis
por PCR que amplifica una secuencia que engloba la mutacién elegida como
diana. Las secuencias de los cebadores de sentido directo y de sentido inverso
respectivas son: Cebador directo: 5- TTT TGT GTA CTC CAA CCC CG -3’
(SEQ ID NO: 15), Cebador inverso: 5- TGT CTC CAT AAC AGC CCA GG -3
(SEQ ID NO: 16), Mutacion del cebador inverso: 5- GCC CTC ACA TTG CCA
AAG GA -3’ (SEQ ID NO: 17). Los ratones se alimentaron a voluntad con una
dieta estandar (Harlan, Tekland) y se mantuvieron bajo un ciclo de luz-

oscuridad de 12 h (las luces se encienden a las 9:00 A.M.).

3. Administracién hidrodinamica de plasmidos que codifican IDS a ratones

Para la administracion hidrodinamica de los plasmidos pAAV-CAG-hIDS,
pAAV-CAG-ohIDS-versién1 y pAAV-CAG-ohIDS-versién2, animales con MPSII
y WT (sanos) de 3 meses de edad recibieron mediante inyeccion en la vena de
la cola en <5 segundos una dosis total de 30 pg de plasmido en un volumen
igual al 10% del peso corporal del animal. Esta técnica resulta en la expresion
de transgenes codificados por plasmido principalmente en el higado. Véase Liu
y col., Gene Ther. 1990;6(7):1258-66. Como control, una cohorte de ratones
recibid un volumen igual de solucidn salina. Los ratones se dividieron en dos
cohortes, y se sacrificaron a las 48 horas o 1 semana después de la inyeccion
hidrodinamica de los plasmidos. Se recogieron los érganos como se describe

en la siguiente seccion.

4. Administracion de vector a ratones

Para la administracién intra-LCR de vectores AAV9-CAG-omIDS a ratones, se
inyectdé una dosis total de 5x10'° gv a la cisterna magna de animales con MPSI|

de 2 meses de edad. Una cohorte similar de animales se inyectd con 5x10'° gv
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de vector control no codificante (AAV9-Nulo). A los 6 y 10 meses de edad, es
decir, 4 y 8 meses después de la administracién del vector, los ratones se

anestesiaron y se recogieron los tejidos.

Para la administracion intravenosa a los ratones de los vectores AAV9 que
contienen la hIDS WT o cualquiera de las versiones optimizadas de la
secuencia codificante de IDS, se inyectd una dosis total de 1x10'° gv de vector
en la vena de la cola de animales con MPSII de 3,5 meses de edad. Animales
WT y con MPSII sin tratar sirvieron de controles. Tres semanas después de la
administracién con el vector, los ratones se anestesiaron y se recogieron los

tejidos.

5. Recogida de muestras

En el momento del sacrificio, los animales se anestesiaron profundamente y a
continuacion se perfundieron transcardiacamente con 12 ml de PBS para
limpiar completamente la sangre de los tejidos. Se recogieron el cerebro entero
y multiples tejidos somaticos (incluyendo higado, bazo, pancreas, rifidn,
pulmdn, corazon, musculo esquelético, testiculos, vejiga urinaria, intestino y
tejido adiposo) y o se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C o

se sumergieron en formalina para los posteriores analisis histologicos.

6. Actividad de la iduronato-2-sulfatasa y cuantificacién de glucosaminoglicanos

Se sonicaron muestras de cerebro, higado, pulmén y corazén en agua Mili-Q.
Se analizé suero sin procesar. La actividad de la iduronato-2-sulfatasa se
determind con un sustrato fluorogénico derivado de 4-metilumbeliferona
(Moscerdam Substrates, Oegstgeest, NL), como se ha descrito previamente.
Véase Voznyi y col., J Inher Metab Diss 2001;24:675-680. Los niveles de
actividad del cerebro, higado, pulmén y corazén se normalizaron contra la
cantidad total de proteina, se cuantificaron usando el ensayo de proteina de

Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.). La actividad en suero se normalizé
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frente al volumen.

Para la cuantificacion de glucosaminoglicanos (GAG), se pesaron muestras de
tejido y a continuacion se digirieron con proteinasa K y los extractos se
clarificaron por centrifugacion vy filtracién. Los niveles de GAG se determinaron
en extractos de tejido con el kit de glucosaminoglicanos sulfatados Blyscan
(Biocolor, Carrickfergus, County Antrim, GB), usando 4-sulfato de condroitina
como patron. Los niveles de GAG se normalizaron respecto al peso de tejido

humedo.

7. Actividad de otras enzimas lisosdmicas

Se sonicaron muestras de cerebro y de higado en 500 yl de agua Mili-Q y se
determinaron las actividades enzimaticas en sobrenadantes usando sustratos
fluorogénicos derivados de 4-metilumbeliferona. Se analizé el suero sin
procesar. La actividad de IDUA se ensayo en 15 ug de proteina incubada
durante 1 h a 37 °C con a-L-iduronida de 4-metilumbeliferilo (Glycosynth).
Véase Bacter y col., Blood 2002;99(5)1857-9. Se midi6 la actividad de SGSH
como se ha descrito previamente. Véanse Karpova y col., J Inherit Metab
Dis. 1996;19(3):278-285, Haurigot y col., arriba. Brevemente, se incubaron
primero 30 ug de proteina con 4-MU-aGIcNS durante 17 horas a 47 °C. La
segunda incubacién se llevd a cabo en presencia de 10 U/ml de a-glucosidasa
(Sigma-Aldrich) en 0,2% de BSA durante 24 horas a 37 °C. Para la actividad de
NAGLU, se incubaron 30 pg de extracto de proteina de tejido con 4-
metilumbeliferil-a-N-acetil-D-glucosaminida (Moscerdam Substrates) durante 3
h a 37 °C, como se ha descrito previamente. Véanse Marsh y col., Clin Genet.
1985;27(3):258-62, Ribera y col., arriba. Se determiné la actividad de HGSNAT
a partir de 30 pug de extracto de proteina incubada con acetilcoenzima A y 4-
metilumbeliferil-B-D-glucosamina  (MU-BGIcNH,, Moscerdam  Substrates)
durante 17 h a 37 °C. Véase Voznyi y col., J Inh Metab Dis 1993;16:465-72. Se
ensayo la actividad de GALNS por un protocolo de 2 etapas usando 10 ug de

extracto de proteina y sal sédica de [-D-galactopiranésido-6-sulfato de 4-
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metilumbeliferilo (MU-BGal-6S) durante la primera incubacién durante 17 h a 37
°C. La segunda etapa se llevo a cabo anadiendo tampdén P; (tampon Na,HPO,
0,9 M/ NaH,PO, 0,9 M, pH 4,3 + 0,02 % (peso/volumen) de azida de Na) y B-
galactosidasa (B-Gal-Ao, Sigma) e incubando la mezcla durante 2 h a 37 °C.
Véase van Diggelen y col., Clin Chim Acta 1990;187:131-40. La actividad de la
enzima GUSB se determind a partir de 10 ug de extracto de proteina incubada
con 4-metilumbeliferil-B-D-glucurdnido (Sigma) a 37 °C durante 1 h. Se ensay6
la actividad de HEXB por incubacion de 0,1 ug de extracto de proteina con N-
acetil-B-D-glucosaminida de 4-metilumbeliferilo (Sigma) durante 1 h a 37 °C.
Después de detener las reacciones aumentando el pH, la fluorescencia
liberada se midié con el fluorimetro FLx800 (BioTek Instruments). Todos los
niveles de actividades del cerebro y del higado se normalizaron contra la
cantidad total de proteina, se cuantificaron usando el ensayo de proteinas
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU.).

8. Analisis histologico

Se fijaron tejidos durante 12-24 h en formalina, se embebieron en parafina y se
seccionaron. Para la deteccidon inmunohistoquimica de LAMP2 en cerebro,
secciones de parafina se sometieron a recuperacion de epitopos inducida por
calor en tampén citrato, pH 6, y a continuacién se incubaron durante la noche a
4 °C con anticuerpo de rata anti-LAMP2 (Ab13524; Abcam, Cambridge, RU)
diluido a 1:500 y posteriormente se incubaron con anticuerpo de conejo anti-
rata biotinilado (Dako, Glostrup, DK) a 1:300. Para la inmunotincion de GFAP
en muestras de cerebro, secciones de parafina se incubaron durante la noche a
4 °C con anticuerpo de conejo anti-GFAP (Ab6673; Abcam, Cambridge, RU)
diluido a 1:1000 y posteriormente se incubaron con anticuerpo de cabra anti-
conejo biotinilado (31820; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.) a
1:300. Se amplificaron las sefales de LAMP2 y GFAP incubando secciones
con el kit de tincién ABC-Peroxidase (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.UU.)
a dilucién 1:100 y se visualizaron usando 3,3-diaminobencidina (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, EE.UU.) como cromogeno.
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Para tefir células de la microglia en muestras de cerebro, secciones de
parafina se incubaron durante la noche a 4 °C con lectina BSI-B4 (L5391;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) diluida a 1:100. Se visualizo la senal de
BSI-B4 usando 3,3-diaminobencidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.)
como cromdgeno. Se obtuvieron imagenes de campo brillante con un

microscopio optico (Eclipse 90i; Nikon, Tokio, JP).

Se uso el software NIS Elements Advanced Research 2.20 para cuantificar
senales de LAMP2, GFAP y BSI-B4 en 3-4 imagenes de cada region del
cerebro (aumentos originales, x20) por animal, usando los mismos parametros
de umbral de sehales para todos los animales. Entonces se calculd el
porcentaje de area positiva, es decir, el area, en pixeles, con una sefal positiva

con respecto al area de tejido total en la imagen.

9. Cuantificacion del numero de copias de genoma de vector en tejidos

Después de una digestion de tejido durante la noche en proteinasa K (0,2
mg/ml), se aislé el ADN total con el kit de purificacion MasterPureDNA
(Epicenter). Se uso PCR cuantitativa con cebadores y sonda especifica para la
secuencia de HBB2 (contenida en el segmento de poliA) para cuantificar los
numeros de copias de genoma de vector en 20 ng de ADN total. Cebador
directo: 5-CTT GAG CAT CTG ACT TCT GGC TAA T-3’; cebador inverso: 5’-
GAT TTG CCC TCC CAT ATG TCC-3’; sonda: 5-CCG AGT GAG AGA CAC
AAA AAA TTC CAA CAC-3'. Se uso la curva patron de referencia construida
por diluciones sucesivas del plasmido linealizado que contiene la secuencia de

poliA para interpolar los valores finales de gv/muestra.

10. Prueba de campo abierto

Se analizé el comportamiento de ratones de 6 meses de edad por la prueba de

campo abierto realizada entre las 9:00 am y 1:00 pm. Los animales se
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colocaron en la esquina izquierda inferior de una camara brillantemente
iluminada (41 x 41 x 30 cm) cruzada por 2 haces de rayos de luz (SedaCom32;
Panlab) que detectaron movimientos horizontales y verticales de los ratones.
La superficie del area se dividio en tres regiones concéntricas cuadradas:
centro (14 x 14 cm), periferia (27 x 27 cm) y limite (41 x 41 cm). Se registraron
las actividades exploratorias y motoras durante los 3 primeros minutos de la

prueba usando un sistema de seguimiento por video (SmartJunior, Panlab).

11. Analisis estadistico

Todos los resultados se expresan como media * EEM. Se hicieron
comparaciones estadisticas usando ANOVA de wuna via. Para las
comparaciones multiples entre grupos de control y de tratamiento se usa la
prueba posterior de Dunnett, y entre todos los grupos usando la prueba
posterior de Tukey. Se considerd significacion estadistica si P < 0,05. Se
usaron curvas de Kaplan-Meier para estimar la supervivencia y se usé la

prueba del orden logaritmico para las comparaciones.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Construccion de pAAV-CAG-hIDS

Se utilizé el CDS de la iduronato-2-sulfatasa humana como material de partida
(secuencia de referencia de NCBI: NM_000202.6) y se sintetizd quimicamente
para este fin (GenScript Inc). La CDS se recibié clonada dentro del plasmido

pUC57 (AmpR) flanqueada por sitios de restriccion Swal.

El fragmento Swal-Swal de la CDS de la iduronato-2-sulfatasa humana se
escindio del plasmido pUC57 y posteriormente se clon6 entre los sitios de
restriccion Mlul y EcoRI del plasmido de esqueleto de AAV pAAV-CAG
después de convertir los nucleétidos protuberantes de 5 y 3’ en romos con

fragmento de Klenow (Fermentas). El plasmido resultante se llamé pAAV-CAG-
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hIDS (numero de acceso DSM 29866). Véase la Figura 1Ay SEQ ID NO: 3.

El plasmido pAAV-CAG se habia generado previamente y contenia las ITRs del
genoma de AAV2, el promotor CAG y la sefal de poliA de B-globina de conejo,
ademas de un sitio de multiclonacion para la clonacion de las CDSs de interés.
El promotor CAG es un promotor hibrido compuesto por el potenciador
temprano/intermedio del CMV y el promotor de B-actina de pollo. Este promotor
puede conducir a una potente expresion ubicuamente. Véanse Sawicki J y col.,
Exper Cell Res. 1998;244:367-369, Huang J y col., J Gene Med. 2003;5:900—
908, Liu Y y col., Exp Mol Med. 2007; 39(2):170-175.

Ejemplo 2: Construccion de pAAV-CAG-ohlDS-version1

Se disefiaron y obtuvieron casetes de expresidon que incluyen una version
optimizada de la secuencia de ADNc de la iduronato-2-sulfatasa humana
(ohIDS). La optimizacion de la secuencia se realizo para maximizar la eficiencia
de la produccion de la proteina iduronato-2-sulfatasa en seres humanos
mediante la eliminacion de sitios de corte y empalme cripticos y elementos de
secuencia desestabilizante de ARN para elevada estabilidad de ARN, adicién
de elementos de secuencia estabilizante de ARN, optimizacién de codones y
adaptacion del contenido de G/C, evitando estructuras de ARN secundario
estable, entre otros cambios. Se usoé la region CDS de la iduronato-2-sulfatasa
humana (secuencia de referencia NCBIl: NM_000202.6) como punto de partida
para la optimizaciéon de secuencias (DNA 2.0 Inc). La CDS optimizada se
recibié clonada dentro del plasmido pJ204:191476 (AmpR) flanqueada por

sitios de restriccion Mlul y EcoRlI en 5’ y 3’, respectivamente.

El fragmento MIul/EcoRI de la CDS de la iduronato-2-sulfatasa humana
optimizada se escindié del plasmido pJ204:191476 y posteriormente se clond
entre los sitios de restriccion Mlul y EcoRI del plasmido de esqueleto de AAV
pAAV-CAG. El plasmido resultante se llamé pAAV-CAG-ohlDS-versiont
(numero de acceso DSM 29867). Véase la Figura 2A y SEQ ID NO: 6.
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Ejemplo 3: Construccion de pAAV-CAG-ohIDS-version2

La region CDS de la iduronato-2-sulfatasa humana (secuencia de referencia de
NCBI: NM_000202.6) se sometido a optimizaciéon de secuencias (GeneScript
Inc). La CDS optimizada se recibié clonada dentro del plasmido pUC57 (AmpR)

flanqueada por sitios de restriccion Mlul y EcoRI en 5’ y 3’, respectivamente.

El plasmido pUC57-0hIDS se digirié con Mlul y EcoRI para cortar la region CDS
de la iduronato-2-sulfatasa optimizada. Posteriormente, este fragmento se
cloné entre los mismos sitios de restriccion del esqueleto del plasmido de
pAAV-CAG para generar el plasmido pAAV-CAG-ohIDS-version2 (numero de
acceso DSM 29868). Véase la Figura 3A y SEQ ID NO: 9.

Ejemplo 4: Construccion de pAAV-CAG-omIDS

La region CDS de la iduronato-2-sulfatasa murina (secuencia de referencia de
NCBI: NM_010498.3) se sometio a optimizacion de secuencias (GeneArt; Life
Technologies). La regién CDS optimizada se recibid clonada dentro del
plasmido pMA-RQ (AmpR) flanqueada por sitios de restriccion Miul y EcoRI en

5y 3’, respectivamente.

El fragmento MIul/EcoRI de la CDS de la iduronato-2-sulfatasa murina
optimizada (SEQ ID NO: 11) se escindi6 del plasmido pMA-RQ vy
posteriormente se clono entre los sitios de restriccion Mlul y EcoRI del plasmido
de esqueleto de AAV pAAV-CAG. El plasmido resultante se llamoé pAAV-CAG-
omIDS. Véase la Figura 4A y SEQ ID NO: 12.

Ejemplo 5: Produccion de AAV9-CAG-hIDS

Se generaron vectores AAV9-CAG-hIDS (SEQ ID NO: 4) por transfeccion libre
de virus auxiliares de células HEK293 usando tres plasmidos con
modificaciones. Véanse Matsushita y col., Gene Ther. 1998;5(7):938-45, Wright
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y col., Mol Ther. 2005;12(1)171-8. Las células se cultivaron al 70% de
confluencia en botellas rotatorias (RB) (Corning, Corning, NY, EE.UU.) en
DMEM suplementado con 10% de FBS y luego se co-transfectaron con: 1) un
plasmido que lleva el casete de expresidon flanqueado por las ITRs de AAV2
(PAAV-CAG-hIDS); 2) un plasmido que lleva los genes rep de AAV2 y cap de
AAV9 (pREP2CAP9); y 3) un plasmido que lleva las funciones auxiliares de
adenovirus. Los vectores se purificaron por dos gradientes consecutivos de
cloruro de cesio usando un protocolo optimizado como se ha descrito
previamente. Véase Ayuso y col., Gene Ther. 2010;17(4):503-10. Los vectores
se dializaron contra PBS + 0,001% de Pluronic® F68, se filtraron, se valoraron

por qPCR y se guardaron a -80°C hasta su uso. Véase la Figura 1B.

Ejemplo 6: Produccion de AAV9-CAG-ohIDS-version1

Se generaron vectores AAV9-CAG-ohIDS-version1 (SEQ ID NO: 7) por
transfeccion libre de virus auxiliares de células HEK293 usando tres plasmidos
con modificaciones. Véase Matsushita y col., y Wright y col., arriba. Las células
se cultivaron al 70% de confluencia en botellas rotatorias (RB) (Corning,
Corning, NY, EE.UU.) en DMEM suplementado con 10% de FBS y luego se co-
transfectaron con: 1) un plasmido que lleva el casete de expresion flanqueado
por ITRs de AAV2 (pAAV-CAG-ohIDS-versién1); 2) un plasmido que lleva los
genes rep de AAV2 y cap de AAV9 (pREP2CAP9); y 3) un plasmido que lleva
las funciones auxiliares de adenovirus. Los vectores se purificaron por dos
gradientes consecutivos de cloruro de cesio usando un protocolo optimizado
como se ha descrito previamente. Véase Ayuso y col., supra. Los vectores se
dializaron contra PBS + 0,001% de Pluronic® F68, se filtraron, se valoraron por

gPCR y se guardaron a -80°C hasta su uso. Véase la Figura 2B.

Ejemplo 7: Produccion de AAV9-CAG-ohIDS-version2

Se generaron vectores AAV9-CAG-ohIDS-versiéon2 (SEQ ID NO: 10) por

transfeccion libre de virus auxiliares de células HEK293 usando tres plasmidos
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con modificaciones. Véase Matsushita y col., y Wright y col., arriba. Las células
se cultivaron al 70% de confluencia en botellas rotatorias (RB) (Corning,
Corning, NY, EE.UU.) en DMEM suplementado con 10% de FBS y luego se co-
transfectaron con: 1) un plasmido que lleva el casete de expresion flanqueado
por ITRs de AAV2 (pAAV-CAG-ohIDS-versidon2); 2) un plasmido que lleva los
genes rep de AAV2 y cap de AAV9 (pREP2CAP9); y 3) un plasmido que lleva
las funciones auxiliares de adenovirus. Los vectores se purificaron por dos
gradientes consecutivos de cloruro de cesio usando un protocolo optimizado
como se ha descrito previamente. Véase Ayuso y col., arriba. Los vectores se
dializaron contra PBS + 0,001% de Pluronic® F68, se filtraron, se valoraron por

gPCRy se guardaron a -80°C hasta su uso. Véase la Figura 3B.

Ejemplo 8: Produccion de AAV9-CAG-omIDS

Se generaron vectores AAV9-CAG-omIDS (SEQ ID NO: 13) por transfeccién
libre de virus auxiliares de células HEK293 usando tres plasmidos con
modificaciones. Véase Matsushita y col., y Wright y col., arriba. Las células se
cultivaron al 70% de confluencia en botellas rotatorias (RB) (Corning, Corning,
NY, EE.UU.) en DMEM suplementado con 10% de FBS y luego se co-
transfectaron con: 1) un plasmido que lleva el casete de expresion flanqueado
por ITRs de AAV2 (pAAV-CAG-omIDS); 2) un plasmido que lleva los genes rep
de AAV2 y cap de AAV9 (pREP2CAP9); y 3) un plasmido que lleva las
funciones auxiliares de adenovirus. Los vectores se purificaron por dos
gradientes consecutivos de cloruro de cesio usando un protocolo optimizado
como se ha descrito previamente. Véase Ayuso y col., arriba. Los vectores se
dializaron contra PBS + 0,001% de Pluronic® F68, se filtraron, se valoraron por

gPCR y se guardaron a -80°C hasta su uso. Véase la Figura 4B.

Ejemplo 9: Inyecciéon hidrodinamica de pAAV-CAG-hIDS, pAAV-CAG-

ohIDS-version1 y pAAV-CAG-ohlDS-version2 a ratones sanos

Se administré una dosis total de 30 ug de los plasmidos pAAV-CAG-hIDS,



10

15

20

25

30

46

pAAV-CAG-ohIDS-versidon1 'y pAAV-CAG-ohIDS-versién2 que contenian
diferentes versiones del casete que expresa la iduronato-2-sulfatasa a ratones
WT de 2 meses de edad mediante inyeccidén hidrodinamica en la vena de la
cola. Esta técnica dirige la expresién del plasmido administrado al higado.
Véase Liu y col., Gene Ther. 1990;6(7):1258-66.

Cuarenta y ocho horas después de la administracion del plasmido, se
documentdé un aumento considerable por encima de los niveles basales en la
actividad de la iduronato-2-sulfatasa en los higados y sueros de todos los
animales administrados con plasmidos que codifican la iduronato-2-sulfatasa.
Tanto en higado como en suero, los niveles de actividad alcanzados con los
casetes de expresion que contienen versiones optimizadas del gen iduronato-2-
sulfatasa fueron superiores a aquellos obtenidos con el gen no mutante.
Ademas, en suero, los animales que recibieron el plasmido pAAV-CAG-ohIDS-
versién2 mostraron niveles de actividad de la iduronato-2-sulfatasa que fueron
estadisticamente superiores a aquellos documentados con los otros 2

plasmidos. Véanse las Figuras 5A y 5B.

Ejemplo 10: Inyeccion hidrodinamica de pAAV-CAG-hIDS, pAAV-CAG-
ohIDS-version1 y pAAV-CAG-o0hIDS-version2 a ratones con MPSII

Se administré6 una dosis total de 30 pug de los plasmidos pAAV-CAG-hIDS,
pAAV-CAG-ohIDS-versiéon1 y pAAV-CAG-ohIDS-versién2 que contenian
diferentes versiones del casete que expresa la iduronato-2-sulfatasa a ratones
afectados por MPSII de 3 meses de edad mediante inyeccion hidrodinamica en

la vena de la cola.

Se recogieron los tejidos 1 semana después de la administracion del plasmido.
Los tres plasmidos que contenian la iduronato-2-sulfatasa dieron lugar a un
aumento sustancial en la actividad de la iduronato-2-sulfatasa con respecto a
animales con MPSII que recibieron inyeccién de solucion salina; las actividades
oscilaron del 1200% al 2200% de los niveles de WT en higado y del 2000% al



10

15

20

25

30

47

5700% de WT en suero. Los niveles de actividad logrados con los casetes de
expresion que contenian versiones de codones optimizados del gen iduronato-
2-sulfatasa fueron estadisticamente superiores a aquellos mediados por el

plasmido que contiene el gen WT. Véanse las Figuras 6A y 6B.

De acuerdo con los altos niveles de actividad de la iduronato-2-sulfatasa
documentados en higado y suero, el contenido de GAG se normalizé
completamente en todos los tejidos analizados con todas las construcciones de

plasmido. Véanse las Figuras 6C.

Ejemplo 11: Administracion intravenosa de AAV9-CAG-hiDS, AAV9-CAG-
ohlDS-version1 y AAV9-CAG-ohiDS-version2 a ratones con MPSII

Ratones con MPSII (3,5 meses de edad) recibieron una inyeccién intravenosa a
través de la vena de la cola de 1x10'° gv de vectores AAV9 que contenian las
secuencias de iduronato-2-sulfatasa humana WT u optimizada. Cohortes
separadas de ratones WT y con MPSII sin tratamiento de la misma edad
sirvieron de control. Tres semanas después del tratamiento, los animales se

sacrificaron y se recogieron muestras de sangre y de higado y se analizaron.

La administracion intravenosa de vectores AAV9 a una dosis de 1x10'° gv/ratén
dirige la expresion transgénica principalmente al higado. Véanse Wu y col.,
Mol. Ther. 2006; 14(3):316-27, Inagaki y col., Mol. Ther. 2006; 14(1):45-33.
Cuando la actividad de la iduronato-2-sulfatasa se midié en extractos de higado
3 semanas después de la administracion del vector, se documentd un claro
aumento en la actividad enzimatica en machos con MPSIlI que recibieron
cualquiera de los vectores codificantes de IDS humana. Véase la Figura 7A. El
aumento fue, sin embargo, significativamente mayor en el caso de los animales
con MPSII que recibieron los vectores AAV9 que contienen secuencias de
iduronato-2-sulfatasa humana optimizadas (AAV9-CAG-ohIDS-version1 'y
AAV9-CAG-ohIDS-version2). Los niveles de actividad de la iduronato-2-

sulfatasa alcanzados en los animales que recibieron vectores con la secuencia
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WT fueron aproximadamente el doble de aquellos observados en animales WT
sanos. Véase la Figura 7A. Con los vectores que contienen las secuencias de
IDS humana optimizadas, los niveles de actividad de la iduronato-2-sulfatasa
fueron varias veces superiores a aquellos observados en animales sanos o en
animales con MPSII tratados con vectores que contienen la secuencia de IDS
WT. Véase la Figura 7A.

La iduronato-2-sulfatasa es una enzima lisosomica secretable, y como tal su
expresion en el higado es una fuente de enzima circulante. Véase Haurigot y
col., arriba. Similar a las observaciones hechas en extractos de higado, los
niveles de actividad de la iduronato-2-sulfatasa alcanzados en circulacién de
animales con MPSII tratados con los vectores AAV9 que contienen las
secuencias de IDS humana optimizadas fueron varias veces superiores a
aquellos observados en animales sanos o en animales con MPSII tratados con

vectores que contienen la secuencia de IDS WT humana. Véase la Figura 7B.

De acuerdo con los altos niveles de actividad de la iduronato-2-sulfatasa
documentados en higado y suero, el contenido de GAG se normalizé
completamente en el higado de los ratones con MPSII tratados con AAV9-
CAG-ohIDS-version1 y AAV9-CAG-ohlDS-version2. Sin embargo, los niveles
de GAG solo se redujeron parcialmente en el higado de animales tratados con
una dosis igual de vectores AAV9 que llevan la secuencia codificante de IDS
WT. Véase la Figura 7C.

Ejemplo 12: Administracion intracisternal de AAV9-CAG-hIDS, AAV9-CAG-
ohIDS-version1 y AAV9-CAG-ohIDS-version 2 a ratones con MPSII

Ratones con MPSII de dos meses de edad recibieron una inyeccion
intracisternal de 5x10'° gv de vectores AAV9 que contenian o bien la secuencia
de iduronato-2-sulfatasa humana no mutada (WT) o bien la optimizada en un
volumen total de 5 ul. Cohortes separadas de ratones de la misma edad WT,

con MPSII no tratados y con MPSII que recibieron 5x10'° gv de un vector no
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codificante (AAV9-CAG-Nulo) sirvieron de controles. A los 3,5 meses de edad,
es decir, 1,5 meses después del tratamiento, los animales se sacrificaron y se

recogieron y analizaron las muestras.

Cuando se midi6é la actividad de la iduronato-2-sulfatasa en extractos de
cerebro, se documentd un claro aumento en la actividad enzimatica en machos
con MPSII que recibieron cualquiera de los vectores codificantes de IDS
humana. Véase la Figura 8A. El aumento fue, sin embargo, varias veces mayor
en el caso de los animales con MPSII que recibieron los vectores AAV9 que
contenian secuencias de iduronato-2-sulfatasa humana optimizadas (AAV9-
CAG-ohIDS-version1 y AAV9-CAG-ohIDS-version2) que en aquellos animales
con MPSII tratados con vectores que contenian la secuencia de IDS no mutada
(WT). Véase la Figura 8A. Los niveles de actividad de la iduronato-2-sulfatasa
alcanzados en los animales que recibieron vectores con secuencias de
iduronato-2-sulfatasa humana optimizadas fueron casi tan altos como aquellos
de los WT, o incluso mayores; en la parte mas rostral del cerebro (Seccioén |) la
actividad de IDS derivada de vectores que contenian secuencias de iduronato-
2-sulfatasa humana optimizadas casi duplico los niveles del WT. Véase la
Figura 8A.

De acuerdo con el aumento en la actividad de IDS en todo el cerebro, se
corrigio la acumulacién de sustrato que caracteriza la enfermedad en los
cerebros de ratones con MPSII tratados, como se indica por la reduccion
significativa en el contenido de GAG. Véase la Figura 8B. Se observd una
normalizacion completa de los niveles de GAG con todas las construcciones en
todas las regiones analizadas, excepto en la Seccion V en la que el efecto de la
expresion de IDS derivada de vectores que contienen la secuencia de IDS no

mutada (WT) no fue evidente. Véase la Figura 8B.

Vectores AAV9 administrados al LCR se fugan a la periferia y transducen en el
higado. Véanse Haurigot et al., Clin Invest. 2013;123(8):3254-3271, Ribera et
al., Hum Mol Genet. 2014;24(7):2078-2095. Por consiguiente, se documenté un
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aumento en la actividad de la iduronato-2-sulfatasa en el higado y suero de
ratones con MPSII tratados con cualquiera de los vectores codificantes de IDS
humana. Véanse las Figuras 9A y 9B. El aumento fue, nuevamente,
significativamente mas alto en el caso de los animales con MPSII que
recibieron los vectores AAV9 que contenian secuencias de iduronato-2-
sulfatasa humana optimizadas (AAV9-CAG-ohIDS-version1 y AAV9-CAG-
ohIDS-version2) que en aquellos animales con MPSII tratados con vectores
que contenian la secuencia de IDS no mutada (WT). Véanse las Figuras 9A y
9B. Cuando la eficacia de la terapia se evalu6 mediante cuantificacion del
contenido de GAG en diferentes 6rganos somaticos, se observé una
normalizacion completa de los niveles de GAG en todos los tejidos de ratones
con MPSII tratados con cualquiera de los vectores codificantes de IDS humana
optimizada. Véase la Figura 9C. Los ratones con MPSII que recibieron la
secuencia de IDS humana no mutada (WT) mostraron, sin embargo, una
normalizacion completa del contenido de GAG en higado, corazén, pulmén y
bazo, pero solo una correccion parcial en testiculo, rifion, vejiga urinaria y tejido

adiposo. Véase la Figura 9C.

Ejemplo 13: Administracion intracisternal de AAV9-CAG-omIDS

Se inyectd una dosis total de 5x10'° genomas de vector del vector AAV9-CAG-
omlIDS en la cisterna magna de animales con MPSII de 2 meses de edad en un
volumen total de 5 pl. Primero, los ratones se analizaron a los 6 meses de
edad, es decir, 4 meses después de la administracion del vector. La
administracion intra-LCR de vectores AAV9-CAG-omIDS condujo a la
restauracion de la actividad de la iduronato-2-sulfatasa en todas las areas del
cerebro analizadas, alcanzando niveles que promediaron el 40% de aquellos
observados en animales sanos en las diferentes regiones. Véase la Figura 10A.
Cuatro meses después de la administracion del vector, la acumulacion de
sustrato caracteristica de la enfermedad revirtié completamente en los cerebros
de ratones con MPSII tratados, como se indica por la normalizaciéon del

contenido de GAG en todas las areas de cerebro analizadas. Véase la Figura
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10B. Asimismo, el tamafo del compartimento lisosomico se normalizé
completamente, como se indica por la cuantificacidon de la intensidad de sefial
para la deteccion inmunitaria del marcador lisosémico LAMP2. La senal de
LAMP2 es proporcional al tamafo del compartimento lisosémico, que a su vez
depende de la cantidad de heparan y dermatan sulfato sin degradar
acumulado. Véase la Figura 11A. Ademas, el efecto del tratamiento sobre la
distension lisosdmica siguié siendo estable 8 meses después de la
administracion de AAV9-CAG-omIDS, lo que indica eficacia a largo plazo de la

terapia. Véase la Figura 12.

La rotura de la homeostasis lisosomica normal debido a la acumulacién de
sustrato no degradado puede alterar la actividad de otras enzimas lisosomicas
diferentes de la directamente afectada por la mutacion. Véase Ribera y col.,
Hum Mol Genet. 2014;doi: 10.1093/hmg/ddu727. En los cerebros de ratones
con MPSII sin tratamiento o ratones con MPSII tratados con el vector “Nulo” de
control, las actividades de |IDUA (iduronidasa, alfa-L-), SGSH (N-
sulfoglucosamina sulfohidrolasa), NAGLU (N-acetilglucosaminidasa, alfa),
HGSNAT (heparan-alfa-glucosaminida N-acetiltransferasa), GALNS
(galactosamina (N-acetil)-6-sulfatasa), GUSB (glucuronidasa, beta), HEXB
(hexosaminidasa B) se alteraron, pero el tratamiento con AAV9-CAG-omIDS
devolvid aquellas actividades a los niveles observados en animales WT sanos
indicando que el vector era capaz de restaurar la homeostasis lisosomica.

Véase la Figura 11B.

De acuerdo con la correccion de la patologia lisosomica, todos los signos de
inflamacion desaparecieron de los cerebros de ratones con MPSII tratados.
Cuatro meses después del tratamiento, las intensidades de sefal para las
tinciones usadas para detectar astrocitosis (GFAP) y microgliosis (BSI-B4)
fueron similares en ratones con MPSII tratados y en animales sanos en
diferentes regiones del cerebro, a diferencia de la sefial documentada en
ratones con MPSII administrados con el vector control AAV9 “Nulo” que mostré

una clara regulacion por incremento de estos marcadores de neuroinflamacion.
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Véanse las Figuras 13A y 13B. Ademas, a los 10 meses de edad, es decir, 8
meses después de la transferencia génica, persistio el beneficioso impacto del
tratamiento con AAV9-CAG-omIDS sobre la neuroinflamacion -evaluada
mediante la tincion tanto para GFAP como para BSI-B4-, lo que indica la
erradicacion a largo plazo de la neuroinflamacién. Véanse las Figuras 14A y
14B.

Los vectores AAV9 administrados al LCR se fugan a la periferia y transducen el
higado. Véanse Haurigot y col., Clin Invest. 2013;123(8):3254-3271, Ribera y
col., Hum Mol Genet. 2014;doi: 10.1093/hmg/ddu727. Por consiguiente, se
documentdé un aumento en la actividad de la iduronato-2-sulfatasa 4 meses
después de la transferencia génica en el higado y suero de ratones con MPSII
tratados con AAV9-CAG-omIDS, alcanzando niveles de aproximadamente el
1700% y el 700% de los niveles observados en animales sanos,
respectivamente. Véanse las Figuras 15A y 15B. Cuando la eficacia somatica
de la terapia se evalué mediante cuantificacion del contenido de GAG en
diferentes érganos, se observo una normalizacion completa en la mayoria de
los tejidos, incluyendo higado, corazdén, pulmoén, testiculo, bazo y tejido
adiposo, con la excepcion de rifidn y vejiga urinaria, donde se observo >50%

de reduccion de GAGs. Véase la Figura 15C.

Cuatro meses después del tratamiento, también aumenté la actividad de IDS
en pulmén y fue particularmente alta en corazén. Véanse la Figura 16A y 16B.
Estos dos o6rganos, pulmoén y corazon, presentaron valores muy bajos del
numero de copias de genoma de vector/genoma diploide, indicando la falta de
una transduccion eficiente de estos 6rganos tras la administracion intra-LCR de
AAV9-CAG-omIDS a la dosis de 5X10'0 gv. Véase la Figura 16C. Este hallazgo
sugirio correccion cruzada de la deficiencia de IDS por captacion de IDS de la

circulacion.

De acuerdo con los datos de contenido de GAG, el peso del higado se

normalizé en ratones con MPSII de 6 meses de edad tratados con AAV9-CAG-
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omIDS a la edad de 2 meses. Véase la Figura 17A. Se proporcioné
demostraciéon adicional del potencial del tratamiento intra-LCR con AAV9-CAG-
omlIDS para contrarrestar la patologia lisosomica en ratones con MPSII por la
medicion de actividad de otras enzimas lisosomicas en extractos de higado.
IDUA, SGSH, NAGLU, HGSNAT, GALNS, GUSB, HEXB se alteraron
considerablemente con respecto a los niveles del WT en ratones con MPSII sin
tratamiento o en ratones con MPSII tratados con el vector “Nulo” de control. El
tratamiento con AAV9-CAG-omIDS normaliz6 completamente las actividades
de todas estas enzimas. Véase la Figura 17B. Ademas, la actividad de HEXB
en suero también aumenta como consecuencia de la patologia lisosomica, y se
normalizé6 completamente tras el tratamiento con aAV9-CAG-omIDS, Véase la
Figura 17C, que proporciona evidencia de una correccion en el cuerpo entero

de la funcionalidad lisosémica.

Se evalud el impacto de la administracion intra-LCR de AAV9-CAG-omIDS
sobre el comportamiento a los 6 meses de edad con la prueba de campo
abierto, que evalua la actividad locomotora y exploratoria general de ratones en
entornos desconocidos. Ratones con MPSII sin tratar y tratados con AAV9-nulo
mostraron actividad exploratoria reducida en comparacion con ratones sanos
en términos del tiempo gastado en el centro y en la periferia, el numero de
entradas en el centro y en la periferia y el numero total de movimientos rapidos.
La administracion intracisternal de AAV9-CAG-omIDS corrigio completamente
los déficits de comportamiento en ratones con MPSII. Véanse las Figuras 18A-
F.

Finalmente, se evalud la eficacia terapéutica del tratamiento intra-LCR con
AAV9-CAG-omIDS comparando la supervivencia de ratones con MPSII no
tratados y tratados. La terapia génica con AAV9-CAG-omIDS prolongo
considerablemente |la esperanza de vida de los ratones con MPSII. Véase la
Figura 19. Mientras que a los 17 meses de edad todos los ratones con MPSII
no tratados o tratados con AAV9-CAG-Nulo estaban muertos, el 76% de los

ratones con MPSII que recibieron tratamiento con AAV9-CAG-omIDS estaban
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vivos. Ademas, el 65% de los animales tratados estaban todavia vivos a los 22
meses de edad. El % de animales no mutados (WT) vivos a esta edad fue del
79%. Véase la Figura 19.

Ejemplo 14: Administracion intracisternal de diferentes dosis de AAV9-

CAG-omIDS: estudio de dosis-respuesta

Se administraron cuatro dosis diferentes (1,58x10°, 5x10°, 1,58x10'0 y 5x1010
gv/raton) de vectores AAV9-CAG-omIDS a animales con MPSII de 2 meses de

edad mediante inyeccion intracisternal en un volumen total de 5 pl.

Un mes y medio meses después de la administracion del vector, los animales
se sacrificaron y se recogieron los tejidos. Se midié la actividad de la iduronato-
2-sulfatasa en diferentes partes del cerebro (secciones I-V). La actividad
aumento con la dosis y oscilo entre el 0,8 y el 53% de la actividad del WT en
las diferentes regiones. Véanse las Figuras 20A. Se observé una dosis-
respuesta similar cuando se analizé el efecto del tratamiento sobre el
almacenamiento de GAG. Sin embargo, se documentdé una correccidon
completa de la acumulacién de GAG solo a las dos dosis mayores 1,58x1010 y

5x10'° gv/ratén. Véase la Figura 20B.

En el higado y suero, la actividad también aumentdé con la dosis, oscilando
entre el 20% y el 4300% en el higado y entre el 0,4% y el 1100% en suero. No
fue detectable actividad de IDS en suero con las 2 dosis mas bajas (1,58x10°,
5x10° gv/raton). Véanse las Figuras 21A y 21B. De acuerdo con los datos de
actividad, la medicién del contenido de GAG en tejidos periféricos demostrd
una disminucion de la dosis-respuesta en el contenido de GAG en higado,
corazon, pulmon, testiculo, bazo, rifidn, vejiga urinaria y tejido adiposo. Se
logré normalizacién completa o casi completa de los niveles de GAG en la
mayoria de los tejidos con las 2 dosis mayores (1,58x10'0 y 5x10'0 gv/ratén),
con las excepciones de pulmén y vejiga urinaria, donde se documentaron

>70% de reducciones, y rindn, donde se observd una disminucion de
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aproximadamente el 50%. Véase la Figura 21C.
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia nucleotidica aislada que codifica para la proteina
iduronato-2-sulfatasa (IDS) segun la SEQ ID NO: 1, caracterizada porque dicha
secuencia nucleotidica tiene entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ
ID NO: 2.

2. La secuencia nucleotidica aislada segun la reivindicacion 1, donde
dicha secuencia es la SEQ ID NO: 5.

3. La secuencia nucleotidica aislada segun la reivindicacion 1, donde
dicha secuencia es la SEQ ID NO: 8.

4. Un plasmido que contiene una secuencia de nucleétidos que tiene al
menos un 75% de identidad con la SEQ ID NO: 2.

5. El plasmido segun la reivindicacion 4, caracterizado porque contiene
una secuencia de nucledtidos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

6. El plasmido segun cualquiera de las reivindicaciones 4 o 5, que
contiene una secuencia nucleotidica seleccionada de SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 5y SEQ ID NO: 8.

7. El plasmido segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que es
pAAV-CAG-hIDS con numero de acceso DSM 29866, segun la SEQ ID NO: 3.

8. El plasmido segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que es
pAAV-CAG-ohIDS-versién1 con numero de acceso DSM 29867, segun la SEQ
ID NO: 6.

9. El plasmido segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, que es
pAAV-CAG-ohIDS-versién2 con numero de acceso DSM 29868, segun la SEQ
ID NO: 9.
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10. Un vector recombinante que contiene una secuencia nucleotidica
que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID NO: 2, preferiblemente
que contiene una secuencia nucleotidica segun cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3.

11. El vector recombinante segun la reivindicacion 10, donde dicho

vector es un vector de virus adeno-asociado de serotipo 9, AAV9.

12. El vector recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 10 u
11, donde la secuencia nucleotidica esta unida a un promotor CAG segun la
SEQ ID NO: 14.

13. El vector recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a
12, que es AAV9-CAG-hIDS que contiene la secuencia nucleotidica de SEQ ID
NO: 2 unida al promotor CAG de SEQ ID NO: 14.

14. El vector recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a
12, que es AAV9-CAG-ohIDS-version1 que contiene la secuencia nucleotidica
de SEQ ID NO: 5 unida al promotor CAG de SEQ ID NO: 14.

15. El vector recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a
12, que es AAV9-CAG-ohIDS-version2 que contiene la secuencia nucleotidica
de SEQ ID NO: 8 unida al promotor CAG de SEQ ID NO: 14.

16. Una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de la secuencia nucleotidica segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 o del plasmido segun cualquiera de las reivindicaciones 4

a 9 o del vector recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15.

17. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 16 para

administracion intravenosa o intracisternal.
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18. La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3, el plasmido segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9 o el vector
recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15 para su uso en

el tratamiento de mucopolisacaridosis tipo Il.

19. La secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3, el plasmido segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9 o el vector
recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15 para aumentar

la actividad de la iduronato-2-sulfatasa.

20. Un método de produccion de los vectores definidos en cualquiera de

las reivindicaciones 10 a 15 que comprende las etapas de:

i) proporcionar un primer vector que comprende la secuencia que codifica para
la proteina de interés interpuesta entre una primera repeticion terminal de AAV
y una segunda repeticion terminal de AAV, un promotor CAG operativamente
unido a la secuencia que codifica para la proteina de interés; un segundo
vector que comprende un gen rep de AAV y un gen cap de AAV de serotipo 9;

y un tercer vector que comprende el gen de funcién auxiliar de adenovirus;

i) co-transfectar células competentes con los vectores de la etapa i);

iii) cultivar las células transfectadas de la etapaii); y

iv) purificar los vectores de expresion del cultivo de la etapa iii).

21. Un método para la preparacion del plasmido segun cualquiera de las

reivindicaciones 4 a 9, que comprende las etapas de:

i) cortar la secuencia que codifica para la proteina de interés del plasmido de

partida, por digestidon, en particular usando Mlul/EcoRl,
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ii) clonar la secuencia que codifica para la proteina de interés entre dos sitios
de restriccion del plasmido de esqueleto de AAV pAAV-CAG, obteniéndose de
esta forma el plasmido correspondiente que incluye la secuencia que codifica

para la proteina de interés.

22. Una célula aislada que comprende la secuencia nucleotidica que
tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID NO: 2, que codifica la
iduronato-2-sulfatasa, SEQ ID NO: 1, preferiblemente que comprende una
secuencia nucleotidica segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que
tiene entre un 75% y un 90% de identidad con la SEQ ID NO: 2.



RESUMEN

VECTORES VIRALES ADENOASOCIADOS PARA EL TRATAMIENTO
DE MUCOPOLISACARIDOSIS

La presente invencion proporciona nuevos vectores derivados de virus
adeno-asociados y composiciones farmacéuticas que los contienen para el
tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosdbmico y especialmente,

para el tratamiento de mucopolisacaridosis Tipo Il.
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Figura 3
IDS humana optimizada-version2
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Figura &

Inyeccion hidrodinamica de plasmidos pAAV-CAG-hIDS, pAAV-CAG-ohlDS-version1
y pAAV-CAG-ohlDS-version2 en ratones sanos
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Figura 6

Inyeccion hidrodinamica de plasmidos pAAV-CAG-hIDS, pAAV-CAG-ohlDS-versioni
y pAAV-CAG-ohlDS-version2 en ratones con MPSII
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Figura 7

Inyeccion intravenosa de vectores AAV9-CAG-hIDS, AAVI-CAG-ohIDS-versioni
y AAV9-CAG-ohlDS-version2 en ratones con MPSII
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Figura 8

Actividad de IDS (% de WT)
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Figura 9
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Inyeccién intra-LCR de AAV9-CAG-hIDS, AAV9-CAG-ohIDS-version1 y
AAV9-CAG-ohIDS-version2 en ratones con MPSII.
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Figura 10

Intra-LCR — IDS murina optimizada
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Figura 11
Intra-LCR — IDS murina optimizada
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% de area de LAMP2

Figura 12
Intra-LCR - IDS murina optimizada (largo plazo)
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Figura 13
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Intra-LCR - IDS murina optimizada
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Figura 14

Intra-LCR - IDS murina optimizada (largo plazo)
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Figura 15

2500 -

2000 -

1500 +

1000 A

500 -

Actividad de IDS (% de WT)

O

g de GAGI/mg de tejido

g de GAG/mg de tejido

16,0 -
12,0 -
8,0 1

4,0 |

Bazo

1,6 -
1,2 1
0,8 4

0,4 4

16

Intra-LCR - IDS murina optimizada
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Figura 16
Intra-LCR — IDS murina optimizada
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Figura 17
Intra-LCR — IDS murina optimizada
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Figura 18
Intra-LCR — IDS murina optimizada
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Figura 19
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Figura 20

Actividad de IDS (% de WT)
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Intra-LCR — Respuesta a dosis de IDS murina optimizada
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Figura 21
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Intra-LCR - Respuesta a dosis de IDS murina optimizada
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