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MEDIOS Y METODO PARA PREPARAR VECTORES VIRALES Y USOS DE LOS
MISMOS

LISTADO DE SECUENCIAS
La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que ha sido presentado en formato ASCII
via EFS-Web y queda incorporado por completo a la presente como referencia. Dicha copia en ASCII,
creada el 31 de Octubre de 2018 se denomina AVEX-003001WO_ST25.txt y tiene 14,639 bytes de

tamafo.

SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad respecto de la Solicitud de Patente Estadounidense
Provisional NUmero 62/583,035, presentada el 8 de Noviembre de 2017, la cual se incorpora por

completo a la presente como referencia.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para preparar y purificar particulas virales y

composiciones y usos que comprenden las mismas.
ANTECEDENTES

El virus adenoasociado (AAV) es un miembro de la familia parvoviridae. EI genoma del AAV esta
compuesto por una molécula de ADN lineal monocatenaria que contiene aproximadamente 4,7
kilobases (kb) y consta de dos marcos de lectura abiertos principales que codifican las proteinas no
estructurales Rep (replicacion) y estructurales Cap (capside). Flanqueando las regiones codificantes
del AAV hay dos secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) que actian en cis, de
aproximadamente 145 nucleétidos de longitud, con secuencias palindromicas interrumpidas que
pueden plegarse en estructuras en horquilla que funcionan como cebadores durante el inicio de la
replicacion del ADN. Ademas de su papel en la replicacion del ADN, se ha demostrado que las
secuencias ITR son necesarias para la integracion viral, el rescate del genoma del huésped y la
encapsidacion del acido nucleico viral en viriones maduros (Muzyczka, (1992) Curr. Top. Micro.
Immunol. 158:97-129).

Existen multiples serotipos de AAV y ofrecen un variado tropismo tisular. Los serotipos conocidos
incluyen, por ejemplo, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAVY,
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AAV10y AAV11. AAV9 esta descripto en la Patente Estadounidense NUmero 7,198,951 y en Gao
etal., J. Virol., 78: 6381-6388 (2004), que se incorporan por completo a la presente como referencia.
Los avances en el suministro de AAV6 y AAV8 han hecho posible la transduccion por estos serotipos
del masculo esquelético y cardiaco luego de inyecciones intravenosas o intraperitoneales sistémicas
simples. Véase Pacak et al., Circ. Res., 99(4): 3-9 (2006) y Wang et al., Nature Biotech. 23(3): 321-
8 (2005). Sin embargo, el uso de AAV para dirigirse a ciertos tipos de células dentro del sistema
nervioso central ha requerido una inyeccion quirdrgica intraparenquimatosa. Véase Kaplitt et al.,
“Safety and tolerability of gene therapy with an adeno-associated virus (AAV) borne GAD gene for
Parkinson's disease: an open label, phase I trial.” Lancet, 369:2097-2105; Marks et al., “Gene delivery
of AAV2-neurturin for Parkinson's disease: a double-blind, randomized, controlled trial.” Lancet
Neurol 9:1164-1172; y Worgall et al., “Treatment of late infantile neuronal ceroid lipofuscinosis by
CNS administration of a serotype 2 adeno-associated virus expressing CLN2 cDNA.” Hum Gene
Ther, 19(5):463-74 .

La secuencia de nucleotidos del genoma del serotipo 2 (AAV2) de AAV se ha presentado en
Srivastava et al., J Virol, 45: 555-564 (1983) corregida por Ruffing et al., J Gen Virol, 75: 3385-3392
(1994). Las secuencias que actlan en cis que dirigen la replicacién (rep) del ADN viral, la
encapsidacién/empaquetamiento y la integracion del cromosoma de la célula huésped estan
contenidas dentro de las ITR. Tres promotores de AAV (denominados p5, p19 y p40 por sus
ubicaciones de mapa relativas) dirigen la expresion de los dos marcos de lectura abiertos internos de
AAV que codifican los genes rep y cap. Los dos promotores rep (p5 y pl19), junto con el empalme
diferencial del intrdn AAV Unico (en los nucle6tidos 2107 y 2227), dan como resultado la produccion
de cuatro proteinas rep (rep 78, rep 68, rep 52y rep 40) del gen rep. Las proteinas rep poseen multiples
propiedades enzimaticas que son en ultima instancia responsables de replicar el genoma viral. El gen
cap se expresa a partir del promotor p40 y codifica las tres proteinas de la capside VP1, VP2 y VP3.
El empalme alternativo y los sitios de inicio de traduccion no de consenso son responsables de la
produccién de las tres proteinas de la capside relacionadas. Un Unico sitio de poliadenilacion de
consenso se encuentra en la posicion del mapa 95 del genoma del AAV. El ciclo vital y la genética
del AAV estan descriptos en Muzyczka, Current Topics in Microbiology and Immunology, 158: 97-
129 (1992).

Los vectores derivados del AAV son particularmente atractivos para suministrar material genético
porque (i) pueden infectar (transducir) una amplia variedad de tipos de células que no se dividen y

que se dividen, incluidas las fibras musculares y las neuronas; (ii) estan desprovistos de los genes
2
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estructurales del virus, eliminando asi las respuestas de la célula huésped natural a la infeccion por el
virus, por ejemplo, respuestas mediadas por interferdn; (iii) los virus de tipo salvaje nunca se han
asociado con ninguna patologia en humanos; (iv) contrariamente a los AAV de tipo salvaje, que son
capaces de integrarse al genoma de la célula huésped, los vectores de AAV deficientes en replicacion
generalmente persisten como episomas, limitando asi el riesgo de mutagénesis insercional o la
activacion de oncogenes; y (V) contrariamente a los otros sistemas de vectores, los vectores AAV no
desencadenan una respuesta inmune significativa (véase ii), por lo tanto, posibilitan una expresion a

largo plazo de los transgenes terapéuticos (siempre que sus productos génicos no sean rechazados).

Los vectores adenoasociados autocomplementarios (SCAAV) son vectores virales disefiados a partir
del virus adenoasociado (AAV) natural para su uso en terapia génica. Los SCAAV se denominan
"autocomplementarios™ porque la region de codificacion se ha disefiado para formar una plantilla de
ADN de doble cadena intramolecular. Una etapa limitante de la velocidad del ciclo de vida del
genoma AAV estandar involucra a la sintesis de la segunda cadena ya que el genoma del AAV tipico
es una plantilla de ADN monocatenaria. Sin embargo, este no es el caso de los genomas sSCAAV. Tras
la infeccion, en lugar de esperar la sintesis mediada por células de la segunda cadena, las dos mitades
complementarias del sSCAAV se asociaran para formar una unidad de ADN de cadena doble (ADNdSs)
que estara lista para la replicacion y transcripcion inmediata.

Sigue existiendo la necesidad de desarrollar un método escalable para fabricar y purificar un producto
farmacéutico de AAV con, por ejemplo, pocas capsides vacias, poca proteina de la célula huésped
y/o poco ADN contaminante, reteniendo a la vez una alta potencia.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un método para preparar preparaciones de particulas virales

purificadas, incluyendo preparaciones de particulas de AAV.

En algunas formas de realizacion, la presente invencion provee una composicion farmacéutica que
comprende (a) entre 1 — 8 x 10% genomas del vector viral AAV9/mL (vg/mL), (b) menos de
aproximadamente 7 % de capsides virales vacias, (c) menos de aproximadamente 100 ng/mL de
proteina de la célula huésped por 1 x 102 vg/mL, y (d) menos de aproximadamente 5 x 108 pg/mL
de ADN de la célula huésped residual por 1 x 10** vg/mL, y en donde por lo menos aproximadamente

80% de los 1 — 8 x 10'® genomas del vector viral AAV9/mL son funcionales. En una forma de
3
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realizacion, el vector viral AAV9 que comprende un polinucleétido que codifica una proteina de la
neurona motora de la supervivencia (SMN). En una forma de realizacion, el vector viral AAV9 que
comprende un polinucledtido que codifica una proteina de unién a metil-CpG 2 (MECP2). En una
forma de realizacion, el vector viral AAV9 que comprende un polinucleoétido que codifica un ARN
corto en horquilla (ARNsh) dirigido a la superdxido dismutasa 1 (SOD1). En una forma de
realizacion, el vector viral AAV9 comprende una ITR de AAV2 modificada, un promotor de beta-
actina (CB) de pollo, un potenciador inmediato/temprano de citomegalovirus (CMV), un intron tardio
de 16s del SV40 modificado, una sefial de poliadenilacién de la hormona del crecimiento bovino
(BGH), y una ITR de AAV2 sin modificar.

La presente invencion provee una formulacion farmacéutica. En algunas formas de realizacion, la
formulacion farmacéutica acuosa comprende (a)un vector viral AAV9 que comprende un
polinucledtido que codifica una proteina de la neurona motora de la supervivencia (SMN), (b) un
tampon Tris, (c) cloruro de magnesio, (d) cloruro de sodio, y (€) un poloxamero (por ejemplo,
poloxamero 188), en donde la composicidn farmacéutica no comprende un conservante. En una forma
de realizacion de la formulacion, el vector viral AAV9 ademas comprende una ITR de AAV2
modificada, un promotor de beta-actina (CB) de pollo, un potenciador inmediato/temprano de
citomegalovirus (CMV), un intrén tardio de 16s del SV40 modificado, una sefial de poliadenilacion
de la hormona del crecimiento bovino (BGH), y una ITR de AAV2 sin modificar. En una forma de
realizacion de la formulacion, la concentracion de tampon Tris es de aproximadamente 10-30 nM,
por ejemplo, aproximadamente 20 mM. En una forma de realizacion, el pH de la formulacion es de
aproximadamente 7,7 a aproximadamente 8,3, por ejemplo, aproximadamente pH 8,0 (por ejemplo,
medido de acuerdo con USP <791> (se incorpora por completo a la presente como referencia)). En
una forma de realizacion de la formulacion, la concentracion de cloruro de magnesio es de
aproximadamente 0,5-1,5 mM, por ejemplo, aproximadamente 1 mM. En una forma de realizacion
de la formulacién, la concentracion de cloruro de sodio es de aproximadamente 100-300 mM, por
ejemplo, aproximadamente 200 mM. En una forma de realizacion, la formulacion comprende

aproximadamente 0,005% p/v de poloxamero 188.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para tratar la atrofia muscular espinal tipo |
(AME) en un paciente que lo necesita, que comprende administrar un vector viral AAV9 que
comprende un polinucle6tido que codifica una proteina de SMN (por ejemplo, una composicion o
formulacion de acuerdo con la presente) al paciente mediante una via intratecal o intravenosa, en

donde el paciente tiene (a) nueve meses 0 menos, (b) tiene un peso corporal de por lo menos
4
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aproximadamente 2,6 kg, (c) tiene mutaciones o deleciones nulas de SMN1 bialélicas, y (d) tiene por
lo menos una copia funcional de SMN2. En una forma de realizacion, el vector viral AAV9 comprende
una ITR de AAV2 modificada, un promotor de beta-actina (CB) de pollo, un potenciador
inmediato/temprano de citomegalovirus (CMV), un intrén tardio de 16s del SV40 modificado, una
sefial de poliadenilaciéon de la hormona del crecimiento bovino (BGH), y una ITR de AAV?2 sin
modificar. En una forma de realizacion, el paciente tiene un peso corporal de no mas de
aproximadamente 8,5 kg. En una forma de realizacion, el paciente no tiene una sustitucion ¢.859G>C
en el exon 7 de por lo menos una copia del gen de SMNZ2. En una forma de realizacion, el tratamiento
se administra al paciente antes de los 6 meses de vida. En una forma de realizacion, el tratamiento se
administra al paciente antes del inicio de uno o més sintomas de AME seleccionados entre hipotonia,
retraso en las habilidades motoras, control deficiente de la cabeza, postura redonda del hombro e
hipermovilidad de las articulaciones. En una forma de realizacion, el paciente tiene titulos de
anticuerpos anti-AAV9 iguales o inferiores a 1:100 segln lo determinado por un inmunoensayo de
union ELISA antes de la administracion.

Asimismo la invencidn divulga un método para tratar un paciente pediatrico con atrofia muscular
espinal (AME) Tipo I, con o sin inicio de la enfermedad, que comprende administrar al paciente una
composicién o formulacion que comprende un vector de un virus adeno asociado (AAV) de acuerdo

con lo descripto en la presente.

La presente invencion ademas se refiere a un método para tratar Sindrome de Rett en un paciente que
lo necesita, que comprende administrar un vector viral AAV9 que comprende un polinucleétido que
codifica una proteina de union a metil-CpG 2 (MECP2) al paciente mediante una via intratecal o

intravenosa.

La presente invencion ademas se refiere a un método para tratar esclerosis lateral amiotréfica (ELA)
en un paciente que lo necesita, que comprende administrar un vector viral AAV9 que comprende un
polinucleotido que codifica un ARN corto en horquilla (ARNsh) dirigido a la superoxido dismutasa

1 (SOD1) al paciente mediante una via intratecal o intravenosa.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para tratar un paciente que padece AME tipo I,
que comprende los pasos de (a) determinar el peso del paciente, (b) obtener un kit que contiene viales
de una composicion farmacéutica de vector viral AAV9, y (c) administrar el vector viral AAV9 desde

los viales al paciente, en donde la concentracion del vector viral en cada vial es de aproximadamente
5
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2,0 x 10" vg/mL, en donde el vector viral AAV9 que comprende un polinucleétido que codifica una
proteina SMN; y en donde el kit comprende el siguiente nimero de viales:

Total de

Vial de 5,5 | Vialde 8,3 | Viales por
Peso del Paciente (kg) +0,4 mL +0,4 mL Kit

2,6-3,0

3,1-35
3,6-4,0
41-45
46-5,0
51-55
5,6-6,0
6,1-6,5
6,6-7,0
71-75
76-8,0
8,1-8,5
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o o o1 o1 O | | | W W WO DN

gl B~ O | WO B WO N W N | DN

En una forma de realizacién, el kit comprende un vector viral AAV9 que comprende una ITR de
AAV?2 mutada, un promotor de beta-actina (CB) de pollo, un potenciador inmediato/temprano de
citomegalovirus (CMV), un intron tardio de 16s del SV40 modificado, una sefial de poliadenilacion
de la hormona del crecimiento bovino (BGH), y una ITR de AAV2. En una forma de realizacion, el
vector viral AAV se administra por infusion a una dosis de aproximadamente 1,0x10%* - 2,5x10%

vg/Kkg.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit para tratar un paciente que padece la atrofia
muscular espinal tipo | (AME) que comprende viales que contienen la composicion vector viral
AAV9 que comprende un polinucleétido que codifica una proteina de la neurona motora de la
supervivencia (SMN) o la formulacion que comprende (a) un vector viral AAV9 que comprende un
polinucledtido que codifica una proteina de la neurona motora de la supervivencia (SMN), (b) un
tampon Tris, (c) cloruro de magnesio, (d) cloruro de sodio, y (€) un poloxamero (por ejemplo,

poloxamero 188).
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende viales que contienen
aproximadamente 5,5 mL o aproximadamente 8,3 mL de un vector viral AAV9 que comprende un
polinucleotido que codifica una proteina de la neurona motora de la supervivencia (SMN), y que se
formula a una concentracion de aproximadamente 2,0 x 103 vg/mL en 20 mM Tris, 1 mM MgClz,
200 mM NacCl, 0,005% p/v de Poloxamero 188 a un pH de 7,7-8,3, por ejemplo, aproximadamente
8,0.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para tratar AME tipo I, que comprende
administrar cierto volumen de la composicion de vector viral AAV9 que comprende un polinucledtido
que codifica una proteina de la neurona motora de la supervivencia (SMN) o la formulaciéon que
comprende (a) un vector viral AAV9 que comprende un polinucleétido que codifica una proteina de
la neurona motora de la supervivencia (SMN), (b) un tampén Tris, (c) cloruro de magnesio, (d)
cloruro de sodio, y (e) un poloxamero (por ejemplo, poloxamero 188) por infusion intravenosa a un

paciente gque lo necesita.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos de fabricacion de un vector viral AAV. En
una forma de realizacion, un método de fabricacion de un vector viral AAV comprende los pasos de
(@) cultivar células adherentes, (b) transfectar las células adherentes con uno o mas plasmidos para
permitir la produccion del vector viral AAV, (c) lisar las células adherentes para aislar el vector viral
AAV, (d) acidificar y clarificar el lisado celular de (c), (e) purificar el producto de (d) utilizando
cromatografia de intercambio catiénico (CEX), (f) filtrar el producto de (e) utilizando filtracién de
flujo tangencial (FFT), (g) ultracentrifugar el producto de (f) en un tampdn de cloruro de cesio (CsCl);

y (h) recolectar los vectores virales de AAV del producto de (g).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para purificar un vector viral AAV de
un lisado de cultivo celular, que comprende los pasos de (a) acidificar y clarificar el lisado celular,
(b) purificar el producto de (a) utilizando cromatografia de intercambio catiénico (CEX), (c) filtrar el
producto de (b) a través de una filtracion de flujo tangencial, (d) ultracentrifugar el producto de (c)
usando 2-4 M de tampdn de cloruro de cesio (CsCl), (e) recolectar los vectores virales de AAV del
producto de (d), (f) filtrar el producto de (e) a través de una filtracion de flujo tangencial. En una
forma de realizacion, el método se ejecuta a escala industrial. En una forma de realizacion, el método
produce un rendimiento de mas de 5 x 10 vg, o superior a 8 x 10 vg o superior a 1 x 10'® vg por

lote de fabricacion.
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para tratar un paciente que padece AME
Tipo 1 mediante la administracién de un vector viral AAV9 que comprende un polinucleétido que
codifica una proteina de SMN que se prepara de acuerdo con cualquiera de los métodos aqui

divulgados.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un método para tratar un paciente que padece
Sindrome de Rett mediante la administracion de un vector viral AAV9 que comprende un
polinucleodtido que codifica una proteina MECP2 que se prepara de acuerdo con cualquiera de los

métodos aqui divulgados.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un método para tratar un paciente que padece ELA
mediante la administracion de un vector viral AAV9 que comprende un polinucledtido que codifica

un ARNsh dirigido a SOD1 que se prepara de acuerdo con cualquiera de los métodos aqui divulgados.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un vector viral AAV9 que comprende un
polinucledtido que codifica una proteina SMN, que se fabrica de acuerdo con cualquiera de los

métodos aqui divulgados.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmaceutica que comprende un
vector viral AAV9 que comprende un polinucledtido que codifica una proteina SMN, que se fabrica

de acuerdo con cualquiera de los métodos aqui divulgados.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica acuosa que
comprende un vector viral AAV9 que comprende un polinucleotido que codifica una proteina SMN,
un tampon Tris, una solucion de cloruro de magnesio, y una solucion de cloruro de sodio, en donde
la composicidn farmacéutica no comprende un conservante, y en donde la composicion se fabrica de

acuerdo con cualquiera de los métodos aqui divulgados.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un vector viral AAV9 que comprende un
polinucleétido que codifica una proteina MECP2, que se fabrica de acuerdo con cualquiera de los
métodos aqui divulgados.
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un
vector viral AAV9 que comprende un polinucledtido que codifica una proteina MECP2, que se

fabrica de acuerdo con cualquiera de los métodos aqui divulgados.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un vector viral AAV9 que comprende un
polinucle6tido que codifica un ARNsh dirigido a SOD1, que se fabrica de acuerdo con cualquiera de

los métodos aqui divulgados.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere un método para tratar AME Tipo | en un paciente que
lo necesita mediante la administracion intravenosa de una composicion farmacéutica que comprende
(@) un vector viral AAV9 auto complementario que comprende una ITR de AAV2 modificada, un
promotor de beta-actina (CB) de pollo, un potenciador inmediato/temprano de citomegalovirus
(CMV), un intron tardio de 16s del SV40 modificado, una sefial de poliadenilacion de la hormona del
crecimiento bovino (BGH), y una ITR de AAV2 sin modificar, (b) 20 mM Tris a un pH de 8,0, (c) 1
mM MgCls, (d) 200 mM NacCl, y (e) 0,005% Poloxamero 188, en donde el paciente tiene un peso
corporal de 2,6 kg a 8,5 kg. En una forma de realizacion, la composiciébn no comprende un

conservante.

En una forma de realizacion, el paciente (a) tiene nueve meses de vida 0 menos, (b) tiene un peso
corporal de por lo menos aproximadamente 2,6 kg, (c) tiene mutaciones o deleciones nulas de SMN1

bialélicas, y (d) tiene por lo menos una copia funcional de SMN2.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion adecuada o fabricada para
administrar por via intravenosa una composicion farmacéutica que comprende (a) un vector viral
AAV9 auto complementario que comprende una ITR de AAV2 modificada, un promotor de beta-
actina (CB) de pollo, un potenciador inmediato/temprano de citomegalovirus (CMV), un intron tardio
de 16s del SV40 modificado, una sefial de poliadenilacién de la hormona del crecimiento bovino
(BGH), y una ITR de AAV2 sin madificar, (b) 20 mM Tris a un pH de 8,0, (c) 1 mM MgCl>, (d)200
mM NaCl, y (e) 0,005% Poloxamero 188.

En algunas formas de realizacién, se divulga una composicion o formulacion, en donde la
composicion o formulacion comprende por lo menos uno de los siguientes: (a) menos de
aproximadamente 0,09 ng de Benzonase por 1,0x10*® vg, (b) menos de aproximadamente 30 pg/g

(ppm) de cesio, (c) aproximadamente 20-80 ppm de Poloxdmero 188, (d) menos de aproximadamente
9
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0,22 ng de BSA por 1,0x10* vg, (e) menos de aproximadamente 6,8x10° pg de ADN de plasmido
residual por 1,0x10%2 vg, (f) menos de aproximadamente 1,1x10° pg de ADNhc residual por 1,0x10%
vg, ¥ (g) menos de aproximadamente 4 ng de PCHr por 1,0x10% vg,

En algunas formas de realizacion, la presente invencion provee un proceso aguas arriba para producir
un intermedio (por ejemplo, un intermedio congelado) derivado de un banco de células de trabajo, en
donde el proceso aguas arriba comprende los pasos de (a) cultivar las células, (b) transfectar las
células cultivadas con plasmidos (por ejemplo, tres plasmidos), (c) cosechar las particulas virales
expandidas de las células luego de un periodo de cultivo, (d) purificar las particulas virales mediante
filtracion para eliminar las células intactas o los restos celulares, (e) someter el eluyente del paso (d)
a filtracion de flujo tangencial, y (g) opcionalmente congelar la preparacion intermedia resultante de
particulas virales purificadas. En algunas formas de realizacion, el proceso aguas arriba se combina
con pasos de procesamiento adicionales, por ejemplo, pasos de purificacion y formulacién adicionales

para producir un producto farmacéutico final.

En una forma de realizacion, el banco de células de trabajo comprende células HEK293. En otras
formas de realizacidn, se usa otro tipo de célula o derivado que esté disponible en la técnica y que sea
adecuado para su uso en los métodos descriptos en la presente.

En una forma de realizacion, el paso de transfeccion utiliza polietilenimina. En una forma de
realizacion, el paso de transfeccién comprende una transfeccién de triple vector usando un plasmido

transgénico, por ejemplo, un pladsmido pSMN, un plasmido pAAV y un pldsmido pHELP.

En una forma de realizacion, el proceso ademas comprende lisando las células transfectadas con

tampon de lisis y tensioactivo.

En una forma de realizacion, el paso de cosecha incluye tratar el producto con una endonucleasa,
como la Benzonase, por ejemplo, a una concentracion entre 50 — 200 U/ml, por ejemplo, a una

concentracion entre 75-150 U/ml, para reducir el ADN residual de la célula huésped.

En una forma de realizacion, el paso de purificacion incluye filtracion profunda y posterior filtracion
a través de un filtro que elimina los contaminantes de moléculas grandes y restos celulares, por
ejemplo un filtro de 0,45 micrones, pero que permite que los genomas de vector pasen. Se puede usar

cualquier filtro de profundidad adecuado.
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En una forma de realizacién, la filtracién de flujo tangencial (“FFT”) logra entre 5 — 15 X, por
ejemplo, una concentracion de 6 — 10 X del eluyente del paso (d) y por lo menos la diafiltracion de 4
diavolimenes, por ejemplo, 6 diavolumenes o 10 diavolumenes, o 12 diavolumenes, o 15
diavolimenes. Es posible usar cualquier filtro de FFT. En una forma de realizacion, la membrana
FFT es una membrana de celulosa. En una forma de realizacion la membrana FFT tiene un limite de
300 kDa.

En segundo término, la presente invencion provee un proceso aguas abajo para procesar el intermedio
(por ejemplo, el intermedio congelado) en una sustancia farmacolodgica filtrada. Los pasos del proceso
aguas abajo incluyen un paso de acidificacion y clarificacion (usando filtracion), seguido de una
cromatografia de intercambio cationico, filtracion de flujo tangencial, ultracentrifugacion en CsCl y
un paso de filtracion de flujo tangencial adicional con el fin de producir una sustancia farmacolégica
filtrada donde las particulas de AAV purificadas se suspenden en un portador farmacéuticamente

aceptable.

En una forma de realizacion, el paso de acidificacion y clarificacion incluye filtracion profunda y
posterior filtracion a través de un filtro que elimina los contaminantes de moléculas grandes y restos
celulares, por ejemplo un filtro de 0,45 micrones. En algunas formas de realizacion, se controla el
ajuste del pH. Como parte de este paso, en una forma de realizacion, se agrega un detergente, por
ejemplo Tween. En algunas formas de realizacidn, se controla la tasa de adicion de Tween y el rango

de concentracion de Tween.

En una forma de realizacion, la cromatografia de intercambio cationico comprende una resina de
cromatografia basada en membrana constituida por una resina de sulfonilo compuesta con un tamafio

de poro de 0,2 micrones.

En una forma de realizacion, el paso de ultracentrifugacion de Cloruro de Cesio (CsCl) usa entre 2-4

M CsCl, por ejemplo, aproximadamente 3 M CsCI.

En otra forma de realizacion, el paso de ultracentrifugacion de Cloruro de Cesio se ejecuta a
aproximadamente 40-50 KRPM durante aproximadamente 20-25 horas. En otra forma de realizacion,
el paso de ultracentrifugacion de Cloruro de Cesio se ejecuta a aproximadamente 45 kRPM durante

aproximadamente 22 horas.
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En una forma de realizacion, la filtracion de flujo tangencial (“FFT”) logra una concentracion de entre
5 - 15 X, por ejemplo, 6 — 10 X del eluyente del paso (d) y por lo menos 4 diavolimenes de
diafiltracion, por ejemplo, 6 diavolumenes, o 10 diavolumenes, o 12 diavolumenes, o 15

diavolumenes. En una forma de realizacion, la membrana de FFT tiene un limite de 300 kDa.

En una forma de realizacion, el eluyente esta por debajo del nivel de deteccion de cesio (Cs). En otra
forma de realizacion, el nivel de deteccion de Cs es inferior a 50 partes por millon (ppm). En otra
forma de realizacion, el nivel de deteccion de Cs es de aproximadamente 50-70 ppm. En otra forma
de realizacién, el nivel de deteccion de Cs es de aproximadamente 70-90 partes por millon (ppm). En
otra forma de realizacion, el nivel de deteccion de Cs es de aproximadamente 90-110 partes por millon
(ppm). En otra forma de realizacion, el nivel de deteccion de Cs es de aproximadamente 110-130
partes por millon (ppm). En otra forma de realizacion, el nivel de deteccion de Cs es de
aproximadamente 130-150 partes por millon (ppm). En otra forma de realizacién, el nivel de

deteccidn de Cs es inferior a 150 partes por millon (ppm).

Estos métodos de purificacion pueden usarse para preparar preparaciones virales de alto rendimiento,
incluyendo preparaciones de AAV (por ejemplo, AAV9-SMN), que comprenden menos de 5X10°
pg/ml de ADN residual de la célula huésped (ADNhc) por 1X10* genomas de vector (“vg”)/ml, por
ejemplo, menos de 1,2 X10°® pg/mL ADNhc por 1X10® vg/mL. Asi, un paciente de 5 kg que reciba
7,5X10*° vg no obtendria mas de hasta 1,2X10° pg/mL*7,5X10% vg /(1X10%3vg/mL) = 8,4X10’ pg
ADNhc = 84,000 ng ADNhc por dosis de 5kg. En una forma de realizacién, una preparacién
comprende menos de 5,0x10° pg ADN residual de la célula huésped por 1,0x10*® vg, menos de
2,0x10° pg ADN residual de la célula huésped por 1,0x10* vg, menos de 1,1x10° pg ADN residual
de la célula huésped por 1,0x10% vg, menos de 1,0x10° pg ADN residual de la célula huésped por
1,0x10% vg, menos de 0,9x10° pg ADN residual de la célula huésped por 1,0x10% vg, menos de
0,8x10° pg ADN residual de la célula huésped por 1,0x10* vg, o cualquier concentracion entre ellas.

En una forma de realizacion, el AAV es un AAV9 de replicacion defectuosa, por ejemplo, SCAAVY,
un ITRs derivadas de AAV2. En otra forma de realizacion, el vector de AAV porta un transgén de
SMN. En una forma de realizacion, el ADN que codifica SMN esta establecido en el nimero de
acceso a GenBank NM_000344.2. Tambien se contemplan sustituciones conservadoras de
nucleotidos de ADN de SMN (por ejemplo, un cambio de guanina a adenina en la posicion 625, segln

lo establecido en el NUmero de Acceso a GenBank NM_000344.2).
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Otro aspecto de la invencidn se refiere a una composicion farmacéutica que comprende particulas de
AAV en una formulacion adecuada ya sea para administracion (a) por inyeccion intravenosa (“IV”)
(b) intratecal (“IT”).

En otra forma de realizacién, la composicién farmacéutica tiene menos de 10 % de capsides vacias,
menos de 8 % de capsides vacias, menos de 7 % de capsides vacias, menos de 5 % de capsides vacias,
menos de 3 % de capsides vacias, 0 menos de 1 % de capsides vacias. En algunas formas de
realizacion, la composicion farmacéutica tiene menos de aproximadamente 5 % de capsides vacias.
En una forma de realizacion, el nimero de céapsides vacias es inferior al limite de deteccién. En
algunas formas de realizacion, es conveniente que la composicién farmacéutica tenga bajas
cantidades de cépsides vacias, dado que tales capsides vacias pueden generar una respuesta adversa
(por ejemplo, respuesta inmune, respuesta inflamatoria, respuesta hepatica y/o respuesta cardiaca) sin
beneficio terapéutico.

En otra forma de realizacion, la proteina de célula huésped residual (“PCHr”) en dicha composicién
farmacéutica es menor o igual a 100 ng/ml PCHr por 1 X 10 vg/ml, por ejemplo, menor o igual a
40 ng/ml PCHr por 1 X 10% vg/ml o 1-50 ng/ml PCHr por 1 X 10*® vg/ml. En una forma de
realizacion, una composicion farmaceéutica divulgada en la presente comprende menos de 10 ng PCHr
por 1,0x10% vg, 0 menos de 5 ng PCHr por 1,0x10'3 vg, menos de 4 ng PCHr por 1,0x10* vg, o
menos de 3 ng PCHr por 1,0x10% vg, o cualquier concentracion entre ellas.

En otra forma de realizacion, el ADN residual de la célula huesped (“ADNhc”) en dicha composicién
farmacéutica es menor o igual a 5 X 10° pg/ml ADNhc por 1 X 10 vg/ml, menor o igual a 1,2 X 10°
pg/ml ADNhc por 1 X 103 vg/ml, 0 1 X 10° pg/ml ADNhc por 1 X 10% vg/ml a 1,2 X 10° pg/ml por
1 X 10" vg/ml. En una forma de realizacion, el ADN residual de la célula huésped en dicha
composicion farmacéutica es menos de 5,0x10° pg por 1,0x10* vg, menos de 2,0x10° pg por 1,0x10%3
vg, menos de 1,1x10° pg por 1,0x10% vg, menos de 1,0x10° pg ADNhc por 1,0x10% vg, menos de
0,9x10° pg ADNhc por 1,0x10*® vg, menos de 0,8x10° pg ADNhc por 1,0x10% vg, o cualquier

concentracion entre ellas.

En una forma de realizacion, el ADN de plasmido residual en dicha composicion farmacéutica es
menor o igual a 1,7 X 10° pg/ml por 1 X 10® vg/ml, 0 1 X 10° pg/ml por 1 X 10'3 vg/ml a 1,7 X 108

pg/ml por 1 X 10* vg/ml. En una forma de realizacion, el ADN de plasmido residual en dicha
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composicion farmacéutica es menor a 10,0x10° pg por 1,0x103 vg, menor a 8,0x10° pg por 1,0x10*3
vg, 0 menor a 6,8x10° pg por 1,0x10% vg.

En una forma de realizacion, una composicion farmacéutica divulgada en la presente comprende
menos de 0,5 ng por 1,0x10% vg, menos de 0,3 ng por 1,0x10* vg, menos de 0,22 ng por 1,0x10*3
vg, 0 menos de 0,2 ng por 1,0x102 vg, o cualquier concentracion entre ellas de alblimina de suero
bovino (BSA). En una forma de realizacion, la Benzonase en dicha composicién farmaceutica es
menos de 0,2 ng por 1,0x10% vg, menos de 0,1 ng por 1,0x10* vg, menos de 0,09 ng por 1,0x10%
vg, menos de 0,08 ng por 1,0x10'% vg o cualquier concentracion entre ellas. En una forma de
realizacion, el Poloxamero 188 en dicha composicion farmacéutica oscila entre aproximadamente 10-
150 ppm, aproximadamente 15-100 ppm, o aproximadamente 20-80 ppm. En una forma de
realizacion, el cesio en dicha composicion farmacéutica es menos de 50 pg/g (ppm), menos de 30

uag/g (ppm) o menos de 20 pg/g (ppm), o cualquier concentracion entre ellas.

En una forma de realizacion, una composicion farmacéutica divulgada en la presente comprende
impurezas totales, por ejemplo, segun lo determinado por SDS-PAGE, de menos de 10%, menos de
8%, menos de 7%, menos de 6%, menos de 5%, menos de 4%, menos de 3%, menos de 2%, o
cualquier porcentaje entre ellos. En una forma de realizacion, la pureza total, por ejemplo, segun lo
determinado por SDS-PAGE, es mayor que 90%, mayor que 92%, mayor que 93%, mayor que 94%,
mayor que 95%, mayor que 96%, mayor que 97%, mayor que 98%, o cualquier porcentaje entre ellos.
En una forma de realizacion de la composicion farmacéutica, ninguna impureza relacionada no
identificada, por ejemplo, segtn lo determinado por SDS-PAGE, es mayor que 5%, mayor que 4%,
mayor que 3% o0 mayor que 2%, o cualquier porcentaje entre ellos. En una forma de realizacion, la
composicion farmaceéutica comprende un porcentaje de capsides llenas en relacion con el total de
capsides (por ejemplo, pico 1 + pico 2 medido por ultracentrifugacion analitica) mayor que 85%,
mayor que 86%, mayor que 87%, mayor que 88%, mayor que 89%, mayor que 90%, mayor que 91%,
mayor que 91,9%, mayor que 92%, mayor que 93%, o cualquier porcentaje entre ellos. En una forma
de realizacion de la composicion farmacéutica, el porcentaje de capsides llenas medido en el pico 1
por ultracentrifugacion analitica es de 20-80%, 25-75%, 30-75%, 35-75%, o 37,4-70,3%. En una
forma de realizacién de la composicion farmacéutica, el porcentaje de capsides llenas medido en el
pico 2 por ultracentrifugacién analitica es de 20-80%, 20-70%, 22-65%, 24-62%, o 24,9-60,1%.

En una forma de realizacion, una composicion farmaceutica divulgada en la presente comprende un

titulo genémico de 1,0-5,0 x 103 vg/mL, 1,2-3,0 x 10** vg/mL 0 1,7-2,3 x 10% vg/mL.
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En una forma de realizacion, una composicion farmacéutica divulgada en la presente exhibe una carga
bioldgica de menos de 5 CFU/mL, menos de 4 CFU/mL menos de 3 CFU/mL, menos de 2 CFU/mL,
0 menos de 1 CFU/mL, o cualquier concentracion entre ellas. En una forma de realizacion, la cantidad
de endotoxina de acuerdo con USP, por ejemplo USP <85> (se incorpora por completo a la presente
como referencia) es menos de 1,0 EU/mL, menos de 0,8 EU/mL o menos de 0,75 EU/mL.

En una forma de realizacion, la osmolalidad de una composicion farmacéutica divulgada en la
presente de acuerdo con USP, por ejemplo USP <785> (se incorpora por completo a la presente como
referencia) es 350-450 mOsm/kg, 370-440 mOsm/kg o 390-430 mOsm/kg. En una forma de
realizacion, la composicion farmacéutica contiene menos de 1200 particulas superiores a 25 pm por
envase, menos de 1000 particulas superiores a 25 um por envase, menos de 600 particulas superiores
a 25 um por envase, menos de 500 particulas superiores a 25 um por envase, o cualquier valor entre
ellos. En una forma de realizacién, la composicion farmacéutica contiene menos de 10000 particulas
superiores a 10 um por envase, menos de 8000 particulas superiores a 10 um por envase, 0 menos

de 6000 particulas superiores a 10 um por envase.

En una forma de realizacion, la composicion farmacéutica tiene un titulo gendmico de 0,5-5,0x10%3
vg/mL, 1,0-4,0x10% vg/mL, 1,5-3,0x10'3 vg/mL o 1,7-2,3x10*% vg/mL.

En una forma de realizacidn, una composicion farmacéutica divulgada en la presente comprende uno
0 mas de los siguientes: menos de aproximadamente 0,09 ng de Benzonase por 1,0x10*® vg, menos
de aproximadamente 30 pg/g (ppm) de cesio, aproximadamente 20-80 ppm de Poloxamero 188,
menos de aproximadamente 0,22 ng de BSA por 1,0x10% vg, menos de aproximadamente 6,8x10°
pg de ADN de plasmido residual por 1,0x10* vg, menos de aproximadamente 1,1x10° pg de ADNhc
residual por 1,0x10% vg, menos de aproximadamente 4 ng de PCHr por 1,0x10*® vg, pH 7,7-8,3,
aproximadamente 390-430 mOsm/kg, menos de aproximadamente 600 particulas de > 25 um de
tamafo por envase, menos de aproximadamente 6000 particulas de > 10 um de tamafio por envase,
aproximadamente 1,7 x 10 - 2,3 x 10% vg/mL de titulo gendémico, un titulo infeccioso de
aproximadamente 3,9 x 108 - 8,4 x 10° IU por 1,0 x 10%3 vg, un total de proteina de aproximadamente
100-300 pg por 1,0 x 10' vg, supervivencia media de > 24 dias de ratones AMEA7 con
aproximadamente 7,5 x 10% vg/kg de dosis de vector viral, aproximadamente 70-130 % de potencia
relativa en base a un ensayo in vitro basado en células, y/o menos de aproximadamente 5% de

capsides vacias.
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En varias formas de realizacion, la composicion farmacéutica de acuerdo con lo descripto en la
presente que comprende cualquiera de las particulas virales descriptas en la presente (por ejemplo,
las particulas virales AAV de SMN, AAV MECP2, 0 AAV SOD1), retiene una potencia de entre +
20%, entre + 15%, entre + 10%, o entre + 5%, de un estandar de referencia. En algunas formas de
realizacion, la potencia se mide usando un ensayo celular in vitro o un modelo animal in vivo
adecuado. Por ejemplo, la potencia o el % de particulas virales de AAV de SMN puede
determinarse usando un modelo animal de AME, por ejemplo, el ratbn AMEA7, 0 un ensayo
cuantitativo basado en células usando una linea celular adecuada, por ejemplo, células progenitoras
neurales primarias (NPCs) aisladas de la corteza de ratones AMEA7. En una forma de realizacién,
la potencia se evalla contra un estandar de referencia usando los métodos en Foust et al., Nat.
Biotechnol., 28(3), pp. 271-274 (2010). Es posible utilizar cualquier estandar de referencia. La
potencia o el % de AAV MeCP2 funcional puede evaluarse usando un ensayo celular in vitro o un
modelo animal in vivo adecuado, por ejemplo, un raton knockout Mecp2 como en Guy et al.,
“Reversal of neurological defects in a mouse model of Rett syndrome.” Science, 315(5815):1143-7.
La potencia 0 % de AAV SODL1 funcional puede evaluarse usando un ensayo celular in vitro o un
modelo animal in vivo adecuado, por ejemplo, un ratdn mutante SOD1 como en Gurney et al.,
“Motor neuron degeneration in mice that express a human Cu,Zn superoxide dismutase mutation.”
Science, 264(5166):1772-5. En una forma de realizacion, la composicion farmacéutica tiene una
potencia in vivo segun lo determinado por la supervivencia media en un modelo de raton AMEA7
dado a una dosis de 7,5x10* vg/kg mayor que 15 dias, mayor que 20 dias, mayor que 22 dias 0
mayor que 24 dias. En una forma de realizacién, la composicion farmacéutica tiene una potencia
relativa in vivo segun lo testeado mediante un ensayo celular de 50-150%, 60-140% o 70-130% en

relacion con un estandar de referencia y/o un control adecuado.

En una forma de realizacion, una formulacion intravenosa (“IV”) tiene un pH entre 7,5y 8,5, un titulo
gendmico de entre aproximadamente 1 — 8 x 10! genomas de vector viral/mL (vg/mL), o entre 2 X
102 vg/ml - 6 X 10 vg/ml, y opcionalmente una osmolalidad de 384 — 448 mOsm/kg. En una forma
de realizacion, una formulacion IV comprende MgCl,, NaCl, pluronic F68, en tampén Tris a un pH
de 8,0.

En una forma de realizacion, para la administracion 1V, el vector de AAV-9 que porta el transgén de
SMN se administra bajo condiciones estériles en un entorno adecuado (por ejemplo, suite de

intervencion, quirdfano, sala de procedimientos especificos) una vez a través de un catéter venoso
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insertado en una vena periférica de una extremidad (brazo o pierna) a la dosis indicada, y se infunde

lentamente durante aproximadamente 30-60 minutos,

En otra forma de realizacion, la invencidn provee composiciones y métodos de administracion de un
polinucleétido al sistema nervioso central de un paciente que lo necesita que comprende la
administracion intratecal (“IT”) de rAAV9 y un agente de contraste no idnico de bajo osmolar al
paciente, en donde rAAV9 comprende un genoma auto complementario que incluye el
polinucleotido. El polinucledtido se administra, por ejemplo, al cerebro, la médula espinal, una célula
glial, un astrocito y/o una neurona motora inferior. El agente de contraste no io6nico de bajo osmolar
es, por ejemplo, iobitridol, iohexol, iomeprol, iopamidol, iopentol, iopromuro, ioversol o ioxilan. En
algunas formas de realizacion, el polinucledtido es un polinucleétido de neurona motora de
supervivencia (SMN). En una forma de realizacion, el agente de contraste es iohexol, por ejemplo,
iohexol 180 (comercializado como Omnipaque 180, que contiene 388 mg de iohexol equivalentes a
180 mg de yodo orgéanico por mL).

En una forma de realizacion, para la administracion IT, el vector SCAAV9 que porta el transgén de
SMN se diluye con solucion salina normal y se mezcla previamente con un medio de contraste
hiperbérico apropiado aprobado e indicado para uso pediatrico para la monitorizacién radiografica de
la inyeccion mediante inyeccion intratecal lumbar (como Omnipaque 180). El volumen total de
composicién acuosa que comprende el vector de AAV-9 que porta el transgén de SMN mas medio
de contraste y/o solucién salina no excederd los 5 mL. El agente de contraste y el vector SCAAV-9
que porta el transgén de SMN pueden co-formularse, co-envasarse 0 envasarse por separado y

administrarse en el centro de salud.

Los pacientes reciben el vector SCAAV-9 que porta el transgén de SMN mediante inyeccion intratecal
bajo condiciones estériles en una habitacion de terapia intensiva pediatrica u otro entorno apropiado
(por ejemplo, suite de intervencion, quiréfano, sala de procedimientos dedicada) con acceso
inmediato a cuidados intensivos agudos. Los sitios pueden usar una aguja atraumatica insertada con
el bisel paralelo a las fibras de la duramadre; se ha demostrado que esto reduce considerablemente el
dafio a la duramadre y, en consecuencia, disminuye el riesgo de fuga de liquido cefalorraquideo
después de la puncion lumbar (Ebinger et al., “Headache and Backache After Lumbar Puncture in
Children and Adolescents: A Prospective Study.” Pediatrics, 113(6):1588-1592; Kiechl-Kohlendorfer
et al., “Cerebrospinal Fluid Leakage After Lumbar Puncture in Neonates: Incidence and Sonographic

Appearance.” American Journal of Roentgenology, 181(1):231-234) incluso en nifios.
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Sedacidn/anestesia se recomienda para todos los pacientes que reciben inyecciones intratecales. El
método y los medicamentos quedaran a criterio del anestesiologo local, pero deben incorporar un
grado suficiente de sedacion o ansiolisis para garantizar la analgesia y la falta de movimiento para el
procedimiento y el posicionamiento de Trendelenburg posterior al procedimiento. Los pacientes se
colocaran en la posicion de Trendelenburg, con la cabeza inclinada hacia abajo a 30° durante 15
minutos después de la administracion de la terapia intratecal para mejorar la distribucion a las

regiones cervical y cerebral.

Los pacientes se colocan en posicion decubito lateral y se inserta un catéter con estilete mediante una
puncion lumbar en el espacio interespinoso L3-L4 o L4-L5 en el espacio subaracnoideo. La
canulacion subaracnoidea se confirma con el flujo de liquido cefalorraquideo (LCR) claro desde el
catéter. EI LCR se eliminard y dispondra segun las pautas institucionales. El vector sSCAAV-9 que
porta el transgén de SMN en la solucion de contraste premezclada se inyecta directamente en el

espacio subaracnoideo.

En una forma de realizacion, la presente invencion provee un método para tratar una enfermedad
neuroldgica en un paciente que lo necesita que comprende la administracion intravenosa o intratecal
de la composicion farmacéutica divulgada en la presente, en donde el parvovirus comprende un
genoma de rAAV9 auto complementario, en donde el transgén disefiado comprende un polinucledtido
de SMN vy en donde la enfermedad es AME.

En otra forma de realizacion, la presente invencion provee un método para tratar una enfermedad
neuroldgica en un paciente que lo necesita que comprende la administracion intratecal de una
composicion farmacéutica divulgada en la presente con un agente de contraste, en donde el parvovirus
comprende un genoma de rAAV9 auto complementario, en donde el transgén disefiado comprende
un polinucledtido de SMN, en donde la enfermedad es AME, y en donde el agente de contraste es

Omnipaque 180.

En otra forma de realizacion, la presente invencion provee un método de tratamiento de AME tipo I,
I11, 0 IV en un paciente que lo necesita que comprende la administracién intratecal de la composicion
farmacéutica divulgada en la presente con un agente de contraste, en donde el parvovirus comprende
un genoma de rAAV9 auto complementario, en donde el transgén disefiado comprende un

polinucleétido de SMN, y en donde el agente de contraste es Omnipaque 180.
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En otra forma de realizacion, la presente invencion provee un método para tratar AME tipo | en un
paciente que lo necesita que comprende administracion intravenosa de la composicion farmacéutica
divulgada en la presente, en donde el parvovirus comprende un genoma de rAAV9 auto
complementario, y en donde el transgén disefiado comprende un polinucleétido de SMN. En algunas
formas de realizacion, el paciente tiene 0-9 meses de vida. En algunas formas de realizacion, el
paciente tiene 0-6 meses de vida. En otras formas de realizacion, el paciente pediatrico pesa hasta
aproximadamente 8 kg. En algunas formas de realizacion, el paciente pediatrico pesa
aproximadamente 8,5 kg o menos. En algunas formas de realizacion, el paciente pediatrico pesa
aproximadamente 2,6 kg 0 més.

En otra forma de realizacion, la presente invencidn provee un kit para tratar AME tipo | en un paciente que lo
necesita, que comprende la administracion intravenosa de la composicién farmacéutica divulgada en la
presente contenida en viales. En algunas formas de realizacion, se toma el peso del paciente y la dosis se

calcula en base al peso del paciente.

Salvo definicion en contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento
tienen el mismo significado que comunmente les asigna el experto en el campo al cual la invencion

pertenece.

De acuerdo con la presente, las formas singulares de una palabra también incluyen la forma plural de
la palabra, a menos que el contexto indique claramente lo contrario; como ejemplos los articulos se
entienden en singular y plural y el término “0” en sentido inclusivo. A modo de ejemplo, “un

elemento” significa uno o mas elementos.

A lo largo de toda la memoria la palabra “comprende,” o sus variantes, se entendera en el sentido de
incluir un elemento, nimero entero o paso mencionado, o0 grupo de elementos, nUmeros enteros o
pasos, sin excluir ningun otro elemento, nimero entero o paso, o grupo de elementos, nimeros enteros
0 pasos. A lo largo de toda la memoria la palabra “consiste en,” o sus variantes, se entendera en el
sentido de incluir un elemento, nimero entero o paso mencionado, o grupo de elementos, niUmeros
enteros 0 pasos, excluyendo todo otro elemento, nimero entero 0 paso, 0 grupo de elementos,
numeros enteros o0 pasos. A lo largo de toda la memoria la palabra “consiste esencialmente en,” o sus
variantes, se entendera en el sentido de incluir un elemento, nimero entero o paso mencionado, 0

grupo de elementos, niimeros enteros o pasos, y todo otro elemento, ndimero entero o paso, 0 grupo
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de elementos, numeros enteros o pasos que no afecten materialmente las caracteristicas basicas y

novedosas de la divulgacion y/o reivindicacion.

Aproximadamente puede entenderse como dentro de 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%,
0,5%, 0,1%, 0,05%, 0 0,01% del valor establecido. Cuando se use en referencia a un valor porcentual,
"aproximadamente™ puede entenderse como dentro de = 1% (por ejemplo, “aproximadamente 5%”
puede entenderse como dentro de 4% - 6%) o0 = 0,5% (por ejemplo, “aproximadamente 5%” puede
entenderse como dentro de 4,5% - 5,5%). Salvo que el contexto claramente indique lo contrario, todos
los valores numéricos proporcionados en la presente estdn modificados por el término

"aproximadamente”.

Si bien pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descriptos en este
documento en la practica o prueba de la presente invencion, a continuacion se describen métodos y
materiales adecuados. Todas las publicaciones, solicitudes de patentes, patentes y otras referencias
mencionadas en este documento quedan incorporadas como referencia en su totalidad. Las referencias
citadas en este documento no se admiten como técnica anterior a la invencion reivindicada. En caso
de conflicto, prevalecera la presente memoria, incluidas las definiciones. Ademas, los materiales,
métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes. Otras caracteristicas y ventajas

de la invencidn seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Varios objetos y beneficios y una comprension mas completa de la presente invencion seran evidentes
y se advertiran mas con mayor facilidad con referencia a la siguiente Descripcion detallada y las

reivindicaciones adjuntas tomadas en conjunto con los Dibujos que se acompafian, en donde:

Figura 1. Mapas de plasmidos de pSMN, pHELP y pAAV.

La Figura 1A ilustra el mapa de plasmido de pSMN. pSMN es un plasmido que codifica la
informacidn para un genoma de ADN de AAV auto complementario recombinante que expresa el
ADNCc de la neurona motora de supervivencia humana (SMN) bajo el control de un promotor hibrido
de beta-actina de pollo con un elemento potenciador inmediato/temprano de citomegalovirus (CMV).
El ADNc de SMN codifica una proteina funcional completa. El casete de expresion contiene una
secuencia intronica modificada derivada del virus del simio 40 (SV40) y una sefial de poliadenilacion

de la hormona del crecimiento bovino (BGH). El casete de expresion (CMV-CB-SV40-SMN-
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BGHpA) esta flanqueado por repeticiones terminales invertidas derivadas de AAV2 (ITRs). La ITR
izquierda se modifica para preferentemente empaquetar genomas de AAV auto complementarios.
Juntas, las regiones entre y que incluyen las ITRs son empaquetadas en capsides de AAV9
recombinante durante la fabricacién del producto farmacologico de la invencidn. Los componentes
clave de pSMN que no estan destinados a empaquetarse en los genomas de AAV recombinantes
incluyen un marco de lectura abierto que codifica la resistencia a la kanamicina (KanR) y un origen
de replicacion (ori) derivado de pUC. Las regiones ori y KanR son utiles para la fabricacion de

plasmidos.

La Figura 1B ilustra el mapa de plasmido del plasmido pHELP. El plasmido pHELP contiene los
componentes adenovirales de accién trans necesarios para la produccion de virus recombinantes
adenoasociados. El plasmido pHELP contiene las regiones del genoma de adenovirus que
proporcionan factores que son importantes para la replicacién de AAV, a saber E2A, E4, y VA ARN.
Las funciones del adenovirus E1 involucradas en la replicacion de rAVV son provistas por la
transfeccion de células huésped 293. El plasmido pHELP, sin embargo, no contiene otros genes de
replicacion de adenovirus o estructurales. Las secuencias de adenovirus presentes en este plasmido
representan solamente ~28% (9,280/35,938) del genoma del adenovirus y no contienen los elementos
cis criticos para la replicacion, como las repeticiones de terminales invertidas. En consecuencia, no

se espera generar adenovirus infeccioso a partir de dicho sistema de produccion.

La Figura 1C ilustra el mapa de plasmido del plasmido AAV. El genoma de AAV de tipo salvaje
contiene dos elementos estructurales no codificantes llamados repeticiones terminales invertidas que
flanquean los marcos de lectura abiertos rep y cap. Rep y cap codifican la replicacion viral y las
proteinas de la capside respectivamente. En la produccién de vectores virales adenoasociados
recombinantes; las ITR virales son los Unicos elementos utilizados en cis, mientras que los marcos de
lectura abiertos virales se suministran en trans. El uso del método de transfeccion transitoria de
celulas HEK293 adherentes para conformar AAV aborda los roles cis/trans para los diferentes
elementos genéticos dividiéndolos en plasmidos separados. El plasmido pAAV2/9 contiene los

marcos de lectura abiertos para el gen de AAV2 rep y el gen de AAV9 cap.

La Figura 2 ilustra un diagrama de flujo de proceso para la seleccion de células HEK293 para el pre

banco de células maestras de adherencia excepcional (BCM).
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La Figura 3 ilustra un resumen de los detalles de procesamiento de las células para la seleccion de
celulas HEK?293 para el pre banco de células maestras de adherencia excepcional (BCM).

Las Figuras 4A-B describen el diagrama de flujo del proceso aguas arriba de la sustancia

farmacoldgica.

La Figura 5 describe el diagrama de flujo del proceso aguas abajo de la sustancia farmacologica.

La Figura 6 ilustra la inactivacion de XMuLV mediante Tween 20 agregado hasta en 120 minutos.

La Figura 7 ilustra la inactivacion de PRV mediante Tween 20 agregado hasta en 120 minutos.

La Figura 8 describe el flujo del proceso de expansién de células HEK 293 durante los experimentos
de densidad de siembra celular.

Las Figuras 9A-E ilustran los perfiles de crecimiento y metabolitos. Las células HEK 293 se
sembraron por duplicado a 12,000 y 8,000 células/cm? en biorreactores (pH 7,23, 37,0°C, 55%
oxigeno disuelto (OD)). Las células fueron transfectadas con plasmidos de ADN/PEI a los cuatro dias
(12,000 células/cm?) y cinco dias (8,000 células/cm?) de la siembra. Los biorreactores fueron
cosechados a los ocho dias (12,000 células/cm?) y nueve dias (8,000 células/cm?) luego de la siembra.

Las lecturas de pH y metabolitos se tomaron diariamente en Nova BioFlex.

La Figura 10 ilustra la produccion del genoma viral en funcién de la densidad de siembra celular
(8000 0 12000 células/cm?) y cuatro periodos de tiempo de transfeccion diferentes (20 minutos, 1

hora o 2 horas).

La Figura 11 ilustra los titulos virales de los intermedios muestreados en diferentes etapas de filtracion

a lo largo del proceso de fabricacion.

Las Figuras 12 A-B ilustran la recuperacion del aclaramiento del vector viral y la proteina de la célula
huésped (HCP) en el paso de FFT1.

La Figura 13 describe el flujo del proceso de expansion de células HEK 293 durante los experimentos

de densidad de siembra celular.
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Las Figuras 14 A-E ilustran que las células HEK 293 fueron sembradas por duplicado a 8,000
células/cm?, 9,350 células/cm?, 10,700 células/cm?, 12,050 células/cm? en biorreactores (pH 7,23,
37,0°C, 55% DO). Las células se transfectaron con plasmidos de ADN/PEI (1:1 m/m) cinco dias

luego de la siembra. El analisis del pH y metabolitos se realizé utilizando NOVA BioProfile 400.

Las Figuras 15 A-B ilustran la produccion de sustancias farmacologicas a partir de cuatro densidades
iniciales de siembra en biorreactores. Comparacion del titulo del virus y el genoma del vector

cosechado por unidad de superficie.

La Figura 16 ilustra los procesos de fabricacion Fase 1 (Proceso A) y Fase 3 de Prueba (Proceso B).

Las Figuras 17 A-B proveen una tabla que ilustra los resultados de comparabilidad y consistencia de
fabricacion - Productos del Proceso A (Fase 1) y Proceso B (Fase 3). Los productos de Proceso B

muestran beneficios adicionales en comparacion con el Proceso A.

La Figura 18 ilustra la comparabilidad entre el Proceso Ay el Proceso B usando la comparacion por
pares del Proceso A (Fase 1 Lote NCHAAVI9SMNO0613) y el Proceso B (Fase 3 Lote 600156). Los

productos del Proceso B muestran beneficios adicionales en comparacion con el Proceso A.

La Figura 19 ilustra la evaluacidon de la consistencia de fabricacion mediante la comparacién por pares
de los lotes del Proceso B (Fase 3) 600156 y 600307.

La Figura 20 ilustra el perfil de estabilidad para NCH Lote NCHAAV9SMNO0613 almacenado en

condiciones de almacenamiento en tiempo real <-60°C durante 12 meses.

La Figura 21 ilustra los coeficientes de sedimentacion (seg. x 10°1%) para el material de la Fase 1
(NCHAAVI9SMNO0613) que muestra capsides vacias (7%) con un coeficiente de sedimentacion de
aproximadamente 60 x 10 segundos, y las cépsides llenas con un rango de coeficiente de

sedimentacion de aproximadamente 80-150 x 1012 segundos.

La Figura 22 los ilustra los coeficientes de sedimentacion (seg. x 10™%) para el material de la Fase 3

(600156) que muestra capsides vacias (2%) con un coeficiente de sedimentacion de aproximadamente
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60 x 107 segundos, y las capsides llenas con rango de coeficiente de sedimentacion de
aproximadamente 80-150 x 10*® segundos.

La Figura 23 ilustra los coeficientes de sedimentacion (seg. x 10™%) para el material de la Fase 3
(600307) que ilustra capsides vacias (4%) con un coeficiente de sedimentacion de aproximadamente
60 x 107 segundos, y las capsides llenas con rango de coeficiente de sedimentacion de

aproximadamente 80-150 x 10"*® segundos.

DESCRIPCION DETALLADA

Con el fin de avanzar en el desarrollo de la terapia génica AAV mas alla de los modelos en animales
y en estudios clinicos y/o para usos terapéuticos, se desarrollo un proceso escalable capaz de producir

material viral adecuado para uso en humanos.

En algunas formas de realizacion, "vector" hace referencia a cualquier elemento genético, como un
plasmido, fago, transposon, cosmido, cromosoma, virus, viridn, etc., que es capaz de replicarse
cuando se asocia con los elementos de control adecuados y que puede transferir secuencias de genes

entre células. Asi, el término incluye vehiculos de clonacion y expresion, asi como vectores virales.

En algunas formas de realizacion, un "vector de AAV" hace referencia a un vector derivado del
serotipo de un virus adeno-asociado, que incluye, entre otros, AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4,
AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8 y AAV-9. Los vectores de AAV pueden tener uno o méas de los
genes de tipo salvaje de AAV eliminados en su totalidad o en parte, por ejemplo, los genes rep y/o
cap, pero conservan secuencias ITR flanqueantes funcionales. Las secuencias ITR funcionales son
necesarias para el rescate, la replicacion y el empaquetamiento del virion de AAV. Asi, de acuerdo
con la presente un vector de AAV incluye por lo menos aquellas secuencias que en cis proporcionan
la replicacion y el empaquetamiento (por ejemplo, ITR funcionales) del virus. Las ITR no necesitan
ser las secuencias de nucleotidos de tipo salvaje, y pueden alterarse, por ejemplo, mediante la
insercion, eliminacion o sustitucion de nucleotidos, siempre que las secuencias proporcionen rescate,
replicacion y empaquetamiento funcionales. En una forma de realizacion, el vector es un vector de
AAV-9, con ITRs derivadas de AAV-2. Asimismo “vector de AAV” hace referencia a la cubierta
proteica o capside, que proporciona un vehiculo eficiente para la entrega del acido nucleico del vector

al ndcleo de las células diana.
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En algunas formas de realizacion, “scAAV” hace referencia a un virus adeno-asociado auto
complementario (SCAAV), que es un vector viral disefiado a partir del virus adeno-asociado natural
(AAV) para uso en terapia génica. EI sSCAAV se denomina “auto complementario” dado que la region

de codificacion ha sido disefiada para formar una plantilla de ADN de doble cadena intramolecular.

En algunas formas de realizacion, la expresion “impurezas relacionadas el vector" se refiere a todos
los tipos de particulas de AAV que no sean particulas de AAV recombinantes propiamente dichas.
Las impurezas relacionadas con el vector incluyen cépsides vacias de AAV (también denominadas
"vacias" o "particulas vacias") y particulas de AAV que contienen secuencias de polinucledtidos
distintas del genoma del vector deseado (también denominadas "impurezas de acido nucleico

encapsidadas con AAV" o "impurezas de ADN encapsidadas con AAV").

En algunas formas de realizacion, "virus recombinante” hace referencia a un virus que ha sido
genéticamente alterado, por ejemplo, mediante la adicion o insercion de un constructo de acido
nucleico heterdlogo en la particula. "Recombinante™ puede abreviarse "r", por ejemplo, rAAV
puede referirse a AAV recombinante. El término "AAV", de acuerdo con la presente, pretende

abarcar "AAV recombinante” o "rAAV".

En algunas formas de realizacion, "virion de AAV" hace referencia a una particula de virus
completa, tal como una particula de virus AAV de tipo salvaje (wt) (que comprende un genoma de
acido nucleico de AAV lineal, monocatenario asociado con una cubierta de proteina de capside de
AAV). A este respecto, las moléculas de acido nucleico de AAV monocatenario de cadenas
complementarias de sentido, por ejemplo, "sentido” o "antisentido", se pueden empaquetar en

cualquier virion de AAV y ambas cadenas son igualmente infecciosas.

En algunas formas de realizacion, las expresiones "virion de AAV recombinante,” "virion de rAAV,"
"vector de particula de AAV," "capsides llenas," y "particulas llenas" se definen en la presente como
un virus infeccioso defectuoso en la replicacion que incluye una cubierta de proteina de AAV, que
encapsida una secuencia de nucledtidos de interés heterdloga que esta flanqueada en ambos lados por
ITRs de AAV. Se produce un virién de rAAV en una célula huésped adecuada que ha tenido
secuencias que especifican un vector de AAV, funciones auxiliares de AAV y funciones accesorias
introducidas en el mismo. De esta manera, la célula huésped se vuelve capaz de codificar polipéptidos
de AAV que proporcionan el empaquetamiento del vector de AAV (que contiene una secuencia de

nucledtidos recombinante de interés) en particulas de virion recombinante infecciosas para la entrega
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posterior de genes.

En algunas formas de realizacion, las expresiones "capside vacia™ y "particula vacia" hacen referencia
a un virion de AAV que incluye una cubierta de proteina de AAV pero que carece en su totalidad o
en parte del constructo polinucleotidica que comprende la secuencia de nucleétidos de interés
heterdloga flanqueada a ambos lados por ITRs de AAV.

La expresion "célula huésped" indica, por ejemplo, microorganismos, células de levadura, células de
insecto y células de mamifero, que se pueden usar, o se han utilizado, como receptores de un
constructo auxiliar de un AAV, un vector de plasmido de AAV, un vector de funcién accesoria u otra
transferencia de ADN. EI término incluye la progenie de la célula original que ha sido transfectada.
Asi, una "célula huésped" de acuerdo con la presente generalmente se refiere a una célula que se ha
transfectado con una secuencia de ADN exdgeno. Se entiende que la progenie de una sola célula
parental puede no ser necesariamente completamente idéntica en morfologia o en el complemento de

ADN genomico o total como la original, debido a una mutacién natural, accidental o deliberada.

En otra forma de realizacion, la expresion “funciones auxiliares de AAV" se refieren a secuencias de
codificacion derivadas de AAV que se pueden expresar para proporcionar productos génicos de AAV
que, a su vez, funcionan en trans para la replicacion productiva de AAV. Por lo tanto: las funciones
auxiliares de AAV incluyen los dos principales marcos de lectura abierta (ORF) de AAV, rep y cap.
Se ha demostrado que los productos de expresion Rep poseen muchas funciones, que incluyen, entre
otras: reconocimiento, unién y ruptura del origen del AAV de la replicacion del ADN; actividad de
helicasa de ADN; y modulacién de la transcripcién de promotores de AAV (u otros promotores
heter6logos). Los productos de expresion Cap proporcionan las funciones de empaquetamiento
necesarias. Las funciones auxiliares de AAV se utilizan en la presente para complementar las

funciones de AAV en trans que faltan en los vectores de AAV.

En una forma de realizacion, la expresion "constructo auxiliar de AAV" en general se refiere a una
molécula de acido nucleico que incluye secuencias de nucleo6tidos que proporcionan funciones de
AAV eliminadas de un vector de AAV que se utilizara para producir un vector transductor para la
administracion de una secuencia de nucleotidos de interés. El constructo auxiliar de AAV se usa
comunmente para proporcionar la expresion transitoria de los genes rep y/o cap de AAV con el fin
complementar las funciones faltantes de AAV que son necesarias para la replicacion de AAV; sin

embargo, los constructos auxiliares carecen de las ITRs de AAV y no pueden replicarse ni
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empaquetarse. El constructo auxiliar de AAV puede tener la forma de un plasmido, fago, transposon,
césmido, virus o viridn. Se han descripto diversos constructos auxiliares de AAV, como los plasmidos
de uso comun pAAV/Ad y pIM29+45 que codifican los productos de expresion Rep y Cap. Véase,
por ejemplo, Samulski et al. (1989) J. Virol. 63:3822-3828; y McCarty et al. (1991) J. Virol. 65:2936-
2945. Se han descripto otros vectores que codifican productos de expresion Rep y/o Cap. Véanse, por
ejemplo, las Patentes Estadounidenses Numeros 5,139,941y 6,376,237.

En otra forma de realizacion, la expresion "transfeccion™ se usa para referirse a la absorcion de ADN
extrafio por una célula, y una célula ha sido "transfectada" cuando se ha introducido ADN ex6geno
dentro de la membrana celular. Una serie de técnicas de transfeccion son en general conocidas en la
técnica. Véase, por ejemplo, Graham et al. (1973) Virology, 52:456, Sambrook et al. (1989)
Molecular Cloning, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratories, New York, Davis et al.
(1986) Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier, y Chu et al. (1981) Gene 13:197. Estas técnicas
también pueden ser usadas para introducir uno 0 méas restos de ADN exd6geno en células huésped

adecuadas.

De acuerdo con la presente, la expresion "linea celular” se refiere a una poblacion de células capaces
de crecimiento continuo o prolongado y division in vitro. Se sabe ademas en la técnica que pueden
producirse cambios espontaneos o inducidos en el cariotipo durante el almacenamiento o la
transferencia de tales poblaciones clonales. En consecuencia, las células derivadas de la linea celular
mencionada pueden no ser exactamente idénticas a las células o cultivos ancestrales, y la linea celular
mencionada incluye tales variantes. En algunas formas de realizacién, las expresiones “células
HEK293”, “células 293 o sus equivalentes gramaticales se usan indistintamente y hacen referencia

a la linea celular huésped/empaquetadora utilizada en los métodos descriptos en la presente.

En algunas formas de realizacién, la expresion "eluyente" puede entenderse, en contexto, para
referirse al tampdn usado para eluir una sustancia. En algunas formas de realizacion, la expresion
“eluyente” puede entenderse, en contexto, para referirse a la sustancia eluida, por ejemplo, el producto
0 sustancia deseada de una etapa de purificacion previa, por ejemplo, para ensayo o purificacion

adicional.

En algunas formas de realizacion, los métodos descriptos en la presente se ejecutan aplicando las
buenas préacticas de manufactura (BPM) y a escala industrial. Las BPM son regulaciones, por ejemplo,

aplicadas por la Federal Drug Agency (FDA) para garantizar la calidad farmacéutica. Las
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regulaciones de las BPM establecen controles para los procesos de fabricacion. La FDA publica
ejemplos de las regulaciones actuales de BPM. En algunas formas de realizacion, los métodos
descriptos en la presente emplean procedimientos de BPM para producir vectores virales de AAV a
escala industrial. A la fecha, la produccidn a escala industrial de vectores virales de AAV para terapia
génica ha sido un desafio debido a problemas de escalabilidad. Asi, en algunas formas de realizacion,
los métodos descriptos en la presente proporcionaron una ventaja al producir vectores virales de
AAV, por ejemplo, en células adherentes, a escala industrial y con niveles de pureza suficientes para
administrar a un ser humano. El término "escala industrial” se refiere a métodos de produccion de
vectores virales en células a mayor escala que la escala de banco, por ejemplo, a escala comercial,
por ejemplo, donde el rendimiento es superior a 5 x 10 vg, o superior a 8 x 10 vg o superior a 1 X

10 vg por lote de fabricacion.

PROCESO AGUAS ARRIBA

En algunas formas de realizacion, se utiliza un proceso aguas arriba para producir un derivado

intermedio de un banco de células de trabajo, en donde el proceso aguas arriba comprende los pasos
de (a) cultivar las células, por ejemplo, células adherentes, (b) transfectar las células cultivadas, por
ejemplo, células adherentes, con tres plasmidos, (c) cosechar las particulas virales expandidas de las
células luego de un periodo de cultivo, por ejemplo, por lisis celular total, (d) purificar las particulas
virales mediante filtracion para eliminar las células intactas o los restos celulares, () someter el
eluyente del paso (d) a filtracion de flujo tangencial, y (f) opcionalmente congelar la preparacion
intermedia resultante de particulas virales purificadas. En algunas formas de realizacién, la
preparacion intermedia puede ser congelada. En otras formas de realizacion, no es necesario congelar
la preparacion intermedia antes del proceso aguas abajo. En algunas formas de realizacion, el AAV
preparado con el proceso aguas arriba que se divulga en la presente es un AAV que codifica un
ARNsh dirigido a SOD1, un AAV que comprende un polinucleotido que codifica MECP2, o un AAV
que comprende un polinucledtido que codifica SMN, de acuerdo con lo descripto en la presente. En
algunas formas de realizacion, el proceso aguas arriba se ejecuta bajo BPM vy a escala industrial.

1. Transfeccion y cultivo de la linea celular

En un aspecto, la presente invencion describe genomas de rAAV. Los genomas de rAAV
comprenden una o mas ITRs de AAV que flanquean un polinucleétido que codifica un polipéptido
(incluyendo, pero no limitado a, un polipéptido SMN) o que codifica ARNsi, ARNsh, antisentido

y/o ARNmi dirigido a proteinas mutadas o secuencias de control de sus genes. El polinucleétido se
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une operativamente a los ADN de control transcripcional, especificamente el ADN promotor, el
ADN potenciador y el ADN de la secuencia de sefial de poliadenilacién que son funcionales en las
células diana para formar un casete genico. El casete génico también puede incluir secuencias de
intrones para facilitar el procesamiento de una transcripto de ARN cuando se expresa en células de

mamifero.

En algunas formas de realizacion, el genoma de rAAV (por ejemplo, rAAV9) codifica un factor
trofico o protector para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos, que incluyen entre otros la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, junto con
lesiones del sistema nervioso, que incluyen traumatismos/lesiones de la médula espinal y el cerebro,
derrames cerebrales y canceres cerebrales. Los ejemplos no limitativos de factores de crecimiento
conocidos del sistema nervioso incluyen el factor de crecimiento nervioso (NGF), factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3), neurotrofina-4/5 (NT-4/5),
neurotrofina-6 (NT-6), factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor neurotréfico derivado de la linea de
células gliales (GDNF), la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (por ejemplo, FGF's 1-
15), factor inhibidor de leucemia (LIF), ciertos miembros de la familia del factor de crecimiento
similar a la insulina (por ejemplo, IGF-1), las neurturinas, persefina, las proteinas morfogénicas
6seas (BMPs), las inmunofilinas, la familia de factores de crecimiento del factor de crecimiento
transformante (TGF), las neuregulinas, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), familia del factor de crecimiento endotelial vascular
(por ejemplo VEGF 165), folistatina, Hifl y otros. Ademas en general se contemplan los factores de
transcripcion con dedos de zinc que regulan cada uno de los factores tréficos o protectores
contemplados en la presente. En formas de realizacion adicionales, se contemplan métodos para
modular la funcién neuroinmune, incluyendo pero no limitado a, inhibicion de la activacion
microglial y astroglial mediante, por ejemplo, inhibicion de NFkB o NFkB para neuroproteccion
(accion dual de NFKB y vias asociadas en diferentes tipos de células) por ARNsi, ARNSsh,
antisentido o ARNmi. En aun otras formas de realizacion adicionales, el genoma de rAAV (por
ejemplo, rAAV9) codifica un inhibidor apoptotico (por ejemplo, bcl2, belxL). Uso de un rAAV (por
ejemplo, rAAV9) que codifica un factor trofico o proteina moduladora de la lesion de la médula
espinal o un supresor de un inhibidor del crecimiento axonal (por ejemplo, un supresor de Nogo
[Oertle et al., The Journal of Neuroscience, 23(13):5393-5406 (2003)] también queda contemplado

para el tratamiento de la lesion de la medula espinal.

Para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Parkinson, el genoma
29



10

15

20

25

30

de rAAV (por ejemplo rAAV9) codifica en varias formas de realizacidn &cido aromaético dopa
descarboxilasa (AADC), tirosina hidroxilasa, GTP-ciclohidrolasa 1 (gtpchl), inhibidores
apoptoticos (por ejemplo, bcl2, belxL), factor neurotréfico derivado de la linea celular glial
(GDNF), neurotransmisor inhibidor-acido aminobutirico (GABA) o las enzimas que participan en la
biosintesis de la dopamina. En formas de realizacion adicionales, el genoma del rAAV (por ejemplo
rAAV9) puede codificar, por ejemplo, modificadores de la parkina y/o sinucleina.

Para el tratamiento de trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, en algunas
formas de realizacion, se contemplan métodos para aumentar la produccion de acetilcolina. En
algunas formas de realizacion, se contemplan métodos para aumentar el nivel de una colina

acetiltransferasa (ChAT) o inhibir la actividad de una acetilcolina esterasa (AchE).

El genoma de rAAV (por ejemplo rAAV9) codifica en algunas formas de realizacion, ARNsi,
ARNsh, antisentido, y/o ARNmi para su utilizacion en métodos para reducir la expresion de la
proteina Huntington mutante (htt) para el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo, tal como la

enfermedad de Huntington.

El genoma de rAAV (por ejemplo rAAV9) codifica en varias formas de realizacion ARNsi, ARNsh,
antisentido, y/o ARNmi para su utilizacion en el tratamiento de trastornos neurodegenerativos tal
como ELA. El tratamiento resulta en una reduccion de la expresion de marcadores moleculares de

enfermedad, tales como TNFa, 6xido nitrico, peroxinitrito y/o 6xido nitrico sintasa (NOS)

En algunas formas de realizacion, los vectores codifican ARN de horquilla cortos (ARNshs)
dirigidos a proteinas mutadas, tales como la superéxido dismutasa para (SOD, por ejemplo, SOD-1)
para la ELA, o factores neurotroficos, tales como GDNF o IGF1 para la ELA o la enfermedad de

Parkinson.

En una forma de realizacion, los métodos y materiales descriptos en la presente pueden ser usados
para el tratamiento de ELA. ELA es una enfermedad neurodegenerativa que resulta en la pérdida
progresiva de neuronas motoras en el cerebro y la médula espinal, con sintomas que incluyen la
pérdida de la capacidad de hablar, comer, moverse y eventualmente respirar. La enfermedad
generalmente produce la muerte dentro de los 3-5 afios posteriores al diagnostico. Si bien se
desconoce la causa del 90-95% de las causas de ELA, un subconjunto de ELA es causado por

mutaciones genéticas en el gen superdxido dismutasa 1 (SOD1), donde una mutacién causa una
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ganancia de funcion dominante tdxica. Estudios en ratones muestran que la eliminacién de SOD1
no produce enfermedad y, por lo tanto, se cree que las terapias que reducen los niveles de SOD1

mutante alivian los sintomas de la enfermedad.

En algunas formas de realizacion, el vector de AAV codifica un ARNsh dirigido a SOD1 para ELA.
Un ejemplo de constructo de AAV, por ejemplo, sSCAAV9, que codifica ARNsh para SOD1 se
provee en W02015031392 y US2016272976, cuyos contenidos se incorporan por completo a la
presente como referencia. En algunas formas de realizacién, un constructo de AAV que codifica
ARNsh para SOD1 puede prepararse usando los métodos descriptos en la presente. En algunas
formas de realizacion, estos constructos de AAV se pueden usar para tratar la ELA. En algunas
formas de realizacion, el AAV de SOD1 exhibe menos de 10%, por ejemplo, menos de 7%, 5%,
4%, 3%, 2%, 0 1 % de capsides vacias. En algunas formas de realizacion, el AAV de SOD1 exhibe
bajas cantidades de proteina residual de la célula huésped, ADN de célula huésped, ADN
plasmidico y/o endotoxina, por ejemplo, los niveles descriptos en la presente para la preparacion y
purificacion de vectores de AAV. De acuerdo con la presente, “AVXS-301” es un ejemplo no
limitativo de un vector de SCAAV9Y, es decir, que comprende un polinucleétido (por ejemplo
pSOD1sh) que codifica ARNsh de SOD1 antihumano, una ITR de AAV2 modificada, un promotor
de H1 humano, y una ITR de AAV2 sin modificar. Las ITR modificadas y no modificadas pueden
venir en cualquier orientacion (es decir, 5’ 0 3”) en relacion con el casete de expresion de ARNsh de
SOD1 antihumano.

De acuerdo con la presente, plasmido del vector “pSOD1sh” comprende un polinucleétido que
codifica un ARN corto en horquilla (ARNsh) dirigido a la expresion del gen superoxido dismutasa
1 (SOD1), es decir, un casete de anti-ARNsh de SOD1, en donde el casete esta flanqueado por
secuencias de repeticion terminal invertida (ITR) del virus adeno-asociado, por ejemplo, a
“izquierda” y “derecha” del polinucle6tido que codifica pSOD1sh. En algunas formas de
realizacion, el polinucleotido que codifica pSOD1sh se transcribe en un ARN corto en horquilla que
se dirige especificamente al ARNm de SOD1 humano. En algunas formas de realizacion, las
secuencias ITR que circundan el polinucle6tido que codifica pSOD1sh son secuencias de ITR de
AAV nativas, variantes o modificadas. En algunas formas de realizacion, por lo menos una
secuencia ITR es una secuencia ITR de AAV2 nativa, variante o modificada. En algunas formas de
realizacion, las ITRs flanquean el polinucleotido que codifica pSOD1sh. En algunas formas de
realizacion, las dos secuencias ITR son secuencias ITR de AAV2 nativas, variantes o0 modificadas.

En algunas formas de realizacion, la ITR “izquierda” es una secuencia de ITR de AAV2 modificada
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que permite la produccion de genomas autocomplementarios, y la ITR “derecha” es una secuencia
de ITR de AAV?2 nativa. En algunas formas de realizacion, la ITR “derecha” es una secuencia de
ITR de AAV2 modificada que permite la produccion de genomas auto complementarios, y la ITR
“izquierda” es una secuencia de ITR de AAV2 nativa. En algunas formas de realizacion, el vector
de pSOD1sh ademas comprende un segmento del promotor de ARN H1 humano, por ejemplo,
segun lo descripto por Myslinksi. Myslinkski et al. “An unusually compact external promoter for
RNA polymerase Il1 transcription of the human H1IRNA gene.” Nucleic Acids Research,
29(12):2502-2509. En algunas formas de realizacion, el vector de pSOD1sh ademéas comprende una
secuencia de relleno Unica hecha de segmentos de esqueletos de plasmidos aleatorios para aumentar
el tamafio del casete de expresion. En algunas formas de realizacién, el vector de pSOD1sh
comprende un polinucleotido que codifica ARNsh de SOD1 antihumano, una ITR de AAV2

modificada, un promotor de H1 humano, y una ITR de AAV2 sin modificar

En una forma de realizacion, los métodos y materiales descriptos en la presente pueden usarse para
el tratamiento de trastornos del desarrollo neurologico como el Sindrome de Rett. El sindrome de
Rett es un trastorno neuroldgico raro reconocido por primera vez en la infancia, como resultado de
mutaciones en el gen MECP2 en el cromosoma X en el 90-95% de los casos. Ruthie et al., “Rett
syndrome is caused by mutations in X-linked MECP2, encoding methyl-CpG-binding protein 2.”
Nature Genetics, 23:185-188. Los nifios que solo tienen una copia del cromosoma X generalmente
mueren poco después del nacimiento, mientras que las nifias que tienen dos copias del cromosoma
X usualmente tienen una copia funcional del gen. Comienzan a desarrollar sintomas entre los 6 y
los 18 meses, con sintomas caracteristicos como retorcerse o apretarse las manos, aplaudir, frotarse,
lavarse las manos o llevarse las manos a la boca. La enfermedad es progresiva con una discapacidad
significativa que puede incluir comportamientos de tipo autista, irregularidades respiratorias,
dificultades para alimentarse y tragar, retraso del crecimiento y convulsiones. Hay 200 mutaciones
conocidas del gen MECP2, y dependiendo del nivel de inactivacion de X y compensacion de dosis,
la gravedad de la enfermedad varia ampliamente de un paciente a otro. Los estudios en ratones
muestran que la mutacion de MECP2 no causa la muerte de las neuronas, 1o que sugiere que no es
un trastorno neurodegenerativo. Guy et al, “Reversal of Neurological Defects in a Mouse Model of
Sindrome de Rett.” Science, 315(5815)”1143-1147.

Para las formas de realizacion relativas al Sindrome de Rett, el genoma de rAAV (por ejemplo
rAAV9) puede codificar, por ejemplo, proteina de union a metil citosina 2 (MeCP2). Un ejemplo de

constructo de AAV, por ejemplo, SCAAV9Y, que comprende un polinucledtido que codifica MeCP2
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se provee en la Patente Estadounidense Numero 9,415,121, cuyos contenidos se incorporan por
completo a la presente como referencia. En algunas formas de realizacion, un constructo de AAV
que comprende un polinucleétido que codifica MeCP2 puede prepararse usando los métodos
descriptos en la presente. En algunas formas de realizacion, estos constructos de AAV pueden ser
usados para tratar el Sindrome de Rett. En algunas formas de realizacion, el AAV de MeCP2 exhibe
menos de 10%, por ejemplo, menos de 7%, 5%, 4%, 3%, 2%, 0 1 % de capsides vacias. En algunas
formas de realizacion, el AAV de MeCP2 exhibe bajas cantidades de proteina residual de la célula
huesped, ADN de célula huésped, ADN de plasmido y/o endotoxina, por ejemplo, los niveles

descriptos en la presente para la preparacion y purificacién de vectores de AAV.

De acuerdo con la presente, “AVXS-201" es un ejemplo no limitativo de un vector de SCAAVY, es
decir, que comprende un polinucleotido (por ejemplo pMECP2) que comprende un casete de
expresion de cDA de MECP2, una ITR de AAV2 modificada, un promotor de Mecp2 murino, un
intron de SV40 modificado, una sefial de poliadenilacién minima, y una ITR de AAV2 sin
modificar. Las ITR modificadas y no modificadas pueden venir en cualquier orientacion (es decir, 5

‘0 3’) en relacion con el casete de expresion de ADNc de MECP2.

De acuerdo con la presente, el plasmido del vector de “pMECP2” comprende un polinucleétido que
codifica una proteina MECP2, una ITR de AAV2 modificada, un promotor de Mecp2 murino, un
intrén de SV40 modificado, una sefial de poliadenilacion minima, y una ITR de AAV2 sin
modificar. En algunas formas de realizacion, pMECP2 es un constructo de vector que comprende
un polinucleétido que codifica una proteina MECP2, es decir un casete de expresion de cDA de
MECP2, en donde el casete esta flanqueado por secuencias de repeticion terminal invertidas (ITR)
del virus adeno-asociado, por ejemplo, a “izquierda” y “derecha” del polinucleotido que codifica el
gen MECP2. En algunas formas de realizacion, el polinucledtido que codifica MECP2 es una
secuencia de MECP2 humana, por ejemplo, una secuencia de MECP2 humana natural o isoformas,
variantes o mutantes de la misma. En algunas formas de realizacién, las secuencias ITR son
secuencias ITR de AAV nativas, variantes, 0 modificadas. En algunas formas de realizacion, por lo
menos una secuencia ITR es una secuencia ITR de AAV nativa, variante, 0 modificada. En algunas
formas de realizacion, las dos secuencias ITR son secuencias ITR de AAV nativas, variantes, 0
modificadas. En algunas formas de realizacion, la ITR “izquierda” es una secuencia de ITR de
AAV?2 modificada que permite la produccion de genomas autocomplementarios, y la ITR “derecha”
es una secuencia de ITR de AAV2 nativa. En algunas formas de realizacion, la ITR “derecha” es

una secuencia de ITR de AAV2 modificada que permite la produccion de genomas auto
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complementarios, y la ITR “izquierda” es una secuencia de ITR de AAV2 nativa. En algunas
formas de realizacion, el vector de pPMECP2 ademéas comprende un segmento pero no todo el
promotor de Mecp2 de ratdn. En algunas formas de realizacion, el vector de pPMECP2 ademas
comprende un intrén de Virus de Simio 40 (SV40). En algunas formas de realizacion, el vector de
PMECP2 ademas comprende una sefial de poliadenilacién minima, por ejemplo, segun lo definido
por Levitt et al., “Definition of an efficient synthetic poly(A) site.” Genes & Development, 3:1019-
1025.

En algunas formas de realizacion, los genomas de rAAV divulgados en la presente carecen de ADN
de AAV rep y cap. EI ADN de AAV en los genomas de rAAV (por ejemplo, ITRs) puede ser de
cualquier serotipo de AAV para el que se pueda derivar un virus recombinante, incluyendo, pero no
limitado a, los serotipos de AAV AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-
8, AAV-9, AAV-10 y AAV-11. Las secuencias de nucleodtidos de los genomas de los serotipos de
AAYV son conocidas en la técnica. Por ejemplo, el genoma completo de AAV-1 esta provisto en el
Numero de Acceso a GenBank NC_002077; el genoma completo de AAV-2 esta provisto en el
Numero de Acceso a GenBank NC 001401 y Srivastava et al., Virol., 45: 555-564 {1983): el genoma
completo de AAV-3 esta provisto en el Nimero de Acceso a GenBank NC_1829; el genoma completo
de AAV-4 esta provisto en el Numero de Acceso a GenBank NC_001829; el genoma de AAV-5 esta
provisto en el NUmero de Acceso a GenBank AF085716; el genoma completo de AAV-6 esta provisto
en el Numero de Acceso a GenBank NC_00 1862; por lo menos porciones de los genomas de AAV-
7 y AAV-8 estan provistas en los Numeros de Acceso a GenBank AX753246 y AX753249,
respectivamente; el genoma de AAV-9 esta provisto en Gao et al., J. Virol., 78: 6381-6388 (2004);
el genoma de AAV-10 esté provisto en Mol. Ther., 13(1): 67-76 (2006); y el genoma de AAV-11 esta
provisto en Virology, 330(2): 375-383 (2004).

De acuerdo con la presente, el plasmido del vector de “pSMN” comprende un polinucleétido que
codifica una proteina de SMN, es decir, un ADNc de un casete de expresion de SMN, en donde el
casete esta flanqueado por secuencias de repeticion terminal invertidas (ITR) del virus adeno-
asociado, por ejemplo, a “izquierda” y “derecha” del polinucleotido que codifica el gen de SMN. En
algunas formas de realizacion, el polinucleodtido que codifica SMN es una secuencia de SMN humana,
por ejemplo, una secuencia de SMN humana natural o isoformas, variantes 0 mutantes de la misma.
En algunas formas de realizacion, las secuencias ITR son secuencias ITR de AAV nativas, variantes,
o modificadas. En algunas formas de realizacién, por lo menos una secuencia ITR es una secuencia
de ITR de AAV2 nativa, variante, 0 modificada. En algunas formas de realizacion, las dos secuencias

ITR son secuencias de ITR de AAV2 nativas, variantes, 0 modificadas. En algunas formas de
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realizacion, la ITR “izquierda” es una secuencia de ITR de AAV2 modificada que permite la
produccidn de genomas auto complementarios, y la ITR “derecha” es una secuencia de ITR de AAV2
nativa. En algunas formas de realizacion, la ITR “derecha” es una secuencia de ITR de AAV2
modificada que permite la produccion de genomas auto complementarios, y la ITR “izquierda” es
una secuencia de ITR de AAV2 nativa. En algunas formas de realizacion, el plasmido de pSMN
ademés comprende un potenciador de CMV/promotor de beta-actina de pollo ("CB"). En algunas
formas de realizacion, el plasmido de pSMN ademéas comprende un intrén de Virus de Simio 40
(SV40). En algunas formas de realizacion, el plasmido de pSMN ademas comprende una sefial de
terminacion de poliadenilacion (poliA) de la hormona del crecimiento bovina (BGH). Los ejemplos
de secuencias que pueden usarse para uno 0 mas de los componentes antes expuestos se ilustran en
la Tabla 1 a continuacion. En algunas formas de realizacion, se usan todas las secuencias ilustradas
en la Tabla 1 que sigue. En algunas formas de realizacion, “AVXS-101,” es un ejemplo no limitativo
de un constructo de vector que usa todas las secuencias en la Tabla 1 y que cae dentro del alcance de la

expresion pSMN.

En algunas formas de realizacion, un vector de pSMN puede comprender un ADNc de casete de
expresion de SMN, una ITR de AAV2 modificada, un promotor de beta-actina (CB) de pollo, un
potenciador inmediato/temprano de citomegalovirus (CMV), un intron tardio de 16s del SV40
modificado, una sefial de poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovino (BGH), y una ITR
de AAV2 sin modificar. Las ITR modificadas y no modificadas pueden venir en cualquier orientacion

(es decir, 5 ‘0 3’) en relacion con el ADNCc de casete de expresion de SMN.

En algunas formas de realizacion, por ejemplo, durante los procesos de fabricacion descriptos en la
presente la secuencia de la construccion del vector esta encapsidada, por ejemplo, en viriones de
AAV9. En estas formas de realizacion, la encapsidacion esta en una capside de AAV9 recombinante
no replicante capaz de entregar un transgén estable y funcional, por ejemplo un transgén de SMN
humano completamente funcional, un transgén de MECP2, o anti-ARNsh de SOD1. En algunas
formas de realizacion, la capside estd compuesta de 60 proteinas virales (VP1, VP2, VVP3), por ejemplo,
en una proporcion de 1:1:10 producidas por empalme alternativo de modo que VP2 y VVP3 sean dos formas
truncadas de VP1, todo con secuencias C-terminales comunes. En algunas formas de realizacién, el
producto del proceso de fabricacion, por ejemplo, un producto farmacolégico, puede comprender una
capside de AAV9 recombinante, no replicante para entregar un transgén de SMN humano
completamente funcional, estable, a un transgén de MECP2, o un anti-ARNsh de SODL1. En algunas
formas de realizacion, la cépside estd compuesta de 60 proteinas virales (VP1, VP2, VP3) en una
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proporcion de 1:1:10 producidas por empalme alternativo de modo que VP2 y VP3 sean dos formas

truncadas de VP1, todo con secuencias C-terminales comunes.

En algunas formas de realizacion, la cantidad de vectores virales funcionales se determina por el %
de vg/ml funcional medido usando un ensayo celular in vitro o un modelo animal in vivo adecuado.
Por ejemplo, el % de AAV de SMN funcional puede ser analizado por potencia relativa usando un
modelo animal de AME, por ejemplo, el raton AMEA7, o un ensayo cuantitativo basado en células
usando una linea celular adecuada, por ejemplo, células progenitoras neurales primarias (NPCs)
aisladas de la corteza de ratones AMEA7. El % de AAV de MeCP2 funcional puede evaluarse
usando un ensayo celular in vitro o un modelo animal in vivo adecuado, por ejemplo, un ratén
knockout Mecp2. El % de AAV de SOD1 funcional puede evaluarse usando un ensayo celular in

vitro o un modelo animal in vivo adecuado, por ejemplo, un raton mutante SOD1.

La secuencia de ADN de un ejemplo de constructo de vector, por ejemplo, AVXS-101 esta

descripta en la Tabla 1.

Tabla 1: Secuencia de ADN de la Construccion del Vector AVXS-101, Sumario de Componentes

(todas las posiciones de inicio y parada nt estan en relacion con la SEQ ID NO: 1).

Posicion | Posicion | Tama | Descripcién Descripcion no
de Inicio | de fio limitativa de
Parada (nt) beneficios
potenciales
ITR de AAV2 mutada “izquierda” | 1 106 106 Modificacion a | Sin limitarse a la
lalTR teoria, esta ITR
"izquierdo" mutada puede
eliminando el permitir un vector
sitio de auto
resolucion complementario
terminal para de segunda
permitir la generacion para
formacién del maximizar la
genoma en potencia del
horquilla vector,

permitiendo dosis
sistémicas més

bajas
Potenciador de CMV/Promotor de | 153 432 280 Porcion del Sin limitarse a la
CB potenciador teoria, esto puede

inmediato/temp | permitir una
rano de CMV expresion

439 704 266 Promotor constitutiva de
minimo de CB SMN de alto nivel
Intrén SV40 774 870 97 Intrén del SV40 | Sin limitarse a la

(para mejorar la | teoria, esto puede
acumulacion de | permitir un
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nivel constante
de ARNm para
la traduccién)

aumento de la
expresion génica

ADNc de SMN humano 1003 1887 885 Modificado a Sin limitarse a la
partir del teoria, esto puede
Acceso a permitir la
Genbank expresion de una
#NM_017411 proteina de SMN
de longitud
completa
Senal de terminacién de Poli A de | 1973 2204 232 Sefal de Poli A | Sin limitarse a la
la hormona de crecimiento bovino de BGH teoria, esto puede
proporcionar una
Poli A del ARNm
de SMN (sefial de
terminacion de la
transcripcion) para
una expresion
génica eficiente de
alto nivel
ITR de AAV2 “derecha” 2217 2359 143 ITR de AAV2 Sin limitarse a la
sin modificar teoria, esta ITR de

AAV2 en cis
puede
proporcionar tanto
la replicacién del
ADN viral como
el
empaguetamiento
del genoma del
vector de AAV

En otro aspecto, la secuencia de ADN del constructo del vector AVXS-101 esta provista en la SEQ

ID NO: 1:

ctgcgcgctc
ggcgaccttt
gagtggaatt
gtcgttacat
cccccgcecca
tagggacttt
cacttggcag
cgtcaatgac
tatgggactt
tcactctccc
attttttaat
cgcgccaggc
gaggtgcggce
atggcgaggc

gctcgctcac
ggtcgeeegg
cacgcgtgga
aacttacggt
ttgacgtcaa
ccattgacgt
tacatcaagt
ggtaaatggc
tcctacttgg
catctccccc
tattttgtgc

ggggcggggc
ggcagccaat

ggcggeggacyg

tgaggccgcec
cctcagtgag
tctgaattca
aaatggcccg
taatgacgta
caatgggtgg
gtatcatatg
ccgcctggeca
cagtacatct
ccctccccac
agcgatgggy
ggggcgaggg
cagagcggcg
gcggccctat

cgggcaaagc
cgagcgagcg
attcacgcgt
cctggctgac
tgttcccata
agtatttacg
ccaagtacgc
ttatgcccag
actcgaggcc
ccccaatttt

gcgggggggyg

gcggggcggg
cgctccgaaa

aaaaagcgaa
37

ccgggcegteg
cgcagagagg
ggtacctctg
cgcccaacga
gtaacgccaa
gtaaactgcc
cccctattga
tacatgacct
acgttctgct
gtatttattt
99g99g9gggcg
gcgaggcgga
gtttcctttt
gcgcgeggcey

50

100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
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ggcgggagcg
ctgaaaaacc
tcaggtcccg
gatgttgcct
aagctgcgga
atatcgtcga
ctatggcgat
gattccgtgce
ttgggatgat
ttaagcatgc
aaaaccacac
gaatactgca
ccatttggtc
gattttaaga
agaggagcaa
ataatataga
acagatgaaa
caagcccaaa
tgccagggcec
ccaccaccgc
gcctccattt
gtccagattc
tggtacatga
tcaaaaagaa
catagagcag
gaaagcttat
gccttctagt
tgaccctgga
attgcatcgc
ggggcaggac
gggagagatc
tctgcgegcet
gcccgggcett

ggatcagcca
agaaagttaa
gatccggtgy
ttacttctag
attgtacccg
cccacgcgtc
gagcagcggc
tgttccggeg
acagcactga
tctaaagaat
ctaaaagaaa
gcttccttac
agaagacggt
gagaaacctg
aatctgtccg
acagaatgct
gtgagaactc
tctgctccat
aagactggga
caccgccacc
ccttctggac
tcttgatgat
gtggctatca
ggaaggtgct
cactaaatga
cgataccgtc
tgccagccat
aggtgccact
attgtctgag
agcaaggggy
gatctgagga
cgctcgctca

tgcccgggceg

ccgeggtgge
ctggtaagtt
tggtgcaaat
gcctgtacgg
cggccgatcc
cgggccccac
ggcagtggtg
cggcacaggc
taaaagcata
ggtgacattt
acctgctaag
aacagtggaa
tgcatttacc
tgttgtggtt
atctactttc
caagagaatg
caggtctcct
ggaactcttt
ccaggaaagc
accaccaccc
caccaataat
gctgatgctt
tactggctat
cacattcctt
caccactaaa
gactagagct
ctgttgtttg
cccactgtcc
taggtgtcat
aggattggga
acccctagtg
ctgaggccgg
gcctcagtga

ggagtggcc 2359 (SEQ ID NO:1).

ggcctagagt
tagtcttttt
caaagaactg
aagtgttact
accggtccgg
gctgcgeacc
gcggcgtecc
cagagcgatg
tgataaagct
gtgaaacttc
aagaataaaa
agttggggac
cagctaccat
tacactggat
cccaatctgt
aaaatgaaag
ggaaataaat
tctccctcca
caggtctaaa
cacttactat
tcccccacca
tgggaagtat
tatatgggtt
aaattaagga
gaaacgatca
cgctgatcag
cccctececccc
tttcctaata
tctattctgg
agacaatagc
atggagttgg
gcgaccaaag

gcgagcgagc

38

cgacgaggaa
gtcttttatt
ctcctcagtg
tctgctctaa
aattcccggg
cgcgggttty
ggagcaggag
attctgacat
gtggcttcat
gggtaaacca
gccaaaagaa
aaatgttctg
tgcttcaatt
atggaaatag
gaagtagcta
ccaagtttca
cagataacat
ccacccccca
attcaatggc
catgctggct
cctcccatat
gttaatttca
ttagacaaaa
gaaatgctgg
gacagatcta
cctcgactgt
gtgccttcct
aaatgaggaa
ggggtggggt
aggcatgctg
ccactccctc
gtcgcccgac

gcgcagagag

750

800

850

900

950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
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En algunas formas de realizacion, la secuencia de aminoacidos de la proteina SMN codificada por el
plasmido de pSMN comprende:
MAMSSGGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDDSDIWDDTALIKAYDKAVASFKHALKNGDIC
ETSGKPKTTPKRKPAKKNKSQKKNTAASLQQWKVGDKCSAIWSEDGCIYPATIASIDFKRE
TCVVVYTGYGNREEQNLSDLLSPICEVANNIEQNAQENENESQVSTDESENSRSPGNKSDNI
KPKSAPWNSFLPPPPPMPGPRLGPGKPGLKFNGPPPPPPPPPPHLLSCWLPPFPSGPPIIPPPPPI
CPDSLDDADALGSMLISWYMSGYHTGYYMGFRQNQKEGRCSHSLN (SEQ ID NO: 2).

En algunas formas de realizacion, las proteinas de la capside de AAV VP1, VP2, VP3 derivan de la
misma transcripcion. Presentan sitios de inicio alternativos pero comparten un término carboxi. A
continuacion, las secuencias de aminoacidos especificas de VP1 se indican en negro y en negrita. Las
secuencias de aminoacidos comunes a VP1 y VP2 estan subrayadas y en cursiva. Los aminoacidos

comunes a las tres proteinas de la capside estan en negrita y en cursiva.

1 MAADGYLPDW LEDNLSEGIR EWWALKPGAP QPKANQQHQD NARGLVLPGY KYLGPGNGLD
61 KGEPVNAADA AALEHDKAYD QQLKAGDNPY LKYNHADAEF QERLKEDTSF GGNLGRAVFQ
121 AKKRLLEPLG LVEEAAKTAP GKKRPVEQSP QEPDSSAGIG KSGAQPAKKR LNFGQTGDTE

181 SVPDPQPIGE PPAAPSGVGS LTMASGGGAP VADNNEGADG VGSSSGNWHC DSQWLGDRVI

241 TTSTRTWALP TYNNHLYKQI SNSTSGGSSN DNAYFGYSTP WGYFDFNRFH CHFSPRDWQR
301 LINNNWGFRP KRLNFKLFNI QVKEVTDNNG VKTIANNLTS TVQVFTDSDY QLPYVLGSAH
361 EGCLPPFPAD VFMIPQYGYL TLNDGSQAVG RSSFYCLEYF PSQMLRTGNN FQFSYEFENV

421 PFHSSYAHSQ SLDRLMNPLI DQYLYYLSKT INGSGQNQQT LKFSVAGPSN MAVQGRNYIP
481 GPSYRQQRVS TTVTQNNNSE FAWPGASSWA LNGRNSLMNP GPAMASHKEG EDRFFPLSGS
541 LIFGKQGTGR DNVDADKVMI TNEEEIKTTN PVATESYGQV ATNHQSAQAQ AQTGWVQNQG
601 ILPGMVWQDR DVYLQGPIWA KIPHTDGNFH PSPLMGGFGM KHPPPQILIK NTPVPADPPT
661 AFNKDKLNSF ITQYSTGQVS VEIEWELQKE NSKRWNPEIQ YTSNYYKSNN VEFAVNTEGV
721 YSEPRPIGTR YLTRNL (SEQ ID NO: 3).

En una forma de realizacion, las proteinas de la capside de AAV derivan de una transcripcion que

codifica la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 3.
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En otro aspecto, se describen plasmidos de ADN que comprenden genomas de rAAV. Los plasmidos
de ADN se transfieren a las células permitidas para la infeccion con un virus auxiliar de AAV (por
ejemplo, adenovirus, adenovirus con E1 eliminado o herpes virus) para ensamblar el genoma de
rAAV en particulas virales infecciosas con proteinas de la capside de AAV9. Las técnicas para
producir particulas de rAAV, donde un genoma de AAV a empaquetar, los genes rep y cap, y las
funciones de virus auxiliar se proporcionan a una célula son estandar en la técnica. En algunas formas
de realizacion, la produccion de rAAV involucra los siguientes componentes presentes dentro de una
sola celula (indicada en la presente como célula de empaquetamiento): un genoma de rAAV, genes
rep y cap de AAV separados del (es decir, no en) genoma de rAAV, y funciones de virus auxiliar. La
produccién de rAAV seudotipado se divulga en, por ejemplo, WO 01/83692 que se incorpora por
completo a la presente como referencia. En varias formas de realizacion, las proteinas de la capside
de AAV puede modificarse para mejorar la entrega del vector recombinante. Las modificaciones a
las proteinas de la capside son generalmente conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, US
2005/0053922 y US 2009/0202490, las cuales se incorporan por completo a la presente como

referencia.

Los principios generales de la produccion de rAAV estan descriptos en, por ejemplo, Carter, 1992,
Current Opinions in Biotechnology, 1533-539; y Muzyczka, 1992, CUM Topics in Microbial. and
Immunol., 158:97-129). Varios enfoques estan descriptos en Ratschin et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072
(1984); Hennonat et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6466 (1984); Tratschin et al., Mol. Cell. Biol.
5:3251 (1985); McLaughlin et al., J. Virol., 62:1963 (1988); y Lebkowski et al., 1988 Mol. Cell.
Biol., 7:349 (1988). Samulski et al. (1989, J. Virol., 63:3822-3828); Patente Estadounidense NUmero
5,173,414; WO 95/13365 y la correspondiente Patente Estadounidense Numero 5,658,776; WO
95/13392; WO 96/17947; PCT/US98/18600; WO 97/09441 (PCT/US96/14423); WO 97/08298
(PCT/US96/13872); WO 97/21825 (PCT/US96/20777); WO 97/06243 (PCT/FR96/01064); WO
99/11764; Perrin et al. (1995) Vaccine 13:1244-1250; Paul et al. (1993) Human Gene Therapy 4:609-
615; Clark et al. (1996) Gene Therapy 3:1124-1132; Patente Estadounidense NuUmero 5,786,211
Patente Estadounidense Numero 5,871,982; y Patente Estadounidense Numero 6,258,595. Los
documentos precedentes quedan incorporados por completo como referencia, con particular énfasis

en aquellas secciones de los mismos relativas a la produccion de rAAV.

Un ejemplo de método para generar una célula de empaquetamiento es crear una linea celular que
exprese de manera estable todos los componentes necesarios para la produccién de particulas de

AAV. Por ejemplo, un plasmido (o multiples plasmidos) que comprende un genoma de rAAV que
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carece de los genes rep y cap de AAV, los genes rep y cap de AAV separados del genoma de rAAV,
y un marcador seleccionable, como un gen de resistencia a la neomicina, se integran en el genoma de
una célula. Los genomas de AAV se han introducido en plasmidos bacterianos mediante
procedimientos tales como la cola de GC (Samulski et al., 1982, Proc. Natl. Acad. S6. USA, 79:2077-
2081), adicion de enlazadores sintéticos que contienen sitios de escision de endonucleasas de
restriccion (Laughlin et al., 1983, Gene, 23:65-73) o por ligadura directa de extremo romo (Senapathy
& Carter, 1984, J. Biol. Chem., 259:4661-4666). La linea celular de empaquetamiento se infecta con
un virus auxiliar como el adenovirus. Las ventajas de este método son que las células son
seleccionables y adecuadas para la produccion a gran escala de rAAV. Otros ejemplos de métodos
adecuados emplean adenovirus o baculovirus en lugar de plasmidos para introducir genomas de

rAAV ylo genes rep y cap en células de empaquetamiento.

Asi la invencion provee, en varias formas de realizacion, células de empaguetamiento que producen
rAAYV infecciosos. Las células de empaquetamiento pueden ser células no adherentes cultivadas en
suspension o células adherentes. En una forma de realizacion, se puede usar cualquier linea celular
de empaquetamiento adecuada, tal como células HelLa, células HEK 293 y PerC.6 (linea 293 afin).
En una forma de realizacion, la linea celular es células HEK 293.

Para aumentar el rendimiento de la produccion viral del vector, las células adherentes pueden
cultivarse y seleccionarse para una mejor adherencia a los matraces de cultivo. En algunas formas de
realizacion, se mejora la eficiencia de la transfeccidn y el recuento celular durante los siguientes pasos
de siembra en el biorreactor. Durante el subcultivo, las células pueden separarse de la superficie del
cultivo celular mediante métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las células pueden levantarse
raspando o incubando en una solucién que comprende proteasas. En un ejemplo de forma de
realizacion, las células HEK293 pueden lavarse con PBS y disociarse con tripsina durante ~ 2 minutos
a temperatura ambiente. La disociacion puede detenerse agregando medios de crecimiento que
contengan suero, y los grupos de células pueden disociarse mediante pipeteo repetido de la
suspension. La suspensién celular se puede peletizar y el pellet aislado se puede resuspender en un
medio de crecimiento completo adecuado. Luego las células se pueden sembrar en nuevas camaras
de cultivo celular y se deja que se adhieran. Las células que no se adhieren a la superficie después de
un periodo de tiempo pueden eliminarse por aspiracion suave con medios de cultivo celular, antes de
que los medios de cultivo celular se reemplacen por completo con medios de crecimiento. En algunas
formas de realizacion, el periodo de tiempo durante el cual las células pueden adherirse puede ser de
aproximadamente 2 horas, aproximadamente 3 horas, aproximadamente 4 horas, aproximadamente 5

horas, aproximadamente 6 horas o aproximadamente 7 horas. Cuando las células se han expandido,
41



10

15

20

25

30

35

40

el proceso puede repetirse para aumentar la fraccion de células que se adhieren fuertemente a los
matraces de cultivo. En algunas formas de realizacion, el proceso se repite por o menos 2 veces, por
lo menos 3 veces, por lo menos 4 veces, por lo menos 5 times, o cualquier nimero de veces. En un
ejemplo de forma de realizacion, las células HEK293 se siembran en un matraz de 75 cm?, y se dejan
adherir durante 4 horas en la incubadora a 37°C antes de que se eliminen las células débilmente
adherentes mediante aspiracion y reemplazo de los medios de cultivo. En un ejemplo de forma de
realizacion, el proceso de seleccion de células fuertemente adherentes se repite para tres pases de

cultivo celular.

En otras formas de realizacion, rAAV9 (es decir, particulas de rAAV9 infecciosas encapsidadas)
comprende un genoma de rAAV divulgado en la presente. En un aspecto, el genoma de rAAV es un

genoma auto complementario.

En otro aspecto, se proporcionan rAAVs como rAAV9 que se denomina "rAAV de SMN." En algunas
formas de realizacion, el genoma de rAAV de SMN tiene en secuencia una primera ITR de AAV2,
el promotor de actina B de pollo con un potenciador de citomegalovirus, un intrén SV40, un
polinucledtido que codifica SMN, una secuencia de sefial de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento bovino, y una segunda ITR de AAV2. En algunas formas de realizacion, el polinucleotido
que codifica SMN es un gen de SMN humano, por ejemplo, descripto o derivado del NUmero de
Acceso a GenBank MN_000344.2, Acceso a Genbank #NM_017411, o cualquier otra isoforma de

SMN humano adecuada. Un ejemplo de secuencia de SMN comprende una secuencia de:

1 CCACAAATGT GGGAGGGCGA TAACCACTCG TAGAAAGCGT GAGAAGTTAC TACAAGCGGT

61 CCTCCCGGCC ACCGTACTGT TCCGCTCCCA GAAGCCCCGG GCGGCGGAAG TCGTCACTCT
121 TAAGAAGGGA CGGGGCCCCA CGCTGCGCAC CCGCGGGTTT GCTATGGCGA TGAGCAGCGG
181 CGGCAGTGGT GGCGGCGTCC CGGAGCAGGA GGATTCCGTG CTGTTCCGGC GCGGCACAGG
241 CCAGAGCGAT GATTCTGACA TTTGGGATGA TACAGCACTG ATAAAAGCAT ATGATAAAGC
301 TGTGGCTTCA TTTAAGCATG CTCTAAAGAA TGGTGACATT TGTGAAACTT CGGGTAAACC
361 AAAAACCACA CCTAAAAGAA AACCTGCTAA GAAGAATAAA AGCCAAAAGA AGAATACTGC
421 AGCTTCCTTA CAACAGTGGA AAGTTGGGGA CAAATGTTCT GCCATTTGGT CAGAAGACGG
481 TTGCATTTAC CCAGCTACCA TTGCTTCAAT TGATTTTAAG AGAGAAACCT GTGTTGTGGT
541 TTACACTGGA TATGGAAATA GAGAGGAGCA AAATCTGTCC GATCTACTTT CCCCAATCTG
601 TGAAGTAGCT AATAATATAG AACAGAATGC TCAAGAGAAT GAAAATGAAA GCCAAGTTTC
661 AACAGATGAA AGTGAGAACT CCAGGTCTCC TGGAAATAAA TCAGATAACA TCAAGCCCAA
721 ATCTGCTCCA TGGAACTCTT TTCTCCCTCC ACCACCCCCC ATGCCAGGGC CAAGACTGGG
781 ACCAGGAAAG CCAGGTCTAA AATTCAATGG CCCACCACCG CCACCGCCAC CACCACCACC
841 CCACTTACTA TCATGCTGGC TGCCTCCATT TCCTTCTGGA CCACCAATAATTCCCCCACC

901 ACCTCCCATA TGTCCAGATT CTCTTGATGA TGCTGATGCT TTGGGAAGTA TGTTAATTTC

961 ATGGTACATG AGTGGCTATC ATACTGGCTA TTATATGGGT TTCAGACAAA ATCAAAAAGA
1021 AGGAAGGTGC TCACATTCCT TAAATTAAGG AGAAATGCTG GCATAGAGCA GCACTAAATG
1081 ACACCACTAA AGAAACGATC AGACAGATCT GGAATGTGAA GCGTTATAGA AGATAACTGG
1141 CCTCATTTCT TCAAAATATC AAGTGTTGGG AAAGAAAAAA GGAAGTGGAA TGGGTAACTC
1201 TTCTTGATTA AAAGTTATGT AATAACCAAA TGCAATGTGA AATATTTTAC TGGACTCTTT
1261 TGAAAAACCA TCTGTAAAAG ACTGGGGTGG GGGTGGGAGG CCAGCACGGT GGTGAGGCAG
1321 TTGAGAAAAT TTGAATGTGG ATTAGATTTT GAATGATATT GGATAATTAT TGGTAATTTT
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1381 ATGGCCTGTG AGAAGGGTGT TGTAGTTTAT AAAAGACTGT CTTAATTTGC ATACTTAAGC
1441 ATTTAGGAAT GAAGTGTTAG AGTGTCTTAA AATGTTTCAA ATGGTTTAAC AAAATGTATG
1501 TGAGGCGTAT GTGGCAAAAT GTTACAGAAT CTAACTGGTG GACATGGCTG TTCATTGTAC
1561 TGTTTTTTTC TATCTTCTAT ATGTTTAAAA GTATATAATA AAAATATTTAATTTTTTTTT
1621 A (SEQ ID NO: 4).

Tambien se contemplan sustituciones de nucleotidos conservadoras de ADN de SMN (por ejemplo,
un cambio de guanina a adenina en la posicion 625 del Numero de Acceso a GenBank
NM_000344.2). En algunas formas de realizacion, el genoma carece de ADN de AAV rep y cap, €s
decir, no hay ADN de AAV rep o cap entre las ITRs del genoma. Los polipéptidos SMN
contemplados incluyen, entre otros, el polipéptido SMN1 humano establecido en el nimero de base
de datos de proteinas NCBI NP_000335.1. En ciertas formas de realizacion el ADN de SMN
comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido SMN humano (por ejemplo la proteina
humana de SMN identificada por el Nimero de Acceso Uniprot Q16637, isoforma 1 (Q16637-1)).
Tambien se contempla el polipéptido modificador de SMNL1 plastina-3 (PLS3) [Oprea et al., Science
320(5875): 524-527 (2008)]. Las secuencias que codifican otros polipéptidos pueden ser sustituidas
para el ADN de SMN.

Previo a la transfeccion, las células se expanden en medios de cultivo adecuados, en matraces o0 en
un biorreactor adecuado, o en ambos. En algunas formas de realizacion, las células pueden expandirse
en biorreactores que proporcionan la circulacién continua de medios de cultivo celular. En una forma
de realizacion, las células son expandidas en biorreactores de 200 m?, 333 m?, 0 500 m? iCELLis. Un
medio de cultivo es DMEM con 5-10% FBS, 4,5 g/L glucosa, 4 mM L-glutamina. En algunas formas
de realizacion, las células adherentes se agregan a los medios en una bolsa de medios de recirculacion
y circulan a través del biorreactor. En algunas formas de realizacion, los medios de cultivo celular o
cualquier otro medio se recirculan continuamente a través del biorreactor utilizando una bomba
peristaltica. Las células se pueden sembrar a una densidad adecuada en los matraces o biorreactores
para el cultivo y la transfeccion. La densidad de siembra puede depender del tipo de célula y la
cantidad de tiempo hasta la transfeccion. En algunas formas de realizacion, las células se siembran a
aproximadamente 8000-16000 células/cm?. En una forma de realizacion, las células HEK293 se

siembran a 8000-12,000 células/cm?.

Los métodos adecuados para la transduccion y reintroduccion de células transducidas en un sujeto
son conocidos en la técnica. En una forma de realizacion, las células pueden transducirse in vitro
combinando rAAV con las células, por ejemplo, en medios apropiados, y seleccionando aquellas
células que albergan el ADN de interés usando técnicas convencionales tales como transferencias

Southern y/o PCR, o mediante el uso de marcadores seleccionables.
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En algunas formas de realizacion, se transfecta una linea celular de empaquetamiento con tres
plasmidos: un plasmido que codifica 0 que comprende la secuencia del vector a empaquetar dentro
del vector de AAV (por ejemplo, pPSMN, transgén de MECP2, o pSOD1sh), pHELP y pAAV2/9. La
transfeccion se puede realizar usando cualquiera de las técnicas conocidas en el arte, incluyendo,
entre otras, electroporacion, lipofeccion, por ejemplo con una lipofectamina, polimeros cationicos y
lipidos cationicos. Se puede usar cualquier medio de transfeccion adecuado. En una forma de
realizacion del proceso de transfeccion, las células embrionarias de rifidn humano adherentes
(HEK293) se transfectan con una coprecipitacion de polietilenimina (PEI) de pldsmido de ADN
triple. En una forma de realizacion, un vector de sSCAAV9.CB.SMN (un vector de AAV9 auto
complementario que comprende un promotor CB y un polinucleétido que codifica SMN) se produce
utilizando transfeccion de plasmido de ADN triple en células HEK293 adherentes utilizando una
coprecipitacion de PEI en un biorreactor de células adherentes a gran escala. En una forma de
realizacién, el medio de crecimiento DMEM utilizado para la expansion celular se reemplaza con un
medio de transfeccion DMEM modificado. Este medio se formula sin calcio y L-glutamina. En una
forma de realizacion, el medio de transfeccion es DMEM sin FBS, sin calcio, sin L-glutaminay 4,5
g/L glucosa. En algunas formas de realizacion, los medios de transfeccion sin suero (por ejemplo, sin
FBS) mejoran la eficacia de la transfeccion. En una forma de realizacion, el medio de transfeccion es
OptiMEM (Invitrogen/Thermo Fisher). En una forma de realizacion, los tres plasmidos (pSMN,
pHELP y pAAV2/9) se mezclan con PEI en el medio de transfeccidn y se dejan reaccionar. En algunas
formas de realizacién, los tres plasmidos se mezclan bajo una relacion molar de aproximadamente
1:1:1. En algunas formas de realizacién, los plasmidos y PEI se mezclan en una proporcién de 1:1 en
peso de ADN:PEI. En algunas formas de realizacion, los plasmidos y PEI se mezclan en una
proporcion de menos de 1:1 en peso de ADN:PEI. En una forma de realizacion, pPSMN, pHELP y
pAAV2/9 se mezclan en una relacion molar de 1:1:1 en medio OptiMEM. En tal forma de realizacion,
se agrega el PEIl de modo que ADN:PEI sea 1:1 en peso. En algunas formas de realizacion, la reaccion
se deja proceder durante 0-60 minutos, 0 10-45 minutos, o 20-30 minutos. En una forma de

realizacion, la reaccién se deja proceder durante 15-30 minutos.

En una forma de realizacion, la presente invencion provee un método de fabricacioén de un vector
viral basado en AAV que comprende los pasos de (i) cultivar las células HEK293 adherentes en un
biorreactor a escala industrial, (2) transfectar las células adherentes con los plasmidos durante menos
de 60 minutos para permitir la produccion del vector de AAV, y opcionalmente implementar etapas

adicionales de procesamiento, purificacion, formulacion y llenado para producir un producto
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farmacéutico. En una forma de realizacion de este proceso, el vector sScAAV9.CB.SMN se produce
usando transfeccion de ADN de plasmido triple aplicando una coprecipitacion con polietilenimina
(“PEI”). En una forma de realizacion, los 3 plasmidos utilizados para esta transfeccion son pPSMN,
pAAV2/9,y pHELP.

La transfeccion puede realizarse poniendo en contacto la linea celular de empaquetamiento con el
coprecipitado de ADN-PEI. En algunas formas de realizacion, el coprecipitado de ADN-PEI en
medios de transfeccidn se coloca en una bolsa de recirculacién de medios. En algunas formas de
realizacion, el coprecipitado de ADN-PEI en medios de transfeccion circula en el biorreactor y
desplaza completamente los medios de crecimiento. En algunas formas de realizacion, el
coprecipitado de ADN-PEI en medios de transfeccion se deja entrar en contacto con las células
adherentes en el biorreactor. En algunas formas de realizacion, el coprecipitado de ADN-PEI en
medios de transfeccion se deja entrar en contacto con las células adherentes en el biorreactor durante
hasta dos horas. En algunas formas de realizacion, la transfeccion se produce durante una o dos horas.
En algunas formas de realizacion, la transfeccion se produce durante menos de una hora, por ejemplo,
10 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 40 minutos o 50 minutos. En algunas formas de realizacion, la
transfeccion se produce durante una o dos horas. En algunas formas de realizacién, la transfeccién se
interrumpe haciendo recircular el medio de crecimiento completo por el biorreactor y desplazando

por completo el medio de transfeccion.

2. Cosecha de las Particulas Virales Expandidas

Luego de un periodo de expansion celular adecuado después de la transfeccion, en algunas formas de
realizacion, las células se lisan y se cosechan las particulas virales. En algunas formas de realizacion,
las células se disocian del reactor antes de que se inicie el proceso de lisis celular. En algunas formas
de realizacion, las células se lisan in situ. Opcionalmente, las particulas virales se cosechan sin lisar.
En algunas formas de realizacién, se agrega una endonucleasa, por ejemplo, circulada en el
biorreactor a una concentracion objetivo final. La endonucleasa puede ser una que degrade tanto ADN
como ARN. En una forma de realizacion, la endonucleasa es una endonucleasa genéticamente
modificada de Serratia marcescens (Eaves, G. N. et al. J. Bact. 1963, 85, 273-278; Nestle, M. et al. J.
Biol. Chem. 1969, 244, 5219-5225) que se comercializa bajo la marca Benzonase® (EMD Millipore).
La enzima se produce y purifica a partir de la cepa W3110 de E. coli, un mutante de la cepa K12, que
contiene el plasmido de produccion pNUCL1 (Patente Estadounidense Numero 5,173,418, que se

incorpora por completo a la presente como referencia). Estructuralmente, la proteina es un dimero de
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245 aminoéacidos idénticos, subunidades de aproximadamente 30 kDa con dos enlaces disulfuro
importantes. Benzonase® degrada todas las formas de ADN y ARN (monocatenario, bicatenario,
lineal y circular) y es eficaz en una amplia gama de condiciones operativas, digiriendo acidos
nucleicos en oligonucledtidos terminados en 5'-monofosfato de 2-5 bases de longitud. Benzonase®
se produce bajo las buenas practicas de manufactura actuales (BPMa) y, por lo tanto, puede usarse en
procesos a escala industrial para la purificacion de proteinas y/o particulas virales. Otras
endonucleasas que se producen en condiciones de BPMa también pueden usarse en los métodos de
purificacion descritos en esta solicitud. En una forma de realizacion, benzonase se agrega al
biorreactor a una concentracion final de entre 50 — 200 U/ml, por ejemplo, 75 — 150 U/ml, por
ejemplo, aproximadamente 100 U/mL. En algunas formas de realizacion la adicién de Benzonase
reduce en forma significativa el ADN de la célula huésped mientras permite una alta produccion de

vg en un biorreactor.

En algunas formas de realizacion, la endonucleasa se deja mezclar antes de agregar el tampon de lisis
al reactor. En algunas formas de realizacion, la solucidn de lisis celular se deja mezclar con las células
adherentes durante hasta 1 hora, hasta 2 horas, hasta 3 horas, hasta 4 horas o hasta 5 horas. En algunas
formas de realizacién, el tampdn de lisis puede comprender cloruro de magnesio y/o Tween-20 en un
tampon adecuado. En un ejemplo de forma de realizacion, el tampén de lisis es 500 mM HEPES,
10% Tween 20, 20 mM MgCl,, pH 8,0. Una Solucion de Sal de Sacarosa (SSS) que apaga la reaccion
de Benzonase puede agregarse para detener la reaccion de lisis. En algunas formas de realizacion, la
SSS se agrega a una bolsa de cosecha que comprende tampdn de enjuague y se mezcla durante 15
minutos. En algunas formas de realizacidn, el biorreactor se enjuaga con un Tampén de Enjuague de
Biorreactor, y luego se recolecta el enjuague en la bolsa de recoleccion de cosecha, junto con la
solucion de lisis de células apagada y el contenido de células lisadas, que en conjunto constituyen la
cosecha a granel. En algunas formas de realizacion, el Tampdn de Enjuague de Biorreactor puede
comprender Tris, MgCI2, NaCl, Tween-20 y sacarosa. En un ejemplo de forma de realizacion, el
Tampdn de Enjuague de Biorreactor comprende 20 mM Tris, 1 mM MgCl2, 500 mM NaCl, 1%
Tween-20 p/v y 1% sacarosa p/v a un pH de 8,1.

3. Purificacién de las Particulas Virales

Luego de la cosecha, las particulas virales de la cosecha a granel pueden concentrarse y purificarse,
tipicamente por filtracion. En una forma de realizacion, las particulas virales se filtran por filtracion

profunda seguida de filtracion a través de un filtro que elimina los contaminantes de moléculas
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grandes y restos celulares, por ejemplo un filtro de 0,45 pm, pero que permite que los genomas de
vector pasen a través de ellos. Se puede usar cualquier filtro de profundidad adecuado.

Tal como se entiende en la técnica, la filtracion profunda se refiere al uso de un medio filtrante poroso
para clarificar soluciones que contienen cantidades significativas de particulas grandes (por ejemplo,
celulas intactas o desechos celulares) en comparacion con la filtracion por membrana que se obstruiria
rapidamente en tales condiciones. Una variedad de medios de filtracion profunda de diferentes
tamafos de poro esta disponibles comercialmente a través de diversos fabricantes como Millipore,

Pall, General Electric, y Sartorious.

La tasa de flujo objetivo para la filtracion de profundidad puede reducirse para mantener la presion
de entrada del filtro dentro de las especificaciones. Una vez que se ha filtrado toda la cosecha a granel,
el filtro de profundidad puede, en ciertas formas de realizacion, ser arrastrado con el tampon de
diafiltracion utilizado para un primer paso posterior de filtracion de flujo tangencial ("FFT1"). El
conjunto de filtro de profundidad es mixto. El conjunto de filtro de profundidad se puede filtrar a
través de un filtro de 0,45 um para aclarar adicionalmente el material de cosecha a granel. El filtro de

0,45 um luego se arrastra con el tampon de FFT1.

4. Filtracion de Flujo Tangencial

En varias formas de realizacion, se usa filtracion de flujo tangencial para concentrar la cosecha a
granel y eliminar sales y proteinas. La Filtracion de Flujo Tangencial (FFT) (también denominada
Filtracion de Flujo Cruzado CFF) es muy conocida por los expertos en la técnica y los equipos y
protocolos para su implementacion en una amplia gama de situaciones estan disponibles
comercialmente de una variedad de fabricantes, entre otros, Pall Corporation, Port Washington, NY
y Spectrum Labs, Rancho Dominguez, CA. En general, la FFT puede implicar la recirculacion del
retenido a través de la superficie de la membrana. Esta alimentacién de flujo cruzado suave puede,
en ciertas formas de realizacion, minimizar el ensuciamiento de la membrana, mantener una alta
tasa de filtracion y proporcionar una alta recuperacion del producto. En una forma de realizacion, la
etapa de FFT puede implementarse con un sistema de ldmina plana, segun se ejemplifica en la
presente. Los sistemas de laminas planas se pueden usar en la produccion a gran escala donde estan
provistos de un medio (por ejemplo, un canal de flujo abierto) para evitar fuerzas de corte excesivas
sobre las particulas virales. Alternativamente, la etapa FFT puede implementarse con un sistema de

fibra hueca, segun se ejemplifica en la presente. En una forma de realizacién, el Peso Molecular de
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Corte (PMCO) del sistema FFT oscila entre 200-400 kDa, por ejemplo, aproximadamente 300 kDa.

En una forma de realizacion, la etapa de FFT1 se ejecuta usando casete de membrana de celulosa
regenerada de corte de 300 kDa de peso molecular de corte. El casete se lava y se sanitiza con solucion
de NaOH vy se equilibra con tamp6n de FFT1. En una forma de realizacién, el tamp6n de FFT1
comprende 20 mM Tris, 1 mM MgClz, 500 mM NaCl, 1% Sacarosa, pH 8,1.

En algunas formas de realizacion, la fase de concentracion de la etapa FFT1 se selecciona para reducir
el volumen de la cosecha clarificada aproximadamente 10x. Una vez que se alcanza el volumen de
retenido deseado, se pueden iniciar las operaciones de diafiltracion. El retenido puede, en algunas
formas de realizacion, ser diafiltrado con aproximadamente 6 diavolumenes de tampén de FFT1. En
algunas formas de realizacion, el retenido es diafiltrado con aproximadamente 5-20, o 10-15, o 12
diavolimenes de tampon de FFT1. Una vez que se han alcanzado 6 diavolimenes de flujo total de
permeado, el retenido puede concentrarse nuevamente y cosecharse. Los enjuagues, por ejemplo, dos
enjuagues sucesivos de la membrana, se pueden ejecutar para aumentar la recuperacion de producto

de la sustancia farmacoldgica intermedia.

5. Producto Intermedio

En algunas formas de realizacion, la sustancia farmacoldgica intermedia puede congelarse en hielo
seco 0 en un congelador y luego transferirse a <-60 ° C de almacenamiento. En otras formas de
realizacién, el producto intermedio no necesita ser congelado antes de proceso aguas abajo.

En algunas formas de realizacion, multiples lotes de sustancia de producto intermedio se agrupan para
su procesamiento adicional (por ejemplo, para su purificacion en un proceso aguas abajo, por ejemplo,
segun lo descripto en la presente). Los multiples lotes de sustancia de producto intermedio pueden
agruparse antes de la congelacion y el almacenamiento. En otras formas de realizacion, los maltiples
lotes de sustancia de producto intermedio pueden agruparse después de descongelar los lotes

congelados y almacenados.

PROCESO AGUAS ABAJO

En algunas formas de realizacidn, un proceso aguas abajo se usa para procesar el producto intermedio

(por ejemplo el producto intermedio agrupado) en una sustancia farmacolégica filtrada. En algunas
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formas de realizacion, los pasos del proceso aguas abajo incluyen: (a) acidificacion y clarificacion
(por ejemplo, usando filtracion), (b) cromatografia de intercambio catiénico, (c) filtracion de flujo
tangencial (“FFT2”), (d) ultracentrifugacion en CsCl, (e) recoleccion de vectores virales y (f)
filtracion de flujo tangencial adicional (“FFT3”) para producir una sustancia farmacoldgica filtrada
donde las particulas de AAV purificadas se suspenden en un portador farmacéuticamente aceptable.
En algunas formas de realizacion, el proceso aguas abajo presenta los siguientes pasos de fabricacién
posteriores a la produccion del intermedio de FFT1: descongelar y agrupar el intermedio de FFT1,
acidificacion y clarificacion, cromatografia de intercambio cationico (CEX), filtracion de flujo
tangencial (FFT2), ultracentrifugacion en CsCl para la Separacion de Cépsides Llenas/Vacias,
filtracion de flujo tangencial (FFT3) para Concentracion/Intercambio de Tampones, filtracion del
material de FFT 3 para generar la sustancia farmacoldgica, dilucion y filtracion de la sustancia
farmacoldgica para producir el producto farmacologico, almacenamiento del producto farmacologico

y llenado del producto farmacologico en viales.

En algunas formas de realizacion, el proceso aguas abajo divulgado en la presente puede ser usado
para procesar un intermedio que comprende un AAV de SMN, un AAV de MECP2, o un AAV que
codifica ARNsh dirigido a SOD1 segun lo descripto en la presente.

1. Acidificacion y Clarificacion del Intermedio

En las formas de realizacién donde el intermedio esta congelado, el proceso aguas abajo comienza
descongelando el material del intermedio de FFT1. Un detergente, por ejemplo, Tween 20, puede
usarse para promover la floculacion de la mayor parte de las proteinas de la célula huésped y el ADN
a pH acido. El pH del detergente que contiene el intermedio de FFT1 puede entonces reducirse. El
floculante y el precipitado que se forman cuando se baja el pH se pueden eliminar filtrando la solucion
a través de un filtro de profundidad y un filtro que elimine los contaminantes de moléculas grandes y
los desechos celulares, por ejemplo, un filtro de 0,45 um, pero que permita el paso de genomas de

vector. Se puede usar cualquier filtro de profundidad adecuado.

En una forma de realizacion, Tween 20 se agrega lentamente a la solucién de intermedio de FFT1
para lograr una concentracion final de entre 10 - 20% de Tween 20. En algunas formas de realizacion,
la composicion objetivo después de la adicion de Tween 20 es 36% de solucion de Tween 20 en 20
mM Tris, 1 mM MgClz, 500 mM NaCl, 1% Sacarosa m/v, pH 8,1. En algunas formas de realizacion,

Tween 20 se agrega lentamente durante un lapso de aproximadamente 1 - 6 horas. En algunas formas
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de realizacion, Tween 20 se agrega lentamente durante 3-6 horas. En algunas formas de realizacion,
Tween 20 se agrega lentamente durante 4 horas. En algunas formas de realizacion, la solucién de
Tween 20/Intermedio FFT1 se deja incubar durante la noche a temperatura ambiente. En alguna forma
de realizacion, la solucién de Tween 20/Intermedio FFT1 se deja incubar durante 8-20 horas a
temperatura ambiente. En un ejemplo de forma de realizacion, la solucion de Tween 20/Intermedio

FFT1 se deja incubar durante 12-20 horas a temperatura ambiente.

Luego de la incubacion el pH del intermedio de FFT1 que contiene Tween 20 puede reducirse
agregando cualquier &cido adecuado. En algunas formas de realizacion, 1M de glicina pH 2,5 se
agrega para lograr un pH objetivo de 3,5 £ 0,1. En algunas formas de realizacion, el pH objetivo es
pH 3,0 — 4,0, aproximadamente pH 3,3 - 3,7, aproximadamente pH 3,4 - 3,6, 0 aproximadamente pH
3,5. Una vez que el pH esta dentro del rango aceptable, la solucion puede pasar a través de filtros de
cualquier tamafio. En un ejemplo de forma de realizacion, se usa un filtro de profundidad (por
ejemplo, Clarisolve POD) en linea con un filtro de 0,45 um (por ejemplo, un filtro Opticap XL10
Durapore) o un filtro PES de 0,8/0,45 pum.

2. Cromatografia de intercambio cationico
En varias formas de realizacion, se usa una etapa de cromatografia de captura de intercambio
catiénico (CEX), por ejemplo, para separar las capsides virales de las proteinas de la célula huéesped,
el ADN de célula huesped, los lipidos de la célula huésped, Tween 20 y otras impurezas relacionadas
con el proceso. Los principios de la cromatografia de intercambio catidénico son bien conocidos en la
técnica, pero, brevemente, este método se basa en las interacciones carga-carga entre las particulas
cargadas positivamente a aislar y la resina cargada negativamente. En general, la columna primero se
equilibra pasando unos pocos diavolimenes de tampon hasta que el pH y la conductividad se
estabilizan. Luego se carga la muestra y la columna se lava con un tampoén de carga. Finalmente, se
usa un tampon de elucion para eluir la muestra de interés de la columna, y las fracciones que contienen
la muestra son recolectadas. La presencia de la muestra de interés se puede detectar mediante

mediciones de absorbancia Optica del eluyente.

En una forma de realizacion, la etapa CEX utiliza una columna CIMmultus S03-8000 Advanced
Composite Column (sulfonilo) (poros de 2 um). En una forma de realizacion, el pico de elucion se
recoge a partir de un fuerte aumento en OD280. EI OD280 comenzara a aumentar cuando la
conductividad esté entre 80-85 mS/cm. El eluato de CEX puede recogerse de acuerdo con

procedimientos de rutina y en dos fracciones. En una forma de realizacion, la primera fraccion
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comienza con un fuerte aumento en OD280 y se recolecta para 1,5 volumenes de recoleccion (CV).
En otra forma de realizacidn, la segunda fraccién comienza inmediatamente después de la primera
fraccion y se recoge para 1,0 CV. Las dos fracciones se agrupan y luego se neutralizan a pH 8,0 +
0,30. En una forma de realizacion, un tampén de neutralizacién comprende 1,0 M Tris pH 9,1 £ 0,1
a 20°C.

3. Filtracion de Flujo Tangencial 2

En algunas formas de realizacion, se usa una etapa de filtracién de flujo tangencial (FFT2) para
concentrar, eliminar las impurezas proteicas e intercambiar el tampdn por un tampon apropiado para
la posterior etapa de ultracentrifugacion en CsCl. Se puede usar cualquier membrana FFT adecuada.

En una forma de realizacion, el paso FFT2 utiliza membranas de celulosa regeneradas PMCO 300kD.

En algunas formas de realizacion, la fase de concentracion de este paso esta disefiada para reducir el
volumen del eluato de la CEX. En una forma de realizacion, el retenido se diluye 2 veces con un
tampon de diafiltracion y se concentra a su volumen inicial. En una forma de realizacion, el tampon
de diafiltracion es el tampon de diafiltracion FFT2 NaCl que contiene Tris 20 mM, MgCI2 2 mM,
NaCl 150 mM, Poloxamero 188 al 0,2%, Sacarosa al 1%, pH 8,1 + 0,1 a 20 °C. En tales realizaciones,
este proceso puede repetirse hasta que se complete la diafiltracién con el nuevo tampén. En una forma
de realizacion, el retenido se diluye 2 veces con un tampon de diafiltracién que contiene CsCl y el
producto retenido se concentra a su volumen inicial. En una forma de realizacion, el tampon de
diafiltracion que contiene CsCl es el tampon de diafiltracion FFT2 CsCl que contiene Tris 20 mM,
MgCI2 2 mM, CsCI 3 M, Poloxédmero 188 al 0,2%, pH 8,1 £ 0,1 a 20°C. En tales realizaciones, este
proceso puede repetirse hasta que se complete la diafiltracion con el nuevo tampon. Una vez que se
completa la diafiltracion de CsCl, el producto retenido puede concentrarse a un volumen prescrito
que depende del volumen de retencidn del sistema. En algunas formas de realizacion, el enjuague,
por ejemplo, dos enjuagues sucesivos de la membrana, se ejecuta para maximizar la recuperacion del

producto del sistema FFT2.

4. Ultracentrifugacion en CsCl

En algunas formas de realizacion cuando se usa un AAV para la transduccién de genes in vivo, el
producto final de rAAV puede contener impurezas minimas y particulas vacias. Dos métodos para

purificar el vector de AAV son la ultracentrifugacion utilizando un gradiente de iodixanol o un

51



10

15

20

25

30

gradiente de CsCl. Un estudio que compar6 los dos métodos demostrd que el iodixanol produjo
vectores de AAV con mayor pureza, pero mas capsides virales vacias en comparacion con CsCl.
Strobel et al. “Comparative Analysis of Cesium Chloride- and lodixanol-Based Purification of
Recombinant Adeno-Associated Viral Vectors for Preclinical Applications.” Human Gene Therapy
Methods, 26(4):147-157. Si bien el uso de CsCl conduce a cantidades més bajas de capsides virales
vacias, el CsCl puede ser tdxico para las células y pueden ser necesarios multiples pasos de
purificacion para eliminar el CsCl residual, lo que lleva a un largo tiempo de procesamiento (~ 3,5
dias) en comparacion con metodos mas cortos como el iodixanol (~ 1 dia) Un estudio diferente ha
demostrado que los muchos pasos para eliminar el CsCl residual con frecuencia resultan en la pérdida
dramaética de rAAV, lo que lleva a bajos rendimientos y tasa de recuperacion, impidiendo con
frecuencia los otros beneficios del método. Hermens et al. “Purification of Recombinant Adeno-
Associated Virus by lodixanol Gradient Ultracentrifugation Allows Rapid and Reproducible
Preparation of Vector Stocks for Gene Transfer in the Nervous System.” Human Gene Therapy,
10:1885-1891. Ademas, si bien estos dos métodos funcionan bien en un laboratorio para producir
muestras preclinicas, no son escalables y, por lo tanto, no son adecuados para la produccion a gran
escala de productos comerciales. Véase, por ejemplo, Tomono et al., “Ultracentrifugation-free
chromatography-mediated large-scale purification of recombinant adeno-associated virus serotype 1
(rAAV1).” Molecular Therapy - Methods & Clinical Development, 3:15058 (“purification methods
using cesium chloride (CsCl) or iodixanol density ultracentrifugation are not suitable for large-scale

production”).

En algunas formas de realizacion, se usa una etapa de ultracentrifugacion, por ejemplo, para separar
las capsides vacias de las capsides llenas. Inesperadamente, el método de ultracentrifugacion en CsCl
descripto en la presente fue escalable y adecuado para la produccion a gran escala de vectores de
AAV purificados. La ultracentrifugacion puede ejecutarse por ultracentrifugacion analitica y puede
implicar el uso de tampones de gradiente. Los ejemplos de tampones de gradiente incluyen, pero no
se limitan a, CsCl, sacarosa, iodixanol y otros conocidos en la técnica. La centrifugacion se puede
realizar en cualquier centrifuga capaz de alcanzar las fuerzas g deseadas, por ejemplo, un sistema
automatizado Ultra Centrifuge Optima XPN 100 o un sistema equivalente equipado con rotor Tipo
50,2 Ti o rotor equivalente. Después de la ultracentrifugacion, las capsides vacias y las capsides llenas
se separan en diferentes bandas dentro del tubo, y pueden extraerse extrayendo material de una banda
especifica. En algunas formas de realizacion, el material filtrado purificado en FFT2 se centrifuga a
241,600-302,000 g (~40,000-50,000 rpm en rotor 50,2 Ti). En algunas formas de realizacion, el

material filtrado purificado en FFT2 se centrifuga durante la noche. En algunas formas de realizacion,
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el material filtrado purificado en FFT2 se centrifuga durante 16-24 horas. En algunas formas de
realizacion, el material filtrado purificado en FFT2 se centrifuga durante 20-24 horas. En algunas
formas de realizacion, el material filtrado purificado en FFT2 se centrifuga a 15-25°C. En una forma
de realizacion, el material filtrado purificado en FFT2 se centrifuga a 302,000 g (50,000 rpm en rotor
50,2 Ti) durante 17 horas a 20°C. En algunas formas de realizacion, el tampdn para la centrifugacion
en CsCl puede tener uno o mas de los siguientes ingredientes, que comprenden (a) CsCl, que
comprende ademas uno o mas de (b) MgCly, (c) Poloxamero 188 y (d) Tris. En algunas formas de
realizacion, el tampon para CsCl puede incluir todos de (a), (b), (c) y (d). En algunas formas de
realizacion, el tampdn para CsCl tiene un pH de 7,5-8,5, o pH 7,9-8,2. En una forma de realizacion,
un tampoén adecuado para la centrifugacion en CsCl es 20 mM Tris, 2 mM MgCl,, 3 M CsCl, 0,2%
Poloxamero 188, pH 8,1 + 0,10. Despues de completar la etapa de centrifugacion, los tubos pueden
retirarse de la ultracentrifuga. En alguna forma de realizacion, la banda mas alta, la Banda A, contiene
las capsides vacias. En algunas formas de realizacion, las siguientes bandas mas altas, Bandas B, C 'y
D, contienen las bandas de doblete de las capsides completas. En algunas formas de realizacion, los
vectores virales de AAV son recolectados usando una jeringa. En una forma de realizacion, las bandas
B, C y D se retiran con una aguja 18G montada a una jeringa de 30 ml insertada justo debajo de la
banda D en el centro del tubo. En otras formas de realizacion, las bandas pueden analizarse para
determinar la presencia de capsides llenas o vacias usando técnicas conocidas en la técnica y/o segln

lo descripto en la presente, y las bandas que contienen capsides llenas son recolectadas.

La proporcion de cépsides virales vacias a no vacias se puede medir mediante técnicas de laboratorio
estandar. En algunas formas de realizacion, la medicién se realiza mediante mediciones de
absorbancia dptica. En algunas formas de realizacion, la medicion se realiza mediante mediciones de
absorbancia UV. En algunas formas de realizacion, la cantidad total de proteinas de la capside y la
cantidad total de ADN se pueden determinar a partir de mediciones de absorbancia UV. En algunas
formas de realizacion, la medicion se realiza mediante mediciones del indice de refraccion Optica. En

algunas otras realizaciones, la medicion se realiza por ultracentrifugacion analitica.

En una forma de realizacion, el vector viral AAV recolectado luego de la ultracentrifugacion tiene
menos de 8 % de capsides vacias, menos de 7 % de capsides vacias, menos de 5%, menos de 3%, 0
menos de 1%. En una forma de realizacién, el vector viral AAV recolectado luego de la
ultracentrifugacion tiene 1-10 % de capsides vacias. En una forma de realizacion, el vector viral AAV

recolectado luego de la ultracentrifugacion tiene 2-8 % de cépsides vacias. En una forma de
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realizacion, el numero de capsides vacias es inferior al limite de deteccion. En otra forma de

realizacion, el porcentaje de cdpsides vacias se determina como un porcentaje del total de capsides.

5. Filtracion de flujo tangencial 3 para generar la sustancia farmacoldgica filtrada

En algunas formas de realizacion, se usa una etapa de filtracién de flujo tangencial (FFT3) para
eliminar el CsCl y concentrar las capsides del vector llenas. La filtracion de flujo tangencial puede
realizarse usando membranas adecuadas. En una forma de realizacion, se utilizan membranas de
celulosa regenerada de 300 kDa de PMCO. Las cépsides del vector pueden ser retenidas por las
membranas. La fase de concentracion de la operacion FFT3 puede disefiarse para reducir la
concentracion de CsCl residual y el volumen del pool de ultracentrifugacion. En algunas formas de
realizacion, una vez que se alcanza el volumen de retenido objetivo, se inicia la diafiltracion. El
retenido se diafiltra con hasta 10 diavolimenes de un tampon de FFT3 adecuado. En una forma de
realizaciéon un tampon de FFT3 adecuado puede incluir uno o mas de los siguientes componentes,
que comprenden (a) Tris, (b) MgCl,, (c) NaCl, o (d) Poloxamero 188. En una forma de realizacion,
un tampon adecuado de FFT3 puede incluir todos de (a), (b), (¢) y (d). En una forma de realizacion,
el tampon de FFT3 tiene un pH de 7,5-8,5, pH 7,7-8,3, o pH 8,0. En una forma de realizacion un
tampon adecuado de FFT3 comprende 20 mM Tris, 1 mM MgClz, 200 mM NacCl, 0,001%
Poloxamero 188, pH 8,0 = 0,1 a 20°C. En otra forma de realizacién, un tampdn adecuado de FFT3
comprende 20 mM Tris, 1 mM MgCl2, 200 mM NacCl, 0,005% Poloxadmero 188, pH 8,0 + 0,1 a 20°C.
En una forma de realizacion, el retenido concentrado se filtra usando un filtro de 0,2um Pall Supor®
EKV Sterilizing-Grade Filter (Mini Kleenpak) para producir una sustancia farmacoldgica filtrada. En
algunas formas de realizacion, los métodos descriptos en la presente rinden mas de 5 x 10 vg, o méas

de 8 x 10™ vg o mas de 1 x 10% vg de rAAV por lote de fabricacion.

Composiciones Farmacéuticas

Las particulas virales (por ejemplo, AAV) purificadas de acuerdo con los métodos descriptos en la
presente pueden producirse con alto rendimiento y suficiente pureza para que puedan administrarse a
un sujeto humano. En algunas formas de realizacion, el vector viral se formula a una concentracion
de entre aproximadamente 1 — 8 x 10** genomas de vector viral/mL (vg/mL), o aproximadamente 1,7
- 2,3 x 10%3 vg/mL. En algunas formas de realizacion, el vector viral se formula a una concentracion
de aproximadamente 1,9 - 2,1 x 10® vg/mL. En algunas formas de realizacion, el vector viral se

formula a una concentracion de aproximadamente 2,0 x 10 vg/mL.
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En algunas formas de realizacién, durante el proceso de produccidn del vector viral, se pueden generar
capsides virales vacias que no contienen material de acido nucleico. Las composiciones farmacéuticas
que comprenden bajas cantidades de capsides virales vacias pueden ser ventajosas, ya que evitan
exponer innecesariamente a pacientes, por ejemplo, lactantes, con sistemas inmunes inmaduros a
material antigénico (capsides vacias, proteina de la célula huésped, ADN de célula huésped) sin
beneficio terapéutico. En algunas formas de realizacion, tales composiciones farmacéuticas pueden
reducir las posibles reacciones a la infusion o respuestas inmunes mas amplias y pueden mejorar la
eficacia terapéutica. En comparacion con las capsides virales completas con material gendémico, las
capsides vacias tienen densidades diferentes, lo que permite que las dos especies se separen por
centrifugacion en gradiente u otros métodos conocidos en la técnica. En algunas formas de
realizacion, las capsides vacias se separan por ultracentrifugacion. En algunas formas de realizacion,
las capsides vacias se separan por ultracentrifugacion en gradiente de CsCl. En otras formas de
realizacion, las capsides vacias se separan por ultracentrifugacion en gradiente de iodixanol. En
algunas formas de realizacion, las capsides vacias se separan por ultracentrifugacion en gradiente de

Sacarosa.

La proporcion de cépsides virales vacias a no vacias se puede medir mediante técnicas de laboratorio
estandar. En algunas formas de realizacién, la proporcién se mide por mediciones de absorbancia
Optica. En algunas formas de realizacion, la proporcion se mide mediante mediciones de absorbancia
UV. En algunas formas de realizacion, la cantidad total de proteinas de la capside y la cantidad total
de ADN se pueden determinar mediante mediciones de absorbancia UV. En algunas formas de
realizacion, la medicion se determina mediante mediciones del indice de refraccidn éptica. En algunas

otras formas de realizacion, la medicion se determina por ultracentrifugacion analitica.

Los altos niveles de capsides vacias pueden plantear desafios para la eficacia de los tratamientos con
vectores virales. En una forma de realizacion, la composicion farmacéutica tiene menos de 10 % de
capsides vacias, menos de 8 % de capsides vacias, menos de 7%, menos de aproximadamente 5%,
menos de 3%, menos de 1 % de capsides vacias. En otra forma de realizacion, la composicion
farmacéutica tiene 1-10 % de capsides vacias. En otra forma de realizacion, la composicion
farmacéutica tiene 2-8 % de cépsides vacias. En otra forma de realizacion, la composicion
farmacéutica tiene menos o hasta 6 % de capsides vacias, 5 % de capsides vacias, 4 % de capsides
vacias, 3 % de capsides vacias, 2 % de capsides vacias, 0 menos. En una forma de realizacion, el
numero de cépsides vacias es inferior al limite de deteccion. En otra forma de realizacion, el

porcentaje de capsides vacias se determina como un porcentaje del total de capsides, por ejemplo,
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utilizando AUC. En algunas formas de realizacion, este bajo porcentaje de capsides vacias mejora la
eficacia del tratamiento y/o reduce los eventos adversos (por ejemplo, respuestas inflamatorias, dafio
hepatico) luego de la administracion a un paciente, por ejemplo, en comparacion con las
composiciones que tienen un mayor porcentaje de capsides vacias. En algunas formas de realizacion,
los métodos de preparacion de vectores virales descriptos en la presente proporcionan estos
porcentajes mejorados de cépsides vacias, en comparacion con los niveles obtenidos en métodos
anteriores, por ejemplo, aquellos que no usan celulas adherentes y/o los métodos de purificacion

descriptos en la presente.

Durante el proceso de produccion del vector viral, la proteina residual de las células adherentes (por
ejemplo células HEK?293) utilizadas para generar los vectores virales puede no estar completamente
separada. Las proteinas residuales de la célula huésped presentan un potencial de provocar una
respuesta inmune. La cantidad de células huésped residuales se puede medir mediante cualquier
técnica de laboratorio estandar que pueda distinguir entre las proteinas de la capside viral y los
residuos de la proteina de célula huésped. En algunas formas de realizacion, la cantidad de proteinas
residuales de la célula huésped puede medirse mediante cromatografia de exclusion ionica o de
intercambio i6nico. En algunas formas de realizacion, la medicién se puede realizar mediante una
transferencia Western con anticuerpos especificos de células parentales. En una forma de realizacion,
la cantidad de proteina residual de la célula huésped puede medirse mediante un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). En algunas formas de realizacion, la cantidad de
proteina residual de la célula huésped puede medirse mediante un kit comercial de ELISA. En algunas
formas de realizacion, la cantidad de proteina residual de la célula huésped puede medirse mediante
un kit de ELISA Cygnus Technologies HEK293 HCP.

En otra forma de realizacion, la proteina residual de la célula huésped en dicha composicién
farmacéutica es menor o igual a 5 X 10° pg/ml por 1 X 10% vg/ml, menor o igual a 1,2 X 10° pg/ml
por 1 X 10 vg/mL 0 1 X 10° pg/ml por 1 X 10% vg/ml a 1,2 X 10° pg/ml por 1 X 10% vg/ml o menor
o igual a 40 ng/ml por 1 X 10® vg/ml. En una forma de realizacion, la composicion farmacéutica
comprende menos o hasta 5, 4, 3, 2, 1 0 menos ng de proteina de célula huésped residual por 1,0 x
103 vg. En una forma de realizacion, la composicion farmacéutica comprende menos o hasta 4 ng de

proteina de célula huésped residual por 1,0 x 103 vg.

Durante el proceso de produccion del vector viral, el ADN residual de la célula huésped de las células

adherentes (por ejemplo células HEK293) o el ADN plasmidico residual transfectado para generar
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los vectores virales puede no eliminarse por completo. El proceso de purificacion (por ejemplo,
acidificacion, clarificacion, filtracion de flujo tangencial, etc.) elimina la mayor parte del ADN
residual de la célula huésped o plasmidico. En una forma de realizacion, la medicion de la cantidad
de ADN residual de la célula huésped o plasmidico se realiza mediante PCR. En otra forma de
realizacién, la medicion de la cantidad de ADN residual de la célula huésped o plasmidico se realiza
mediante PCR cuantitativa (QPCR) con cebadores especificos para la célula huésped o secuencias
plasmidicas. En otra forma de realizacion, medicion del ADN residual de la célula huésped o
plasmidico se realiza mediante PCR de gotas digital (ddPCR). En una forma de realizacion, la
cantidad de ADN plasmidico se determina usando un ensayo qPCR con cebadores especificos para
laregion del gen de resistencia a la kanamicina del plasmido. En otra forma de realizacion, la cantidad
de ADN residual de la célula huésped se determina mediante kits comerciales de ensayo de gPCR,
por ejemplo el kit resDNASEQ® Human Residual DNA Quantitation de ThermoFisher, Residual
DNA Quantification Supermix de Biorad, o cualquier producto equivalente. La reduccion de la
cantidad residual de ADN de la célula huésped o plasmidico puede mejorar los resultados terapéuticos
y tales composiciones pueden purificarse y/o seleccionarse para su uso en los tratamientos descriptos

en la presente.

En una forma de realizacion, el ADN residual de la célula huésped en dicha composicion farmacéutica
es menor o igual a 1,7 X 10°% pg/ml por 1 X 10 vg/ml, 1 X 10° pg/ml por 1 X 10*3 vg/ml a 1,2 X 10°
pg/ml por 1 X 103 vg/ml. En una forma de realizacion, el ADN residual de la célula huésped en dicha
composicion farmacéutica es menor o igual a 3 x 10°, 2 x 10°, 1,1 x 10°, 1 x 10° pg 0 menos por 1,0
x 10'% vg. En ciertas formas de realizacion, el ADN residual de la célula huésped en dicha

composicion farmacéutica es menor o igual a 1,1 x 10°pg por 1,0 x 102 vg.

En otra forma de realizacion, el ADN de plasmido residual en dicha composicion farmacéutica es
menor o igual a 1,7 X 10° pg/ml por 1 X 10 vg/ml, 1 X 10° pg/ml por 1 X 10** vg/ml a 1,7 X 10°
pg/ml por 1 X 10 vg/ml. En otra forma de realizacion, el ADN de plasmido residual en dicha

composicion farmacéutica es menor o igual a 6,8 x 10° pg por 1,0 x 10% vg.
En una forma de realizacion, el ADN residual de la célula huésped en una composicién farmacéutica

es menor o igual a 1,1x10° pg por 1,0x10* vg y el ADN de plasmido residual en dicha composicion

farmacéutica es menor o igual a 6,8 x 10° pg por 1,0 x 103 vg.
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En una forma de realizacion, el ADN residual de la célula huésped en una composicién farmacéutica
es menor o igual a 1,1 x 10° pg por 1,0 x 10'3 vg, y el ADN de plasmido residual en dicha composicion
farmacéutica es menor o igual a 6,8 x 10° pg por 1,0 x 10'3 vg, y la proteina de célula huésped residual

en dicha composicion farmacéutica es menor o igual a 4 ng por 1,0 x 10% vg.

En algunas formas de realizacion, la cantidad de endotoxina en la composicion farmacéutica
representa menos de aproximadamente 1 EU/mL por 1,0x10% vg/mL, menos de aproximadamente
0,75 EU/mL por 1,0x10*3 vg/mL, menos de aproximadamente 0,5 EU/mL por 1,0x10'%vg/mL, menos
de aproximadamente 0,4 EU/mL por 1,0x10% vg/mL, menos de aproximadamente 0,35 EU/mL por
1,0x10'% vg/mL, menos de aproximadamente 0,3 EU/mL por 1,0x10 vg/mL, menos de
aproximadamente 0,25 EU/mL por 1,0x10'3 vg/mL, menos de aproximadamente 0,2 EU/mL por
1,0x10'% vg/mL, menos de aproximadamente 0,15 EU/mL por 1,0x10% vg/mL, menos de
aproximadamente 0,1 EU/mL por 1,0x10% vg/mL, menos de aproximadamente 0,05 EU/mL por
1,0x102 vg/mL, o, menos de aproximadamente 0,02 EU/mL por 1,0x10* vg/mL. Los métodos para
determinar la cantidad de endotoxina son conocidos en la técnica, por ejemplo, una prueba de lisado
de amebocitos de limulus (LAL). En ciertas formas de realizacion, la endotoxina se analiza mediante

U.S. Pharmacopiea (“USP”) <85> (se incorpora por completo a la presente como referencia).

En una forma de realizacion, la albumina de suero bovino (BSA) en una composicion farmacéutica
representa menos de 0,5 ng por 1,0 x 10*2 vg, menos de 0,3 ng por 1,0 x 10** vg, 0 menos de 0,22 ng
por 1,0 x 10% vg. En una forma de realizacion, la Benzonase en dicha composicion farmacéutica
representa menos de 0,2 ng por 1,0 x 10 vg, menos de 0,1 ng por 1,0 x 10** vg, o menos de 0,09 ng

por 1,0 x 10% vg.

En una forma de realizacion, una composicion farmacéutica divulgada en la presente comprende uno
0 mas de los siguientes: menos de aproximadamente 0,09 ng de Benzonase por 1,0x10*® vg, menos
de aproximadamente 30 pg/g (ppm) de cesio, aproximadamente 20-80 ppm de Poloxamero 188,
menos de aproximadamente 0,22 ng de BSA por 1,0x10% vg, menos de aproximadamente 6,8x10°
pg de ADN de plasmido residual por 1,0x10* vg, menos de aproximadamente 1,1x10° pg de ADNhc
residual por 1,0x10% vg, menos de aproximadamente 4 ng de PCHr por 1,0x10*® vg, pH 7,7-8,3,
aproximadamente 390-430 mOsm/kg, menos de aproximadamente 600 particulas de > 25 um de
tamafo por envase, menos de aproximadamente 6000 particulas de > 10 um de tamafio por envase,
aproximadamente 1,7 x 10 - 2,3 x 10' vg/mL de titulo gendémico, un titulo infeccioso de

aproximadamente 3,9 x 108 - 8,4 x 10° IU por 1,0 x 10%3 vg, un total de proteina de aproximadamente
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100-300 pg por 1,0 x 10' vg, supervivencia media de > 24 dias de ratones AMEA7 con
aproximadamente 7,5 x 102 vg/kg de dosis de vector viral, aproximadamente 70-130% de potencia
relativa en base a un ensayo in vitro basado en células, y/o menos de aproximadamente 5% de

capsides vacias.

En una forma de realizacién una composicién farmacéutica divulgada en la presente comprende uno
0 mas, por ejemplo, todos, de los siguientes: pH 7,7-8,3 (por ejemplo, medido de acuerdo con USP
<791>), aproximadamente 390-430 mOsm/kg (por ejemplo, medido de acuerdo con USP <785>),
menos de aproximadamente 600 particulas de > 25 um de tamarfio por envase (por ejemplo, medido
de acuerdo con USP <787>), menos de aproximadamente 6000 particulas de > 10 um de tamafio por
envase (por ejemplo, medido de acuerdo con USP <787>), aproximadamente 1,7 x 10*% - 2,3 x 10
vg/mL de titulo gendémico, un titulo infeccioso de aproximadamente 3,9 x 108 - 8,4 x 10'° IU por 1,0
x 102 vg, un total de proteina de aproximadamente 100-300 pg por 1,0 x 10% vg, supervivencia
media de > 24 dias de ratones AMEA7 con aproximadamente 7,5 x 103 vg/kg de dosis de vector
viral, por ejemplo, en una prueba de funcionalidad in vivo, por ejemplo, segun lo descripto en la
presente, aproximadamente 70-130% de potencia relativa en base a un ensayo in vitro basado en
células, y/o menos de aproximadamente 5% de capsides vacias. En ciertas formas de realizacion, una
composicién farmacéutica divulgada en la presente comprende una pureza total mayor que o igual a
95% (por ejemplo, segun lo determinado por SDS-PAGE). En ciertas formas de realizacion, una
composicion farmaceutica divulgada en la presente no comprende una impureza relacionada no
identificada a un nivel mayor que 2% (por ejemplo, segun lo determinado por SDS-PAGE). En ciertas
formas de realizacion, una composicion farmacéutica divulgada en la presente comprende niveles de
Endotoxina menores o iguales a 0,75 EU/mL (por ejemplo, medido de acuerdo con USP <85>). En
ciertas formas de realizacion, una composicion farmacéutica divulgada en la presente supera un
ensayo de no crecimiento en una prueba de esterilidad, por ejemplo, medido de acuerdo con USP
<71>.

Los altos niveles de proteina residual de la célula huésped, el ADN de la célula huésped, el ADN
plasmidico y/o la endotoxina pueden plantear desafios para la eficacia de los tratamientos con
vectores virales. En algunas formas de realizacion, estas cantidades bajas de proteina residual de la
célula huésped, ADN de la célula huésped, ADN plasmidico y/o endotoxina mejoran la eficacia del
tratamiento y/o reducen los eventos adversos (por ejemplo, respuestas inflamatorias, dafio hepético)
luego de la administracion a un paciente, por ejemplo, en comparacion con composiciones que

contienen mayores cantidades. En algunas formas de realizacion, los métodos de preparacion de
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vectores virales descriptos en este la presente proporcionan estos niveles mejorados, en comparacion
con los niveles en métodos anteriores, por ejemplo, aquellos que no usan células adherentes y/o los
métodos de purificacion descriptos en la presente. En algunas formas de realizacion, los métodos de
la presente también permiten la preparacion de vectores virales con porcentajes reducidos de capsides
vacias ademas de cantidades bajas de proteina residual de la célula huésped, ADN de la célula
huésped, ADN plasmidico y/o endotoxina.

En algunas formas de realizacion, la cantidad de cesio residual luego de FFT, por ejemplo, la segunda
FFT, es inferior a aproximadamente 50 pg/g. En algunas formas de realizacién, la cantidad de cesio
residual luego de la FFT, por ejemplo, la segunda FFT, es inferior a aproximadamente 30 ug/g. En
algunas formas de realizacion, la cantidad de cesio residual luego de la FFT, por ejemplo, la segunda
FFT, es inferior a aproximadamente 20 ug/g. En algunas formas de realizacion, el cesio residual en
la composicion farmacéutica es menor o igual a 30 ug/g (ppm). En algunas formas de realizacion, la
cantidad de residual CsCl puede medirse por espectrometria de masas, espectrometria de masas por
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) y/u otro método adecuado. En algunas formas de
realizacion, la cantidad de cesio residual luego de la segunda FFT es inferior al limite de

cuantificacién, por ejemplo, usando ICP-MS.

En algunas formas de realizacion, la concentracion de vectores virales de AAV recolectados luego de
la segunda FFT es mayor o igual a aproximadamente 5x10%2 vg/ml, mayor o igual a aproximadamente

1x10% vg/ml, o mayor o igual a aproximadamente 3x10% vg/ml.

En una forma de realizacion, una composicion farmacéutica tiene uno o mas de los siguientes: menos

de 0,09 ng de Benzonase por 1,0x10* vg, menos de 30 pg/g (ppm) de cesio, aproximadamente 20-
80 ppm de Poloxamero 188, menos de 0,22 ng de BSA por 1,0x10*® vg, menos de 6,8x10° pg de
ADN de plasmido residual por 1,0x10* vg, menos de 1,1x10° pg de ADNhc residual por 1,0x10%3
vg, y menos de 4 ng de PCHr por 1,0x10% vg.

En otra forma de realizacion, la composicion farmacéutica retiene una potencia de entre + 20%, entre
+ 15%, entre + 10%, o entre + 5%, de un estandar de referencia. En una forma de realizacion, la
potencia se evalla contra un estandar de referencia usando los métodos en Foust et al., Nat.
Biotechnol., 28(3), pp. 271-274 (2010). Es posible utilizar cualquier estandar de referencia. En una
forma de realizacién, la composicion farmacéutica tiene potencia in vivo, segun un ensayo con

ratones AMEA7. En una forma de realizacion, un raton al que se le administré una dosis de 7,5x10*3
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vg/kg tiene una supervivencia media de mayor que 15 dias, mayor que 20 dias, mayor que 22 dias o
mayor que 24 dias. En una forma de realizacion, la composicion farmacéutica tiene una potencia
relativa in vitro de acuerdo con un ensayo basado en células de 50-150%, 60-140% o 70-130% en

relacion con un estandar de referencia y/o un control adecuado.

Las particulas de virus purificadas de acuerdo con la presente invencion (por ejemplo, particulas
virales) pueden formularse de acuerdo con métodos conocidos para preparar composiciones
farmacéuticamente utiles. Las composiciones de la divulgacion pueden formularse para la
administracién a un sujeto mamifero, por ejemplo, un ser humano, usando técnicas conocidas en la
técnica. En particular, los sistemas de administracién pueden formularse para administracion
intramuscular, intradérmica, mucosa, subcutanea, intravenosa, intratecal, de deposito inyectable o

topica.

Cuando el sistema de administracion se formula como una solucion o suspension, el sistema de
administracion se encuentra en un vehiculo aceptable, por ejemplo, un portador acuoso. Puede usarse
una variedad de portadores acuosos, por ejemplo, agua, agua tamponada, solucién salina al 0,8%,
glicina al 0,3%, &cido hialurénico y similares. Estas composiciones pueden esterilizarse mediante
técnicas de esterilizacién convencionales muy conocidas, o pueden filtrarse estérilmente. Las
soluciones acuosas resultantes pueden envasarse para su uso como tales, o liofilizarse, la preparacion

liofilizada se combina con una solucion estéril antes de la administracion.

Las composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas, pueden contener sustancias auxiliares
farmacéuticamente aceptables para acercarse a las condiciones fisioldgicas, tales como agentes de
ajuste del pH y tampones, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes humectantes y similares, por
ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio,
monolaurato de sorbitdn, oleato de trietanolamina, etc. En algunas formas de realizacion, la
composicién farmacéutica comprende un conservante. En algunas otras formas de realizacion, la

composicion farmacéutica no comprende un conservante.

El titulo gendmico de los vectores virales, por ejemplo, los de las composiciones y formulaciones
descriptas en el presente documento, se puede determinar de varias maneras estandar. La PCR con
cebadores especificos para el vector viral puede proporcionar mediciones relativas, aunque la PCR
cuantitativa (QPCR) puede usarse para muestras mas pequefias y mediciones absolutas. La PCR de

gotas digital (ddPCR) es un método para realizar PCR digital que se basa en la tecnologia de gotitas
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de emulsion de agua en aceite. Una muestra se fracciona en decenas de miles de gotitas, y la
amplificacion por PCR de las moléculas plantilla se produce en cada gotita individual. No es
necesario hacer una curva estandar o tener cebadores con alta eficiencia de amplificacion, por lo tanto,
ddPCR no suele usar tanta muestra como las técnicas tradicionales basadas en PCR. En una forma de
realizacion, el titulo gendmico del vector viral se determina usando PCR. En otra forma de
realizacion, el titulo gendmico del vector viral se determina usando gPCR. En otra forma de
realizacion, el titulo gendémico del vector viral se determina usando ddPC. El método de
determinacion del titulo genémico viral usando ddPCR esta descripto, por ejemplo, en Lock et al.,
“Absolute Determination of Single-Stranded and Self-Complementary Adeno-Associated Viral
Vector Genome Titers by Droplet Digital PCR” Human Gene Therapy Methods, 25(2):115-125.

En algunas formas de realizacion, los métodos basados en PCR detectan y cuantifican el genoma viral
de AAV9 encapsidado usando cebadores y sondas especificamente disefiados que se dirigen al gen
de SMN. En otras formas de realizacion, los métodos basados en PCR detectan y cuantifican el
genoma viral de AAV9 encapsidado usando cebadores y sondas especificamente disefiados que se
dirigen al promotor de beta actina de pollo. En otras formas de realizacion, los métodos basados en
PCR detectan y cuantifican el genoma viral de AAV9 encapsidado usando cebadores y sondas
especificamente disefiados que se dirigen al potenciador de CMV. En otras formas de realizacion, los
métodos basados en PCR detectan y cuantifican el genoma viral de AAV9 encapsidado usando
cebadores y sondas especificamente disefiados que se dirigen a las secuencias ITR. En otras formas
de realizacion, los métodos basados en PCR detectan y cuantifican el genoma viral de AAV9
encapsidado usando cebadores y sondas especificamente disefiados que se dirigen a la sefial de

poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovino.

En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica tiene aproximadamente un pH de 7,7-
8,3 y tiene una osmolalidad de 390-430 mOsm/kg. En algunas formas de realizacion, el pH se mide
usando un medidor de pH. En algunas formas de realizacion, el pH se mide potenciométricamente
utilizando un microelectrodo con compensacion de temperatura de acuerdo con los estandares
establecidos por la United States Pharmacopeia (USP), por ejemplo, <791> (se incorpora por
completo a la presente como referencia). En algunas formas de realizacion, la osmolalidad se mide
usando depresién del punto de congelacion de acuerdo con USP, por ejemplo, USP <785> (se
incorpora por completo a la presente como referencia). En algunas formas de realizacion, la
osmolalidad se mide usando un osmémetro de depresion de presion de vapor. En otras formas de

realizacioén, la osmolalidad se mide usando un osmoémetro de membrana.
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En una forma de realizacion, una formulacién intravenosa tiene un pH entre 7,5 y 8,5, un titulo
genémico de 2 X 103 vg/ml - 6 X 10*® vg/ml, y una osmolalidad de 384 — 448 mOsm/kg. En otra
forma de realizacién, una formulacién intravenosa tiene un pH entre 7,5 y 8,5, un titulo genémico de
1,5 X 10'3 vg/ml — 3,5 X 10% vg/ml, y una osmolalidad de 384 — 448 mOsm/kg. En otra forma de
realizacién, una formulacién intravenosa tiene un pH entre 7,5y 8,5, un titulo genémico de 1,8 X
101 vg/ml — 2,2 X 10" vg/ml, y una osmolalidad de 384 — 448 mOsm/kg. En una forma de
realizacion, una formulacion IV comprende aproximadamente 0,1-2,0 mM MgCl.. En una forma de
realizacion, una formulacion IV comprende aproximadamente 100-300 mM NaCl. En una forma de
realizacion, una formulacién 1V comprende aproximadamente 0,001%-0,01% p/v de Poloxdmero
188. En una forma de realizacion, una formulacion IV es una formulacion acuosa en 10-30 mM de

tampon Tris, por ejemplo, a un pH de 7,5-8,5.

En una forma de realizacion, una formulacion 1V comprende 1 mM MgClz, 200 mM NacCl, 0,005%
p/v de Poloxdmero 188, en 20 mM de tampon Tris a un pH de 8,0. En ciertas formas de realizacion,
la formulacion IV comprende un titulo genémico de aproximadamente 1x10™ a 3x10* vg/mL o
1,7x10%% a 2,3x10" vg/mL.

Usos de las composiciones farmacéuticas

En otras formas de realizacién, se divulgan métodos para suministrar un polinucleétido al sistema
nervioso central de un paciente, que comprende administrar un rAAV9 con un genoma que incluye
el polinucledtido. En algunas formas de realizacion, el suministro es la administracion intratecal de
un polinucleotido al sistema nervioso central de un paciente que comprende administrar un rAAV9
con un genoma que incluye el polinuclettido. En algunas formas de realizacion, un agente de
contraste no ionico de bajo osmolar también se administra al paciente. El agente de contraste no
i6nico de bajo osmolar aumenta la transduccién de células diana en el sistema nervioso central del
paciente. En algunas formas de realizacion, el genoma de rAAV9 es un genoma auto complementario.

En otras formas de realizacion, el genoma de rAAV9 es un genoma monocatenario.

En algunas formas de realizacion, el polinucle6tido se suministra a una region del cerebro. Las areas
del cerebro contempladas para el suministro incluyen, entre otras, la corteza motora y el tronco
encefalico. En algunas formas de realizacion, el polinucledtido se suministra a la médula espinal. En

algunas formas de realizacion, el polinucle6tido se suministra a una neurona motora inferior. Las
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realizaciones de la invencién emplean rAAV9 para suministrar los polinucleétidos a las células
nerviosas y gliales. En algunas formas de realizacion, la célula glial es una célula microglial, un
oligodendrocito o un astrocito. En algunas formas de realizacion, el rAAV9 se utiliza para suministrar

un polinucledtido a una célula de Schwann.

Los usos incluyen, por ejemplo, el tratamiento de enfermedades de la neurona motora inferior, como
la AME y ELA, asi como la enfermedad de Pompe, trastornos de almacenamiento lisosémico,
glioblastoma multiforme y enfermedad de Parkinson. Los trastornos de almacenamiento lisosomico
incluyen, entre otros, deficiencia de activador/ gangliosidosis GM2, alfa-manosidosis,
aspartilglucosaminuria, enfermedad de almacenamiento de colesteril éster, deficiencia crénica de
hexosaminidasa A, cistinosis, enfermedad de Danon, enfermedad de Fabry, enfermedad de Farber,
fucosidosis, galactosialidosis, enfermedad de Gaucher (Tipo I, Tipo 1, Tipo I11), Gangliosidosis GM1
(infantil, infantil tardia/juvenil, adulta/cronica), enfermedad de células I/mucolipidosis I,
enfermedad de almacenamiento de &cido sialico libre infantil/ISSD, deficiencia de hexosaminidasa
juvenil A, enfermedad de Krabbe (inicio infantil, inicio tardio), leucodistrofia metacromatica,
Trastornos de mucopolisacaridosis (polidistrofia pseudo-hurler/mucolipidosis 1A, sindrome de
MPSI Hurler, sindrome de MPSI Scheie, sindrome de MPS | Hurler-Scheie, sindrome de MPS 1l
Hunter, sindrome de Sanfilippo Tipo A/MPS 11l A, sindrome de Sanfilippo Tipo B/MPS Il B,
sindrome de Sanfilippo Tipo C/MPS |11 C, sindrome de Sanfilippo Tipo D/MPS Ill D, Morquio Tipo
A/MPS WA, Morquio Tipo B/MPS IVB, MPS IX Deficiencia de hialuronidasa, MPS VI Maroteaux-
Lamy, Sindrome de MPS VI Sly, Mucolipidosis I/Sialidosis, Mucolipidosis 111C, Mucolipidosis tipo
IV), Deficiencia de sulfatasa mdultiple, Enfermedad de Niemann-Pick (Tipo A, Tipo B, Tipo C),
Lipofuscinosis Neuronales Ceroides (enfermedad CLNG6 (infantil tardia atipica, variante de inicio
tardio, juvenil temprano), enfermedad de Batten-Spielmeyer-Vogt/NCL juvenil/CLN3, variante
finlandesa infantil tardia CLN5, enfermedad de Jansky-Bielschowsky/enfermedad infantil tardia
CLN2/TPP1, Enfermedad de Kufs/NCL/CLN4 de inicio en adultos, Epilepsia del norte/variante
infantil tardia CLN8, Enfermedad de Santavuori-Haltia/CLN1/PPT, Beta-manosidosis, Enfermedad
de Pompe/Enfermedad de almacenamiento de glucogeno tipo I, Picnodisostosis, Enfermedad de
Sandhoff/Inicio adulto/Gangliosidosis GMZ2, Enfermedad de Sandhoff/Gangliosidosis GM2 -
Infantil, Enfermedad de Sandhoff/Gangliosidosis GM2 - Juvenil, Enfermedad de Schindler,
Enfermedad de Salla/Enfermedad de almacenamiento de acido sialico, Tay-Sachs/Gangliosidosis
GM2, Enfermedad de Wolman.

En formas de realizacion adicionales, el uso de los métodos y materiales esta indicado para el
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tratamiento de enfermedades del sistema nervioso, como Sindrome de Rett, enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, o para el tratamiento de lesiones
del sistema nervioso, incluidos traumatismos/lesiones de la médula espinal y cerebrales, accidentes
cerebrovasculares y canceres cerebrales. En una forma de realizacion, el uso de los métodos y

materiales est4 indicado para el tratamiento de la atrofia muscular espinal (AME).

Existen cuatro tipos de AME, que se clasifican convencionalmente por edad de inicio y funcién
motora mas alta alcanzada. Todas las formas de AME son de herencia autosdmica recesiva y estan
causadas por mutaciones del gen de supervivencia de la neurona motora 1 (SMN1). Los humanos
también llevan una segunda copia casi idéntica del gen de SMN denominada SMN2. Lefebvre et al.
“Identification and characterization of a spinal muscular atrophy-determining gene.” Cell, 80(1):155-
65. Monani et al. “Spinal muscular atrophy: a deficiency in a ubiquitous protein; a motor-neuron
specific disease.” Neuron, 48(6):885-896. Tanto los genes SMN1 como SMN2 expresan la proteina
SMN, sin embargo, SMN2 contiene una mutacion traslacionalmente silenciosa en el exon 7, lo que
resulta en una inclusion ineficiente del exon 7 en las transcripciones de SMN2. Asi, SMN2 produce
proteina una SMN de longitud completa y una version truncada de SMN que carece del exon 7, con
la version truncada como la forma predominante. Como resultado, la cantidad de proteina de longitud
completa funcional producida por SMN2 es mucho menor (en un 70-90%) que la producida por
SMNL1. Lorson et al. “A single nucleotide in the SMN gene regulates splicing and is responsible for
spinal muscular atrophy.” PNAS, 96(11) 6307-6311. Monani et al, “A single nucleotide difference
that alters splicing patterns distinguishes the SMA gene SMN1 from the copy gene SMN2.” Hum
Mol Genet 8(7):1177-1183. Aunque SMN2 no puede compensar por completo la pérdida del gen de
SMNL1, los pacientes con formas maés leves de AME generalmente tienen nimeros de copia SMN2
mas altos. Lefebvre et al., “Correlation between severity and SMN protein level in spinal muscular
atrophy.” Nat Genet 16(3):265-269. Park et al., “Spinal muscular atrophy: new and emerging insights
from model mice.” Curr Neurol Neurosci Rep 10(2):108-117. Una salvedad es que el nimero de
copias de SMIN2 no es el Unico modificador fenotipico. En particular, la variante ¢.859G> C en el
exon 7 del gen de SMN2 se ha informado como un modificador positivo de la enfermedad. Los
pacientes con esta mutacion particular tienen fenotipos de enfermedad menos graves. Prior et al., “A

positive modified of spinal muscular atrophy in the SMN2 gene.” Am J Hum Genet 85(3):408-413.

La AME Tipo | (también denominada de inicio infantil o enfermedad de Werdnig-Hoffmann) se da
cuando los sintomas de la AME estan presentes al nacer o los 6 meses de vida. En este tipo, los bebés

suelen tener un tono muscular bajo (hipotonia), un llanto débil y dificultad para respirar. A menudo
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tienen dificultades para tragar y chupar, y no alcanzan el hito del desarrollo de poder sentarse sin
ayuda. A menudo muestran uno o mas de los sintomas de la AME seleccionados entre hipotonia,
retraso en las habilidades motoras, control deficiente de la cabeza, postura redonda del hombro e
hipermovilidad de las articulaciones. Tipicamente, estos bebés tienen dos copias del gen de SMN2,

una en cada cromosoma 5. Mas de la mitad de todos los casos nuevos de AME son AME tipo I.

La AME Tipo Il o intermedia se da cuando comienza entre los 7 y 18 meses de vida y antes de que
el nifio pueda pararse o caminar de manera independiente. Los nifios con AME tipo 2 generalmente
tienen por lo menos tres genes SMN2. La AME de inicio tardio (también conocida como AME de
tipo 111 y IV, AME leve, AME de inicio en adultos y enfermedad de Kugelberg-Welander) produce
niveles variables de debilidad. La AME Tipo Ill comienza después de 18 meses, y los nifios pueden
pararse y caminar de manera independiente, aunque pueden necesitar ayuda. La AME Tipo IV tiene
su inicio en la edad adulta, y las personas pueden caminar durante la edad adulta. Las personas con
AME tipo Il o IV generalmente tienen entre cuatro y ocho genes SMNZ2, a partir de los cuales se

puede producir una buena cantidad de proteina SMN de longitud completa.

En una forma de realizacion, la expresion "tratamiento™ comprende el paso de administrar por via
intravenosa, 0 por via intratecal, una dosis efectiva, o dosis multiples efectivas, de una composicién
que comprende un rAAV de acuerdo con lo descripto en la presente a un animal (incluido un ser
humano) que lo necesita. Si la dosis se administra antes del desarrollo de un trastorno/enfermedad, la
administracion es profilactica. Si la dosis se administra después del desarrollo de un
trastorno/enfermedad, la administracion es terapéutica. En determinadas formas de realizacion, una
dosis efectiva es una dosis que alivia (elimina o reduce) por lo menos un sintoma asociado con el
trastorno/estado de enfermedad que se esta tratando, que ralentiza o evita la progresion a un
trastorno/estado de enfermedad, que ralentiza o evita la progresion a un trastorno/enfermedad, que
disminuye la extension de la enfermedad, que da como resultado la remision (parcial o total) de la
enfermedad, y/o que prolonga la supervivencia. En la presente se indican ejemplos de estados de

enfermedad contemplados para el tratamiento.

En una forma de realizacion, las composiciones que comprenden rAAV de la invencién se
administran por via intravenosa a un paciente que lo necesita que padece AME tipo I. En otra forma
de realizacion, las composiciones que comprenden rAAV de la invencion se administran por via

intratecal a un paciente que lo necesita que padece AME tipos I, I11, 0 IV.
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La presente invencién divulga un método de tratamiento de AME tipo | en un paciente que lo necesita,
mediante la administracion del vector viral AAV9 por via intratecal o intravenosa. En algunas formas
de realizacion, el paciente tiene 0-9 meses de vida. En algunas otras formas de realizacion, el paciente
tiene 0-6 meses de vida. En algunas formas de realizacion cuando el vector viral se usa para tratar
AME tipo | en un paciente, se determina el peso del paciente. En algunas formas de realizacion, el
paciente tiene un peso corporal de menos de 8,5 kg. En algunas formas de realizacién, el paciente
tiene un peso corporal de mas de 2,6 kg. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene un peso

corporal de 2,6-8,5 kg.

En algunas formas de realizacién, el paciente tiene mutaciones, por ejemplo, una mutacién nula, en
una copia del gen de SMN1 (contemplando toda mutacién que hace que el SMN1 codificado no sea
funcional). En algunas formas de realizacion, el paciente tiene mutaciones, por ejemplo, una mutacion
nula, en dos copias del gen de SMN1. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene mutaciones,
por ejemplo, una mutacion nula, en todas las copias del gen de SMN1. En algunas formas de
realizacion, el paciente tiene una delecion en una copia del gen de SMN1. En algunas formas de
realizacion, el paciente tiene una delecién en dos copias del gen de SMNL1. En algunas formas de
realizacion, el paciente tiene mutaciones bialélicas de SMN1, es decir, ya sea una delecién o
sustitucion de SMN1 en ambos alelos del cromosoma. En algunas formas de realizacion, el paciente
tiene por lo menos una copia funcional del gen de SMN2. En algunas formas de realizacion, el
paciente tiene por lo menos dos copias funcionales del gen de SMN2. En algunas formas de
realizacion, el paciente tiene por lo menos dos copias funcionales del gen de SMN2. En algunas
formas de realizacion, el paciente tiene por lo menos tres copias funcionales del gen de SMN2. En
algunas formas de realizacion, el paciente tiene por lo menos cuatro copias funcionales del gen de
SMNZ2. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene por lo menos cinco copias funcionales del
gen de SMN2. En algunas formas de realizacion, el paciente no tiene una sustitucion ¢.859G>C en el
exon 7 de por lo menos una copia del gen de SMN2. En algunas formas de realizacion, la secuencia
genética del gen de SMN1 o SMN2 puede determinarse mediante secuenciacién completa del
genoma. En otras formas de realizacion, la secuencia genética y el nimero de copias del gen de SMN1
0 SMN2 pueden determinarse mediante secuenciacion de alto rendimiento. En algunas formas de
realizacion, la secuencia genética del gen de SMN1 o SMN2 puede determinarse mediante analisis
de microarreglos. En algunas formas de realizacion, la secuencia genética del gen de SMN1 0 SMN2
puede determinarse mediante secuenciacion de Sanger. En algunas formas de realizacion, el nimero

de copias del gen de SMN1 o0 SMN2 puede determinarse por hibridacion fluorescente in situ (FISH).
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En algunas formas de realizacion, el paciente muestra uno o mas sintomas de la AME. Los sintomas
de la AME pueden incluir hipotonia, retraso en las habilidades motoras, control deficiente de la
cabeza, postura redonda del hombro e hipermovilidad de las articulaciones. En algunas formas de
realizacion, el control deficiente de la cabeza se determina colocando al paciente sentada en anillo
con asistencia en los hombros (adelante y atras). El control de la cabeza se evalla por la capacidad
del paciente para sostener la cabeza en posicidn vertical. En algunas formas de realizacidn, se observa
movimiento espontaneo cuando el paciente estd en posicion supina y las habilidades motoras se
evalUan por la capacidad del paciente para levantar sus codos, rodillas, manos y pies de la superficie.
En algunas formas de realizacion, la fuerza de agarre del paciente se mide al colocar un dedo en la
palma de la mano del paciente y levantar el paciente hasta que el hombro se separa de la superficie.
La hipotonia y la fuerza de agarre se miden por la rapidez/resistencia temporal del paciente para
mantener el agarre. En algunas formas de realizacion, el control de la cabeza se evalla colocando la
cabeza del paciente bajo una rotacion maxima disponible y midiendo la capacidad del paciente para
girar la cabeza hacia la linea media. En algunas formas de realizacién, la postura de los hombros se
puede evaluar sentando al paciente con el apoyo de la cabeza y el tronco, y observando si el paciente
flexiona los codos o los hombros para alcanzar un estimulo que se coloca al nivel del hombro a la
altura de los brazos. En algunas formas de realizacién, La postura de los hombros también se puede
evaluar colocando al paciente acostado de costado y observando si el paciente flexiona los codos o el
hombro para alcanzar un estimulo que se coloca al nivel del hombro a la altura de los brazos. En
algunas formas de realizacion, las habilidades motoras se evalian observando si los pacientes
flexionan sus caderas o rodillas al acariciarles, hacerles cosquillas o pellizcarles los pies. En algunas
formas de realizacion, la flexion de los hombros, la flexion de los codos, la aduccion de la cadera, la
flexion del cuello, la extension de la cabeza, la extension del cuello y/o la curvatura espinal pueden
evaluarse mediante medidas clinicas conocidas, por ejemplo, CHOP INTEND. Otros sintomas de la

AME pueden evaluarse de acuerdo con medidas clinicas conocidas, por ejemplo, CHOP INTEND.

En algunas formas de realizacidn, los pacientes son tratados después de mostrar sintomas de AME
tipo | (por ejemplo, uno 0 mas sintomas), segun lo determinado usando una de las pruebas descritas
aqui. En algunas formas de realizacion, los pacientes son tratados antes de mostrar sintomas de AME
tipo 1. En algunas formas de realizacion, los pacientes son diagnosticados con AME tipo | en base a
pruebas genéticas, antes de que sean sintomaticos.

Las terapias combinadas también quedan contempladas en la presente. Combinacion de acuerdo a la

invencion incluye tratamiento simultaneo o tratamientos secuenciales. Las combinaciones de
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métodos pueden incluir la adicion de ciertos tratamientos medicos estandar (por ejemplo, riluzol en
ELA), al igual que las combinaciones con nuevas terapias. Por ejemplo, otras terapias para la AME
incluyen oligonucledtidos antisentido (ASO) que alteran la union al pre-ARNm vy alteran sus
patrones de empalme. Singh. et al., “A multi-exon-skipping detection assay reveals surprising
diversity of splice isoforms of spinal muscular atrophy genes.” Plos One, 7(11):e49595. En una
forma de realizacidn, es posible usar nusinersen (Patentes Estadounidenses 8,361,977 y 8,980,853,
que se incorporan a la presente como referencia). Nusinersen es un ASO aprobado que se dirige al
intrén 6, exon 7 o intrén 7 del pre-ARNmM de SMN2, modulando el empalme de SMN2 para
producir de manera mas eficiente la proteina SMN de longitud completa. En algunas formas de
realizacion, el método de tratamiento que comprende el vector viral AAV9 se administra en
combinacion con un potenciador muscular. En algunas formas de realizacion, el método de
tratamiento que comprende el vector viral AAV9 se administra en combinacion con un
neuroprotector. En algunas formas de realizacion, el método de tratamiento que comprende el
vector viral AAV9 se administra en combinacion con un fa&rmaco antisentido basado en
oligonucledtidos dirigido a SMN. En algunas formas de realizacion, el método de tratamiento que
comprende el vector viral AAV9 se administra en combinacion con nusinersen. En algunas formas
de realizacion, el método de tratamiento que comprende el vector viral AAV9 se administra en
combinacion con un farmaco inhibidor de miostatina. En algunas formas de realizacion, el método

de tratamiento que comprende el vector viral AAV9 se administra en combinacion con stamulumab.

Si bien se contempla el suministro a un individuo que lo necesite después del nacimiento, también

se contempla el suministro intrauterino a un feto.

Se contemplan métodos para tratar pacientes con AME tipo | usando las composiciones farmacéuticas
que comprenden el vector viral. En algunas formas de realizacion, el vector viral se formula a una
concentracion de aproximadamente 1 — 8 x 10% genomas del vector viral AAV9Y/mL (vg/mL). En
algunas formas de realizacion, el vector viral se formula a una concentracion de aproximadamente
1,7 - 2,3 x 10'® vg/mL. En algunas formas de realizacion, el vector viral se formula a una
concentracion de aproximadamente 1,9 - 2,1 x 10® vg/mL. En algunas formas de realizacion, el

vector viral se formula a una concentracion de aproximadamente 2,0 x 102 vg/mL.

En algunas formas de realizacion cuando el vector viral se usa para tratar AME tipo | en un paciente,
el vector viral AAV (por ejemplo AAV de SMN) se administra al paciente a una dosis de

aproximadamente 1,0 - 2,5 x 10%* vg/kg. En algunas formas de realizacion cuando el vector viral se
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usa para tratar AME tipo | en un paciente, el vector viral AAV se administra al paciente a una dosis
de aproximadamente 1,1 x 10%* vg/kg. En algunas formas de realizacion cuando el vector viral se usa
para tratar AME tipo | en un paciente, el vector viral AAV se infunde en el paciente durante
aproximadamente 45-70 minutos. En algunas formas de realizacion cuando el vector viral se usa para
tratar AME tipo | en un paciente, el vector viral AAV se infunde en el paciente durante
aproximadamente 60 minutos. En algunas formas de realizacion cuando el vector viral se usa para
tratar AME tipo | en un paciente, el vector viral AAV se infunde en el paciente utilizando una bomba
de infusion, una bomba peristaltica o cualquier otro equipo conocido en la técnica. En algunas formas
de realizacion cuando el vector viral se usa para tratar AME tipo | en un paciente, el vector viral AAV
se infunde en el paciente usando una bomba de jeringa.

Los titulos del vector viral de rAAV a administrar dependeran, por ejemplo, del rAAV particular, el
modo de administracidn, el objetivo del tratamiento, el individuo y el tipo o tipos de células a los que
se dirigen, y pueden determinarse por métodos estandar en la técnica. Los titulos de rAAV pueden
oscilar entre aproximadamente 1 X 10°, aproximadamente 1 X 107, aproximadamente 1 X 108,
aproximadamente 1 X 10°, aproximadamente 1 X 10%°, aproximadamente 1 X 10!, aproximadamente
1 X 10*?, aproximadamente 1 X 103, aproximadamente 1 X 104, o mas particulas resistentes a la
DNasa (DRP) por ml. Las dosis también pueden expresarse en unidades de genomas de vector (vg).
El titulo gendmico se puede determinar usando ddPCR segun lo descripto en esta solicitud, en Lock

et al., o mediante cualquier otro método conocido en la técnica.

Las dosis también pueden variar segun el momento de la administracion a la persona. Estas dosis de
rAAV pueden oscilar entre aproximadamente 1 X 10 vg/kg, aproximadamente 1 X 10'? vg/kg,
aproximadamente 1 X 10 vg/kg, aproximadamente 1 X 10%* vg/kg, aproximadamente 1 X 10
vg/kg, aproximadamente 1 X 10® vg/kg, o mas genomas de vector por kilogramo de peso corporal
en un adulto. Para un neonato, las dosis de rAAV pueden oscilar entre aproximadamente 1 X 10
vg/kg, aproximadamente 1 X 102 vg/kg, aproximadamente 3 X 10*? vg/kg, aproximadamente 1 X
10*2 vg/kg, aproximadamente 3 X 10%2 vg/kg, aproximadamente 1 X 10%* vg/kg, aproximadamente 3
X 10 vg/kg, aproximadamente 1 X 10*° vg/kg, aproximadamente 3 X 10 vg/kg, aproximadamente
1 X 10 vg/kg, aproximadamente 3 X 10'® vg/kg, 0 mas genomas de vector por kilogramo de peso
corporal.

Las dosis también pueden variar segun el momento de la administracion a la persona. Estas dosis de

rAAV pueden oscilar entre aproximadamente 1 X 10! vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 10*?
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vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 102 vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 104 vg/kg/semana,
aproximadamente 1 X 10% vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 10% vg/kg/semana, 0 mas genomas
de vector por kilogramo de peso corporal en un adulto. Para un neonato, las dosis de rAAV pueden
oscilar entre aproximadamente 1 X 10 vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 10'? vg/kg/semana,
aproximadamente 3 X 102 vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 103 vg/kg/semana,
aproximadamente 3 X 10 vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 10 vg/kg/semana,
aproximadamente 3 X 10 vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 10% vg/kg/semana,
aproximadamente 3 X 10 vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 10% vg/kg/semana,
aproximadamente 3 X 10%® vg/kg/semana, 0 mas genomas de vector por kilogramo de peso corporal
por semana. Dosis de rAAV 1 X 10 vg/1,5 kg/semana, aproximadamente 1 X 10*2 vg/1,5 kg/semana
, aproximadamente 1 X 10 vg/1,5 kg/semana, aproximadamente 1 X 10* vg/1,5 kg/semana,
aproximadamente 1 X 10%° vg/1,5 kg/semana, aproximadamente 1 X 10'® vg/1,5 kg/semana, 0 mas
genomas de vector por kilogramo de peso corporal en un adulto. Para un neonato, las dosis de rAAV
pueden oscilar entre aproximadamente 1 X 10! vg/1,5 kg/semana, aproximadamente 1 X 102 vg/1,5
kg/semana, aproximadamente 3 X 10%2 vg/kg/semana, aproximadamente 1 X 10% vg/1,5 kg/semana,
aproximadamente 3 X 10 vg/1,5 kg/semana, aproximadamente 1 X 10 vg/1,5 kg/semana,
aproximadamente 3 X 10 vg/1,5 kg/semana, aproximadamente 1 X 10% vg/1,5 kg/semana,
aproximadamente 3 X 10% vg/1,5 kg/semana, aproximadamente 1 X 10 vg/1,5 kg/semana,
aproximadamente 3 X 10 vg/1,5 kg/semana, 0 mas genomas de vector por 1,5 kilogramo de peso

corporal por semana.

En una forma de realizacion, la dosis es de aproximadamente 1,1 X 10%* genomas de vector por kg
(vg/kg) de peso corporal del paciente. En una forma de realizacion, un paciente de 5 kg recibiria una
dosis total de entre 0,5 X 10y 5,0 X 10** genomas de vector. En una forma de realizacion, el vector
viral se administra en una Solucién salina tamponada con Tris. En una forma de realizacion, el vector
viral se administra en aproximadamente 5-20 mL/kg, aproximadamente 10-20 mL/kg, o
aproximadamente 5,5-6,5 mL/kg de solucion salina tamponada con Tris.

La dosis se puede determinar de varias maneras estandar. La PCR con cebadores especificos para el
vector viral puede proporcionar mediciones relativas, pero gPCR puede usarse para muestras mas
pequefias y mediciones absolutas. ddPCR es un método para realizar PCR digital que se basa en la
tecnologia de gotitas de emulsion de agua en aceite. Baker et al., “Digital PCR hits its stride.” Nature
Methods, 9(6):541-544. Sykes et al., “Quantitation of targets for PCR by use of limiting dilution.”

Biotechniques, 13(3)444-449. Una muestra se fracciona en decenas de miles de gotitas, y la
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amplificacion por PCR de las moléculas plantilla se produce en cada gotita individual. No es
necesario hacer una curva estandar o tener cebadores con alta eficiencia de amplificacion, por lo tanto,
ddPCR no suele usar tanta muestra como las técnicas tradicionales basadas en PCR. Los ejemplos de
equipos de ddPCR disponibles en el mercado incluyen, entre otros, BioRad QX100 ddPCR y
RainDance Raindrop Digital PCR. En una forma de realizacion, la dosis se determina usando PCR.
En otra forma de realizacién, la dosis se determina usando gPCR. En otra forma de realizacion, la
dosis se determina usando PCR de gotas digital (ddPCR). En algunas formas de realizacion, los
métodos basados en PCR detectan y cuantifican el genoma viral de AAV9 encapsidado usando
cebadores y sondas especificamente disefiados que se dirigen al gen de SMN. En otras formas de
realizacion, los métodos basados en PCR detectan y cuantifican el genoma viral de AAV9
encapsidado usando cebadores y sondas especificamente disefiados dirigidos al promotor de beta
actina de pollo. En otras formas de realizacion, los métodos basados en PCR detectan y cuantifican
el genoma viral de AAV9 encapsidado usando cebadores y sondas especificamente disefiados que se
dirigen al potenciador de CMV. En otras formas de realizacion, los métodos basados en PCR detectan
y cuantifican el genoma viral de AAV9 encapsidado usando cebadores y sondas especificamente
disefiados que se dirigen a las secuencias ITR. En otras formas de realizacion, los métodos basados
en PCR detectan y cuantifican el genoma viral de AAV9 encapsidado usando cebadores y sondas
especificamente disefiados que se dirigen a la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento

bovino.

En un aspecto, la dosis se administra de acuerdo con la siguiente tabla, utilizando 2,0 X 10% vg/ml
como la concentracién objetivo del producto farmacoldgico.

Tabla 2: Dosificacion
Rango de Peso del Paciente (kg) Volumen de Dosis? (mL)
2,6 -3,0 16,5
3,1-35 19,3
36-4,0 22,0
41-45 24,8
46-5,0 27,5
51-55 30,3
56-6,0 33,0
6,1 -6,5 35,8
6,6-7,0 38,5
7,1-75 41,3
7,6 -8,0 44,0
8,1-8,5 46,8
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& NOTA: El volumen de la dosis se calcula utilizando el limite superior del Rango de
Peso del Paciente.

En algunas formas de realizacion la composicion farmacéutica que comprende el vector viral AAV
se infunde en el paciente durante aproximadamente 20-70 minutos, por ejemplo durante
aproximadamente 45-70 minutos. En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica
que comprende el vector viral AAV se infunde en el paciente durante aproximadamente 60 minutos.
En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica que comprende el vector viral AAV
se infunde en el paciente utilizando una bomba de infusion, una bomba peristéltica o cualquier otro
equipo conocido en la técnica. En algunas formas de realizacién, la composicién farmacéutica que

comprende el vector viral AAV se infunde en el paciente usando una bomba de jeringa.

También se contempla la seleccidn previa de pacientes susceptibles de tratamiento, asi como la
administracion del tratamiento a pacientes identificados de acuerdo con los criterios descritos en la
presente. Los AAVs pueden generar una respuesta inmune celular y humoral. Como resultado de
ello, una fraccion de pacientes potenciales para la terapia genica a base de AAV tiene anticuerpos
preexistentes contra AAV. Jeune et al., “Pre-existing anti-Adeno-Associated Virus antibodies as a
challenge in AAV gene therapy.” Hum Gene Ther Methods, 24(2):59-67. Boutin et al., “Prevalence
of serum IgG and neutralizing factors against adeno-associated virus (AAV) types 1, 2, 5, 6, 8, and
9 in the healthy population: implications for gene therapy using vectores de AAV.” Hum Gene
Ther, 21:704-712. Debido a que incluso niveles muy bajos de anticuerpos pueden evitar una
transduccidn exitosa, los anticuerpos anti-AAV antecedentes representan un serio obstaculo para la
aplicacion universal de la terapia génica con AAV. En algunas formas de realizacion, los niveles de
titulos de anticuerpos anti-AAV9 en un paciente se determinan antes de la administracion del vector
viral AAV. En algunas formas de realizacién, los niveles de titulos de anticuerpos anti-AAV9 en un
paciente se determinan mediante un inmunoensayo de unién ELISA. En algunas formas de
realizacion, el paciente tiene titulos de anticuerpos anti-AAV9 iguales o inferiores a 1:100 segun lo
determinado por un inmunoensayo de union ELISA antes de la administracion del tratamiento. En
algunas formas de realizacion, el paciente tiene titulos de anticuerpos anti-AAV9 iguales o
inferiores a 1:50 seguin lo determinado por un inmunoensayo de union ELISA antes de la
administracion del tratamiento. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene titulos de
anticuerpo anti-AAV9 superiores a 1:100 segun lo determinado por un inmunoensayo de union

ELISA luego del tratamiento y se monitorea durante 1-8 semanas o hasta que los titulos disminuyen
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por debajo de 1:100. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene titulos de anticuerpo anti-
AAV9 superiores 1:100 segln lo determinado por un inmunoensayo de union ELISA luego del
tratamiento y se monitorea durante 1-8 semanas o hasta que los titulos disminuyen por debajo de
1:50.

Un enfoque para superar el alto titulo de anticuerpos anti-AAV es el uso de medicamentos
inmunosupresores. Se ha demostrado que el anticuerpo monoclonal anti-CD20 rituximab en
combinacion con ciclosporina A es eficaz para reducir los titulos de anti-AAV. Mingozzi et al.,
“Pharmacological modulation of humoral immunity in a nonhuman primate model of AAV gene
transfer for hemophilia B.” Mol Ther, 20:1410-1416. Otro enfoque es el uso de plasmaféresis para
eliminar los anticuerpos neutralizantes antes de la administracion del vector. Monteilhet et al., “A
10 patient case report on the impact of plasmapheresis upon neutralizing factors against adeno-
associated virus (AAV) types 1, 2, 6, and 8.” Mol Ther, 19(11):2084-2091. Durante la
plasmaféresis, se extrae sangre de un paciente y el plasmay las células sanguineas se separan por
centrifugacion o filtracion de fibra hueca. Las células sanguineas se devuelven al paciente junto con
plasma tratado o fluidos de reemplazo, como una albumina humana al 4,5% en solucion salina. Un
uso comun de la aféresis terapéutica es la eliminacion de inmunoglobulinas no deseadas, pero en
este caso, la plasmaféresis representa un enfoque atractivo para eliminar los anticuerpos anti-AAV.
En algunas formas de realizacion, el paciente tiene titulos de anticuerpo anti-AAV9 superiores a
1:100 segun lo determinado por un inmunoensayo de union ELISA antes o luego del tratamiento y
se trata con plasmaféresis. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene titulos de anticuerpo
anti-AAV9 superiores a 1:50 segln lo determinado por un inmunoensayo de union ELISA antes o

luego del tratamiento y se trata con plasmaféresis.

Los anticuerpos maternos preexistentes a AAV9 pueden transferirse a un paciente infantil a traves
de la leche materna o transferencia placentaria en el Utero. En algunas formas de realizacion, el
paciente tiene titulos de anticuerpo anti-AAV9 superiores a 1:100 segun lo determinado por un
inmunoensayo de unién ELISA antes o luego del tratamiento y se cambia a alimentacion por
férmula. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene titulos de anticuerpo anti-AAV9
superiores a 1:50 segln lo determinado por un inmunoensayo de union ELISA antes o luego del

tratamiento y se cambia a alimentacion por férmula.

Antes y luego de la administracion del tratamiento, la condicion del paciente puede ser monitoreada.

Algunos pacientes que han recibido tratamientos basados en AAV han experimentado
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trombocitopenia, que es una condicion caracterizada por un bajo recuento de plaquetas. La
trombocitopenia se puede detectar mediante un recuento sanguineo completo utilizando una muestra
de sangre diluida en un hemocitdmetro. La trombocitopenia tambiéen se puede detectar mediante un
portaobjetos preparado con sangre del paciente (una pelicula de sangre delgada o un frotis periférico)
bajo el microscopio. El recuento normal de plaquetas humanas oscila entre 150,000 células/ml y
aproximadamente 450,000 células/ml.

En algunas formas de realizacion, el paciente tiene recuentos de plagquetas superiores a
aproximadamente 67,000 células/ml antes de la administracion o superiores a aproximadamente
100,000 células/ml, o superiores a aproximadamente 150,000 células/ml. En algunas formas de
realizacion, el paciente tiene recuentos de plaquetas inferiores a aproximadamente 150,000 células/ml
antes de la administracion o inferiores a aproximadamente 100,000 células/ml, o inferiores a
aproximadamente 67,000 células/ml, y se monitorea durante 1-8 semanas 0 hasta que los recuentos
de plaqguetas aumenten por encima de aproximadamente 67,000 células/ml, o sean superiores a
aproximadamente 100,000 células/ml, o superiores a aproximadamente 150,000 células/ml. En
algunas formas de realizacion cuando los recuentos de plaquetas son inferiores a aproximadamente
67,000 células/ml luego de la administracion del vector viral, el paciente puede tratarse con
transfusion de plaquetas. En algunas formas de realizacion, el paciente no tiene trombocitopenia antes
de la administracion del vector viral. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene
trombocitopenia luego de la administracion del vector viral y se monitorea durante aproximadamente
1-8 semanas o hasta que el paciente no tenga trombocitopenia. En algunas formas de realizacion, el
paciente tiene trombocitopenia luego de la administracién del vector viral y se trata con una

transfusion de plaquetas.

El monitoreo de la condicion de los pacientes también puede incluir analisis de sangre estandar que
miden los niveles de plaquetas, electroforesis de proteinas séricas, gamma-glutamil transferasa
(GGT) sérica, aspartato transaminasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT), bilirrubina total,
glucosa, creatina quinasa (CK), creatinina, nitrégeno ureico en sangre (BUN), electrolitos, fosfatasa
alcalina y amilasa. Los niveles de troponina | son una medida general para la salud del corazon, y los
niveles elevados reflejan dafio cardiaco o afecciones relacionadas con el corazon. En algunas formas
de realizacion, se monitorean los niveles de troponina I luego de la administracion del vector viral.
En algunas formas de realizacion, los pacientes pueden tener niveles de troponina-1 de menos de
aproximadamente 0,3, 0,2, 0,15, 0 0,1 ug/ml antes de la administracion del vector viral. En algunas

formas de realizacion, los pacientes pueden tener niveles de troponina-l1 de menos de
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aproximadamente 0,176 ug/ml antes de la administracion del vector viral. En algunas formas de
realizacion, los pacientes pueden tener niveles de troponina-I superiores a aproximadamente 0,176
ug/ml luego de la administracion del vector viral. En algunas formas de realizacion, los pacientes son
sometidos a monitoreo cardiaco luego de la administracion del vector viral hasta que los niveles de

troponina-1 son inferiores a aproximadamente 0,176 pg/ml.

La aspartato transaminasa (AST) y la alanina aminotransferasa (ALT) y la bilirrubina total son una
medida general de la funcion hepética, mientras que la creatinina indica la funcion renal. Los niveles
elevados de AST, ALT o bilirrubina total pueden indicar un mal funcionamiento hepético. En algunas
formas de realizacion, el paciente tiene una funcion hepatica normal antes de la administracion del
vector viral. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene niveles de transaminasas hepaticas
de menos de aproximadamente 8-40 U/L antes de la administracion del vector viral. En algunas
formas de realizacion, el paciente tiene niveles de AST o ALT de menos de aproximadamente 8-40
U/L antes de la administracion del vector viral. En algunas formas de realizacion, el paciente tiene
niveles de bilirrubina de menos de 3,0 mg/dL antes de la administracion del vector viral. En algunas
formas de realizacion, los pacientes tienen niveles de creatinina de menos de 1,8 mg/dL antes de la
administracion del vector viral. En algunas formas de realizacion, los pacientes tienen niveles de
hemoglobina (Hgb) entre 8-18 g/dL antes de la administracion del vector viral. En algunas formas de
realizacion, el paciente tiene recuentos de globulos blancos (WBC) de menos de 20000 por mm? antes

de la administracién del vector viral.

La eficacia del método de tratamiento puede determinarse utilizando una variedad de pruebas de
habilidades motoras antes y después del tratamiento. En particular, la Prueba para Bebés de
Trastornos Neuromusculares del Hospital de Nifios de Filadelfia (CHOP INTEND) se desarrollé para
evaluar las habilidades motoras de pacientes con AME tipo I. Glanzman et al., “The Children’s
Hospital of Philadelphia Infant Test of Neuromuscular Disorders (CHOP INTEND): Test
development and reliability.” Neuromuscular Disorders, 20(3):155-161. La prueba CHOP INTEND
fue desarrollada después de la evaluacion de 26 bebés con AME Tipo I, edad media 11,5 meses (1,4—
37,9 meses) con la Prueba de rendimiento motriz infantil (TIMP) y la Prueba de fuerza en la AME
del Hospital de Nifios de Filadelfia (CHOP TOSS), una evaluacion motriz recientemente desarrollada
para la AME. La prueba de la eficacia del tratamiento no se limita a la prueba CHOP INTEND, sino
que también puede incluir otras pruebas de habilidades motoras conocidas en la técnica, incluyendo
pero no limitado a TIMP, CHOP TOSS, las escalas motoras de desarrollo de Peabody, la prueba de

evaluacion del comportamiento neonatal de Brazelton, la Encuesta de desarrollo de hitos motores,
76



10

15

20

25

30

Capacidad capturada a través de la evaluacion de video interactivo (ACTIVE), la escala de Bayley
de desarrollo infantil y mediciones de potenciales de accion muscular compuesta (CMAP).

En algunas formas de realizacion, las pruebas basales antes del tratamiento se ejecutan usando la
escala CHOP INTEND. En una forma de realizacion, la eficacia del tratamiento se determina usando
laescala CHOP INTEND durante las visitas de seguimiento. En algunas formas de realizaciéon, CHOP
INTEND incluye medidas de control de la cabeza, enderezamiento, movimientos del tronco en
posicion sentada, supina y boca abajo. En algunas formas de realizacion, CHOP INTEND incluye
medidas de movimientos antigravedad al darse vuelta con asistencia, suspension ventral y de pie con

soporte.

En muchos estudios de terapia génica que involucran vectores de AAV, se ha observado una respuesta
de células T especifica de antigeno al vector de AAV, y es de esperarse entre 2 y 4 semanas después
de la transferencia génica. Una posible consecuencia de dicha respuesta de células T especificas de
antigeno es el aclaramiento de las células transducidas y la pérdida de la expresion transgenica. En
un intento por amortiguar la respuesta inmune del huésped a la terapia basada en AAV, los pacientes
pueden recibir inmunosupresores. En algunas formas de realizacion, los pacientes pueden recibir
glucocorticoides antes de la administracion del vector viral. En algunas formas de realizacion, los
pacientes pueden recibir un corticoesteroide antes de la administracion del vector viral. En algunas
formas de realizacion, los pacientes pueden recibir un esteroide oral antes de la administracion del
vector viral. Los ejemplos de esteroides orales incluyen, entre otros, prednisona, prednisolona,
metilprednisolona, triamcinolona, betametasona, dexametasona e hidrocortisona. En algunas formas
de realizacion, el esteroide oral es o comprende prednisolona. En algunas formas de realizacion, el
paciente arranca con esteroides profilacticos por o menos 24 horas antes de la administracion del
vector viral. En algunas formas de realizacion, el paciente recibe esteroide oral durante por lo menos
30 dias luego de la administracion del vector viral. En algunas formas de realizacion, el esteroide oral
se administra una vez por dia. En algunas formas de realizacion, el esteroide oral se administra dos
veces por dia. En algunas formas de realizacion, el esteroide oral se administra a una dosis de
aproximadamente 0,1-10 mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 1 mg/kg. En algunas formas de
realizacion, el esteroide oral se administra a una dosis de aproximadamente 0,1-10 mg/kg/dia, por
ejemplo, aproximadamente 1 mg/kg/dia. En algunas formas de realizacidn, se monitorean los niveles
de AST y ALT luego de la administracion del vector viral. En tales formas de realizacion, el
tratamiento con esteroide oral se administra cuando los niveles de AST y ALT exceden el doble del

limite superior normal, por ejemplo, segun lo determinado por estandares clinicos y métodos
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conocidos en la técnica, o aproximadamente 120 IU/L. En algunas formas de realizacion, el
tratamiento con esteroide oral se administra durante mas de 30 dias en la medida en que los niveles
de AST y ALT excedan el doble del limite superior normal, por ejemplo, segun lo determinado por
estandares clinicos y métodos conocidos en la técnica, o excedan aproximadamente 120 [U/L.
Durante el tratamiento sostenido con corticosteroides, las glandulas suprarrenales disminuyen
naturalmente la produccion de cortisol. Si el tratamiento con corticosteroides se interrumpe
abruptamente, el cuerpo puede experimentar una deficiencia de cortisol. En algunas formas de
realizacion cuando el esteroide oral se administra a un paciente durante por lo menos 30 dias, la dosis
de esteroides se reduce lentamente de acuerdo con un cronograma. En algunas formas de realizacion,
la dosis de esteroide oral se reduce cuando los niveles de AST y ALT caer por debajo del doble del
limite superior normal, por ejemplo, segin lo determinado por estandares clinicos y métodos
conocidos en la técnica, o aproximadamente 120 IU/L. En algunas formas de realizacion, la
disminucion comprende reducciones escalonadas a 0,5 mg/kg/dia durante 2 semanas seguidas por
0,25 mg/kg/dia durante 2 semanas mas. En algunas otras formas de realizacion, la reduccién del

esteroide oral se realiza a criterio del médico.

Kit

La invencion ademas provee un kit para tratar AME en un paciente que lo necesita, en donde el kit
comprende una o0 mas dosis de una composicion farmacéutica que comprende una cantidad o dosis
efectiva de un vector viral que comprende un polinucleétido de SMN divulgado en la presente y de
acuerdo con el tipo de AME (también divulgado en la presente) el kit ademés comprende un agente
de contraste (—por ejemplo, Omnipaque 180), e instrucciones sobre como usar la preparacion o

composicion farmaceutica y el agente de contraste.

En algunas formas de realizacion, el kit contiene viales de una composicion farmacéutica de vector
viral. En algunas formas de realizacién, la composicion farmacéutica de vector viral esta a una
concentracion de aproximadamente 1,7 - 2,3 x 10*® vg/mL. En algunas formas de realizacion, la
composicion farmacéutica de vector viral esta a una concentracion de aproximadamente 1,9 - 2,1 x
10 vg/mL. En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica de vector viral esta a una
concentracion de aproximadamente 2,0 x 10® vg/mL. En algunas formas de realizacion, los viales
contienen aproximadamente 5,9 mL de una composicidn farmacéutica de vector viral. En algunas
formas de realizacion, los viales contienen aproximadamente 8,7 mL de una composicion

farmacéutica de vector viral. En algunas formas de realizacion, el kit no contiene un vial de 5,9 mL,
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por lo menos un vial de 5,9 mL, por lo menos dos viales de 5,9 mL o por lo menos tres viales de 5,9
mL. En algunas formas de realizacion, el kit no contiene un vial de 8,7 mL, por lo menos un vial de
8,7 mL, por lo menos dos viales de 8,7 mL, por lo menos tres viales de 8,7 mL, por lo menos cuatro

viales de 8,7 mL, por lo menos cinco viales de 8,7 mL, por lo menos seis viales de 8,7 mL.

En algunas formas de realizacion cuando el kit se usa para tratar AME tipo | en un paciente, se
determina el peso del paciente. En algunas formas de realizacidn cuando el kit se usa para tratar AME
tipo I en un paciente, el peso del paciente es de por lo menos aproximadamente 2,6 kg. En algunas
formas de realizacion cuando el kit se usa para tratar AME tipo | en un paciente, el peso del paciente
no es superior a aproximadamente 8,5 kg. En algunas formas de realizacion cuando el kit se usa para
tratar AME tipo | en un paciente, el peso del paciente es de aproximadamente 2,6 - 8,5 kg. En algunas
formas de realizacion cuando el kit se usa para tratar AME tipo | en un paciente, se administra al
paciente el vector viral AAV desde los viales en el kit. En algunas formas de realizacion cuando el
kit se usa para tratar AME tipo | en un paciente, se administra al paciente el vector viral AAV desde
los viales en el kit a una dosis de aproximadamente 1,0 - 2,5 x 10'* vg/kg. En algunas formas de
realizacion cuando el kit se usa para tratar AME tipo | en un paciente, se administra al paciente el
vector viral AAV desde los viales en el kit a una dosis de aproximadamente 1,1 x 10'* vg/kg. En
algunas formas de realizacion cuando el Kit se usa para tratar AME tipo | en un paciente, el vector
viral AAV desde los viales en el kit se infunde en el paciente durante aproximadamente 45-70
minutos. En algunas formas de realizacion cuando el kit se usa para tratar AME tipo | en un paciente,
el vector viral AAV desde los viales en el kit se infunde en el paciente durante aproximadamente 60
minutos. En algunas formas de realizacion cuando el kit se usa para tratar AME tipo | en un paciente,
el vector viral AAV desde los viales en el kit se infunde en el paciente utilizando una bomba de
infusion, una bomba peristaltica o cualquier otro equipo conocido en la técnica. En algunas formas
de realizacion cuando el kit se usa para tratar AME tipo | en un paciente, el vector viral AAV desde

los viales en el kit se infunde en el paciente usando una bomba de jeringa.

En una forma de realizacidn, el vector se administra por via intravenosa o intratecal. En una forma de
realizacion, el vector se administra por via intravenosa. En una forma de realizacion, el vector se
administra por via intravenosa junto con Omnipaque 180. En otra forma de realizacion, el vector se
administra por via intratecal junto con Omnipaque 180.

En otro aspecto, la presente invencion contempla métodos de transduccién de células diana de un

paciente (incluyendo, pero no limitado a, células nerviosas o gliales) con rAAV.
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La transduccion de células de un paciente con rAAV descripta en la presente puede dar como
resultado una expresion sostenida de un polipéptido o ARN codificado por el rAAV. Por lo tanto, la
presente invencién proporciona métodos de administracién/suministro de rAAV (por ejemplo, que
codifica una proteina SMN) a un paciente animal o humano. Estos métodos incluyen la transduccion
de células nerviosas y/o gliales con uno o mas rAAV. La transduccion puede llevarse a cabo con
casetes de genes que comprenden elementos de control especificos para el tejido, por ejemplo,
promotores que permiten la expresion especificamente dentro de las neuronas o especificamente
dentro de los astrocitos. Los ejemplos incluyen enolasa especifica neuronal y promotores de proteinas
acidas fibrilares gliales. También se pueden desarrollar promotores inducibles bajo el control de un

medicamento ingerido.

En algunos aspectos, se contempla que la transduccion de células aumente cuando se use un vector
de la invencién en combinacion con un agente de contraste segun lo descripto en la presente en
relacion con la transduccion de un vector de la invencion cuando no se usa en combinacion con un
agente de contraste. En varias formas de realizacion, la transduccion de células se incrementa en por
lo menos aproximadamente 1%, o por lo menos aproximadamente 5%, por lo menos
aproximadamente 10%, por lo menos aproximadamente 20%, por lo menos aproximadamente 30%,
por lo menos aproximadamente 40%, por lo menos aproximadamente 50%, por lo menos
aproximadamente 60%, por lo menos aproximadamente 70%, por lo menos aproximadamente 80%,
por lo menos aproximadamente 90%, por lo menos aproximadamente 100%, por lo menos
aproximadamente 120%, por lo menos aproximadamente 150%, por lo menos aproximadamente
180%, por lo menos aproximadamente 200%, por lo menos aproximadamente 250%, por o menos
aproximadamente 300%, por lo menos aproximadamente 350%, por lo menos aproximadamente
400%, por lo menos aproximadamente 450%, por lo menos aproximadamente 500% o mas cuando
un vector de la invencidn se usa en combinacion con un agente de contraste segun lo descripto en la
presente, en relacién con la transduccion de un vector de la invencion cuando no se usa en
combinacion con un agente de contraste. En formas de realizacion adicionales, la transduccion de
células se incrementa entre aproximadamente 10% y aproximadamente 50%, o entre
aproximadamente 10% y aproximadamente 100%, o entre aproximadamente 5% y aproximadamente
10%, o entre aproximadamente 5% y aproximadamente 50%, o entre aproximadamente 1% y
aproximadamente 500%, o entre aproximadamente 10% y aproximadamente 200%, o entre
aproximadamente 10% y aproximadamente 300%, o entre aproximadamente 10% vy
aproximadamente 400%, o entre aproximadamente 100% y aproximadamente 500%, o entre

aproximadamente 150% vy aproximadamente 300%, o entre aproximadamente 200% vy
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aproximadamente 500% cuando un vector de la invencion se usa en combinacion con un agente de
contraste segun lo descripto en la presente, en relacion con la transduccién de un vector de la

invencidn cuando no se usa en combinacion con un agente de contraste.

La invencidn ademés provee aspectos en los cuales la administracion intratecal de un vector de la
invencion y un agente de contraste al sistema nervioso central de un paciente que lo necesita da como
resultado un aumento de la supervivencia del paciente en relacion con la supervivencia del paciente
cuando un vector de la invencidn se administra en ausencia del agente de contraste. En varias formas
de realizacién, el vector de la invencién y un agente de contraste se administran por separado por via
intratecal al sistema nervioso central de un paciente que lo necesita. En otras formas de realizacion,
el vector y el agente de contraste estdn coformulados y se administran por via intratecal al sistema
nervioso central de un paciente que lo necesita. En otras formas de realizacion, el vector y el agente
de contraste se proveen en el mismo envase para su administracion por via intratecal al sistema
nervioso central de un paciente que lo necesita. En varias formas de realizacion, la administracion de
un vector de la invencion y un agente de contraste al sistema nervioso central de un paciente que lo
necesita da como resultado un aumento de la supervivencia del paciente de por lo menos
aproximadamente 1%, por lo menos aproximadamente 5%, por lo menos aproximadamente 10%, por
lo menos aproximadamente 20%, por lo menos aproximadamente 30%, por lo menos
aproximadamente 40%, por lo menos aproximadamente 50%, por o menos aproximadamente 60%,
por lo menos aproximadamente 70%, por lo menos aproximadamente 80%, por lo menos
aproximadamente 90%, por lo menos aproximadamente 100%, por lo menos aproximadamente
150%, por lo menos aproximadamente 200% o mas con relacion a la supervivencia del paciente al

que se le administra un vector de la invencion en ausencia del agente de contraste.

En algunos aspectos, se contempla que la transduccion de células aumente adicionalmente al usar un
vector de la invencién en combinacion con un agente de contraste y cuando el paciente se coloca en
la posicion de Trendelenberg (posicion con la cabeza hacia abajo). En algunas formas de realizacion,
por ejemplo, el paciente es inclinado en la posicion con la cabeza hacia abajo a aproximadamente
entre 1 grado y aproximadamente 30 grados, aproximadamente 15 a aproximadamente 30 grados,
aproximadamente 30 a aproximadamente 60 grados, aproximadamente 60 a aproximadamente 90
grados, o aproximadamente 90 hasta aproximadamente 180 grados) durante o luego de la infusion
intratecal del vector. En varias formas de realizacion, la transduccion de células se incrementa en por
lo menos aproximadamente 1%, o por lo menos aproximadamente 5%, por lo menos

aproximadamente 10%, por lo menos aproximadamente 20%, por lo menos aproximadamente 30%,
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por lo menos aproximadamente 40%, por lo menos aproximadamente 50%, por lo menos
aproximadamente 60%, por lo menos aproximadamente 70%, por lo menos aproximadamente 80%,
por lo menos aproximadamente 90%, por lo menos aproximadamente 100%, por lo menos
aproximadamente 120%, por lo menos aproximadamente 150%, por lo menos aproximadamente
180%, por lo menos aproximadamente 200%, por lo menos aproximadamente 250%, por o menos
aproximadamente 300%, por lo menos aproximadamente 350%, por lo menos aproximadamente
400%, por lo menos aproximadamente 450%, por lo menos aproximadamente 500% o mas cuando
un vector de la invencidn se usa en combinacion con un agente de contraste y la posicion de
Trendelenberg segln lo descripto en la presente, en relacion con la transduccion de un vector de la
invencién cuando no se usa en combinacion con un agente de contraste y la posicion de
Trendelenberg. En formas de realizacion adicionales, la transduccion de células se incrementa en
aproximadamente entre 10% Yy aproximadamente 50%, o entre aproximadamente 10% vy
aproximadamente 100%, o entre aproximadamente 5% Yy aproximadamente 10%, o entre
aproximadamente 5% y aproximadamente 50%, o entre aproximadamente 1% y aproximadamente
500%, o entre aproximadamente 10% y aproximadamente 200%, o entre aproximadamente 10% y
aproximadamente 300%, o entre aproximadamente 10% vy aproximadamente 400%, o entre
aproximadamente 100% vy aproximadamente 500%, o entre aproximadamente 150% vy
aproximadamente 300%, o entre aproximadamente 200% y aproximadamente 500% cuando un
vector de la invencion se usa en combinacion con un agente de contraste y la posicion de
Trendelenberg segun lo descripto en la presente, en relacion con la transduccion de un vector de la
invencién cuando no se usa en combinacion con un agente de contraste y la posicion de

Trendelenberg.

La invencion ademas provee aspectos en los cuales la administracion por via intratecal de un vector
de la invencion y un agente de contraste al sistema nervioso central de un paciente que lo necesita
colocado en la posicion de Trendelenberg da como resultado un aumento adicional de la
supervivencia el paciente en relacion con la supervivencia del paciente cuando un vector de la
invencion se administra en ausencia del agente de contraste y la posicion de Trendelenberg. En varias
formas de realizacion, la administracion de un vector de la invencidn y un agente de contraste al
sistema nervioso central de un paciente que lo necesita colocado en la posicién de Trendelberg da
como resultado un aumento de la supervivencia del paciente de por lo menos aproximadamente 1%,
por lo menos aproximadamente 5%, por lo menos aproximadamente 10%, por lo menos
aproximadamente 20%, por lo menos aproximadamente 30%, por o menos aproximadamente 40%,

por lo menos aproximadamente 50%, por lo menos aproximadamente 60%, por lo menos
82



10

15

20

25

30

aproximadamente 70%, por lo menos aproximadamente 80%, por lo menos aproximadamente 90%,
por lo menos aproximadamente 100%, por lo menos aproximadamente 150%, por lo menos
aproximadamente 200% o mas en relacidn con la supervivencia del paciente cuando un vector de la

invencion se administra en ausencia del agente de contraste y la posicion de Trendelenberg.

De acuerdo con la presente descripciéon y las reivindicaciones que se acompafian, las formas
singulares de los articulos incluyen las plurales salvo que el contexto claramente indique lo contrario.
Opcional u opcionalmente significa que el evento o circunstancia subsecuentemente descripto puede
0 no ocurrir, y que la descripcion incluye casos en los cuales el evento o circunstancia ocurre y casos
en los cuales ello no sucede. Por ejemplo, la frase la composicion comprende opcionalmente una
combinacion significa que la composicién puede comprender una combinacion de diferentes
moléculas o puede no incluir una combinacion de modo que la descripcion abarca tanto la presencia
como la ausencia de la combinacion (es decir, los elementos individuales de la combinacion). Los
rangos pueden expresarse entre aproximadamente un valor en particular y/o aproximadamente otro
valor en particular. Al expresarse tal rango, otro aspecto incluye desde el valor en particular y/o hasta
el otro valor en particular. De forma similar, cuando los valores se expresan como aproximaciones,
mediante el uso del antecedente aproximadamente, se entendera que el valor en particular forma otro
aspecto. Asimismo se entendera que los puntos finales de cada uno de los rangos son significativos

tanto en relacion con el otro punto final, como independientemente del otro punto final.

La presente invencion sera adicionalmente ilustrada a través de los siguientes ejemplos que no deben
considerarse limitativos. El contenido de todas las referencias, patentes, y solicitudes de patente
publicadas citadas a lo largo de esta solicitud, asi como las Figuras, queda incorporado por completo

como referencia a todo efecto.
EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos deben considerarse ilustrativos y no limitativos del alcance de la invencién

antes descripta.

Ejemplo 1 — Generacion del Pre-Banco de Células Maestras para BPM

Métodos
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Descongelacion: Se descongeld un solo vial de células (1 x 10° células) en un bafio de agua a 37°C
durante aproximadamente 1 minuto y el contenido fue diluido en 5 mL de medio de crecimiento
completo pre-entibiado. Las células fueron transferidas a un matraz T-25 cm? y cultivadas en un
incubador a 37°C durante 4 dias, con reemplazo del medio de cultivo por medio de crecimiento

completo pre-entibiado cada dia.

Seleccion de Adherencia Aumentada: Las células fueron cultivadas usando la siguiente técnica para
seleccionar las células fuertemente adherentes. Una vez que las células alcanzaron 95% de
confluencia en el matraz de 25 cm?, las células fueron subcultivadas. Las células fueron lavadas con
5 mL de PBS luego disociadas con 0,5-1 mL de HyQTase durante ~2 minutos a temperatura ambiente.
La disociacion se interrumpié agregando 5 mL de medio de crecimiento completo y se pipeteo
repetidamente para disociar las aglomeraciones de células. La suspension celular luego fue
centrifugada durante 4 minutos a 200 x g. El sobrenadante fue descartado y el pellet celular fue
resuspendido en 10 mL de medio de crecimiento completo. Las células fueron transferidas a un
matraz de 75 cm?. Luego de 4 horas de incubacion en el incubador a 37°C, las células débilmente
adherentes fueron lavadas por aspiracion del medio de cultivo para eliminar las células débilmente
adherentes y no adherentes. EI medio de cultivo se reemplazé con 10 mL de medio de crecimiento
completo pre-entibiado. Este proceso redujo la masa celular en hasta 35% del nimero de células, por
inspeccion visual. Las células fueron incubadas durante 2 dias méas antes de ser subcultivadas
nuevamente. Este proceso de seleccion, que consiste en el cambio de medio 4 horas luego de la
siembra, fue ejecutado tres veces antes de la expansién de la poblacién celular seleccionada (Figura
2 y Figure a). En la etapa de seleccion final, las células fueron sembradas en matraces 2x175 cm?,
con un volumen final de 25 mL. Se advirtio una reduccién en la pérdida de células luego de las dltimas

4 horas después del cambio de medio de siembra.

Expansion de las células: Las células luego fueron expandidas una vez alcanzada la confluencia en
los matraces 2x175 cm?. Las células fueron lavadas con 15 mL PBS luego disociadas con 3 mL
HyQTase y se incubaron durante ~2 minutos a temperatura ambiente. La disociacion se interrumpio
agregando 10 mL de medio de crecimiento completo. La suspension de células luego fue centrifugada
para producir 2 pellets celulares una vez aspirado el sobrenadante. Cada pellet fue resuspendido en 8
mL de medio de crecimiento completo y 2 mL de esta suspension celular concentrada se agregaron a
matraces 8x175 cm?. Los matraces fueron preparados agregando 20 mL de medio de crecimiento
completo, lo que dio como resultado un total de 22 mL de suspension celular y una tasa de division

1:4. El siguiente paso de expansion utiliz el mismo procedimiento con las siguientes variaciones:
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los matraces 4x175 cm? fueron expandidos a una tasa de division de 1:2 y los matraces 4x175 cm?
fueron expandidos a una tasa de division de 1:3. Esto dio como resultado un total del 20 x 175 cm?

matraces.

Cosecha: Las células se cosecharon de los matraces 20 x 175 cm?. Las células fueron lavadas con 15
ml de PBS y luego disociadas con 3 ml de HyQTase conforme lo descripto anteriormente. La
disociacion celular se detuvo agregando 10 ml de medio de crecimiento completo y se recogio en
tubos de 50 ml con suspension celular de los matraces 4x175 cm2 sumados a 1 tubo de 50 ml. Esto
dio como resultado 5 x 50 ml tubos con 40 ml de suspension celular en cada uno. Los tubos se
centrifugaron para crear pellets celulares, se aspiraron los sobrenadantes y se volvieron a suspender
las células con 10 ml de medio de crecimiento completo, dando como resultado 50 ml de suspension

celular.

El volumen se dividi6 en 2 tubos de 50 ml, con un total de 25 ml de suspension celular en cada tubo.
Las muestras diluidas 1:2 se usaron para calcular los recuentos de células viables por tubo usando un
hemocitdmetro y azul de toludina (tripano). La muestra del tubo 1 tuvo un recuento de células viables
de 1,99 x 106 células/ml produciendo una concentracion celular de 3,98 x 10° células/ml y la muestra
del tubo 2 tuvo un recuento de células viables de 2,4 x 108 células/ml (un total de 1 x 108 células)
produciendo una concentracion celular de 4,8x10° células/mL (total 1,2 x 10® células). Asi, se
cosecharon un total de 2,2 x 108 células. Ambos tubos se centrifugaron nuevamente (6 minutos, 200
x g) Yy los pellets se resuspendieron en 10 ml (Tubo 1) y 12 ml (Tubo 2) de medio de congelacion,
respectivamente, para ajustar la concentracion celular a 1x107 células/ml. Las dos suspensiones
celulares se agruparon y se colocaron alicuotas de 1 ml (cada una con 1x107 células) en 22 crioviales
estériles (Tabla 3).

Tabla 3: Calculo del total de células cosechadas

Concentracion celular
para una muestra 1:2

Concentracion celular
para la cosecha

Total de células para
la Cosecha

Tubo 1 1,99 x 10 células/mL 3,98 x 108 células/mL 1 x 108 células
Tubo 2 2,4 x 10° células/mL 4.8 x 108 células/mL 1,2 x 108 células
Total - - 2,2 x 108 células

85




10

15

20

25

30

Los viales llenos se transfirieron luego a una camara de congelacion con isopropanol fresco durante
la noche en un congelador a -80°C para una congelacion a velocidad controlada. Los viales
congelados se transfirieron luego a nitrégeno liquido en fase de vapor en un tanque de nitrogeno

liquido. Se transfirieron diez viales en hielo seco para depositarlos en una instalacion de BMP.

Las células HEK293 de ATCC se descongelaron y se adaptaron con éxito para una mayor adherencia
en 3 pases antes de la expansion y la formacidn exitosa de un banco de siembra. El banco de siembra
se analizd para determinar el crecimiento y la presencia de agentes adventicios (micoplasma, hongos
y bacterias). Las pruebas mostraron que el banco de siembra es adecuado para el Banco de Células
Maestras en una instalacion de BPM.

Ejemplo 2 — Proceso Aguas Arriba

Un proceso aguas arriba (véase, por ejemplo, el Figura 4) se us6 para producir un derivado intermedio
de un banco de células de trabajo, en donde el proceso aguas arriba comprende los pasos de (a)
cultivar células adherentes, (b) transfectar las células cultivadas con tres plasmidos segun lo ilustrado
en la Figura 1 (por ejemplo, que comprenden AAV de SMN descripto en la presente) para permitir la
produccion del vector viral AAV, (c) lisar las células adherentes para aislar el vector viral AAV, (d)
purificar las particulas virales mediante filtracion para eliminar las células intactas o los restos
celulares, y (e) someter el producto purificado de (d) a filtracion de flujo tangencial, y (f) congelar la
preparacion intermedia resultante de particulas virales purificadas. En formas de realizacion
alternativas, el AAV preparado con el proceso aguas arriba divulgado codifica un ARNsh dirigido a

SOD1 o un MECP?2 de acuerdo con lo descripto en la presente.

(a) Cultivo de las células adherentes

Las células HEK?293 se descongelaron y expandieron a través de siete pases en matraces
descartables con el uso de incubadoras de CO2. Las células descongeladas se lavaron con medio de
crecimiento de expansion celular, se centrifugaron y se resuspendieron con medio de crecimiento de
expansion celular nuevo. Las céelulas resuspendidas fueron sembradas en un matraz que contenia

medio de crecimiento de expansion celular y se incubaron.

Cuando las células estuvieron confluentes, se lavaron con DPBS y se retiraron de los matraces con
solucion enzimatica TrypLE Select. Se agregd medio de crecimiento de expansion celular para

neutralizar la solucién de enzima, y las células suspendidas se dividieron y se volvieron a sembrar
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en nuevos matraces que contenian medio de crecimiento de expansion celular. Este proceso de
expansion se repitio 7 veces. En la ultima iteracion, las células suspendidas no se volvieron a
sembrar en matraces, sino que la suspension de células se inocul6 en un biorreactor para una

expansion adicional.

Un biorreactor de células adherentes iCELLis 500/200 m? 0 iCELLis 500/333 m? fue preparado
para la inoculacién antes de la inoculacion. Las actividades de preparacion incluyeron el
desembalaje del biorreactor desechable, la inspeccion fisica, la prueba de fugas, el montaje del
conjunto de tuberia y equilibrar de la sonda. EI medio de crecimiento de expansion celular se cargd
para equilibrar el biorreactor. Una vez que se verificé que el pH (pH 6,9 a 7,5), la temperatura
(35°C a 39°C) y el oxigeno disuelto (40-125%) estaban dentro de los rangos definidos, el
biorreactor se sembrd a una densidad de siembra objetivo de 4800-7000 células/cm? (para 200 m?
de reactor) 0 5000-12000 células/cm? (para 333 m? de reactor). La suspension celular del paso
anterior se agreg0 a los medios en una bolsa de medios de recirculacion y se hizo circular a traves

del biorreactor.

(b) Transfecciéon de las células adherentes

En los dias 4, 5 0 6 desde el momento de la inoculacion del biorreactor, se transfectaron células
HEK293 adherentes con una coprecipitacion de ADN de plasmido PEI triple. Los 3 plasmidos
utilizados para esta transfeccion son pPSMN, pAAV2/9 y pHELP. EI medio de crecimiento DMEM
utilizado para la expansion celular se retira del biorreactor y se reemplaza con medio de transfeccion.
El vector scAAV9.CB.SMN se produce usando la transfeccion de ADN de plasmido triple en células
embrionarias de rifion humano adherentes (HEK293) usando una coprecipitacion de polietilenimina
("PEI") en un biorreactor de células adherentes a gran escala. El plasmido vector pPSMN contiene el
ADNCc para la proteina de la neurona motora de supervivencia humana (SMN). Los 3 plasmidos
utilizados para esta transfeccion son pPSMN (222 mg), pAAV2/9 (333 mg) y pHELP (444 mg). Los
plasmidos pueden transfectarse en una proporcion de 1:1:1 mol. Se permitié que el medio de
transfeccion se equilibrara en el biorreactor hasta que la temperatura del biorreactor fuese >30 °C
antes de la adicion de la coprecipitacion de plasmido-PELI. El proceso de coprecipitacion de Plasmido-
PEI implica la adicion de los plasmidos a los medios de transfeccion y la filtracion de 0,2 p en una
bolsa de reaccion. EI PEI se agrego al medio de transfeccion y luego a la bolsa de reaccion. La relacion
de PEI-plasmido es de aproximadamente 1:1 en peso. La reaccion de PEI-Plasmido se mezcld

manualmente para formar una suspension homogénea y la reaccion ocurre durante un periodo de 15-
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30 minutos. Al final del tiempo de reaccion, la coprecipitacion de PEI-Plasmido se transfirié desde
la bolsa de reaccion al biorreactor. La coprecipitacion de PEI-Plasmido se dejé mezclar en el
biorreactor durante 1-2 horas (las duraciones alternativas se describen en el Ejemplo 7) antes de
reiniciar la agitacion. Los medios de transfeccion se recircularon en el biorreactor durante 18-24 horas

antes del proximo cambio de medios.

Al dia 6 del biorreactor, 18 a 24 horas despues de la transfeccion, se drend el biorreactor y la bolsa
de medios de recirculacion de Medios de Transfeccion se reemplazd con los medios de post
transfeccion. El biorreactor se llen6 con medios de post transfeccion con recirculacion. El dia 7, 18 -
24 horas después del cambio de medios el dia 6, los medios de post transfeccion en la bolsa de
recirculacion se reemplazaron con una bolsa nueva de medios post transfeccion. El biorreactor no fue
drenado durante este paso. La recirculacion de los medios continda hasta la cosecha, generalmente al
dia 9.

(c) Lisado de las células adherentes transfectadas

Después de 9 dias en el biorreactor, se tomaron las muestras finales previas a la cosecha del reactor
y se inici6 el proceso de lisis celular total. Se agregd Benzonase al biorreactor a una concentracién
final de 100 U/ml. La Benzonase se dejé mezclar en el reactor, y se incorpord tampon de lisis al
reactor. EI tampdn de lisis se mezcld en el reactor a 15-25 °C durante 2 horas antes de transferir el
contenido del biorreactor a la bolsa de cosecha. Se agregd una solucién de sal de sacarosa (SSS) que
apaga la reaccion de Benzonase a la bolsa de cosecha y se mezclé durante 15 minutos. Luego se
enjuago el biorreactor con el tampdn de enjuague de biorreactor durante 15 minutos y el enjuague fue
recogido en la bolsa de recoleccion de cosecha, junto con la solucion de lisis celular apagada. Una
vez incorporado el enjuague a la bolsa de recoleccion, se mezclé el contenido durante 15 minutos y

se tomaron muestras de la cosecha a granel.

(d) Preparacion de las particulas virales por filtracion vy filtracion de flujo tangencial

La cosecha a granel mezclada se filtro a través de un filtro de profundidad POD en una bolsa de
recoleccion. Una vez filtrada toda la cosecha a granel, el filtro de profundidad se arrastra con Tampon
FFT1. El conjunto de filtro de profundidad se mezcla y muestrea. Luego se filtrd el conjunto de filtro
de profundidad a través de un filtro de 0,45 um para aclarar adicionalmente el material de cosecha a

granel. El filtro de 0,45 um se arrastra con Tampon FFT1.
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Para la etapa FFT1, se lavaron 5,0 m? de casetes de membrana de celulosa regenerada con corte de
PM de 300 kDa, se desinfectaron con solucion de NaOH y se equilibraron con tampon FFT1. La fase
de concentracion de esta operacion fue disefiada para reducir el volumen de la cosecha clarificada en
aproximadamente 10x. Una vez que se alcanzo el volumen de retenido objetivo, se inicid la operacion
de diafiltracion. El retenido se diafiltré con 6 diavolumenes de tampon FFT1. Alternativamente, el
retenido puede ser diafiltrado con mas de 6 diavolimenes de tampon FFT1, por ejemplo, 10
diavolimenes, 12 diavolimenes o 15 diavolimenes. Una vez que se lograron 6 diavolumenes de flujo
total de permeado, el retenido se concentré nuevamente y se cosechd en una bolsa de recoleccion. Se
ejecutaron dos enjuagues sucesivos de la membrana para maximizar la recuperacion del producto del

sistema FFT para producir una sustancia farmacologica intermedia.

(e) Congelacion del intermedio

El intermedio de FFT1 se dividio en alicuotas en botellas de PETG estériles de 1 o 2 litros en una

campana LFH y luego se congeld en hielo seco o en un congelador y fue almacenado a -60°C.

Tabla 4: Tampones utilizados en el proceso aguas arriba

Nombre Formulacion Esﬁﬁzjs o) pOEEED Eiek gt
Medio de | DMEM con 10% FBS, 4,5 ¢/l | Expansion celular, pre-transfeccion
Crecimiento de | glucosa, 4 mM L-glutamina en Biorreactor iCELLIs
Expansion
Celular
Medio de | DMEM sin  FBS, sin calcio, | Transfeccion en Biorreactor
Transfeccion sin L-glutaminay 4,5 g/L glucosa ICELLIis
Medio de Post | OptiMEM con 2,3 g/L glucosa, | Post transfeccion en Biorreactor
Transfeccion 4 mM L-glutamina, y sin FBS ICELLIis
Tampon de Lisis | 500 mM HEPES, 10% Tween 20, | Lisis celular en  Biorreactor
20 mM MgCl,, pH 8,0 ICELLIis
Solucion de Sal | 3700 mM NaCl, 10% Sacarosa Clarificacion
de Sacarosa
(SSS)
Tampén de | 20 mM Tris, 1 mM MgCl,, 500 mM | Cosecha en biorreactor iCELL.is
Enjuague de | NaCl, 1% Tween 20, 1% Sacarosa
Biorreactor
Tampon FFT1 20 mM Tris, 1 mM MgCl,, 500 mM | Clarificacion, FFT1
NaCl, 1% Sacarosa
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Tampén de | 0,5 M NaOH Sanitizacién de membrana FFT1
Sanitizacion
FFT1

Ejemplo 3 — Proceso aguas abajo

Un proceso aguas abajo (véase, por ejemplo, la Figura 5) se utilizé para procesar el intermedio de
FFT1 en una sustancia farmacologica filtrada. En algunas formas de realizacion, el proceso aguas
abajo divulgado en la presente puede ser utilizado para procesar un intermedio que comprende un
AAV de SMN, un AAV de MECP2, o un AAV que codifica ARNsh dirigido a SOD1 segun lo
descripto en la presente. Las etapas del proceso aguas abajo incluyen: (a) acidificacion y clarificacion
del intermedio (usando filtracion), (b) purificacion utilizando cromatografia de intercambio catiénico,
(c) filtracion por filtracion de flujo tangencial (“FFT2”), (d) ultracentrifugacion usando tampon de
CsCl para separar las capsides virales llenas y vacias, (e) recolectar los vectores virales de AAV, y
(d) filtrar los vectores virales de AAV recolectados con un segundo paso de filtracion de flujo
tangencial (“FFT3”).

(a) Acidificacion y Clarificacion

El material intermedio de FFT1 del proceso aguas arriba (descongelado a temperatura ambiente si
previamente estaba congelado) se bombe6 a una bolsa con un mezclador. El producto intermedio de
FFT1 se mezclo y se tomd una muestra para determinar el titulo. El producto intermedio de FFT1 se
procesd inmediatamente mediante la adicion de 11-14% de Tween 20. Tween 20 se usO para
promover la floculacion de la mayor parte de las proteinas y el ADN de la célula huésped en
condiciones de pH &cido. La mezcla se dejo incubar durante 12-20 horas. Luego se redujo el pH
mediante la adicion de tampdn de acidificacion (glicina 1 M) a pH 3,3-3,7. El precipitado formado
después de bajar el pH fue entonces eliminado filtrando la solucion a través de un Clarisolve de 1,1
m? y un filtro de profundidad Millistak + COHC de 2,2 m?y filtros de pulido de 0,45 um. Este proceso

dio como resultado el intermedio de FFT acidificado y clarificado.

(b) Purificacion con cromatografia de intercambio catidénico
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El paso de cromatografia de intercambio catidnico (CEX) se uso6 para separar las capsides virales de
las proteinas, el ADN y otras impurezas del proceso, por ejemplo, los lipidos de las células huésped,
TWEEN 20. Este paso utilizé una columna de cromatografia (8,0 L) CIMmultus S03-8000 Advanced
Composite Column (sulfonilo) (poros de 0,2 um) operada usando un sistema de cromatografia de

proceso automatizado. Los tampones y las soluciones estan descriptos en la siguiente tabla:

Tabla 5: Tampones v soluciones para un ciclo de CEX

Nombre de Ila . . Volumen (L) para un
solucién Rallbesl el Ol ciclode CEX de 8 L
WEI WEI Enjuagues de la 200 L
columna
50 mM glicina, 500 mM
NaCl, 1,0 % sacarosa, 0,20 Equilibrio lavado
Tampon CEX A | % poloxamero 188, ., ' | 256 L
elucion
pH 3,5+0,1a20°C
50 mM glicina, 2,0 M NaCl,
1,0 % sacarosa, 0,20 % Equilibrio  de la
Tampén CEX B | poloxamero 188, 1 ° 40 L
columnay elucion
pH 3,5+ 0,1a20°C
Solucién de TRy’
limpieza 1 M NaOH. 2 M NaCl Sanitizacion de la 96 L
monolitica columna, CIP
1M 'acetato de 1 M acetato de amonio Recuperacion del pH 40 L
amonio de la columna
Tamp()_n . de | 1O MTris Ajuste del pH del
neutralizacién roducto de CEX 05L
del pH a 9,0 pH 9,1+ 0,1 a20°C P
Solucion -~ de | 5504 Eranol en WFI Almacenamiento - de |
almacenamiento la columna

El intermedio de FFT acidificado y clarificado (es decir, la carga de CEX) se cargd en una columna
CEX limpiay equilibrada. Las condiciones fueron tales que los vectores virales se unen a la columna
monolitica. EI material no unido se lavé de la columna con tampén CEX A. El producto se eluy6 de
la resina con un gradiente de Tampon CEX B en Tampon CEX A. La recoleccion de la Fraccion 1 se

inicio al comienzo del gradiente de elucion para 10 volumenes de columna (CV)ea volumen definido
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de 2,3-2,7 CV. La columna de cromatografia se descart6 después de cada lote (es decir, la columna
de cromatografia no se reutilizd). El producto eluido de CEX (Fraccion 2) entonces se neutralizd

utilizando Tampon de Neutralizacion a un pH de 7,7-8,3.

(c) Filtrado con Filtracion de Flujo Tangencial (FFT?2)

El paso FFT2 concentro el vector viral, elimind las impurezas de las proteinas e intercambio el tampén
por un tampon apropiado para el paso de ultracentrifugacion en Cloruro de Cesio. El Eluato
Neutralizado se procesd usando un sistema de FFT equipado con 0,3 m? de membrana de celulosa
regenerada de PMCO de 300 kDa.

El volumen del eluato neutralizado de CEX se redujo a un volumen de retenido objetivo. Una vez
que se alcanzo el volumen de retenido objetivo, se inicid la diafiltracion en modo FFT discontinuo
(modo en lotes). El producto retenido se diluy6 2 veces con tampon de diafiltracion de NaCl de FFT2,
y el producto retenido se concentro hasta su volumen inicial. Esto se repitio hasta que se completo la
diafiltracion con Tampon de Diafiltracion de NaCl de FFT2. El producto retenido luego se diluyo 2
veces con tampon de diafiltracion de CsCl de FFT2 y el producto retenido se concentrd hasta su
volumen inicial. Esto se repitié hasta que se completd la diafiltracion con Tampdn de Diafiltracion
de NaCl de FFT2.

El retenido ademés fue concentrado hasta una masa final basada en el titulo fisico del eluato
neutralizado de CEX, el volumen de retencion del sistema, el volumen de lavado del sistema y la
densidad de retencion para lograr la concentracion deseada del vector objetivo y se recuperd en una
bolsa de recoleccidn. Un ciclo de enjuague del sistema con tampdn de diafiltracion de CsCl de FFT2
fue seguido por una purga del producto para maximizar la recuperacion del producto del sistema FFT.
Se tomo una muestra del retenido de FFT2, que contiene el retenido y el enjuague) para la medicion
del titulo fisico. Los casetes de membrana de FFT2 se descartaron después de cada lote (es decir, las

membranas FFT no se reutilizaron).

Tabla 6: Tampones para FFT2

Nombre de la solucién Composicion
Tampon de Diafiltracion de NaCl | 20 mM Tris, 2 mM MgClz, 150 mM NaCl, 0,2%
de FFT2 Poloxamero 188, 1% Sacarosa , pH 8,1 + 0,1 a 20°C
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Tampon de Diafiltracion de CsCl | 20 mM Tris, 2 mM MgClz, 3 M CsCl, 0,2% Poloxamero

de FFT2 188, pH 8,1+ 0,1 2 20°C

(d) Ultracentrifugacion en CsCl

El objeto del paso de la ultracentrifugacion fue eliminar las capsides vacias de las capsides llenas
utilizando la ultracentrifugacion en gradiente de cloruro de cesio. El retenido de FFT2 se incorporo a
los tubos de ultracentrifugacion y los tubos se sellaron. Los tubos se colocaron en una ultracentrifuga,
como un sistema automatizado Optima XPN 100 Ultra Centrifuge o un sistema equivalente equipado
con un rotor Tipo 50,2 Ti 0 un rotor equivalente. Los tubos llenos se centrifugaron a 45,000 rpm
durante 22 horas a 20°C.

(e) Recoleccion de los vectores virales de AAV

Después de completar el paso de centrifugacion, se retiraron los tubos de la ultracentrifuga y se
colocaron en un gabinete de bioseguridad. Los tubos conteniendo el producto se montaron en soportes
de anillo sobre un contenedor de residuos. Se colocd una lampara directamente debajo del tubo para
visualizar la banda de las capsides vacias (Banda A, banda mas alta), las bandas de doblete de capsides
llenas (Banda B y Banda C, bandas superior e inferior del doblete) y la banda mas baja debajo del
doblete (Banda D). Los tubos se pincharon con una aguja montada a una jeringa para ventilar los
tubos, y las bandas B, C y D se retiraron con una aguja. EI material recolectado se transfirié a una
bolsa de recoleccidn. El grupo ultracentrifugado recolectado (Grupo UC) se diluy6 con tampon FFT2
para alcanzar una concentracion de CsCl inicial consistente en el material de carga de FFT2. El Pool
de UC diluido se procesa en el paso FFT3. El tampon para el paso de ultracentrifugacion en Cloruro

de Cesio se indica en la tabla a continuacion:

Tabla 7: Tampdn para Ultracentrifugacion en CsCl

Nombre de la Solucién Composicion
Tampon de Diafiltracion en CsCl | 20 mM Tris, 2 mM MgCI2, 3 M CsCl, 0,2% Poloxamero
FFT2 188, pH 8,1 £ 0,10

(f) Filtracion con Filtracion de Flujo Tangencial (FFT3)
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La etapa FFT3 elimind el CsCl y concentr6 el vector completo usando el Tampdn de Formulacién
Final. Se utiliz6 un sistema de filtracion de flujo tangencial en conjunto con 50 cm? de membranas

de celulosa regeneradas de 300 kDa de PMCO. El vector viral fue retenido por las membranas.

El volumen del pool de UC diluido se redujo a un volumen de retenido objetivo. Una vez que se
alcanzé el volumen objetivo, se inicid la diafiltracion continua a un volumen de retenido constante.
El producto retenido se diafiltré con tampdn FFT3. Se tomd una muestra del retenido diafiltrado
para la medicion del titulo fisico. El producto retenido ademas fue concentrado a un peso de
permeado, que se calculé mediante 1) el volumen de producto retenido en el sistema FFT al final de
la diafiltracion, 2) el titulo fisico del Pool de UC Diluido, 3) una concentracion de sustancia
farmacoldgica objetivo (SF), 4) el volumen combinado de los lavados del sistema y los lavados del
filtro, y 5) la densidad del tampon FFT3. Los casetes de membrana de FFT3 se descartaron después

de cada lote (es decir, los casetes no se reutilizan).

Tabla 8: Tampones para FFT3

Nombre de la Solucién Composicion

Tampon para FFT3 opcion | 20 mM Tris, 1 mM MgClz, 200 MM NacCl, 0,001% Poloxamero

1 188, pH 8,0 £ 0,1 a 20°C
Tampon para FFT3 opcion | 20 mM Tris, 1 mM MgClz, 200 MM NacCl, 0,005% Poloxamero
2 188, pH 8,0 £ 0,1 a 20°C

Se realizaron dos enjuagues sucesivos de 20 ml de las membranas FFT con el Tampon para FFT3
para recuperar el vector del sistema FFT. Los enjuagues se recuperaron a través de un filtro de grado
de esterilizacion EKV Pall Supor® de 0,2 mm (Mini Kleenpak). Se realiz6 un enjuague del filtro con
Tampon para FFT3 para recuperar cualquier vector remanente en el filtro y con el fin de ajustar el
volumen final del Pool de Filtrado FFT3 (es decir, la Sustancia Farmacoldgica “DS”). La sustancia

farmacoldgica se dividid en alicuotas en botellas de PETG de 125 o0 250 ml y se congelé a <-60 °C.

Ejemplo 4 — Formulacion y Llenado

El Producto Farmacologico (PF) fue una infusion intravenosa de dosis Unica, sin conservantes, estéril,
de transparente a ligeramente opaca y de incolora a débilmente blanca, del vector AAV9 auto
complementario no replicante a una concentracion objetivo de 2,0 x 10 vg/ml. El producto
farmacoldgico contenia 20 mM Tris, 1 mM MgCl2, 200 mM NaCl, 0,005% p/v de Poloxamero 188.
El rango de pH de la solucion fue de 7,7 a 8,3.
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Tabla 9: Operacion de la Unidad de Productos Farmacologicos — Composicion de Tampones

Nombre de la Solucién Composicion

Tampon de la 20 mM Tris, 1 mM MgClz, 200 mM Nacl, 0,001% Poloxamero
Formulacion del Producto | 188, pH8,0+0,1

Farmacoldgico, opcion 1
Tampon de la 20 mM Tris, 1 mM MgCl,, 200 mM NacCl, 0,005% Poloxamero
Formulacion del Producto | 188, pH 8,0+ 0,1

Farmacoldgico opcion 2

El producto farmacologico fue colocado en viales estériles Crystal Zenith (CZ) de 10 ml, listos para
usar, tapados con tapones elastoméricos de clorobutilo estériles, listos para usar, y sellados con
sellos de aluminio estériles de 20 mm. Los viales se llenaron con un volumen de llenado nominal de
5,5 ml u 8,3 ml. El sobrellenado objetivo fue de 0,4 ml, y los viales se llenaron a5,9 £ 0,1 ml 0 8,7
+0,1ml.

Ejemplo 5 - Ensayo de potencia

La potencia relativa del producto farmacoldgico se midié usando un ensayo cuantitativo in vivo. El
ensayo utilizé un modelo de raton establecido de la enfermedad de AME. Las parejas reproductoras
del ratén de la cepa AMEA7 (Jackson Laboratories, # 005025) son fenotipicamente normales, pero ~
25% de sus descendientes son homocigoticos para la mutacion del gen de SMN objetivo y muestran
el fenotipo similar a AME. Al dia 5, muestran signos de debilidad muscular y en la semana siguiente
desarrollan una marcha anormal y tendencia a caerse. Jackson Laboratories informa que la
supervivencia media para animales con el fenotipo similar a AME es de ~ 15 + 2 dias. Los estudios
piloto demostraron un tiempo medio de supervivencia para animales no tratados con fenotipo similar

a AME de 16,3 dias (media geométrica; n = 3 estudios; 10 ratones por estudio).

El producto farmacoldgico biol6gicamente activo administrado por infusion intravenosa (1V) produce
un aumento en el tiempo de supervivencia en funcién de la dosis (vg/kg). La potencia del producto
farmacoldgico se midié en relacion con el material de referencia (lote previo de vector). El titulo del
producto farmacoldgico y el material de referencia (genomas de vector/ml; vg/ml) se determinaron
por reaccién en cadena de la polimerasa de gotas digital (ddPCR). El vector se diluy6 en solucion
salina para lograr cada uno de los tres niveles de dosis especificados que se administraran a ratones

con el fenotipo similar a AME.
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Los resultados de un ensayo se consideran aceptables si el ensayo pasa la idoneidad. La idoneidad
del ensayo consiste en lo siguiente:
1. Limite de aceptacion para la muestra de control negativo (15 + 2 dias, Supervivencia Media)
2. Limite de aceptacion para la muestra de control positivo (> 40 dias, Supervivencia Media)
3. Limites de aceptacidon sobre curva de respuesta a la dosis de Supervivencia Media del

estandar de referencia

Se utilizé un lote previo de vector (en adelante, Lote Previo) en este estudio para determinar la
correlacion lineal entre la supervivencia media (dias) del ratdbn AMEA?Y al recibir el medicamento (en
adelante, Lote de Muestra) a cinco niveles de dosis diferentes, incluyendo la Dosis 0 (cero) utilizando
solucion salina al 0,9% (grupo no tratado). La Tabla 10 ilustra la curva de calibracion utilizando el

lote de referencia de Lote Previo.

Tabla 10: Curva de calibracién utilizando cinco niveles de dosis de AVXS-101

Estandar de referencia del lote previo a lo largo del tiempo

Suervivencia media (dias)
0 meses 3 meses 6 meses
Dosis (vg/ka) | Replicado1  Replicado?  Replicado3 | Replicadol Replicado2 Replicado3 | Replicadol |
n=44 n=32 n=38 n=21 n=21 n=21 n=22
0 15 16 15 15 14 16 16
1.21E+13 24 23 25 21 21 21 22
7.38E+13 31 29 27 29 29 ND 28
1.18E+14 ND*(>103) | ND*(>115) 79
294414 ND* (>131) : : ND*(>47) | ND*(>47) | ND*(>37) | ND*[>41)

*No determinado (ND) — La Supervivencia Media (dias) no fue alcanzada al 24/08/2017

Los datos de este estudio demostraron que el rango lineal de la mediana de la curva dosis-respuesta
de supervivencia fue de 0-7,4 vg/kg. La potencia relativa del Lote de Muestra del producto
farmacéutico se establecié comparando la curva de regresion lineal del estandar de referencia del Lote
Previo con la curva de regresion lineal del Lote de Muestra del producto farmacologico. Esto se logro
utilizando la relacion entre la interseccion en y y la pendiente de cada linea de regresion lineal (es
decir, Estandar de referencia y Articulo de prueba). El calculo de la Potencia Relativa porcentual se

describe en la ecuacién (1) a continuacion:
% PR = [(Interseccién-y/pendiente del Articulo de Prueba) + (Interseccién-y/pendiente del Estandar de
Referencia)] X 100 (1)

El Lote Previo utilizado en el ensayo clinico de fase 1 fue utilizado como el lote de Estdndar de
Referencia y se le asigno una potencia de 100%.
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Los datos anteriores establecieron los criterios preliminares de aceptacion del ensayo utilizando la
porcion lineal de la curva de respuesta a la dosis de supervivencia media para determinar la potencia
relativa de los lotes clinicos del producto farmacologico, de la siguiente manera:
e La curva de respuesta a la dosis de supervivencia media (dias) se genero usando 5 niveles de
dosis (vg/kg)
e Lasdosis0, 1,2E+13y 7,4E+13 fueron seleccionadas para correr un modelo de respuesta a la
dosis lineal.
e Los limites de adecuabilidad para la solucion salina (grupo sin tratar) fueron una
supervivencia media de 13 a 17 dias.
e Los limites de adecuabilidad para la muestra de estandar de referencia se establecieron como:
o Pendiente >2,0E-13
o0 Interseccién-y > 16,00 (dias)
0 Interseccién-y/Relacion de Pendiente > 8,5E+13
o R2>0,7

El modelo de raton A7 se utiliz6 para demostrar la eficacia de la terapia de la AME, incluido el
producto farmacoldgico. Con una supervivencia media de 15 dias + 2 dias, los animales de control
tratados con solucion Tampon para FFT3 (vehiculo) proporcionan un control de referencia confiable
a partir del cual la potencia del producto puede medirse como un aumento en la supervivencia media.
El trabajo de desarrollo con el producto farmacoldgico identifico tres (3) dosis (excluyendo la dosis
tratada con el vehiculo) determinadas por Genomic Titer usando PCR de Gotas Digital (ddPCR) que
afectan la supervivencia en el modelo de raton con una correlacion lineal cuando la dosis administrada
(vg/kg) se transforma logaritmicamente y se traza contra la Supervivencia Media (en dias) del raton
neonatal AMEA?7 tratado. Véanse los titulos estandar (vg/mL) en la Tabla 11 para los estandares de
titulos bajo, medio y alto. Ademas, la solucion de Tampon FFT (vehiculo) se utiliza tanto para el
punto de la curva de calibracion cero (0) como para un control negativo. También se incluyé como
control positivo una dosis que demostrd una supervivencia >40 dias (mas que la dosis que demuestra

duplicar la supervivencia media).

Tabla 11: Dosis Objetivo

Dosis (vg/kQg) Supervivencia Media (dias) | Estandares y Controles

Solucién de Tampon para

FET3 (Vehiculo) 15+2 Control Negativo (sin tratar)
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1,10x10% f/le(?i(; dias  Supervivencia Control Positivo
1,00x10"2 16+2 Estandar-1
1,2x10"3 22+3 Estandar -2
7,5x1013 31+3 Estandar -3

Preparaciones de solucidn de dosis (refiérase a la Tabla 12 por el ejemplo del esquema de dilucion).

Control Negativo -- La Solucion Tampon para FFT3 (Tampon de formulacion final del
Producto Farmacoldgico) se usa como Control Negativo

Control Positivo -- El lote de Articulo de Prueba se prepara a 1,10x10* vg/kg usando Solucion
Tampdn para FFT3. Véase la Tabla 12 por el ejemplo de esquema de dilucion.

Soluciones de Estandar de Referencia -- El lote de Estandar de Referencia se prepara en tres

concentraciones delineadas en la Tabla 11 usando la Solucién Tampdn para FFT3.

Tabla 12: Estandar de Referencia y Esquema de Dilucion de Articulo de Prueba (Ejemplo)

Estandar de
Referencia Estandar de Solucion \SSIB?S?Q
Dosis [Titulo de Conversiéon | Referencia/VVolumen | Salina Total
(va/kg) ddPCR del avg/uL del Articulo de
Articulo de Ensayo a usar (uL) (uL)
Prueba (vg/mL) (L)
1,2x10%8 5,0x10%3 5,0x10%° 2,6 47,4 50,0

Preparacion del articulo de prueba: El articulo de prueba se diluyé usando Solucién Tampén para
FFT3. Las diluciones se calcularon para generar las dosis de prueba (vg/kg) delineadas en la Tabla
11 por ratén en un volumen final total de 50 pl. Se prepararon diluciones para 12 ratones a la vez con
un volumen adicional como Control Positivo dirigido a aumentar la vida minima de los ratones

tratados a >40 dias de Supervivencia Media (dias).
Limites de aceptacion en las muestras de control

Control Negativo (ratones sin tratar) -- El limite de aceptacion del ensayo para el grupo de
Control Negativo fue que los ratones AMEA7 alcancen la supervivencia media de 15+2 dias. Ademas,

todo raton que fallezca en <10 dias serd excluido del analisis.

Control Positivo (grupo tratado a la dosis clinica objetivo) -- El limite de aceptacion del

ensayo para el grupo de Control Positivo fue que, como minimo, la vida de los ratones tratados
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alcanzara >40 dias de Supervivencia Media. Ademas, todo raton que fallezca en <10 dias sera

excluido del andlisis.

Limites de aceptacion en la curva de respuesta a la dosis del Estandar de Referencia
Los criterios de idoneidad del ensayo se determinaran para la curva de respuesta a la dosis lineal
estandar de referencia que representa la Supervivencia Media (dias) frente a la dosis administrada

(vg/ml). Véase la Tabla 13 por los criterios de idoneidad del ensayo.

Tabla 13: Criterios de Idoneidad del Ensayo (Curva del Respuesta a la Dosis Lineal del
Estandar de Referencia)

Lote Testeado Pendiente | Interseccion REIEETN Rz | Potencia
Interseccion/Pendiente Asignada
Estandar de Referencia >2,0x10% | >16,5 > 8,5x10%3 37 100,0
Acrticulo de Prueba >2,0x10® | >16,0 > 8,0x10%3 37 )

Relacion Interseccion-Y/Pendiente -- Una curva de regresion lineal de la Supervivencia Media (dias)
versus la dosis administrada (vg/kg) para el Estdndar de Referencia y el Articulo de Prueba es
determinada. Se calcula la relacion de Interseccion-y a la pendiente para cada regresion lineal.
Resultados de los informes

Informe Cualitativo de los Resultados de Potencia Relativa -- Los criterios de Idoneidad del Ensayo
se evalluan para cada ensayo antes de la determinacion de una lectura de un solo punto de la
Supervivencia Media (dias) a > 40 dias para el material de Control Positivo. Si la Supervivencia
Media del grupo de Control Positivo es > 40 dias, el Articulo de Prueba puede ser utilizado si se

cumplen los siguientes criterios.

Informe Cuantitativo de los Resultados de Potencia Relativa -- Los criterios de Idoneidad del Ensayo
se evallan para cada ensayo antes de la determinacion cuantitativa de la Potencia Relativa para el
Acrticulo de Prueba. La potencia relativa para el Articulo de Prueba se puede reportar una vez que el
control Positivo alcanza >40 dias y se logra la Supervivencia Media de 31+3 dias para el grupo de
ratones que representa la dosis estandar superior de 7,5x10% vg/kg. La Potencia Relativa Porcentual
(% PR) para un Articulo de Prueba se calculara utilizando la interseccion en y la pendiente de
respuesta a la dosis de la regresion lineal de Supervivencia Media (dias) de la siguiente manera:
% PR = 100% * [(Articulo de Prueba interseccion en y/pendiente) + (Estandar de Referencia

interseccion en y/pendiente)]

99



10

15

20

25

30

Ejemplo 6: Estudio de inactivacion de tensioactivo
Para separar la influencia del pH bajo y la interpolacion, se usé una muestra de sustancia farmacologica
Intermedia de FFT1 que tiene un pH de 7,6 y Tween-20 al 4-8% para el estudio de inactivacion con
tensioactivo. La concentracion de Tween-20 en el Intermedio de FFT1 es aproximadamente 2,5 veces
menor que en el proceso completo cuando Tween-20 se agrega al Intermedio de FFT1 antes de la
acidificacion. Esta concentracion més baja de Tween-20 se considerd el peor escenario para la
inactivacion dirigida por tensioactivo en el proceso de la sustancia farmacoldgica. El articulo de prueba
para el paso de inactivacion del virus por tratamiento con tensioactivo fue el Intermedio de FFT-1 que
contiene 4-8% de Tween-20. Para evaluar la capacidad de inactivacion del virus mediante el paso de
tratamiento con tensoactivo, se utilizaron XMuLV y PRV con el fin de enriquecer el articulo de prueba
con virus en experimentos duplicados. El virus se cuantifico usando un ensayo de infectividad de

formacion de placa.

El paso de fabricacion de FFT1 genera un rango de concentracion de tensioactivo de 4-8% Tween-
20. Se formd un pool del Intermedio de FFT1, y se agregé 12% mas de Tween-20 al Intermedio de
FFT1 a una temperatura operativa de 16-20°C con mezcla durante 12-20 horas. El proceso de
aclaramiento viral se realizé a una concentracion de 4-8% Tween-20 y a una temperatura controlada
de 16,0°C £ 0,1°C. La duracion del proceso de inactivacion fue de 120 minutos versus el tiempo de

proceso tipico de 16 horas.

Para el proceso de inactivacion, la carga de inactivacion se preparé midiendo el volumen del articulo
de prueba, equilibrandolo a la temperatura objetivo y luego enriqueciendo con virus. Se retiraron
muestras de la carga de inactivacion enriquecida en seis (6) puntos temporales para demostrar la
cinética de la inactivacion a lo largo del tiempo: <1 minuto, 15 minutos, 30 minutos, 60 minutos, 90
minutos, y 120 minutos. Después de la recoleccion, cada muestra se diluy6 en medio de crecimiento
para detener la inactivacion del virus, y se analizo el virus. Para aumentar la sensibilidad del ensayo
a los 90 minutos y 120 minutos, también se analizaron grandes volimenes de muestras de estos puntos
temporales para detectar virus. Debido a la presencia de Tween-20 en el articulo de prueba para este
paso, el titulo de la carga de inactivacion se calcul6 a partir del titulo del virus de enriquecimiento y

el volumen del virus enriquecido.

Se demostré que la efectividad de la inactivacion del virus mediante el tratamiento con tensioactivo
(Tween-20) es efectiva seglin lo demuestran los valores de LRV mayores a 4 log*® para ambos virus

en el punto de tiempo de 90 minutos. La cinética de inactivacion por tratamiento con tensioactivo se
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ilustra en la Figura 6 y la Figura 7 en forma de gréficos de la tasa de inactivacion del virus en el

transcurso de 120 minutos durante el tratamiento con tensioactivo Tween-20.

Ejemplo 7: Efecto de una mayor densidad de siembra, transfeccion y cosecha previa y tiempos

de mezcla de ADN/PEI en la produccién de sustancias farmacoldgicas

Se evaluo el efecto de una mayor densidad de siembra, transfeccion y cosecha un dia antes y los
tiempos de mezcla de ADN/PEI en la produccion de la sustancia farmacologica. Cada condicion se

evaluo por duplicado en un biorreactor de 1,6m?.

MATERIALES Y METODOS

Escalado de las Células

Las células HEK 293 fueron descongeladas y resuspendidas en DMEM suplementado con 10% de
FBS. Las células se centrifugaron a 209 x g, 5 min, a temperatura ambiente, luego se retird el
sobrenadante y se agreg0 DMEM nuevo+10% de FBS. Las células se contaron para determinar la
densidad y viabilidad de las células viables y se sembraron en 2 matraces T de 175cm? y se incubaron
a 37,0°C, 5% de CO2 durante tres dias hasta que los cultivos alcanzaron ~ 90% de confluencia. Para
cada paso de las células, se eliminaron los medios agotados, los matraces se lavaron con PBS (-CaCls,
-MgCl;) a 0,08 ml/cm?, y luego los matraces se trataron con TrypLE Select (0,04 ml/cm2) y se
incubaron a 37,0°C, 5% CO- durante 2-3 minutos. La tripsina se inactivo con DMEM + FBS al 10%
(0,04 ml/cm?). Las células se expandieron y sembraron segun el diagrama de la Figura 8.

Inoculacion y Monitoreo de las Células

Los biorreactores se inocularon por duplicado con células HEK 293 a una densidad objetivo de 8,000
células/cm?y 12,000 células/cm? en medios de crecimiento (DMEM con alto contenido de glucosa +
10% Australian Origin FBS + 1:100 Penicilina Estreptomicina (Pen Strep) con agitacion Los
parametros del proceso se fijaron en pH 7,23, 37,0°C, 55% oxigeno disuelto (OD) y una velocidad
lineal de 2cm/s. 24 horas después de la siembra, la recirculacion con medio de crecimiento DMEM
(0,188 ml/cm2) se activé a una velocidad de recirculacion (12,5 ml/min). Las muestras diarias
tomadas para pH, metabolitos y nutrientes fuera de linea se leyeron usando un Nova BioFlex. Al dia
cuatro (12,000 células/cm?), al dia cinco (8,000células/cm?) y al dia nueve luego de la siembra, se

eliminaron tres fibras y se lisaron con 1:1:1 v/v PBS, solucién A100 y B100 (ChemoMetec) y se

101



10

15

20

25

30

procedio al recuento (NucleoCounter NC-200) de nucleos totales para monitorear el crecimiento del

cultivo.

Transfeccion

Al dia cuatro (12,000 células/cm?) y dia cinco (8,000 células/cm?) después de la inoculacion celular,
se detuvo la recirculacién y las células en cada biorreactor se transfectaron con ADN de plasmido y
Polietilenimina (PEI). EI ADN y PEI se mezclaron en una relacion de 1:1 mg/mg. Los ADN de
Plasmido se transfectaron en una relacion en masa de 1:1,5:2 agregandose plasmido pSMN, plasmido
pAAV2/9 y plaésmido pHELP a medios DMEM -/-; alta glucosa, -CaCly, - L-glutamina y 0,2 uM
filtrados y mezclados por inversién. Se agregd PEIl a medios DEMEM -/- y se mezcld por inversion.
Luego se agrego PEI al ADN, se mezclo por inversion y se incubd a temperatura ambiente durante
20 minutos para las 8,000 células/cm? (control) y 12,000 células/cm?. EI ADN/PEI se incub6 durante
1 hora y 2 horas para las otras dos condiciones de 8,000 células/cm?. Esta mezcla de complejo de
ADN/PEI se usé para transfectar dos biorreactores para cada una de las cuatro condiciones. Se agregd
complejo de ADN/PEI a cada biorreactor y se incubo a los parametros del proceso durante dos horas.

Dos horas después de la transfeccion el circuito de recirculacion se volvié a encender.

Medios de Intercambio Post Transfeccion

24 horas después de la transfeccion, todos los medios en biorreactores y circuitos de recirculacion
fueron retirados y reemplazados por OptiMEM + 1:100 Pen Strep (0,132 mL/cm?) y recirculados
durante 24 horas a los parametros del proceso. 48 horas después de la transfeccion, todos los medios
se eliminan solamente de la recirculacion y se reemplazan con OptiMEM + 1:100 Pen Strep (12

mL/min) recirculandose a los parametros del proceso.

Cosecha

Al dia ocho (12,000 células/cm?) y dia nueve (8,000 células/cm?) después de la inoculacion celular,
se agregd Benzonase (100 U/mL), se arrastré con Tampon de Lisis (HEPES 50 mM, Tween 20 al
1%), y se incub0 durante dos horas a los pardmetros del proceso. Los biorreactores se drenaron y se
incorporo solucion de sal de Sacarosa (NaCl 500 mM, 1% p/v de sacarosa), y se mezcld por inversion.
Los biorreactores se lavaron con tampon de enjuague biorreactor (500 mM NaCl, 1% p/v de Sacarosa,
20 mM Tris Base, 1% v/v Tween 20, 1 mM MgCl26H20) durante aproximadamente 15 minutos a los
parametros del proceso. Los biorreactores se drenaron y el tampon de enjuague del biorreactor se
combind con la cosecha en bruto cruda, se mezcld por inversion y se muestreo para el ensayo de

ddPCR.
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Filtracion de Profundidad y Filtracién de Flujo Tangencial

Al dia ocho (12,000 células/cm?) y dia nueve (control 8,000 células/cm?), luego de la inoculacion
celular, los biorreactores fueron cosechados, se tomaron muestras y el lisado crudo fue agrupado para
cada condicién (n = 2 biorreactores). El lisado agrupado luego se aclaré a través de Millistak COHC
Pod, filtro de 270 cm? y Millipak 40, 0,45 pm, Durapore, filtro de pulido de 200 cm? (EMD Millipore).
Se tomaron muestras luego de COHC+0,45 y se congelaron a -80,0 °C. El lisado clarificado se
concentro luego a traves de flujo tangencial con un filtro Pellicon® 2 Modulo de Ultrafiltracion
PLCMK C 0,1m? (EMD Millipore). Se usaron al menos 6 diavolimenes para diafiltrar el producto
final. Se obtuvieron muestras de filtracion posteriores a FFT1 y se congelaron a -80,0°C. Todas las

muestras se usaron para el titulo de AAV2/9 y proteina de la célula huésped.
Los plasmidos se usaron para producir Sustancia Farmacologica en biorreactores. Los datos

representan cada condicion por duplicado, nimero de biorreactor correspondiente y condicidn segun
la Tabla 14.

Tabla 14: Numeros de biorreactor y condiciones correspondientes.

. Tiempo de
NuUmero de Biorreactor DeSri]ergg?ade Dia de Incubacion de Dl gk
» 2 Transfeccion PEI/ADN cosecha
células/cm .
(minutos)
221, 222 12,000 4 20 8
223, 224* 8,000 5 20 9
225, 226 8,000 5 60 9
227, 228 8,000 5 120 9

Crecimiento celular: Las células se contaron el dia de la siembra (Dia 0), y los nucleos se contaron
el dia 4 (12,000 células/cm?), dia 5 (8,000 células/cm?) y dia 9 luego de la siembra. Los datos indican
que las células en todos los reactores crecieron exponencialmente entre el dia 0 y el dia 5. Después
de la transfeccion, el recuento de nicleos del dia 9 sugiere que el biorreactor 221 aumento 2,0 veces
el total de nucleos del dia 5 al dia 9. Todos los demas reactores (222 a 228) no exhibieron un
crecimiento significativo entre el dia 5y el dia 9. El aumento en el crecimiento en el biorreactor 221
puede ser un artefacto basado en la distribucion desigual de las células en las fibras individuales
utilizadas para el recuento total de nucleos. Es posible que las células en todos los biorreactores
crecieran de manera similar segun los datos de metabolitos que se indican en las Figuras 9A-E.
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pH, Nutrientes y Metabolitos: El consumo de glucosa mostré la misma tendencia en todos los
cultivos de biorreactores, lo que sugiere que a pesar del aumento en la curva de crecimiento del
biorreactor 221, las células consumieron glucosa a tasas similares. EI pH para los biorreactores
sembrados a 12,000 células/cm? promedié 7,06 y 8,000 células/cm? promedié 7,18 durante los
primeros tres dias. EI pH disminuyd ligeramente con el aumento del metabolismo de los nutrientes,
y aumentd al dia 9 en concurrencia con el aumento de los niveles de iones de amonio. El lactato
aumento hasta el dia 5 (biorreactores 221, 223, 224, 225, 227) y el dia 6 (biorreactores 222, 226, 228)
luego se estabiliz6 hacia el final de la produccion, lo que sugiere la utilizacion de lactato como fuente
de energia en esta etapa.

Titulos de Produccion

Los genomas virales del material de cosecha se midieron mediante gota digital (ddPCR). Los titulos
fueron aproximadamente 1,5 veces mas altos en los biorreactores sembrados a 12,000 células/cm?
con una medida de titulo promedio de 6,37E+10vg/mL (n=2) frente a los biorreactores de control
sembrados a 8,000 células/cm? con una medida de titulo promedio de 4,33E+10vg/ml (n=2). Los
datos de titulos sugieren gque la siembra a una densidad mas alta, la transfeccion y la cosecha un dia
antes respaldan mayores rendimientos de produccion de sustancia farmacoldgica. EI rendimiento del
titulo para ADN/PEI incubado durante una hora exhibioé una disminucién de 1,4 veces en el titulo
promedio medido (3,17E10vg/mL n = 2) y para la incubacion de dos horas el titulo promedio medido
fue una disminucién de 1,6 veces (2,67E10vg/mL n = 2) en comparacion con el control en el que se
incubé ADN/PEI durante 20 minutos (4,33E10vg/ml n = 2). Los datos sugieren que un mayor tiempo
de incubacion conduce a una disminucidn del titulo. Esto puede deberse a que el ADN y la PEI forman
complejos grandes que no pueden transfectar eficazmente las células HEK293. La produccion de
virus por ml y los valores de area de superficie se indican en la Figura 10, en comparacion con la

produccidn en un proceso conocido como control positivo.

El titulo viral medido en cada etapa de los pasos de clarificacion y concentracion se indica en la
Figura 11. La proteina residual de la célula huésped en cada etapa durante el paso de FFT1 se indica

en las Figuras 12A-B.

Ejemplo 8: Efecto de la Densidad de Siembra sobre la Produccion de Sustancia

Farmacoldgica
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Se evaluo el efecto de la densidad de siembra en la produccion de sustancia farmacoldgica. Se

evaluaron cuatro densidades de siembra y cada densidad de siembra se duplico en un biorreactor.

Escalado de las Células

Las células HEK 293 fueron descongeladas y resuspendidas en DMEM suplementado con 10% de
FBS. Las células se centrifugaron a 209 x g, 5 min, a temperatura ambiente, luego se retird el
sobrenadante y se agreg0 DMEM nuevo+10% de FBS. Las células se contaron para determinar la
densidad y viabilidad de las células viables y se sembraron en 2 matraces T de 175cm? y se incubaron
a 37,0°C, 5% de CO; durante cuatro dias hasta que los cultivos alcanzaron ~ 90% de confluencia.
Para cada paso de las células, se eliminaron los medios agotados, los matraces se lavaron con PBS (-
CaCly, -MgCly) a 0,08 ml/cm?, y luego los matraces se trataron con TrypLE Select (0,04 ml/cm?) y
se incubaron a 37,0°C, 5% CO; durante 2-3 minutos. La tripsina se inactivo con DMEM + FBS al

10% (0,04 ml/cm?). Las células se expandieron y sembraron segln el diagrama de la Figura 13.

Inoculacion y Monitoreo de las Células

Los biorreactores se inocularon con células HEK 293 a cuatro densidades objetivo, cada una por
duplicado 8,000 células/cm?, 9,350 células/cm?, 10,700 células/cm? y 12,050 células/cm? en 700 ml
de medios de crecimiento (DMEM de alta glucosa + 10% Australian Origin FBS + 1:100 Pen Strep)
con agitacion Los parametros del proceso se establecieron en pH 7,23, 37,0°C, 55% oxigeno disuelto
(OD) y una velocidad lineal de 2 cm/s. 24 horas después de la siembra, la recirculacion con medios
de crecimiento DMEM (volumen total actual 0,188 ml/cm2) se activd a una velocidad de
recirculacion (12,5 ml/min). Se tomaron muestras diarias de pH, metabolitos y nutrientes fuera de
linea utilizando un Nova BioProfile 400. El dia cinco y nueve dias después de la siembra, se
eliminaron tres fibras y se lisé con solucion 1:1:1 v/v de PBS, A100 y B100 (ChemoMetec) y se
procedio al recuento (NucleoCounter NC-200) de nucleos totales para controlar el crecimiento del

cultivo.

Transfeccion

Al dia cinco después de la inoculacion celular, se detuvo la recirculacion y los medios en cada camara
de biorreactor se reemplazaron con 600 ml de medio DMEM -/- (alta glucosa, -CaCl2, - L-glutamina).
Cada reactor fue transfectado con ADN de plasmido y Polietilenimina (PElpro) en una relacion en

masa de 1:1. Los ADN de Plasmido se mezclaron bajo una relacion en masa de 1:1,5:2 (pSMN - 3,56
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mg, pAAV2/9 - 5,34 mg, y pHELP - 7,1 mg), agregados a 300 mL de medios DEMEM -/-, 0,2 uM
filtrados y mezclados por inversion. Se agregd PEI (16 mL) a los 300 mL de medios DEMEM -/- y
se mezcld por inversion. Las mezclas de PEI y ADN se combinaron, mezclaron por inversion e
incubados a temperatura ambiente durante 20 minutos. Cada 600 ml de mezcla de complejo PEI/ADN
se usO para transfectar dos Biorreactores, repitiéndose para cada densidad de siembra correspondiente.
El complejo PEI/ADN fue incorporado a cada biorreactor y se incub6 a los pardmetros del proceso
durante dos horas. El circuito de recirculacion fue encendido nuevamente dos horas después de la

transfeccion (12,5 mL/min).

Intercambio de Medio de Post Transfeccion

24 horas después de la transfeccion, todos los medios en biorreactores y circuitos de recirculacion
fueron retirados y reemplazados por OptiMEM (0,132 mL/cm?) y recirculados (12,5 mL/min) durante
24 horas a los parametros del proceso. 48 horas después de la transfeccion, los medios en la botella
de recirculacion fueron intercambiados con OptiMEM nuevo vy recirculados a los pardmetros del

proceso (12 mL/min).

Cosecha

Al dia nueve luego de la inoculacion celular, se agregé Benzonase (100 U/mL), se arrastrd con
Tampon de Lisis (50 mM HEPES, 1% Tween 20), y se incubd durante dos horas a los parametros del
proceso. Los biorreactores fueron drenados y se incorpor6 Solucién de Sal de Sacarosa (500mM NacCl,
1% p/v de Sacarosa), y se mezcld por inversion. El biorreactor fue lavado con tampon de enjuague
biorreactor (500 mM NaCl, 1% p/v de Sacarosa, 20 mM Tris Base, 1% v/v Tween 20, 1 mM
MgCl26H20) durante 15 minutos a los parametros del proceso. Los biorreactores se drenaron y el
tampon de enjuague del biorreactor se combind con la cosecha bruta en crudo, se mezclo6 por inversion
y se muestred para el ensayo ddPCR.

Los plasmidos se usaron para producir Sustancias Farmacoldgica en los biorreactores. Los reactores
se sembraron a diferentes densidades, y se transfectaron y cosecharon en el mismo horario (dia 5, dia
9 despues de la siembra, respectivamente). Los datos representan duplicados de cada densidad de
siembra, segun lo ilustrado en la Tabla 15 a continuacion:

Tabla 15: Densidad de Siembra Inicial, NUmero de Biorreactor

8,000 células/cm? 221, 222
9,350 células/cm? 223, 224
10,700 células/cm? | 225, 226
12,050 células/cm? | 227, 228
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Crecimiento Celular:

Las células se contaron el dia de la siembra (Day 0), y los nucleos se contaron al dia 5y 9 luego de
la siembra. Los datos indican que las células en todos los reactores crecieron exponencialmente entre
el dia 0y el dia 5. A pesar de las diferencias en las densidades de siembra iniciales, los recuentos de
nucleos no indican diferencias importantes en el nimero de células entre los grupos al dia 5. Después
de la transfeccion, el recuento de nucleos del dia 9 sugiere que cinco de los reactores (221, 224, 225,
226, 228) duplicaron el total de ndcleos desde el dia 5 hasta el dia 9. Dos reactores (222, 223)
aumentaron 1,4 veces el total de nucleos, segun lo indicado en la Figura 14A. El reactor 227 aumentd
3,8 veces el total de nacleos del dia 5 al dia 9. Esta diferencia puede ser un artefacto basado en la
distribucion desigual de las células entre las fibras individuales utilizadas para los recuentos. Es
posible que las células en todos los reactores crezcan de manera similar en base a los datos de

metabolitos indicados en las Figuras 14B-E.

pH, Nutrientes y Metabolitos:

El consumo de glucosa (Figura 14B) mostré la misma tendencia en todos los cultivos de biorreactores,
lo que sugiere que a pesar de las diferencias en las densidades de siembra iniciales, los cultivos
consumieron glucosa a tasas similares. EI pH fuera de linea (Figura 14C) permaneci6 constante (pH
7,25) durante los primeros tres dias en todos los cultivos, disminuyd con un mayor metabolismo de
nutrientes y aumenté después del dia 8 en forma concurrente con un aumento en los niveles de iones
de amonio (Figura 14E). El lactato (Figura 14D) aumenté hasta el dia 6 y luego se estabiliz6 hacia el
final de la produccion, lo que sugiere la utilizacion de lactato como fuente de energia en esta etapa.
No se observaron diferencias significativas en los perfiles de metabolitos entre los reactores
sembrados a diferentes densidades de partida. Esto podria deberse a que la diferencia en las

densidades de siembra iniciales es minima, <1,2 veces de diferencia.

Titulos de Produccion

Los genomas virales del material de cosecha se midieron mediante gota digital (ddPCR). Los titulos
fueron comparables entre las densidades iniciales de siembra de 8,000 células/cm2 y 10,070
células/cm2, con un promedio de 3,99E + 10 + 2,1E + 09 vg/mL (n = 2) y 3,70E + 10 + 7,4E + 09
vg/mL ( n = 2), respectivamente. Por una razon no identificable, los reactores sembrados a 9,350
células/cm? exhibieron una medida de titulo promedio de 5,02E + 08 vg/mL (n = 2), aproximadamente
2 registros mas bajos que los titulos promedio de los reactores sembrados en densidades de flanqueo.

Es probable que esta diferencia sea el resultado de un error operativo no identificado durante la
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transfeccion o la cosecha, mas que la falta de productividad a esta densidad de siembra. Los reactores
replicados sembrados a 12,050 células/cm? demostraron una diferencia de dos veces entre si, con un
reactor en el rango observado para las densidades de siembra méas bajas, 3,2E + 10 vg/ml, mientras
que el segundo produjo un titulo de solo 1,4E + 10 vg/ml . La produccion de virus por ml y los valores

del area de superficie se indican en la Figura 15A.

Se evaluaron la densidad de siembra y la produccion de sustancia farmacologica, conforme se indica
en la Figura 15B. Las células HEK 293 sembradas en el rango de 8E + 03 a 10E + 03 células/cm?
mostraron perfiles de crecimiento, pH, consumo de glucosa, lactato y generacion de amoniaco
consistentes. Ademas, se produjeron titulos comparables que sugieren una densidad de siembra
ligeramente mas alta que no tiene un impacto negativo en la produccion. Por otro lado, los reactores
sembrados a la densidad més alta de 12x103 células/cm? exhibieron mas variabilidad entre duplicados,
incluyendo un titulo promedio mas bajo en comparacion con otras condiciones, lo que sugiere que el
enfoque utilizado en este experimento puede no ser optimo para la produccion. Estos resultados
apoyan la siembra de células a una densidad que oscila entre 8x103 y 1x104 células/cm? para

experimentos de biorreactor.

Ejemplo 9: Evaluacion de Comparabilidad

La comparabilidad entre el producto farmacologico AVXS-101 utilizado en los estudios clinicos de
Fase 1 (Proceso A) y el producto farmacoldgico utilizado en los estudios clinicos pivotales (Proceso
B) se evalué como el objetivo principal con un objetivo secundario para determinar la consistencia
de fabricacion utilizando el Proceso B mediante la comparacion de los Lotes de producto 600156 y
600307. La Figura 16 representa los flujos de los procesos de fabricacion Fase 1 (Proceso A) y Fase

3 ensayo (Proceso B) y las diferencias entre ellos.

La evaluacién de comparabilidad se realiz6 utilizando el producto farmacoldgico clinico de Fase 1
Lote NCHAAVI9SMNO0613 fabricado en Nationwide Children’s Hospital (NCH) y el producto

farmacoldgico Lote 600156 fabricado en AveXis.

Producto
Se evaluaron los siguientes lotes de material, tal como se resume en la Tabla 16. La evaluacion

incluy6 una comparacion directa de los atributos de calidad resultantes del producto farmacolégico
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clinico de Fase 1 Lote NCHAAV9SMNO0613 usando el Proceso A y el producto farmacolégico
AVXS-101 Lote 600156 usando el Proceso B. Ademas, los resultados de las pruebas de lanzamiento
del lote 600156 con el lote 600307 se evaluaron de manera integral para determinar la

reproducibilidad y la consistencia del proceso de escalado.

Tabla 16: Producto Farmacoldgico AVXS-101 a ser Evaluado en cuanto a la Comparabilidad
Entre el Proceso A (Fase 1) y el Proceso B (Fase 3) y Consistencia de Fabricacion para el
Proceso B

Uso NUmero de Lote Fecha de Fecha de Condicién de
fabricacion fabricacion almacenamiento
Estudio Fase 1 | NCHAAV9SMNO0613 10/12/13 Proceso A < -60°C
Estudio Fase 3 | Lote de AVXS-101 07/11/17 Proceso B < -60°C
600156
Lote de AVXS-101 04/12/17 Proceso B < -60°C
600307

Generalidades del Proceso de Fabricacion

La Figura 17A-B proporciona un resumen de los resultados de comparabilidad.

Evaluacion de Comparabilidad y Consistencia de Fabricacion

Los materiales del Proceso A y Proceso B fueron evaluados como comparables y los materiales de
Proceso B fueron evaluados como consistentes. También se determind que los materiales del Proceso

B tienen beneficios adicionales, por ejemplo, para la produccion a escala industrial.
Métodos de Prueba

pH

El analisis del pH se realiz6 sobre el Lote NCHAAVI9SMNO0613 (Proceso A), el Lote 600156
(Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Los resultados de ambos procesos oscilaron entre 7,9 y
8,0. Esto demostrd que el pH de los materiales de Proceso A y Proceso B eran comparable y que los

materiales de Proceso B son consistentes.

Aspecto
El Aspecto por inspeccion visual fue determinado sobre el Lote NCHAAVI9SMNO0613 (Proceso A),

el Lote 600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Las diferencias aparentes en los resultados
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de apariencia entre el Proceso A y Proceso B se debieron a diferentes concentraciones de vectores
(titulo genodmico). El lote NCH AAV9SMNO0613 tenia una concentracion de vector méas baja que los
lotes de Proceso B. Como resultado de ello, el lote NCH AAV9SMNO0613 fue més diluido, lo que
condujo a una solucién mas clara e incolora, mientras que las observaciones de incoloras a blancas y
ligeramente opacas para los lotes de Proceso B resultan de una concentracion aproximadamente 4

veces mayor de particulas virales en solucion por ml.

Teniendo en cuenta la diferencia de concentracion, se determino que la apariencia de los materiales

del Proceso Ay Proceso B fue comparable y que los materiales del Proceso B fueron consistentes.

Osmolalidad

La osmolalidad por depresion del punto de congelacion se ejecutd sobre el Lote
NCHAAVIOSMNO0613 (Proceso A), el Lote 600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Los
resultados de ambos procesos oscilaron entre 410-415 mOSm/kg. Esto demostrd que la osmolalidad
de los materiales del Proceso Ay el Proceso B fue comparable y que los materiales del Proceso B

fueron consistentes.

Particulas Subvisibles

Las particulas subvisibles por oscurecimiento de luz se ejecutaron son el Lote NCHAAVI9SMNO0613
(Proceso A), el Lote 600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Los resultados de ambos
procesos estuvieron muy por debajo de los limites recomendados en la monografia de la USP para
productos farmacologicos inyectables. Esto demostrd que los recuentos de particulas subvisibles para
los materiales del Proceso A y el Proceso B fueron comparables y que los materiales de Proceso B

fueron consistentes.

Titulo Gendmico

El titulo genémico por ddPCR se ejecut6 sobre el Lote NCHAAVI9SMNO0613 (Proceso A), el Lote
600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Se esperaba que el titulo genomico para los lotes
de AVXS-101 fluctuara en funcion de las concentraciones objetivo en la fabricacion. El titulo
genomico producido por el Proceso B (3,7 x 10% vg/ml y 4,0 x 102 vg/ml) fue por lo menos 3 veces
mayor que el del Proceso A (1,1 x 102 vg/ml), por lo tanto, el Proceso B fue un mejor método para

fabricacion a gran escala de AVXS-101.

Titulo Infeccioso
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El titulo infeccioso por TCIDso se ejecuto sobre el Lote NCHAAVI9SMNO0613 (Proceso A), el Lote
600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). El Proceso B (1,3 x 101° IU/mL y 6,7 x 10° IU/ml)
produjo en promedio un 66% mas de titulo infeccioso que el Proceso A (5,9 x 10%° 1U/mL), que puede

ser ventajoso, por ejemplo, para la fabricacion a gran escala de rAAV, por ejemplo, AVXS-101.

Proteina Total

La Proteina Total por micro BCA se ejecuto sobre el Lote NCHAAV9SMNO0613 (Proceso A), el Lote
600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Normalizados a 1,0 x 10*® vg/mL, los resultados
de ambos procesos oscilaron entre 167-179 pg/mL. Los valores de proteina total normalizados
demostraron que los materiales del Proceso Ay el Proceso B eran comparables y que los materiales

del Proceso B eran consistentes.

Potencia Relativa In vivo

El lote NCHAAVI9SMNO0613 se us6 como material de referencia para el ensayo. En base a la curva
estandar de referencia, cada resultado de potencia obtenido para el Lote 600156 y el Lote 600307 fue
del 97% y 96% respectivamente. Estos resultados demostraron que los materiales del Proceso A 'y

Proceso B eran comparables y que los materiales de Proceso B eran consistentes.

Identidad por Transferencia Western

La identidad por Transferencia Western se ejecuto sobre el Lote NCHAAVI9SMNO0613 (Proceso A),
el Lote 600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Se evalu6 que el perfil de transferencia y
los valores de peso molecular aparente para las bandas principales (VP1, VP2 y VP3) eran
comparables para los materiales del Proceso A y Proceso B y también se evaludé que los materiales

del Proceso B eran consistentes.

% de Capsides Vacias por AUC

El % de Céapsides Vacias por AUC se ejecutd sobre el Lote NCHAAVISMNO0613 (Proceso A), el
Lote 600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). El resultado para el Lote
NCHAAVI9SMNO0613 (Proceso A) fue 7%. Los resultados para los Lotes 600156 y 600307 (Proceso
B) fueron 2% y 4% respectivamente. El Proceso B (2% y 4%) produjo aproximadamente dos veces
menos de cépsides vacias medido de acuerdo con AUC que el Proceso A (7%). En consecuencia, el
Proceso B fue capaz de producir una composicion mejorada que comprende una menor concentracion

de capsides vacias.

111



10

15

20

25

30

Identidad y Pureza por SDS-PAGE

La Identidad y Pureza por SDS-PAGE se ejecut6 sobre el Lote NCHAAVISMNO0613 (Proceso A),
el Lote 600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). El % de Pureza Total de ambos procesos
fueron > 98% y los patrones de bandas asi como el peso molecular aparente para cada una de las tres
proteinas de la capside fueron altamente consistentes. Estos resultados demostraron que los materiales
del Proceso Ay el Proceso B eran comparables y que los materiales del Proceso B eran consistentes.

Proteina Residual de la Célula Huésped

La Proteina Residual de la Célula Huésped por ELISA se ejecutd sobre el Lote NCHAAVISMNO0613
(Proceso A), el Lote 600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Los resultados para todos los
lotes probados fueron <LOQ (8 ng/mL) para el ensayo. Estos resultados demostraron que los
materiales del Proceso Ay el Proceso B eran comparables y que los materiales del Proceso B eran

consistentes.

Albumina de Suero Bovino Residual (BSA)

BSA Residual se ejecutd sobre el Lote NCHAAV9SMNO0613 (Proceso A), el Lote 600156 (Proceso
B) y el Lote 600307 (Proceso B). Los resultados para todos los lotes probados fueron <LOQ (0,50
ng/mL) para el ensayo. Estos resultados demuestran que los materiales del Proceso A y Proceso B

son comparables y que los materiales del Proceso B son consistentes.

Benzonase Residual

Benzonase Residual por ELISA se ejecutd sobre el Lote NCHAAVISMNO0613 (Proceso A), el Lote
600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Los resultados para todos los lotes probados fueron
<LOQ (0,20 ng/mL) para el ensayo. Estos resultados demuestran que los materiales del Proceso Ay

Proceso B son comparables y que los materiales del Proceso B son consistentes.

ADN Residual de Célula Huésped

El ADN Residual de la Célula Huésped por qPCR se ejecutd sobre el Lote NCHAAVI9SMNO0613
(Proceso A), el Lote 600156 (Proceso B) y el Lote 600307 (Proceso B). Normalizado a 1,0x10%
vg/mL, el resultado para el Proceso A fue 3,7 x 10° pg/mL mientras que los resultados para el Proceso
B fueron 0,76 x 10°pg/mL y 0,68 x 10° pg/mL, respectivamente. Por lo tanto, el Proceso B produjo
vectores virales con significativamente menos ADNhc residual, o que puede ser ventajoso, por

ejemplo, para la fabricacion a gran escala de rAAV, por ejemplo, AVXS-101.
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Anélisis Estadistico

El analisis estadistico se realizd sobre los atributos de calidad cuantitativa. Las comparaciones se
realizaron por pares entre el lote del Proceso A (NCHAAVI9SMNO0613) y cada lote del Proceso B
(600156 y 600307) como se detalla a continuacion. Estos resultados se ilustran en las Figuras 18 y
19.

Estos estudios demuestran que el Proceso B es un método superior para producir vectores virales. El
Proceso B produjo consistentemente una mayor cantidad de vectores virales (medida de acuerdo con
titulo gendmico vy titulo infeccioso) con pocas impurezas (menos ADNhc residual) con menos
capsides vacias.

Secuenciacion de préxima generacion

También se ejecutd una secuenciacion de proxima generacion (NGS) para establecer la identidad
(determinar y/o confirmar la secuencia gendmica) y evaluar si existieron variantes de secuencia
(subpoblaciones) para el material de Fase 3 del producto farmacoldgico AVXS-101 del Proceso B.
La alineacion del conjunto de datos de secuencia con la secuencia de referencia proporcionada por el
Patrocinador (pscSMN) reveld una amplitud completa (100%) y una profundidad de cobertura
suficiente en toda la longitud del genoma para permitir la deteccion de variantes. Se observaron un
total de cuatro posiciones de variantes menores, sin embargo, estas parecen representar errores de
secuencia dentro de regiones dificiles de secuenciar (por ejemplo, las repeticiones terminales
invertidas (ITR) de los AAV que son notoriamente dificiles de secuenciar debido a su alto contenido
de GC y secuencias palindromicas), en lugar de variantes verdaderas. Refiérase a la Tabla 17 para

ver los resultados de la secuenciacion.

Tabla 17: Resultados de la Secuenciacion de ADN de AV XS-101 Fase 3 Lote 600156 del
Proceso B

# total de Secuencia | Longitud # Total de % de Profundidad | Longitud % de % de NUmero

lecturas de de lecturas Poblacién | promedio de cobertura | similitud total de

utilizadas referencia | referencia | mapeadas mapeada de €oNnsenso de con la posiciones

parael (Bases) cobertura generada referencia | referencia no

mapeo por mapeo mapeadas
o de baja
calidad

44,705,268 | AVXS- 5,991 48,854,239 | 98,1 1,606,995,7 | 5,991 100 100 0

101

Perfil de Estabilidad del Lote NCHAAVI9SMNO0613 Fase 1

113



10

15

20

25

30

El lote NCHAAVI9SMNO0613 fue almacenado durante 12 meses a < -60°C. En cada punto de tiempo,
se analizd el lote. No se observan tendencias desfavorables. La Figura 20 ilustra los resultados de

estabilidad hasta la fecha.

Se completd un estudio de comparabilidad para AVXS-101 utilizado en los estudios clinicos de Fase
1. La evaluacién se realiz6 con el producto farmacologico de Fase 1 Lote NCHAAVISMNO0613
fabricado en Nationwide Children y el producto farmacologico AVXS-101 Lote 600156 fabricado en
AveXis. Ademas, la consistencia de fabricacion se evaluo utilizando los lotes del Proceso B 600156
y 600307. Tanto para la evaluacion de comparabilidad (Proceso A vs Proceso B) como para la
consistencia de fabricacién (Lotes del Proceso B 600156 vs 600307), el estudio evalué la identidad,
calidad, pureza y potencia del material del ensayo clinico AVXS-101 utilizando el proceso y los
métodos analiticos recientemente mejorados para permitir una evaluacion sélida de comparabilidad

y consistencia de fabricacién.

El analisis estadistico se realizd sobre los atributos de calidad cuantitativa. Las comparaciones se
realizaron por parejas entre el Proceso A Lote NCHAAV9SMNO0613 y el Proceso B Lote 600156. El
Proceso B fue un mejor método que produjo mayores cantidades de vectores virales con una pureza
maés alta que el Proceso A. Por ejemplo, en comparacion con el Proceso A, los vectores virales
producidos por el Proceso B tenian un titulo infeccioso 48% mas alto, nivel gendmico 8% mas alto,
92% menos de particulas subvisibles de mas de 10 um de tamafio, 50% menos de particulas
subvisibles de mas de 25 pum de tamafio, 100% menos de capsides vacias y 11% menos de residuos
ADNhc. Todos los resultados fueron consistentes en relacion con el Limite de Prueba para cada

atributo de calidad.

Ademas, para establecer la consistencia de fabricacion usando el Proceso B, se realizd una
comparacion por pares usando los lotes 600156 y 600307. El resultado de esta comparacién inicial
por pares entre el Proceso B Lote 600156 y 600307 exhibe consistencia en la fabricacion. Todos los
resultados también fueron consistentes en relacion con el Limite de Prueba para cada atributo de

calidad.

En base a la evaluacion de resultados, los atributos de calidad resultantes del producto farmacoldgico
clinico Fase 1 Lote NCHAAVI9SMNO0613 usando el Proceso A y el producto farmacoldgico AVXS-
101 Lote 600156 usando el Proceso B demostraron que el Proceso B produce mayores cantidades de

vectores virales y una pureza mejorada, lo cual puede ser ventajoso, por ejemplo, para la fabricacion
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a gran escala de rAAV. Ademas, se descubrié que los dos lotes de material generados a partir del
Proceso B (Lotes 600156 y 600307) eran reproducibles ademas de exhibir consistencia de fabricacion.

Ejemplo 10: Analisis de Ultracentrifugacion Analitica (AUC)
El material de la Fase 1 (Proceso A, Lote NCHAAVI9SMNO0613) y la Fase 3 (Proceso B, Lotes 600156
y 600307) fueron analizados utilizando el método AUC. Los perfiles de AUC (analizados por
duplicado) para NCHAAVI9SMNO0613, 600156 y 600307 se ilustran en la Figura 21, Figura 22 y

Figura 23, respectivamente.

El andlisis AUC de cada material exhibe coeficientes de sedimentacién similares para las capsides
vacias y llenas con el Material de Fase 1 (Proceso A, Lote NCHAAV9SMNO0613) que indican un
contenido elevado de capsides vacias (7%) en comparacion con el material de Fase 3 (Proceso B,
lotes 600156 y 600307) con contenido de capsides vacias de 2% y 4% respectivamente. Esto se debe
a la capacidad de la etapa de fabricacion de ultracentrifugacion en gradiente de CsCl en el Proceso B
para separar de manera mas eficaz las capsides vacias de las capsides llenas en comparacion con el

paso de fabricacion de ultracentrifugacion en gradiente de iodixanol empleado por el Proceso A.

Los lotes de produccion de AVXS-101 que utilizan la presentacion clinica y comercial exhiben
consistentemente tres bandas visibles de capsides cuando se someten al proceso de purificacion en
gradiente de CsClI utilizando ultracentrifugacion, tanto en el material de ensayo clinico de Fase-1
producido en el Nationwide Children's Hospital (NCHAAV9SMNO0613) como en cada lote de
produccién posterior en AveXis. En base a los perfiles de AUC para el producto farmacoldgico
clinico Fase 1 Lote NCHAAV9SMNO0613 usando el Proceso Ay el producto farmaceéutico AVXS-
101 Lote 600156 usando el Proceso B, estos materiales se consideran comparables. Ademas, los
perfiles de AUC para dos lotes de material generados a partir del Proceso B (Lotes 600156 y 600307)

se evaluaron como consistentes.

Ejemplo 11 — Proceso Aguas Arriba

Un proceso aguas arriba se utilizd para producir derivado intermedio de un banco de células de
trabajo, en donde el proceso aguas arriba comprende los pasos de (a) cultivar las células, (b)
transfectar las células cultivadas con tres plasmidos segun lo ilustrado en la Figura 1, (c) cosechar las
particulas virales expandidas de las células luego de un periodo de cultivo, (d) purificar las particulas

virales mediante filtracidon para eliminar las células intactas o los restos celulares, (e) someter el
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eluyente del paso (d) a filtracion de flujo tangencial, y (f) congelar la preparacion intermedia
resultante de particulas virales purificadas.

Antes de la transfeccion, las células fueron expandidas en medios de cultivo adecuados, en matraces
0 en un biorreactor adecuado, o en ambos. Un medio de cultivo es DMEM con 10% de FBS, 4,5 g/L
de glucosa, 4 mM de L-glutamina. En una forma de realizacién, las células adherentes se cultivan en
matraces inicialmente y luego se transfieren a un biorreactor iCELL.is para la expansion adicional de

las células adherentes en el interior del biorreactor.

Luego de la expansion celular, las células adherentes HEK293 se transfectaron con una
coprecipitacion triple de ADN de plasmido y PEI. Los 3 plasmidos utilizados para esta transfeccion
son; pSMN, pAAV2/9 y pHELP. El medio de crecimiento DMEM utilizado para la expansion celular
se reemplaza con medios de transfeccion DMEM modificados. Los medios de transfeccion DMEM
no contenian FBS, ni calcio, ni L glutamina y 4,5 g/L de glucosa. El vector ScAAV9.CB.SMN se
produjo usando triple transfeccion de ADN de plasmido en células adherentes HEK293 usando una
coprecipitacion de PEI en un biorreactor de células adherentes a gran escala. El vector plasmido de
pSMN contiene el ADNc para la SMN humana. Los 3 plasmidos utilizados para esta transfeccion
son; pSMN (222 mg), pAAV2/9 (333 mg) y pHELP (444 mg). Se permitido que el medio de
transfeccion se equilibrara en el biorreactor hasta que la temperatura del biorreactor fuese > 30°C
antes de la adicion de la coprecipitacion de PEI-plasmido. EI proceso de coprecipitacion de PEI-
Plasmido implicé la adicion de los pldsmidos a los medios de transfeccion y la filtracion de 0,2 1 en
una bolsa de reaccion. El PEI se agreg6 al medio de transfeccion y luego a la bolsa de reaccion. La
reaccion de PEI-Plasmido se mezcldo manualmente para formar una suspension homogénea y la
reaccion se produce durante un periodo de 15-30 minutos. Al final del tiempo de reaccion, se agrego
la coprecipitacion de PEI-plasmido al biorreactor. La coprecipitacion de PEI-Plasmido se dejo
mezclar en el biorreactor durante 1-2 horas antes de reiniciar la recirculacion. Los medios de
crecimiento DMEM se recircularon en el biorreactor durante 18-24 horas antes del proximo cambio

de medios.

El genoma del rAAV de SMN (nucle6tidos 980-3336 de la SEQ ID NO: 1) tiene en secuencia una
ITR de AAV2, el promotor de la B-actina de pollo con un potenciador de citomegalovirus, un intron
SV40, el ADN de codificacion de SMN de acuerdo con (Numero de Acceso a GenBank
NM_000344.2), una secuencia de sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovino y

otra ITR de AAV2. También se contemplan sustituciones conservadoras de nucleétidos del ADN de
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SMN (por ejemplo, un cambio de guanina a adenina en la posicion 625 del Numero de Acceso a
GenBank NM_000344.2). El genoma carece de ADN de AAV rep y cap, es decir, no hay ADN de
AAV rep o cap entre las ITR del genoma. El polipéptido SMN contemplado incluye, pero no se limita
a, el polipéptido SMN1 humano establecido en el nimero de base de datos de proteinas NCBI
NP_000335.1. El vector rAAV9 SMN esta descripto en Foust et al., Nature Biotechnology 28(3):
271-274 (2010), en donde la secuencia del inserto del genoma del vector se ilustra como los
nucleotidos 980-3336 de la SEQ ID NO: 1).

Al dia de biorreactor 6, 18 — 24 horas después de la transfeccidn, el biorreactor fue drenado y la bolsa
de medios de recirculacion DMEM se reemplazé con 200 litros de medio de post transfeccion
OptiMEM nuevo. El biorreactor se volvio a llenar con 64 litros y se reinicié la recirculacion en el
mismo. Al dia 7, 18 - 24 horas después del cambio de medios el dia 6, el medio de post transfeccion
OptiMEM en la bolsa de recirculaciéon (~135 litros) se reemplaz6 con una bolsa nueva de medio
OptiMEM. El biorreactor no fue drenado durante este paso. La recirculacion de los medios continud

hasta la cosecha el dia 9.

Luego de 9 dias en el biorreactor, las muestras finales previas a la cosecha se tomaron del reactor y
se inicid el proceso de lisis celular. Se agregd Benzonase al biorreactor a una concentracion final de
100 U/ml. Después de que se dejara mezclar la Benzonase en el reactor, se incorporaron 7,1 litros de
solucion de lisis al reactor. La solucion de lisis se mezcld en el reactor durante 2 horas antes del
primer paso de cosecha. Al final de la lisis de 2 horas, los contenidos del biorreactor se transfirieron
a la bolsa de cosecha. Se agregaron 8,9 litros de solucidn de sacarosa salina (SSS) a la bolsa de
cosecha y se mezclaron durante 15 minutos. La solucion SSS apag6 la Benzonase en los medios de
cosecha. Luego se enjuago el biorreactor con el tampon de enjuague de biorreactor. Para el enjuague
del biorreactor, se agregaron 64 litros de tampdn de enjuague de biorreactor al biorreactor y se mezcld
durante 15 minutos. Luego el enjuague se transfirio a la bolsa de recoleccidn de cosecha comun. Una
vez que se ha agregado el enjuague a la bolsa de recoleccion, los contenidos se mezclan durante 15
minutos y se toman muestras de cosecha a granel.

La cosecha a granel mezclada se filtro a través del filtro de profundidad en una bolsa de recoleccion.
Una vez filtrada toda la cosecha a granel, el filtro de profundidad se arrastr6é con 50 litros de tampén
de diafiltracion FFT1. El conjunto de filtro de profundidad fue mezclado y muestreado. Luego se
filtré el conjunto de filtro de profundidad a través de un filtro de 0,45 um para aclarar adicionalmente

el material de cosecha a granel. El filtro de 0,45 um se arrastré con 6 litros de tampon FFT1.
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Para la etapa FFT1, se lavaron 5,0 m? de casetes de membrana de celulosa regenerada con peso
molecular de corte de 300 kDa, se desinfectaron con solucion de NaOH y se equilibraron con tampon
de FFTL1. La fase de concentracion de esta operacion fue disefiada para reducir el volumen de la
cosecha clarificada aproximadamente 10 veces. Una vez que se alcanzd el volumen de retenido
objetivo, se inicid la operacion de diafiltracion. El retenido se diafiltré con 6 diavolimenes de tampon
de FFT1. Unavez que se lograron 6 diavolimenes de flujo total de permeado, el retenido se concentrd
nuevamente y se cosecho en una bolsa de recoleccidn. Se ejecutaron dos enjuagues sucesivos de la
membrana para maximizar la recuperacion del producto del sistema FFT con el fin de producir una
sustancia farmacoldgica intermedia. El intermedio de FFT1 se dividi6 en alicuotas en botellas PETG
estériles de 1 o 2 litros en una campana LFH y luego se congelé en hielo seco o en un congelador y

se almaceno a -60°C.
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Tabla 18: Tampones usados en el Proceso Aguas Arriba

Nombre Eormulacion lIfst:llpa/s del proceso en la/s que se
Medio de | DMEM con 10% FBS, 4,5 ¢/l | Expansion celular, pre-transfeccion
Crecimiento de | glucosa, 4 mM L-glutamina en Biorreactor iCELLIis
Expansion
Celular
Medio de | DMEM sin  FBS, sin calcio, | transfeccion en Biorreactor
Transfeccion sin L-glutamina y 4,5 g/l glucosa iICELLIis
Medio de Post | OptiMEM con 2,3 ¢/l glucosa, | Post transfeccion en Biorreactor
Transfeccion 4 mM L-glutamina, y sin FBS iICELLIis
Tampdn de Lisis | 500 mM HEPES, 10% Tween 20, | Lisis celular en  Biorreactor
20 mM MgCly, pH 8,0 ICELLis
Solucion de Sal | 3700 mM NaCl, 10% Sacarosa Clarificacion
de Sacarosa
(SSS)
Tampoén de [ 20 mM Tris, 1 mM MgCl,, 500 mM | Cosecha en biorreactor iCELLIis
Enjuague de | NaCl, 1% Tween 20, 1% Sacarosa
Biorreactor
Tampon FFT1 20 mM Tris, 1 mM MgCl,, 500 mM | Clarificacion, FFT1
NaCl, 1% Sacarosa
Tampoén de | 0,5 M NaOH Sanitizacion de membrana FFT1
Sanitizacion
FFT1

Ejemplo 12 — Proceso Aguas Abajo

Un proceso aguas abajo se utilizo para procesar el intermedio en una sustancia farmacoldgica filtrada.
Las etapas del proceso aguas abajo incluyeron un paso de acidificacion y clarificacion (usando
filtracion), seguido por cromatografia de intercambio cationico, filtracion de flujo tangencial
(“FFT2”), ultracentrifugacion en CsCl y un paso de filtracion de flujo tangencial adicional (“FFT3”)
para producir una sustancia farmacoldgica filtrada donde las particulas de AAV purificadas se
suspenden en un portador farmacéuticamente aceptable. Especificamente, el proceso aguas abajo
presentd los siguientes pasos de fabricacion posteriores a la produccion del intermedio de FFT1:
descongelar y formar un pool del intermedio de FFT1, acidificacion y clarificacion, cromatografia de
intercambio cationico (CEX), filtracion de flujo tangencial (FFT2), ultracentrifugacion en CsCl para
la Separacion de Capsides Llenas/Vacias, filtracion de flujo tangencial (FFT3) para
Concentracion/Intercambio de Tampones, filtracion del material del pool de FFT 3 para generar
sustancia farmacologica, dilucion y filtracion de la sustancia farmacoldgica para producir un producto
farmacoldgico, almacenamiento del producto farmacologico y envasado del producto farmacologico

en viales.
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El material intermedio de FFT1 fue descongelado y suavemente mezclado. Tween 20 se usé para
promover la floculacion de la mayor parte de las proteinas de la célula huésped y el ADN a pH acido.
El pH del pool de intermedio de FFT1 conteniendo Tween 20 al 15% se redujo para cromatografia
CEX (pH 3,5). El precipitado formado después de bajar el pH, luego se elimind filtrando la solucion
a través de filtros de profundidad y 0,45 pm.

Se agrego lentamente Tween 20 (solucion de Tween 20 al 36% en 20 mM Tris, 1 mM MgClz, 500
mM NaCl, 1% Sacarosa m/v, pH 8,1) a una solucion del Intermedio de FFT1 durante 4 horas para
lograr una concentracién final de 20% Tween 20. Después de incubar durante la noche a temperatura
ambiente (RT) el pH del intermedio de FFT1 que contiene Tween 20 fue reducido agregando
aproximadamente 4 g de 1M glicina pH 2,5 por kg de pool enriquecido de intermedio de FFT1/Tween
con el fin de lograr un pH objetivo de 3,5 £0,1. Una vez que el pH estuvo dentro del rango aceptable,
se paso la solucién a través del filtro de profundidad Clarisolve POD en linea con un filtro Opticap
XL10 Durapore de 0,45 um o un filtro PES de 0,8/0,45 u a lo que sigui6 un lavado de los filtros dos
veces el volumen de retencion del filtro POD maés un volumen de retencién del filtro de pulido con
Tampdn de CEX A.

El paso de cromatografia de captura de intercambio cationico (CEX) se uso para separar las capsides
virales de la proteina, el ADN y otras impurezas del proceso. Este paso utiliz6 una columna de
cromatografia CIMmultus S03-8000 Advanced Composite Column (Sulfonilo) (Poros 2um) (8,0 L)
operada usando un sistema de cromatografia de proceso automatizado. Los tampones y las soluciones

se describen en la siguiente tabla:

Tabla 19: Tampones y soluciones para un ciclo de CEX

Nombre de la o ) Volumen (L) para un
solucion COMEeREn Olojie Ciclo de CEX de 8L
WEI WEI Enjuagues de la 200 L
columna
50 mM glicina, 500 mM
. NaCl, 1,0 % sacarosa, 0,20 A
Tampon A de % poloxamero 188, EQUI.|,IbI’I0, lavado, 256 |
CEX elucion
pH 3,5+0,1a20°C
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50 mM glicina, 2,0 M NaCl,
, 1,0 % sacarosa, 0,20 % e .,
Tampon B de| ' . ’ ’ Equilibrio y elucion
CEX poloxédmero 188, de Ia columna 40 L
pH 3,5+0,1a20°C
Solucion de Sanitizacion de la
limpieza 1 M NaOH, 2 M NaCl 9% L
. Columna, CIP
monolitica
1M acetato de 1 M acetato de amonio Recuperacion del pH 40 L
amonio de la columna
Tampo_n 3 de | 1,0 M Tris Ajuste del pH del
neutralizacién roducto de CEX 05L
del pH a 9,0 pH 9,1 + 0,12 20°C P
Solucioén _ de Etanol al 20% en WEI Almacenamiento de 40 L
almacenamiento la columna

La carga de la columna CEX fue determinada por el contenido de proteina del intermedio de FFT1
clarificado, acidificado. La carga de proteina para la columna CEX se establecié en el 70% de la

capacidad maxima de la columna.

El pico de elucion se recogio manualmente comenzando con un fuerte aumento en OD280. EI OD280
aumento6 cuando la conductividad oscilaba entre 80-85 mS/cm. El volumen aproximado de eluato
CEX (producto) fue de ~ 20 litros 0 2,5 CV (volimenes de columna). El eluato CEX se recogid en
dos fracciones. La primera fraccion comenzo con un fuerte aumento en OD280 y se recogié para 1,5
CV. La segunda fraccion comenzo inmediatamente después de la primera fraccion y se recogio para
1,0 CV. Las dos fracciones se neutralizaron a pH 8,0 + 0,30 utilizando tampo6n de neutralizacion de
pH 9,0.

El paso FFT2 se concentrd, se eliminaron las impurezas de la proteina e intercambio el tampdn por
un tampdn apropiado para el paso de ultracentrifugacién en Cloruro de Cesio. Se utilizd un sistema
de filtracion de flujo tangencial en conjunto con membranas de celulosa regenerada de 0,4 m? (dos
ciclos de CEX) 0 0,2 m? (un ciclo CEX) con PMCO 300Kk.

La fase de concentracion de esta operacion redujo el volumen de eluatos de la CEX. Una vez que se
alcanzo el volumen de retencidn objetivo, se inicié la diafiltracion en modo FFT discontinuo (modo
en lotes). El producto retenido se diluyd 2X y se diafiltr6 con 8 diavolimenes de tampdn de
diafiltracion NaCl de FFT2 y después con 8 diavolimenes de tampon de diafiltracion CsCl de FFT2
en modo FFT discontinuo. Una vez que se complet6 la diafiltracion con CsCl, el producto retenido
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se concentré a un volumen prescrito de acuerdo con el volumen de retencion del sistema. Se
ejecutaron dos enjuagues sucesivos de la membrana para maximizar la recuperacion del producto del
sistema FFT2.

La velocidad de alimentacion del retenido se establecio en 5 L/m%min (500 mL/min por casete de
0,1 m?) con una tasa de conversion del 20% en permeado (una tasa de flujo de permeado de 100 ml
por 500 ml de tasa de alimentacion de retenido). El caudal de permeado se controlé mediante una
abrazadera en el tubo de permeado para mantener un caudal de permeado del 20% del caudal de
alimentacion de retenido.

Tabla 20: Tampones para FFT?2

Nombre de la Solucién Composicion

Tampon de diafiltracion de NaCl | 20mM  Tris, 2mM MgCI2, 150mM NaCl, 0,2%
de FFT2 Poloxamero 188, 1% Sacarosa , pH 8,1 + 0,1 a 20°C
Tampon de diafiltracion de CsCl | 20mM Tris, 2mM MgCI2, 3 M CsCl, 0,2% Poloxamero
de FFT2 188, pH 8,1+ 0,1 a 20°C

La ultracentrifugacién puede usarse para separar las capsides vacias de las capsides llenas utilizando
ultracentrifugacion en gradiente de cloruro de cesio. Para la etapa de ultracentrifugacion en CsCl se
utiliz6é un sistema automatizado Ultra Centrifuge Optima XPN 100 Ultra o un sistema equivalente
equipado con rotor Tipo 50,2 Ti o rotor equivalente. El material filtrado purificado de FFT2 se agregd
lentamente a tubos de ultracentrifuga a lo largo del interior de la pared del tubo sin introducir burbujas
en la solucion. Los tubos llenos se sellaron con un sellador térmico manual y se centrifugaron a
302,000 g (50,000 rpm en rotor 50,2 Ti) durante 17 horas a 20 °C. Después de completar el paso de
centrifugacion, se retiraron los tubos de la Ultra Centrifuga y se colocaron en un gabinete de
bioseguridad. Los productos que contienen tubos se montaron en soportes de anillo sobre un
contenedor de residuos. Se coloco una lampara debajo del tubo y la banda de las capsides vacias (la
Banda A es la banda més alta), las bandas dobles de las capsides llenas (bandas B y C bandas superior
e inferior del doblete), y la banda més baja debajo del doblete se marcaron en los tubos Las bandas
B, C y D se eliminaron con una aguja 18G montada a una jeringa de 30 ml insertada justo debajo de
la banda D hacia la mitad del tubo. EI material recolectado se transfirio a una botella PETG esteéril de
1 L. El material de todos los tubos de la centrifuga se agrup6 en una botella de PETG estéril de 1 litro
para producir el pool para ultracentrifugacion (UC). EI Tampdn para el paso de ultracentrifugacion

en Cloruro de Cesio se indica en la tabla a continuacion:

122



10

15

20

25

Tabla 21: Tampdn para Ultracentrifugacion en CsCl

Nombre de la Solucién Composicion
Tampon de Diafiltracion en CsCl | 20mM Tris, 2mM MgCI2, 3 M CsCl, 0,2% Poloxamero
FFT2 188, pH 8,1 £ 0,10

El paso FFT3 elimind el CsCl 'y concentro el vector completo usando el tampon de formulacion final.
Se utilizd un sistema de filtracion de flujo tangencial en conjunto con dos membranas de celulosa
regenerada de 50 cm2 y con PMCO 300k. La fase de concentracion de la operacion FFT3 se disefid
para reducir la concentracion de CsCl residual y el volumen del Pool de UC. Una vez que se alcanzd
el volumen de retenido objetivo, se inicid la diafiltracion. El producto retenido se diafiltré con 10
diavolimenes de Tampon para FFT3. Una vez que se completd la diafiltracion, el retenido
concentrado se transfirid a un tubo cénico secundario a través de un filtro Pall Supor® EKV Grado
de Esterilizacion (Mini Kleenpak) de 0,2 um.

Se ejecuto un enjuague sucesivo de la membrana para recuperar el vector del sistema FFT3. Se agrego
Tampdn para FFT3 al tubo cdnico primario que previamente contenia el retenido de FFT3. Este
material fue recirculado a través de las membranas de celulosa. Después de la recirculacion, el lavado
se transfirio al tubo cénico secundario a través del filtro de grado de esterilizacion Pall Supor® EKV
de 0,2 um (Mini Kleenpak). El concentrado de FFT3 y el pool parcial se mezclaron para lograr una
concentracion final de vector de > 4,5 X 102 vg/mL de Sustancia Farmacoldgica (Pool de retenido
de FFT3 + dos enjuagues).

Se ejecutd un enjuague sucesivo de la membrana para maximizar la recuperacion del producto del
sistema FFT3. Se agregd Tampon para FFT3 al tubo conico primario que previamente contenia el
material retenido de FFT3 y el material de enjuague inicial. Este material fue recirculado a través de
las membranas de celulosa. La descarga secundaria se transfiere a un tubo cénico secundario a traves
del filtro Pall Supor® EKV Grado Esterilizacion (Mini Kleenpak) de 0,2 um hasta que se alcanza el
peso determinado en el tubo cdnico secundario. La solucion concentrada final se denomina Sustancia
Farmacoldgica (SF).

Tabla 22: Tampones para FFT3

Nombre de la Solucién Composicion

Tampon para FFT3 20mM Tris, 1 mM MgCl2, 200 mM NacCl, 0,001% Poloxamero

188, pH 8,0+ 0,1 a 20°C
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La sustancia farmacoldgica se filtro con un filtro Pall Supor® EKV grado de esterilizacion (Mini
Kleenpak) en una botella de vidrio estéril de 1 L utilizando un conjunto de un solo uso esterilizado.
Antes de la filtracion del pool de FFT3, el filtro se enjuag6 pasando Tampdn para FFT3 a través del
mismo utilizando una bomba peristaltica y descartando en una bolsa de descarga de residuos. La
Sustancia Farmacoldgica (SF) luego se filtro a través del filtro lavado usando una bomba peristaltica
y se recogio en la botella de vidrio estéril de 1 litro. En base a la concentracion objetivo de DS a
5x10* vg/mL, se agreg6 Tampdn para FFT3 al tubo conico secundario que contenia la sustancia
farmacoldgica y paso a través del filtro para preparar el producto farmacéutico diluido (“PF”) a una

concentracion objetivo de 3,5x10% vg/mL.

El Tampdn para FFT3 utilizado en el enjuague del filtro y la dilucion de la sustancia farmacologica
para preparar el producto farmacéutico se compone de la siguiente formulacion.

Tabla 23: Operacion de la Unidad de Productos Farmacoldgicos - Composicion del Tampon

Nombre de la Solucién Composicion

Tampon para FFT3 20mM Tris, 1 mM MgCl2, 200 mM NacCl, 0,001% Poloxamero
188,pH8,0£0,1

El producto farmacolégico se introdujo en viales de 5 ml estériles, listos para usar, Crystal Zenith
(C2), que se taparon con tapones estériles, listos para usar, y se sellaron con sellos estériles listos para
usar.

Ejemplo 13 — Ensayo de Potencia

La potencia relativa del producto farmacoldgico se midié usando un ensayo cuantitativo in vivo. El
ensayo utilizé un modelo de raton establecido de la enfermedad de AME. Las parejas reproductoras
del ratén de la cepa AMEA7 (Jackson Laboratories, # 005025) son fenotipicamente normales, pero ~
25% de sus descendientes son homocigoticos para la mutacion del gen de SMN objetivo y muestran
el fenotipo similar a AME. Al dia 5, muestran signos de debilidad muscular y en la semana siguiente
desarrollan una marcha anormal y tendencia a caerse. Jackson Laboratories informa que la
supervivencia media para animales con el fenotipo similar a AME es de ~ 15 + 2 dias. Los estudios
piloto demostraron un tiempo medio de supervivencia para animales no tratados con fenotipo similar

a AME de 16,3 dias (media geométrica; n = 3 estudios; 10 ratones por estudio).

El producto farmacoldgico biologicamente activo administrado por infusion intravenosa (1V) produce
un aumento en el tiempo de supervivencia en funcién de la dosis (vg/kg). La potencia del producto

farmacoldgico se midid en relacion con el material de referencia (lote previo de vector). El titulo del
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producto farmacoldgico y el material de referencia (genomas de vector/ml; vg/ml) se determinaron
por reaccién en cadena de la polimerasa de gotas digital (ddPCR). El vector se diluy6 en solucion
salina para lograr cada uno de los tres niveles de dosis especificados que se administraran a ratones
con el fenotipo similar a AME.

Los resultados de un ensayo se consideran aceptables si el ensayo pasa la idoneidad. La idoneidad

del ensayo consiste en lo siguiente:

1. Limite de aceptacion para la muestra de control negativo (15 + 2 dias, Supervivencia Media)
2. Limite de aceptacién para la muestra de control positivo (> 40 dias, Supervivencia Media)
3. Limites de aceptacidon sobre curva de respuesta a la dosis de Supervivencia Media del
estandar de referencia
Se utilizé un lote previo de vector (en adelante, Lote Previo) en este estudio para determinar la
correlacion lineal entre la supervivencia media (dias) del ratbn AMEA7 al recibir el producto
farmacologico a cinco niveles de dosis diferentes, incluyendo la Dosis 0 (cero) utilizando solucion
salina al 0,9% (grupo no tratado). La Tabla 24 ilustra la curva de calibracion utilizando el lote de

referencia de Lote Previo.

Tabla 24: Curva de calibracién utilizando cinco niveles de dosis de AV XS-101

Rendimiento en el Tiempo del Estandar de Referencia NCH0613
Supervivencia media (dias)
0 meses 3 meses 6 meses
Dosis (va/kg) Replicado 1 Replicado2  Replicado 3 Replicado 1 Replicado 2 Replicado 3 | Replicado ™
n=44 n=32 n=38 n=21 n=21 n=21 n=22
0 15 16 15 15 14 16 16
1.21E+13 24 23 25 21 21 21 22
7.38E+13 31 29 27 29 29 ND 28
1.18E+14 ND* (>103) ND* (>115) 79
2.94E+14 ND* (>131) - - ND* (>47) | ND* (>47) ND* (>37) ND* (>41)

*No determinado (ND) — La Supervivencia Media (dias) no fue alcanzada al 24/08/2017

Los datos de este estudio demostraron que el rango lineal de la mediana de la curva dosis-respuesta
de supervivencia fue de 0-7,4 vg/kg. La potencia relativa del Lote de Producto Farmacéutico 816836
se establecié comparando la curva de regresion lineal del estandar de referencia del Lote Previo con
la curva de regresion lineal del lote de producto farmacoldgico 816826. Esto se logré utilizando la
razon de la interseccion en y y la pendiente de cada linea de regresion lineal (es decir, Estandar de
referencia y Articulo de prueba). El célculo de la Potencia Relativa porcentual se describe en la

ecuacién (1) a continuacion:
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% PR = [(Interseccién-y/pendiente del Articulo de Prueba) + (Interseccién-y/pendiente del Estandar de
Referencia)] X 100 (1)

El Lote NCH0613 utilizado en el ensayo clinico de fase 1 fue utilizado como el lote de Estandar de

Referencia y se le asign6é una potencia de 100%.

Los datos anteriores establecieron los criterios preliminares de aceptacion del ensayo utilizando la
porcion lineal de la curva de respuesta a la dosis de supervivencia media para determinar la potencia
relativa de los lotes clinicos del producto farmacoldgico, de la siguiente manera:
e La curva de respuesta a la dosis de supervivencia media (dias) se gener6 usando 5 niveles de
dosis (vg/kg)
e Lasdosis0,1,2E+13y 7,4E+13 fueron seleccionadas para correr un modelo de respuesta a la
dosis lineal.
e Los limites de adecuabilidad para la solucion salina (grupo sin tratar) fueron una
supervivencia media de 13 a 17 dias.
e Los limites de adecuabilidad para la muestra de estandar de referencia se establecieron como:
0 Pendiente > 2,0E-13
0 Interseccion-y > 16,00 (dias)
0 Interseccidn-y/Relacion de Pendiente > 8,5E+13
o R2>0,7
El modelo de raton A7 se utiliz6 para demostrar la eficacia de la terapia de la AME, incluido el
producto farmacoldgico. Con una supervivencia media de 15 dias + 2 dias, los animales de control
sin tratar o tratados con solucién salina proporcionan un control de referencia confiable a partir del
cual la potencia del producto puede medirse como un aumento en la supervivencia media. El trabajo
de desarrollo con el producto farmacologico identifico tres (3) dosis (excluyendo la dosis tratada con
el vehiculo) determinadas por Genomic Titer usando PCR de Gotas Digital (ddPCR) que afectan la
supervivencia en el modelo de ratdn con una correlacion lineal cuando la dosis administrada (vg/kg)
se transforma logaritmicamente y se traza contra la Supervivencia Media (en dias) del raton neonatal
AMEA?7 tratado. Véanse los titulos estandar (vg/mL) en la Tabla 26 para los estandares de titulos
bajo, medio y alto. Ademas, la solucion de Tampon FFT (vehiculo) se utiliza tanto para el punto de
la curva de calibracion cero (0) como para un control negativo. También se incluyé como control
positivo una dosis que demostrd una supervivencia >40 dias (mas que la dosis que demuestra duplicar

la supervivencia media).
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Tabla 25: Dosis Objetivo

Dosis (vg/kg) Supervivencia Media (dias) | Estandares y controles
Control Negativo

Solucion salina 15+2
(sin tratar)

1,50x10 = 40 dias  Supervivencia | oo o1 positivo

Media

0 (solucidn salina) 15+2 Estandar-1

1,2x10%3 22+3 Estandar -2

7,5x1013 31+3 Estandar -3

Preparaciones de solucidn de dosis (refiérase a la Tabla 26 por el ejemplo del esquema de dilucion).
Control Negativo — La solucion salina al 0,9% se usa como en Control Negativo
Control Positivo -- El lote de Articulo de Prueba se prepara a 1,5x10'* vg/kg usando solucion
salina.
Soluciones de Estandar de Referencia — El lote de Estandar de Referencia se prepara en tres

concentraciones indicadas en la Tabla 25 usando la solucion salina.

Tabla 26: Estandar de Referencia y Esquema de Dilucién de Articulo de Prueba (Ejemplo)

Esténdar de Referencia Esténdar de Solucién | Volumen de
D ) [Titulo de ddPCR del | Conversién a Referencia/Volumen | Salina Dosis Total
9/kg Articulo de Prueba vg/uL del Articulo de
(vg/mL) Ensayo a usar (uL) (uL) (uL)
1,2x1013 5,0x1013 5,0x1010 2.6 474 50,0

Preparacion del articulo de prueba: El articulo de prueba se diluy6 usando la Solucion Salina. Las
diluciones se calcularon para generar las dosis de prueba (vg/kg) delineadas en la Tabla 26 por raton
en un volumen final total de 50 ul. Se prepararon diluciones para 10 ratones a la vez con un volumen
adicional como Control Positivo dirigido a aumentar la vida minima de los ratones tratados a >40

dias de Supervivencia Media (dias).

Limites de aceptacion en las muestras de control

Control Negativo (ratones sin tratar) -- El limite de aceptacion del ensayo para el grupo de
Control Negativo fue que los ratones AMEA7 alcancen la supervivencia media de 15+2 dias. Ademas,
todo raton que fallezca en <10 dias sera excluido del analisis. Si se usan més de 7 ratones en un grupo,

un maximo de 2 ratones puede ser excluido por fallecimiento <= 10 dias.

127



10

15

20

25

30

Control Positivo (grupo tratado a la dosis clinica objetivo) -- El limite de aceptacion del
ensayo para el grupo de Control Positivo fue que, como minimo, la vida de los ratones tratados
alcanzara >40 dias de Supervivencia Media. Ademas, todo raton que fallezca en <10 dias sera
excluido del andlisis. Si se usan méas de 7 ratones en un grupo, un maximo de 2 ratones puede ser

excluido por fallecimiento <= 10 dias.

Limites de aceptacion en la curva de respuesta a la dosis del Estandar de Referencia

Los criterios de idoneidad del ensayo se determinaran para la curva de respuesta a la dosis lineal
estandar de referencia que representa la Supervivencia Media (dias) frente a la dosis administrada

(vg/ml). Véase la Tabla 27 por los criterios de idoneidad del ensayo.

Tabla 27: Criterios de Idoneidad del Ensayo (Curva del Respuesta a la Dosis Lineal del
Estandar de Referencia)

. - Relacion 2 Potencia
Lote Testeado Pendiente Interseccion Interseccién/Pendiente R Asignada
Estandar de Referencia >2,0x108 | >16,5 > 8,5x10%8 >0,7 100,0
Avrticulo de Prueba >2,0x108 | >16,0 > 8,0x10%3 >0,7 -

Relacion Interseccion-Y/Pendiente — Se determina una curva de regresion lineal de la Supervivencia
Media (dias) versus la dosis administrada (vg/kg) para el Estandar de Referencia y el Articulo de

Prueba. Se calcula la relacion de Interseccion-y a la pendiente para cada regresion lineal.

Resultados de los informes

Informe Cualitativo de los Resultados de Potencia Relativa -- Los criterios de Idoneidad del Ensayo
se evaluan para cada ensayo antes de la determinacion de una lectura de un solo punto de la
Supervivencia Media (dias) a > 40 dias para el material de Control Positivo. Si la Supervivencia
Media del grupo de Control Positivo es > 40 dias, el Articulo de Prueba puede ser utilizado si se

cumplen los siguientes criterios.

Informe Cuantitativo de los Resultados de Potencia Relativa — Los criterios de Idoneidad del Ensayo
se evallan para cada ensayo antes de la determinacion cuantitativa de la Potencia Relativa para el
Acrticulo de Prueba. La potencia relativa para el Articulo de Prueba se puede reportar una vez que el
control Positivo alcanza >40 dias y se logra la Supervivencia Media de 31+3 dias para el grupo de

ratones que representa la dosis estandar superior de 7,5x10% vg/kg. La Potencia Relativa Porcentual
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(% PR) para un Articulo de Prueba se calculard utilizando la interseccion en y la pendiente de
respuesta a la dosis de la regresion lineal de Supervivencia Media (dias) de la siguiente manera:

% PR = 100% * [(Articulo de Prueba interseccion en y/pendiente) + (Estandar de Referencia

interseccion en y/pendiente)]

Ejemplo 14- Terapia de reemplazo de genes de dosis Unica para la atrofia muscular espinal:
Un Estudio de Dosis

La atrofia muscular espinal (AME) es una enfermedad monogénica infantil grave que resulta de la
pérdida o disfuncion del gen que codifica la neurona motora de la supervivencia 1 (SMN1). La
incidencia de esta enfermedad es de aproximadamente 1 de cada 10,000 nacimientos vivos, con una
frecuencia de portador de 1 en 54. La AME se caracteriza por la degeneracién y pérdida de las
neuronas motoras inferiores, lo que conduce a la atrofia muscular. La enfermedad se divide en
cuatro subtipos (1 a 4) segun la edad de inicio y el logro de los hitos. La AME tipo 1 (AME1) es la
forma mas grave y la causa genética de muerte mas comun entre los bebés. Hay dos formas de
SMN; SMNL1 es el gen primario responsable de la produccion funcional de la proteina SMN. SMN2
excluye preferentemente el exén 7 durante el empalme y, como resultado, produce solo una
pequefia fraccion de proteina SMN funcional en comparacion con SMN1. En consecuencia, el
numero de copias de SMN2 modifica el fenotipo de la enfermedad, y la presencia de dos copias de
SMNZ2 esta asociada con AMEL. Los lactantes con deleciones bialélicas de SMN1 y dos copias de
SMNZ2 tienen un riesgo del 97% de padecer AMEL.
Estudios recientes de la historia natural de AME1 (cohorte historica) mostraron que la edad media
al inicio de los sintomas entre los lactantes con la enfermedad era de 1,2 meses (rango, 0 a 4 meses),
y la enfermedad se caracteriz6 por hipotonia, debilidad severa desde la primera infancia e
incapacidad sentarse sin ayuda. En los lactantes con AMEL que tienen dos copias de SMNZ2, la edad
media al fallecimiento o la necesidad de ventilacion no invasiva durante por lo menos 16 horas por
dia durante lo menos 14 dias consecutivos (considerado equivalente a ventilacion permanente) fue
de 10,5 meses. En una cohorte de nifios afectados, solo el 25% sobrevivid sin soporte ventilatorio
permanente por 13,6 meses, y el 8% sobrevivio sin este soporte por 20 meses. Otro estudio histérico
prospectivo y multicéntrico patrocinado por los Institutos Nacionales de Salud (NeuroNEXT) que
incluyé pacientes con dos copias de SMN2 mostré una mediana de supervivencia libre de
traqueotomia de 8 meses (intervalo de confianza del 95%, 6 a 17). Todos los pacientes con AME1
tienen una disminucion precipitada en las funciones respiratorias y de deglucién después del
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nacimiento y, en ultima instancia, requieren soporte nutricional mecénico (a través de una sonda
nasogastrico o gastrostomia) para mantener una nutricién adecuada y reducir los riesgos
respiratorios asociados con la aspiracion. En el caso de los pacientes con AMEL1 en los que la
aparicion de los sintomas ocurre antes de los 3 meses de vida, la mayoria de ellos requieren

asistencia alimentaria antes de los 12 meses de vida.

Los pacientes con AME1 tampoco alcanzan hitos importantes en la funcion motora y tienen una
disminucion en la funcidn, de acuerdo con la escala CHOP INTEND (Prueba para bebés de
trastornos neuromusculares del Hospital de Filadelfia), que varia de 0 a 64, donde las puntuaciones
maés altas que indican mejor funcion motora, una herramienta que es sensible a cambios menores en
la funcion motora, tales como los movimientos antigravedad de las extremidades. En un analisis
histdrico de 34 pacientes con AME1, todos menos 1 de los pacientes no alcanzaron una puntuacion
de por lo menos 40 después de 6 meses de vida. En la cohorte NeuroNEXT, las puntuaciones de
CHOP INTEND disminuyeron en una media de 10,7 puntos entre los 6 meses y 12 meses de vida.

Las estrategias terapéuticas para aumentar los niveles de proteina SMN en las neuronas motoras se
han centrado en mejorar la efectividad de SMN2. Un enfoque ha sido el suministro al sistema
nervioso central de nusinersen (lonis Pharmaceuticals/Biogen), un oligonucleétido antisentido que
se desarrollo para inhibir el empalme del exon 7 en SMN2. Se ha demostrado que este medicamento
mejora la debilidad en el modelo murino de AME severa y aumenta la vida media de los ratones
afectados de 16 dias a 25 dias. En diciembre de 2016, nusinersen fue aprobado por la Food and
Drug Administration para el tratamiento de la AME. Este farmaco se administra mediante

inyecciones intratecales repetidas despues de cuatro dosis de carga en los primeros 2 meses de vida.

Un posible tratamiento alternativo para AMEL1 es la terapia génica, en forma de una administracion
intravenosa unica que suministra una copia de SMN en un virus adenoasociado auto
complementario serotipo 9 (SCAAV9). (La region de codificacion de este virus recombinante forma
una plantilla intramolecular de ADN bicatenario [0 autocomplementario]). Este enfoque ha
inducido la expresion de SMN en neuronas motoras y tejidos periféricos, lo que ha contrarrestado
los efectos de la AME en un modelo murino y extendido la supervivencia promedio en este modelo
de 15 dias a 28,5 dias con una dosis baja (6,7x10' vg por kilogramo de peso corporal) y no mas de

250 dias con dosis mas altas del vector (2,010 y 3,3x10%** vg por kilogramo).
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Ademas de cruzar la barrera hematoencefalica y dirigirse a las neuronas del sistema nervioso central
en todas las regiones de la médula espinal, la administracion sistémica de la terapia génica mediada
por AAV9 puede ser ventajosa, dado que la proteina SMN se expresa de manera ubicua y AME1
afecta a multiples sistemas (por ejemplo, el sistema nervioso autdbnomo y entérico, el sistema
cardiovascular y el pancreas), junto con muchos tipos de células (por ejemplo, corazén, pancreas y
musculo esquelético). La caracteristica auto complementaria del vector combinado con un
potenciador de citomegalovirus hibrido - promotor de beta actina de pollo permite la expresion
rapida y sostenida de SMN. En abril de 2014, iniciamos un estudio de terapia de reemplazo de
genes en bebés con AMEL que recibieron una dosis Unica de SCAAV9 con el suministro del gen de
neurona motora de la supervivencia humana (hSMN), bajo el control del promotor de beta actina de
pollo (sScCAAV9.CB.hSMN) (AVXS-101).

Métodos

Procedimientos del estudio y pacientes: a los fines del estudio, todos los pacientes tenian un

diagndstico genéticamente confirmado de AMEL, deleciones homocigdticas del exdn 7 de SMN1 y
dos copias de SMN2. Se excluyeron los pacientes con el modificador de la enfermedad ¢.859G — C
en el exon 7 de SMIN2. Los pacientes seleccionados presentaron aparicion de enfermedad desde el
nacimiento hasta los 6 meses de vida, caracterizada por hipotonia segun lo determinado por la
evaluacion clinica acompafiada de un retraso en las habilidades motoras, control deficiente de la
cabeza, postura del hombro redondeado e hipermovilidad de las articulaciones. Los pacientes con
infecciones virales activas (incluyendo VIH o serologia positiva para hepatitis B o C) o enfermedades
concomitantes que creaban riesgos innecesarios para la transferencia de genes fueron excluidos del
estudio. También se excluyeron los pacientes que necesitaban soporte ventilatorio invasivo

(traqueotomia con presion positiva) u oximetria de pulso <95% de saturacion en la visita de seleccion.

Los pacientes se inscribieron en dos cohortes, de acuerdo con la dosis de terapia génica que se
administrd. Los pacientes de la cohorte 1 recibieron una dosis baja (6,7 x 1013 vg por kilogramo) y
se enrolaron en el transcurso de cinco meses; los de la cohorte 2 recibieron una dosis alta (2,0 x
10 vg por kilogramo) y se enrolaron en el transcurso de un afio. El dia 30 después de la
dosificacion, el ensayo IFN-y ELISpot en el paciente 1 en la cohorte 1 detectd una respuesta de
células T y mostr6 un pico repentino en las células formadoras de manchas (SFC) por 106 células

mononucleares de sangre periférica (PBMC) que fue> 50 dirigido contra la capside de AAV9
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(normal, <50 SFC por 106 PBMC). Se inicid prednisolona a 2 mg/kg y se mantuvo durante 35 dias
hasta que la respuesta de las células T y las transaminasas séricas se redujeron. Como resultado, se
modificé el protocolo experimental, y los pacientes 2 a 15 recibieron prednisolona oral en una dosis
de 1 mg por kilogramo por dia durante aproximadamente 30 dias, comenzando 24 horas antes de la
administracion del vector genético. El tratamiento continu6 con prednisolona mantenida hasta que
las enzimas AST y ALT cayeron por debajo del nivel de 120 UI/L y la respuesta de las células T
cay0 por debajo de 100 SFC por 10° PBMC, momento en el cual la prednisolona se reduciria segin

el criterio clinico.

El vector fue suministrado en solucién salina normal (aproximadamente 10 a 20 ml por kilogramo)
que se infundié por via intravenosa durante un periodo de aproximadamente 60 minutos. Al
momento del enrolamiento, algunos pacientes requerian alimentacion enteral por medio de una
gastrostomia o sonda nasogastrica, cuya eleccién se basé en la preferencia de los padres o el médico
primario. Una vez enrolados en el estudio, a todos los pacientes que requirieron soporte nutricional

se les coloco un tubo de gastrostomia, y los tubos no se retiraron durante el estudio.

Resultados: El resultado primario fue la determinacion de la seguridad sobre la base de cualquier
evento adverso relacionado con el tratamiento de grado 3 o superior. El resultado secundario fue el
tiempo hasta la muerte o la necesidad de asistencia ventilatoria permanente. Este Ultimo se definio
como por lo menos 16 horas de asistencia respiratoria por dia continuamente durante lo menos 14
dias en ausencia de una enfermedad aguda reversible o un estado perioperatorio. Los resultados
exploratorios incluyeron logros de hitos motores (particularmente, sentarse sin asistencia) y
puntuaciones de CHOP INTEND.

El mantenimiento de puntuaciones de mas de 40 puntos se ha considerado clinicamente
significativo en la AME en la aplicacion de la escala CHOP INTEND. Sentado y sin asistencia se
evalud y se clasificd de acuerdo con los siguientes criterios: sentado sin asistencia durante menos de
5 segundos, de acuerdo con el item 22 de la subprueba de motricidad gruesa Bayley Scales of Infant
and Toddler Development (“sentado sin asistencia”); sentado sin asistencia durante lo menos 10
segundos, de acuerdo con los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (*sentado sin
asistencia segun los criterios de la OMS"); y sentado sin asistencia durante por lo menos 30
segundos, de acuerdo con el item 26 de las Escalas de Bayley mencionadas anteriormente (“'sentado
funcionalmente independiente™). Los principales hitos motores se confirmaron mediante el examen

de grabaciones de video de los pacientes a través de un auditor independiente por Ability Captured
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Through Interactive Video Evaluation-mini (ACTIVE-mini). Se registraron los potenciales de
accion muscular compuesta (CMAP) de electrodos de superficie al inicio del estudio y cada 6 meses
después de la infusion. El estado patolégico de los masculos se cuantifico mediante Miografia de

impedancia eléctrica (EIM).

Analisis estadistico: Se realizaron analisis de seguridad en todos los pacientes, que también se

incluyeron en el analisis primario de supervivencia (segun lo definido y en el protocolo) y en los
analisis de cambios en la escala CHOP INTEND desde el inicio hasta 1 mes y 3 meses. Tales
cambios desde la linea de base hasta cada visita de estudio se analizaron con el uso de un modelo de
efectos mixtos para medidas repetidas. El modelo mixto incluyd los efectos fijos de cohorte y visita
y una covariable de la puntuacion inicial. Los logros importantes y el apoyo nutricional y
ventilatorio se analizaron en la cohorte 2. Los analisis estadisticos se realizaron con el uso del
software SAS, version 9.4. Todas las comparaciones con cohortes historicas fueron Gnicamente
descriptivas.

Resultados

Pacientes: De los 16 pacientes que fueron seleccionados, 1 fue excluido debido a titulos de
anticuerpo anti-AAV9 persistentemente elevados (> 1:50). De los 15 pacientes incluidos en el
estudio, 3 se enrolaron en la cohorte de dosis baja 1 y 12 se inscribieron en la cohorte de dosis alta
2. La edad media de los pacientes al momento del tratamiento fue de 6,3 meses (rango, 5,9 a 7,2) en
la cohorte 1y 3,4 meses (rango, 0,9 a 7,9) en la cohorte 2 (Tabla 28).

Tabla 28: Caracteristicas demograficas y clinicas de los 15 pacientes

Caracteristica Cohorte 1 (N=3) Cohorte 2 (N=12)
Edad promedio (rango) — meses 6,3 (5,9-7,2) 3,4 (0,9-7,9)
Peso promedio (rango) - kg 6,6 (6,0-7,1) 5,7 (3,6-8,4)
Sexo - nro. (%)

Masculino 1(33) 5 (42)
Femenino 2 (67) 7 (58)

Raza - nro. (%)

Blanca 3 (100) 5 (42)

Otra 0 1(8)

Edad media al inicio de los sintomas (rango) - meses | 1,7 (1,0-3,0) 1,4 (0-3,0)
Edad media al diagnostico genético (rango) - dias 33 (4-85) 60 (0-136)
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Puntuacion promedio en la escala CHOP INTEND 16 (2-27) 28 (12-50)

(rango)

Pacientes con apoyo clinico - nro. (%)
Nutricional 3 (100) 5 (42)
Ventilatorio 3 (100) 2(17)

Supervivencia y ventilacién permanente: Al final del estudio, todos los pacientes habian alcanzado

una edad de por lo menos 20 meses y no requerian ventilacion mecénica permanente; la mediana de
edad en su ultima evaluacién pulmonar fue de 30,8 meses en la cohorte 1 y 25,7 meses en la cohorte
2. Por el contrario, solo el 8% de los pacientes en una cohorte historica no requirié ventilacion
mecanica permanente. A los 29 meses de vida, un paciente en la cohorte 1 requirié ventilacion
permanente debido a hipersalivacion. Después de la ligadura de las glandulas salivales, la necesidad

de uso de ventilacion no invasiva se redujo en un 25% a 15 horas por dia.

Evaluaciones de la funcion motora: Todos los pacientes de las cohortes 1y 2 habian aumentado las

puntuaciones desde la linea de base en la escala CHOP INTEND y mantuvieron estos cambios
durante el estudio. Los pacientes en la cohorte 2 tuvieron aumentos medios de 9,8 puntos a 1 mes y
15,4 puntos a los 3 meses (P <0,001 para ambas comparaciones); 11 pacientes alcanzaron y
mantuvieron puntuaciones de mas de 40 puntos. Al punto de corte del estudio el 7 de agosto de
2017, los pacientes en la cohorte 1 tuvieron un aumento promedio de 7,7 puntos desde una linea
base promedio de 16,3 puntos, y aquellos en la cohorte 2 tuvieron un aumento promedio de 24,6

puntos desde una linea base promedio de 28,2 puntos.

Hitos motores en la cohorte 2: Un total de 11 de 12 pacientes en la cohorte 2 pudieron sentarse sin

asistencia durante por lo menos 5 segundos, 10 durante por lo menos 10 segundos y 9 durante por lo
menos 30 segundos (Tabla 31). Un total de 11 lograron el control de la cabeza, 9 pudieron darse la
vuelta y 2 pudieron gatear, ponerse de pie, pararse independientemente y caminar de manera
independiente. Once pacientes lograron la capacidad de hablar. Ningin paciente en las cohortes
histdricas habia logrado ninguno de estos hitos motores y rara vez habia logrado la capacidad de
hablar.
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Tabla 29: Supervivencia libre de eventos e hitos motores y otros entre los 12 pacientes de la cohorte
2.

Variable Edad Supervivencia Hitos motores Otros logros
al libre de
ingresa eventos
ral
estudio
Lleva Controla | Seda Se sienta Se sienta sin Habla Traga No Sin soporte
la la vuelta con asistencia una nutricional

mano cabeza asistencia NIV

ala

boca

mes >5 > 2
S. 10 30
S S
Numero de Paciente

4 5,6 31,1 + + + + + + +
5 42 28,5 + + + + + + + + + + +
6 1,9 26,1 + + + + + + + + + + +
7 3,6 28,1 + + + + + + + + +
8 79 32,4 +
9 49 28,9 + + + + + + + + + + +
10 0,9 25,3 + + + + + + + + + + +
11 2,3 23,8 + + + + + + + + +
12 2,6 23,9 + + + + + + + + + + +
13 0,9 22,1 + + + + + + + +
14 41 22,0 + + + + + + + + + + +
15 2,1 20,6 + + + + + + + +
Pacientes con resultado (%)
Este 100 100 92 75 92 92 |83 | 75 | 92 92 58 50
estudio
Estudi 8 por 20 NA 0 0 0 0 0 0 ND ND ND | 8por 20
os de meses meses
historia
natural

Estado pulmonar y nutricional en la cohorte 2: Entre los 12 pacientes en la cohorte 2, 10 no

necesitaron ventilacion no invasiva al inicio del estudio en comparacién con 7 que eran
independientes de la asistencia ventilatoria en la tltima visita de seguimiento (Tabla 29). Al inicio
del estudio, 7 pacientes no necesitaron alimentacion enteral, incluido 1 que luego requiri6 la
colocacion de una sonda de gastrostomia después de la terapia de reemplazo génico, posiblemente
en asociacion con cirugia de escoliosis. De los 5 pacientes que habian recibido alimentacién enteral
antes de la terapia de reemplazo génico, en el ultimo seguimiento, 11 de los 12 pacientes habian
logrado o retenido la capacidad de tragar de forma independiente y 4 pudieron alimentarse por via

oral.

Sequridad: Al final del estudio, se observaron un total de 56 eventos adversos graves en 13
pacientes en las dos cohortes. De estos eventos, los investigadores determinaron que 2 eventos

fueron eventos de grado 4 relacionados con el tratamiento en base a los valores de laboratorio, de
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acuerdo con los Criterios de Terminologia Comun para Eventos Adversos (Tabla 30). El paciente 1
en la cohorte 1 tuvo aumentos en los niveles séricos de aminotransferasa (31 veces el limite superior
del rango normal para la alanina aminotransferasa (ALT) y 14 veces el limite superior para la
aspartato aminotransferasa (AST)) sin otras anormalidades de la funcion hepatica (es decir,
bilirrubina total e indirecta y fosfatasa alcalina) y sin manifestaciones clinicas. Segln se ha
descripto, estos aumentos fueron atenuados por el tratamiento con prednisolona, que luego se
administro en los pacientes restantes. Un paciente en la cohorte 2 requirio prednisolona adicional
para atenuar los niveles elevados de ALT y AST en suero (35 veces el limite superior del rango
normal para ALT y 37 veces para AST). De los 241 eventos adversos no graves, 3 se consideraron
relacionados con el tratamiento y consistieron en aumentos asintomaticos de los niveles séricos de
aminotransferasa en 2 pacientes (ALT y AST, ambos menos de 10 veces el limite superior del rango
normal), que se resolvieron sin mas tratamiento con prednisolona (Tabla 0. No hubo otras
anormalidades en las pruebas de funcion hepatica. De los 15 pacientes, 14 tenian enfermedades
respiratorias, lo cual en nifios con AME1 con frecuencia provocan la muerte o la necesidad de
traqueotomia.

Tabla 30: Eventos adversos.

Evento Cohorte 1 (N=3) Cohorte 2 (N=12) Todos los pacientes
(N=15)
Eventos Pacientes Eventos Pacientes Eventos Pacientes
nro. nro. (%) nro. nro. (%) nro. nro. (%)
Todo evento adverso | 44 3 (100) 253 12 (100) 297 15 (100)
Todo evento adverso | 7 3 (100) 49 10 (83) 56 13 (87)
grave
Evento adverso 1 1(33) 4 3 (25) 5 4(27)
asociado con el
tratamiento
Evento adverso comln
Infeccion del tracto 3 1(33) 26 10 (83) 29 11 (73)
respiratorio superior
VoOmitos 0 0 11 8 (67) 11 8 (53)
Constipacion 4 4 (33) 9 7 (58) 10 8 (53)
Pirexia 1 1(33) 10 6 (50) 11 7 (47)
Congestion nasal 0 0 8 6 (50) 8 6 (40)
Reflujo 1 1(33) 6 5 (42) 7 6 (40)
gastroesofagico
Infeccion por 1 1(33) 7 4 (33) 8 5 (33)
enterovirus
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Neumonia 0 0 11 5 (42) 9 5(33)

Infeccién por 1 1(33) 10 4 (33) 11 5(33)
rinovirus

Tos 0 0 9 5(42) 9 5(33)
Otitis media 6 2 (67) 3 2(17) 9 4.(27)
Nivel elevado de 1 1(33) 3 3 (25) 4 4(27)
aminotransferasa

Insuficiencia 1 1(33) 5 3 (25) 6 4(27)
respiratoria

Infeccion por el 1 1(33) 4 3 (25) 5 4(27)
virus de la

parainfluenza

Erupcion 0 0 5 4 (33) 5 4(27)
Atelectasia 0 0 4 4 (33) 4 4(27)
Gastroenteritis viral | 0 0 4 4 (33) 4 4(27)
Rinorrea 0 0 4 3 (25) 4 3 (20)
Bronquiolitis 0 0 3 3 (25) 3 3 (20)
Diarrea 0 0 3 3 (25) 3 3 (20)
Infeccion en el oido | 1 1(33) 2 2 (17) 3 3 (20)
Lesion por caida 0 0 3 3 (25) 3 3 (20)
Rinovirus humano 0 0 3 3 (25) 3 3 (20)
Faringitis 1 1(33) 2 2 (17) 3 3(20)
estreptococica

Virus sincitial respiratorio

Neumonia 1 1(33) 2 2 (17) 3 3 (20)
Bronquiolitis 1 1(33) 2 2 (17) 3 3 (20)
Infeccion viral del 0 0 3 3 (25) 3 3 (20)

tracto respiratorio

superior

Una sola infusidon intravenosa de vector del virus adenoasociado que contiene ADN que codifica
SMN en pacientes con AMEZ1 resultd en una supervivencia mas larga que en las cohortes historicas
con esta enfermedad. Los 15 pacientes superaron la mediana de edad de supervivencia previamente
informada sin ventilacion permanente por 10,5 meses para pacientes con AME1 con dos copias
SMNZ2. Todos los pacientes también superaron el punto de referencia de 20 meses, en cuyo
momento solo el 8% de los pacientes con esta enfermedad generalmente sobreviven sin ventilacion
permanente. 4 De los 12 pacientes en la cohorte 2, todos menos 1 lograron hitos de la funcién

motora que no han sido reportado en cohortes historicas. La funcién motora lograda fue
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clinicamente significativa, tal como lo evidencia el alimentarse (mano a boca), sentarse y hablar. La
mayoria de los pacientes que no requerian atencion de apoyo al momento del enrolamiento estaban
libres de apoyo nutricional (6 de 7 pacientes) y de ventilacion (7 de 10 pacientes) en la ultima visita
de seguimiento. En las dos cohortes, los pacientes tuvieron aumentos en la puntuacion en la escala
CHOP INTEND desde la linea de base. Durante el primer mes en la cohorte 2, el aumento
promedio fue de 9,8 puntos, en comparacion con una disminucion de una media de més de 10

puntos entre los 6 y 12 meses de vida en la cohorte historica en el estudio NeuroNEXT.

Los estudios preclinicos de la terapia de reemplazo del gene SMN en el modelo de raton SMNA7
mostraron mejoras en la supervivencia y la funcion motora con el tratamiento temprano,
presumiblemente en un momento en que las neuronas motoras ain estan intactas. Los hallazgos
clinicos en nuestro estudio de tratamiento temprano reflejaron la direccion de aquellos en los
estudios preclinicos. Dos pacientes pudieron gatear, pararse y caminar sin ayuda después del
tratamiento temprano. Ambos pacientes tenian antecedentes familiares de AME, lo que
probablemente contribuy6 al diagnostico temprano. Si bien todos los pacientes de las dos cohortes
en nuestro estudio han seguido teniendo mejoras en la funcién motora, los datos preclinicos y
clinicos sugieren un beneficio para el tratamiento temprano y la deteccidn de recién nacidos con
AME.

Los eventos adversos graves causados por la terapia de reemplazo de genes AAV se limitaron a
niveles elevados de aminotransferasa sérica sin otras anomalias de las enzimas hepaticas
aproximadamente 3 semanas después del tratamiento en dos pacientes; otros dos pacientes tuvieron
aumentos que no alcanzaron el limite para la definicion de eventos adversos graves (es decir,> 10
veces el rango normal). Los aumentos de las enzimas hepaticas se atenuaron con el tratamiento con
prednisolona. Un paciente no paso la seleccion debido a la presencia de anticuerpo anti-AAV9, lo
cual es consistente con estudios de poblacion que sugieren una baja tasa de seropositividad anti-
AAV9 entre nifios y adultos jovenes y tasas crecientes de seropositividad anti-AAV9 entre personas
mayores de 40 afios. Sin embargo, la presencia de anticuerpos contra el virus puede ser una

limitacion de la terapia de reemplazo de genes AAV.

Este estudio utilizé un disefio de un solo grupo con una cohorte histérica como control, que es una
de las pocas opciones cuando la historia natural de una enfermedad esta bien caracterizada y es
letal. Para enrolar una muestra homogénea similar a la de los estudios historicos publicados,

restringimos la inscripcion para incluir solo pacientes sintomaticos con AME1 que tenian
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mutaciones SMN1 bialélicas y dos copias de SMNZ2 y no se inscribieron pacientes con el
modificador genético ¢.859G — C en el exdn 7 de SMN2, ya que este modificador genético predice
un fenotipo mas leve de la enfermedad. Sin embargo, esta terapia de reemplazo de genes no necesita

limitarse a pacientes sintomaticos o pacientes con un subtipo gendémico especifico.

En conclusién, una infusion intravenosa Unica de una dosis alta de vector viral adenoasociado que
contiene ADN que codifica SMN en pacientes con AMEL1 dio como resultado una supervivencia
prolongada, una funcion motora mejorada y un aumento de las puntuaciones en la escala CHOP
INTEND a niveles que no se habian observado anteriormente en esta enfermedad. Dichas mejoras
dieron como resultado un porcentaje menor de pacientes que necesitaron atencién de apoyo
respecto de los estudios histdricos. En los seguimientos de hasta 2 afios, no se informo la
disminucion del efecto o la regresion clinica en la funcion motora. Varios pacientes tuvieron
aumentos transitorios y asintomaticos en los niveles de aminotransferasa. Se necesitan mas estudios
para evaluar la seguridad a largo plazo y la durabilidad de la terapia de reemplazo génico en

pacientes con AMEL.

Ejemplo 15 - Farmacocinética de scAAV9.CB.hSMN

Los estudios farmacocinéticos clinicos convencionales no son aplicables a los productos de terapia
de reemplazo de genes. Sin embargo, los estudios de eliminacién de vectores SCAAV9.CB.hSMN,
que evaluan la cantidad de vectores eliminados del cuerpo a través de fluidos y desechos, son una
medida que se puede usar en lugar de los estudios farmacocinéticos convencionales para las terapias

de reemplazo de genes.

La eliminacion del vector después de la infusion con scAAV9.CB.hSMN se investigo en maltiples
puntos en el tiempo durante el estudio clinico. Se recogieron muestras de saliva, orina y materia
fecal semanalmente hasta el dia 30 y luego mensualmente hasta el mes 12 y posteriormente cada 3
meses. Se usaron muestras de 5 pacientes para el analisis de eliminacion del vector
SCAAV9.CB.hSMN por reaccion en cadena de la polimerasa digital en gotas durante la visita del
mes 18. Los 5 pacientes analizados en cuanto a la eliminacion del vector sScAAV9.CB.hSMN

recibieron la dosis terapéutica de 1,1 x 10 vg/kg.

SCAAVI.CB.hSMN fue detectable en las muestras después de la infusion. Las concentraciones de
SCAAV9.CB.hSMN en orinay saliva fueron de 0,1% a 0,01% de la concentracién inicial en el cuerpo

139



10

15

20

25

30

al dia 1 después de la infusién, después de lo cual las concentraciones cayeron por debajo del limite
de cuantificacion. En las heces, niveles del 10% al 30% de la concentracion inicial en el cuerpo fueron
detectables al dia 1 después de la infusion. Un paciente mostré un pico de concentracion en las heces
el dia 14 después de la infusion del 280% de la concentracion inicial en el cuerpo. Por otro lado, 3
pacientes para los que habia datos disponibles mostraron una concentracion de <1% de la
concentracion inicial en el cuerpo al dia 14 después de la infusion, con concentraciones que
disminuyeron aproximadamente 4 logs (10,000 veces) durante 30 dias despues de la infusion. En
general, sScCAAV9.CB.hSMN fundamentalmente se eliminé del cuerpo en las heces y al dia 60 después

de la infusion estaba por debajo del limite de cuantificacion en las heces.

Ejemplo 16 - Pruebas de toxicologia no clinica

Farmacologia animal: luego de la infusion del vector scAAV9.CB.hSMN en un modelo de
enfermedad de raton AME delta 7 (ratones SMN A7), aumento el peso corporal, mejor6 la capacidad
de enderezarse, la supervivencia se prolongé significativamente de una forma dependiente de la dosis
y los déficits cardiacos relacionados con la AME volvieron a la normalidad en comparacion con los

ratones SMN A7 no tratados.

Toxicologia animal: luego de la infusién intravenosa en el ratdn, el vector y el transgén se
distribuyeron ampliamente observandose en general la mayor expresion en el corazén y el higado, y
una expresion sustancial en el cerebro y la médula espinal. En estudios pivotales de toxicologia en
ratones de 3 meses que cumplen con las Buenas Précticas de Laboratorio (BPL), los principales
organos objetivo de toxicidad fueron el corazén y el higado. Los hallazgos relacionados con el vector
SCAAVI.CB.hSMN en los ventriculos del corazon incluyeron inflamacion, edema y fibrosis
relacionados con la dosis, y en la auricula, inflamacién y trombosis. Los hallazgos hepaticos
incluyeron hipertrofia hepatocelular, activacion de células de Kupffer y necrosis hepatocelular
dispersa. No se identifico un Nivel Sin Efecto Adverso Observable (NOAEL) en los hallazgos del
corazon y el higado relacionados con el vector SCAAV9.CB.hSMN en el raton, y la dosis maxima
tolerada se definio6 como 1,5 x 10% wvg/kg, proporcionando un margen de seguridad de
aproximadamente 1,4 veces en relacion con la dosis terapéutica recomendada de 1,1 x 104 vg/kg. La
traducibilidad de los hallazgos observados en ratones a primates no se conoce al dia de hoy.

Ejemplo 17 - Atrofia muscular espinal en pacientes pediatricos
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Este ensayo fue un estudio de Fase 1 que evalud la seguridad y la eficacia del vector
SCAAV9.CB.hSMN en pacientes con AME Tipo 1 testeados genéticamente para confirmar las
deleciones bialélicas SMN1, 2 copias de la neurona motora de la supervivencia 2 (SMN2),
resultados negativos para la modificacion ¢.859G >C en el exdn 7 y la aparicion de sintomas
clinicos antes de los 6 meses de vida. El vector sScAAV9.CB.hSMN se administro por via
intravenosa durante una infusion de dosis Unica en pacientes de 0,9 a 7,9 meses de vida. Se
dosificaron dos cohortes: la cohorte 1 (n = 3) recibi0 la dosis baja utilizada en este estudio y la
cohorte 2 (n = 12) recibid la dosis alta (dosis terapéutica: 1,1 x 10 vg/kg) utilizada en este estudio.
Los resultados del estudio informados reflejan la Cohorte 2 e incluye el seguimiento de todos los
pacientes hasta 24 meses después de la infusién del vector scAAV9.CB.hSMN.

Mortalidad v supervivencia libre de eventos

Los analisis de supervivencia y tiempo hasta el evento respaldan la eficacia del vector
SCAAV9.CB.hSMN. En la Cohorte 2, los 12 pacientes (100%) tenian mas de 24 meses de vida y
estaban libres de eventos, en comparacion con solo el 8% de los pacientes en un estudio de historia
natural. Esto indica un aumento significativo y clinicamente significativo en la supervivencia
general de los pacientes infundidos con el vector sScAAV9.CB.hSMN en comparacion con los
pacientes no tratados. A los 2 afios de la perfusion, no se informaron muertes de pacientes.

Hitos motores de desarrollo

Se examinaron los hitos motores del desarrollo; las evaluaciones de los 15 pacientes se grabaron en
video para permitir la confirmacion del logro de los hitos motores de desarrollo. Los pacientes de la
cohorte 2 lograron y mantuvieron de manera constante hitos clave del desarrollo motor. A los 24
meses de seguimiento posterior a la dosis, 11 pacientes (91,7%) pudieron mantener la cabeza
erguida durante > 3 segundos y sentarse sin ayuda durante > 5 segundos, 10 pacientes (83,3%)
pudieron sentarse sin ayuda durante > 10 segundos, 9 pacientes (75,0%) pudieron sentarse sin ayuda
durante > 30 segundos y 2 pacientes (16,7%) pudieron pararse solos, caminar con ayuda y caminar
solo respectivamente. Los pacientes de la cohorte 2 que actualmente estan enrolados en un
seguimiento a largo plazo observacional en curso de este estudio han mantenido sus hitos motores

de desarrollo, y algunos lograron hitos motores adicionales.
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Tabla 31: Pacientes que desarrollaron hitos importantes de la funcién motora en base
a una revision central independiente a los 24 meses de seguimiento

posterior a la dosis (conjunto de analisis completo)

Vector sSCAAV9.CB.hSMN
Cohorte 2
(N=12)
n (%)
Se da vuelta (se pone de costado a ambos lados 9 (75,0)
estando de espalda)
Mantiene la cabeza erguida > 3 segundos, sin 11 (91,7)
ayuda
Se sienta con ayuda, no se sienta solo 11 (91,7)
Se sienta con ayuda > 5 segundos 11 (91,7)
Se sienta con ayuda > 10 segundos 10 (83,3)
Se sienta con ayuda > 30 segundos 9 (75,0)
Se para con ayuda 2 (16,7)
Se para solo 2(16,7)
Camina con ayuda 2 (16,7)
Camina solo 2 (16,7)
Pulmonares

De los 10 pacientes de la Cohorte 2 que no usaban ventilacion no invasiva (N1V) a la linea de base
del estudio, 7 no usaban diariamente NIV a los 24 meses de seguimiento. Casi todos los pacientes
experimentaron enfermedades respiratorias infantiles comunes que, en nifios con AME Tipo 1,
generalmente resultan en traqueotomia o muerte. Todos los pacientes sobrevivieron a

hospitalizaciones respiratorias sin traqueotomia o la necesidad de ventilacion permanente.

Nutricionales
También se observaron beneficios nutricionales. En la cohorte 2, siete pacientes no recibian
alimentacion enteral antes de la terapia de reemplazo génico. Uno (1) de estos 7 pacientes tenia
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soporte nutricional para ayudar a la cicatrizacién de la herida después de una dificil recuperacion de
una cirugia de escoliosis, pero también se alimentaba por via oral. Cuatro (4) de los 5 pacientes de
la Cohorte 2 que recibian alimentacion enteral antes de la terapia de reemplazo génico pudieron
alimentarse por via oral al final del estudio; por lo tanto, un total de 11 de los 12 pacientes en la

cohorte 2 pudieron alimentarse por via oral, 6 exclusivamente.

Funcion motora (CHOP-INTEND)

Los pacientes que recibieron la dosis terapéutica lograron mejoras de la funcién motora

estadisticamente significativas para el mes 1y el mes 3; los aumentos medios en la Prueba para
Bebés de Trastornos Neuromusculares del Hospital de Nifios de Filadelfia (CHOP INTEND)
respecto de la linea de base fueron de 9,8 puntos (n = 12, P <0,001) y 15,4 puntos (n = 12,

P < 0,001), respectivamente.

Las mejoras en la funcion motora se mantuvieron en el tiempo en los pacientes infundidos con el
vector sSCAAV9.CB.hSMN. Once de doce (91,7%) pacientes de la cohorte 2 alcanzaron una
puntuacion > 50 CHOP INTEND a los 24 meses. La intervencion temprana y la dosis parecen
afectar positivamente la respuesta. En la préactica clinica general, los nifios con AME Tipo 1 no
tratados de 6 meses de vida 0 mayores no superan una puntuacién de 40 puntos en CHOP INTEND.
Ademas, se informd una disminucién promedio de 10,7 puntos entre las edades de 6 y 12 meses

entre los lactantes no tratados seguidos como parte de una historia natural prospectiva.

Ejemplo 18 — Medicidn del ADN residual de la célula huésped en el vector viral AAV9s
usando gPCR

Método

Este método se uso para la cuantificacion del ADNhc residual en la sustancia farmacoldgica AAV,
por ejemplo, AVXS-101, y las muestras en el proceso por gPCR. Se analizaron hasta seis muestras
por placa. Se realizo un ensayo de gPCR utilizando una sonda TagMan. La sonda TagMan tiene un
colorante fluorogénico reportero unido al extremo 5 y un apagador no fluorescente unido al extremo
3. Mientras la sonda esté intacta, la proximidad del apagador al colorante reportero reduce en gran
medida la fluorescencia emitida por el mismo. La escisién de la sonda separa el colorante indicador

y el apagador, aumentando la fluorescencia del reportero.
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Cebadores flanqueantes hacia adelante y hacia atras, disefiados para unirse a una secuencia
repetitiva dentro del genoma humano, se agregaron a la mezcla de reaccion y se anillaron a la
secuencia diana presente en la muestra y los estandares. La sonda fluorogénica TagMan anilla entre
los sitios de cebador. Ciclos sucesivos de desnaturalizacion de plantilla, anillado de cebadores y
extension de producto amplificaron la secuencia objetivo. Durante la etapa de extension del ciclo de
amplificacion, la actividad de exonucleasa de la ADN polimerasa Taq liber6 el colorante reportero
de la sonda, liberando el colorante del apagador, lo que resulté en una emision de fluorescencia

proporcional a la cantidad de plantilla.

La fluorescencia de cada pocillo de una placa de 96 pocillos se midi6 con un instrumento gPCR. A
través de ciclos de PCR adicionales, se produjeron cantidades crecientes de la secuencia diana, y el
resultado es que se liberé més colorante reportero de la sonda y una mayor fluorescencia en cada
ciclo de PCR sucesivo. Se mide el nimero de ciclos de amplificacion requeridos para que la sefial
fluorescente alcance un valor umbral predeterminado. Este ciclo se denomina ciclo umbral o valor
CT. Cuanto mayor sea la concentracion inicial de ADN en la muestra o en el pocillo estandar,
menores seran los ciclos de PCR necesarios para alcanzar el nivel umbral de fluorescencia y menor
sera el valor de CT. La curva estdndar se determina trazando log10 (concentracion de ADN) frente
al valor de CT medido para cada punto estandar. El valor CT se usa para determinar la cantidad de
ADN presente en la muestra utilizando el valor CT individual para la muestra y resolviendo el valor
del ADN.

Primero se prepararon las muestras usando un kit Wako DNA Extractor (Wako, 295-50201).
Brevemente, las muestras a analizar se mezclaron bien y se diluyeron 1000 veces. Las muestras
diluidas se dividieron en cuatro tubos (500 uL cada uno) y se agregaron 50 uL de agua a dos de los
tubos (réplicas no enriquecidas) mientras que se agregaron 50uL de 30,000 pg/mL de estandar de
ADN a los otros dos tubos (control enriquecido). La solubilizacion de la proteina se realizé
mediante la adicion de 20 pL de solucion de N-Lauroil Sarcosinato de Sodio a cada tubo, agitando
en vortex durante 5 segundos y luego centrifugando brevemente. Se preparé una solucion de Nal
que contenia glucdgeno y Pellet Paint (Novagen, 70748) de modo que estuvieran en una proporcion
de 2000:5:4 de Nal:glucdgeno:Pellet Paint. Se agregaron 500 pL de la mezcla de Nal a cada tubo y
se incubd a 53 °C + 1 °C durante 15 minutos. Los tubos se retiraron del calor, se mezclaron con 900
ML de isopropanol y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos. Los tubos a
continuacion se centrifugaron a 10,000 g durante 15 minutos a 18 °C y se decantd el sobrenadante.

El pellet restante se lavd con 800 ul de solucion de lavado A, se centrifugo y se repeletiz6 dos
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veces. Finalmente, el pellet se lavo con 1500 pL de solucion de lavado de isopropanol enfriada
conteniendo glucogeno, se centrifugd y se repeletizé. El pellet final fue resuspendido en 500 pL de

agua libre de nucleasa.

La qPCR se ejecut6 usando un resDNA SEQ Human Quantitative Kit (Applied Biosystems,
A26366). Se prepard una mezcla de reaccion combinando 2x de mezcla maestra ambiental, 10x de
mezcla de ensayo de ADN humano y control negativo segun se indica en el kit. Se mezclaron 20 pl
de mezcla de reaccién con 10 pl de muestra preparada y se agregaron a cada pocillo en la placa de
PCR. Cada muestra se plate6 por triplicado. La placa se sellé con pelicula adhesiva 6ptica. Durante
el termociclado, primero se realiz6 una fusion a 95 °C durante 10 minutos, y luego las muestras se

ciclaron entre 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto durante 40 ciclos.

Se gener6 una curva estandar trazando el valor de CT frente a la cantidad de ADN en log([pg/mL]).
Los datos se ajustaron a una linea recta dada por la siguiente ecuacion:

Valor CT =m x log10 (x) + b

donde x = concentracion del estandar en pg/mL, m es la pendiente y b es la interseccion eny. La
concentracion del ADN de la célula huésped se volvio a calcular a partir del valor de CT del pocillo

usando la ecuacién anterior, luego se corrigié por el factor de dilucion.

Resultados

El ADN residual de la célula huésped medido por qPCR fue de 3,7x10° pg/mL para el Lote previo
de vector, 0,76x10° pg/mL para el Lote de AVXS-101 600156, 0,68x10° pg/mL para el Lote de
AVXS1-101 600307 y 1,3x10° pg/mL para la sustancia farmacoldgica AVXS-201.

Ejemplo 19 - Medicién de la proteina residual de la célula huésped (HCP) en el vector viral
AAV9s por ELISA

Método

La concentracion de proteina de la célula huésped (HCP) en las muestras de AVXS-101 se midid
usando un kit comercial de ensayo de inmunoabsorcion enzimética (ELISA). El kit de ELISA
Human Embryonic Kidney 293 HCP de Cygnus Technologies es un inmunoensayo enzimatico de
dos sitios en fase solida. Se basa en una técnica directa tipo sandwich en la que dos anticuerpos

policlonales se dirigen contra determinantes antigénicos de HCP separados. Durante la incubacion,
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la HCP en la muestra se unié con anticuerpos anti-HCP unidos a un pocillo de microplaca y con

anticuerpos anti-HCP conjugados con peroxidasa en solucion.

Después del periodo de incubacion, los pocillos se lavaron para eliminar cualquier anticuerpo
conjugado con enzima sin unir. Luego se agregd a los pocillos una solucién de sustrato de 3,3, 5,5'-
tetrametilbencidina (TMB). El conjugado de peroxidasa unido catalizé una reaccion de cambio de
color en el sustrato. La reaccion se detuvo mediante la adicion de acido, que dio un punto final
colorimétrico que pudo leerse espectrofotométricamente a 450 nm. La cantidad de sustrato

hidrolizado fue directamente proporcional a la concentracion de HCP presente.

Las muestras a analizar se diluyeron para cumplir con el rango del método, desde 4 ng/ml hasta 200
ng/ml. Luego, cada muestra se diluyo 2 veces en SDB (110 puL de muestray 110 puL de SDB) y se
mezcl6. También se hicieron controles enriquecidos para verificar la consistencia. En los controles
enriquecidos, se mezclaron 110 pL de cada muestra con 27,5 puL de 200 ng/mL de estandar HCP y
82,5 L de SDB. Finalmente, se incorporaron 50 pL de cada muestra de estandar, control o prueba
a un pocillo en la placa de 96 pocillos y se mezcl6 con 100 pL de conjugado anti-HEK 293-HRP.
Todas las condiciones se platearon por triplicado. La placa se sellé con una cinta de sellado y se
agito a 400-600 rpm durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la incubacion, las
soluciones en los pocillos se eliminaron poniendo la placa al reves y secando con una toalla
absorbente. Los pocillos se lavaron con una botella de lavado, se secaron rapidamente y se
sacudieron sin dejar que la solucion de lavado se alojara en los mismos. El lavado se repitio 4 veces
y se dejé reposar boca abajo durante aproximadamente 20 segundos para drenar después del altimo
lavado. Finalmente, se agregaron 100 pL de sustrato TMB a cada pocillo de la placa y se incubd
durante 20-30 minutos a temperatura ambiente sin agitacion. La reaccion se detuvo agregando 100
ML de solucidn de parada a cada pocillo. La placa se cargd en un lector de placas dentro de los 45

minutos posteriores a la adicion de la solucién de parada y la placa se ley6 a 450 nm y 650 nm.

La absorbancia media de los estandares se grafico contra la concentracion tedrica de HCP de los
estandares en un grafico semilogaritmico para generar una curva de ajuste logistico de cuatro
parametros (4PL) basada en la siguiente ecuacion:

Y = [(A - D)/(1+(X/C)"B)] + D

donde A es la asintota inferior, B es la pendiente de Hill, C es la concentracion correspondiente a
los valores de absorbancia del punto medio entre las dos asintotas (ng/mL), D es la asintota

superior, X es la concentracion de la muestra (ng/mL) e Y es la absorbancia. Luego se uso la curva
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estandar para determinar la concentracion de HCP en el control de la muestra enriquecida y las
muestras de prueba sin enriquecer utilizando el

software SoftMax Pro. La prueba solo se aceptaba si el r2 de la curva estandar era >0,98, la
absorbancia media corregida del estdndar de 200 ng/mL era >1,0 OD, la absorbancia media
corregida del estandar 0 ng/mL era <0,2 OD y el coeficiente de variacion de la absorbancia
corregida en 3 repeticiones de pocillos era <15%. La concentracion final de HCP para cada muestra

se calculo utilizando la ecuacion:

Concentracion de HCPmuestra (Ng/mL) = Factor de dilucion x concentracion media de HCP medida
(ng/mL).

Resultados

La proteina residual de la célula huésped medida por ELISA estuvo por debajo del limite de
cuantificacién (8 ng/ml) para el Lote previo de vector, el Lote de AVXS-101 600156, el Lote de
AVXS1-101 600307 y la sustancia farmacoldgica AVXS-201.

Ejemplo 20 - Medicion de la Benzonase residual en el vector viral AAV9s por ELISA

Método

La concentracion residual de Benzonase en el producto AAV, por ejemplo, AVXS-101, se midio
usando un kit comercial de ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA). EI Merck Benzonase
Endonuclease ELISA Kit Il es un inmunoensayo enzimatico de dos sitios en fase sélida. Se basa en
una técnica directa tipo sdndwich en la que dos anticuerpos policlonales se dirigen contra
determinantes antigenicos de la Benzonase separados. Durante la incubacion, la Benzonase en la
muestra se unié con anticuerpos anti-Benzonase unidos a un pocillo de microplacay con

anticuerpos anti-Benzonase conjugados con peroxidasa en solucion.

Después del periodo de incubacion, los pocillos se lavaron para eliminar cualquier anticuerpo
conjugado con enzima sin unir. Luego se agrego a los pocillos una solucion de sustrato de 3,3, 5,5'-
tetrametilbencidina (TMB). El conjugado de peroxidasa unido catalizé una reaccion de cambio de
color en el sustrato. La reaccion se detuvo mediante la adicion de &cido, que dio un punto final
colorimétrico que pudo leerse espectrofotométricamente a 450 nm. La cantidad de sustrato

hidrolizado fue directamente proporcional a la concentracion de Benzonase presente.
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Brevemente, las muestras a analizar se diluyeron para 2 veces combinando 175 pL de muestra con
175 uL de PBST. En paralelo, también se prepar6 un control de muestra enriquecido con Benzonase
combinando 175 pL de muestra con 35 uL de 10 ng/ml de estandar de Benzonase y 140 uL de
PBST. Las tiras de ELISA pre-recubiertas del kit se montaron en un soporte de tiras y se cargaron
100 pL de cada mezcla de prueba por pocillo. Para los blancos, se cargaron 100 uL de PBST en
lugar de la muestra. Cada condicion se cargé por triplicado. La placa se selld y se incubd a
temperatura ambiente durante 2 horas + 5 minutos con agitacion en un agitador de placa (450 rpm).
Después de la incubacidn, los contenidos se descartaron y la placa se lavo agregando ~ 350 pL de
PBST usando un Immunowasher y se incubd durante 1 minuto, luego se invirti6 y se sacudio sobre
una toalla absorbente. Se realizaron un total de 3 lavados antes de agregar 100 pL de Anticuerpo
Conjugado con HRP diluido a cada pocillo. La placa se sell6 y se incubé a temperatura ambiente
durante 1 hora + 5 minutos con agitacion en un agitador de placa (450 rpm). Después de la
incubacion, los contenidos se descartaron y la placa se lavé agregando ~ 350 pL de PBST usando
un inmunowasher y se incubd durante 1 minuto, luego se invirtié y se sacudio sobre una toalla
absorbente. Se realizaron un total de 3 lavados antes de agregar 100 pL de sustrato TMB a cada
pocillo. La placa se sell6 y el contenido se incub6 durante 15-40 minutos a temperatura ambiente
sin agitacion en la oscuridad. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 100 ul de solucion de
parada de H2SO4 0,2N a cada pocillo. La absorbancia de la placa se midié usando un
espectrofotometro a 450 nm dentro de los 45 minutos posteriores a la adicion de la Solucion de

Parada.

La absorbancia media de los estandares se graficd contra la concentracién teérica de Benzonase de
los estandares en un grafico semilogaritmico para generar una curva de ajuste logistico de cuatro
parametros (4PL) basada en la siguiente ecuacion:

Y =[(A - D)/(1+(X/C)"B)] + D

donde A es la asintota inferior, B es la pendiente de Hill, C es la concentracion correspondiente a los
valores de absorbancia medios entre las dos asintotas (ng/mL), D es la asintota superior, X es la
concentracion de la muestra (ng/mL) e Y es la absorbancia. Luego se uso la curva estandar para
determinar la concentracion de HCP en el control de la muestra enriquecida y las muestras de prueba
sin enriquecer utilizando el software SoftMax Pro. La prueba solo se aceptaba si el r2 de la curva
estandar era >0,98, la absorbancia media corregida del estdndar 2,5 ng/mL era >1,0 OD, la
absorbancia media corregida del estandar 0,10 ng/mL era mayor que la OD media del blanco PBST,
y el coeficiente de variacion de la absorbancia corregida en 3 repeticiones de pocillos era <15%. La

concentracion final de HCP para cada muestra se calculé utilizando la ecuacion:
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Concentracion de Benzonase de la muestra (ng/mL) = Factor de dilucién x concentracién media de

Benzonase medida (ng/mL).

Resultados

La concentracion residual de Benzonase medida por ELISA fue inferior al limite de cuantificacion
(0,2 ng/mL) para el lote Previo de vector, el Lote de AVXS-101 600156, el Lote de AVXS1-101
600307 y la sustancia farmacoldgica AV XS-201.

Ejemplo 21 - Medicion de la concentracion de proteina en el vector viral AAV9s mediante un
Ensayo Micro BCA

Método

La cantidad de proteinas en el proceso, en la sustancia farmacoldgica y las muestras de producto
farmacoldgico, por ejemplo, de AVXS-101, se midié mediante un ensayo de placa micro BCA,
utilizando 2 mg/mL de un estandar de proteina de referencia de Albdmina de Suero Bovino (Thermo
Fisher Scientific, 23209) y un Kit de Ensayo de Proteina Micro BCA (Thermo Fisher Scientific,
23235). El ensayo se basa en una formulacién de acido bicinconinico (BCA) compatible con
detergentes para la deteccion colorimétrica y la cuantificacion de la proteina total. EI BCA detecta
Cul® que se forma cuando el Cu2* es reducido por la proteina en un ambiente alcalino. Se forma un
producto de reaccién de color purpura por la quelacion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso
(Cul™), que exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm que es lineal con concentraciones crecientes de

proteina.

Brevemente, los estdndares se prepararon realizando diluciones en serie de 2 mg/mL BSA en
Diluyente (Dilucion de 20 veces del tampon de formulacion, 200 mM NaCl, 20 mM Tris, 1 mM
MgCl2, 0,001% p/v de Pluronic F-68, pH 8,0). Las muestras de prueba de AVXS-101 también se
diluyeron 20 veces en agua y se hicieron diluciones en serie en diluyente. La concentracion objetivo
es de aproximadamente 7,5 ug/mL. El Reactivo de Trabajo (WR) fue preparado mezclando 25 partes
de Reactivo A de Micro BCA, 24 partes de Reactivo B y 1 parte de Reactivo C del kit. 150 uL de
cada estandar y muestra de prueba se cargd por triplicado en una placa de 96 pocillos y se mezcl6 con
150 pL de WR. La placa se selld y se agito a 300 rpm en un agitador de placa durante 30 segundos.
La placa se incubo sin agitar a 37°C + 2°C durante 2 horas. Después de la incubacién, la placa se

centrifugd a 1000 rpm durante 2 minutos para recoger la condensacion, y la placa se enfrié durante
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15-60 minutos después de la incubacion. La placa se ley6 en un lector de placas a 562 nm y los datos
se analizaron con SoftMax Pro.

La absorbancia media de los estandares frente a la concentracion teorica de proteina de los estandares
se traz6 en un grafico semilogaritmico y se generd un ajuste cuadratico. El ajuste cuadratico se basa
en la ecuacion:

Y = A+ Bx + Cx?

donde A, B, C son parametros de ajuste de la curva, x es la concentracion de la muestra en pg/mL e
Y es la absorbancia en OD. La prueba solo se aceptd si el 12 de la curva estandar era >0,98, la
absorbancia media del blanco era menor que la del estandar mas bajo (1 pg/mL) y el coeficiente de
variacion de la absorbancia en 3 repeticiones de pocillo de cada estandar era <10%. La curva estandar
se uso luego para determinar la concentracion de proteina en las muestras de prueba. La concentracion
final de proteina se calcul6 utilizando la ecuacion:

Concentracion Total de Proteina (ug/mL) = Factor de Dilucion x Concentracion Medida de Proteina
Medida (ug/mL).

Resultados

La concentracion de proteina total medida por Micro BCA fue de 167 pug/mL por 1,0x10% vg/mL
para el lote previo de vector, 179 ug/mL por 1,0x10*® vg/mL para el Lote de AVXS-101 600156, 176
pg/mL por 1,0x10' vg/mL para el Lote de AVXS1-101 600307, 182 pug/mL por 1,0x10'3 vg/mL para
el Producto Farmacoldgico AVXS-201 y 418 pg/mL por 1,0x10" vg/mL para el Producto
Farmacoldgico AV XS-301.

Ejemplo 22 - Especificaciones de pureza y lanzamiento de AVXS-101, AVXS-201 y AVXS-301
Se teste0 la pureza de la Sustancia Farmacoldgica AVXS-101 y el Producto Farmacolégico AV XS-
101 de los Ejemplos 1 a 4. La Tabla 32 y 33 ilustra los criterios de especificacion y de lanzamiento

para estos productos.

Tabla 32: Especificacion de lanzamiento para la Sustancia Farmacologica AVXS-101

Impureza Relacionada con el Origen Criterios de Aceptacion
Proceso
Proteina de la Célula Huésped (HCP) Sustrato Celular <4 ng por 1,0E13 vg
ADN de la Célula Huésped Sustrato Celular < 1,15E5 pg por 1,0E13 vg
Albumina de Suero Bovino (BSA) Cultivo Celular <0,22 ng por 1,0E13 vg
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ADN de Plasmido (ADNp)

Cultivo Celular

<6,8E5 pg por 1,0E13 vg

Polietilenimina (PEI)

Cultivo Celular

No probado en el lanzamiento

Benzonase

Procesamiento Aguas Abajo

<0,09 ng por 1,0E13 vg

Tween 20

Procesamiento Aguas Abajo

No probado en el Lanzamiento

Poloxamero 188

Procesamiento Aguas Abajo

20-80 ppm

Cesio(Cs)

Procesamiento Aguas Abajo

<30 pg/g (ppm)

Etanol

Procesamiento Aguas Abajo

No probado en el Lanzamiento

Tabla 33: Especificaciones de Lanzamiento para el Producto Farmacoldgico AVXS-101

Categoria

Atributo

Criterio de aceptacién

Generalidades

Aspecto por USP <631>y USP <855>

Solucion clara a ligeramente opaca, incolora a

blanca palida, libre de particulas visibles

pH por USP <791>

7,7-8,3

Osmolalidad Plasmaética por USP <785>

390-430 mOsm/kg

Particulas subvisibles por USP <787>

< 600 particulas > 25 pm por envase

<6000 particulas > 10 pm por envase

AUC

Cantidad Titulo Genédmico por ddPCR 1,7E13 - 2,3E13 vg/mL
Titulo infeccioso por TagMan TCIDsg 3,9E8 - 8.4E10 IU por 1,0E13 vg
Total Proteina por Micro BCA 100-300 pg por 1,0E13 vg
Contenido de Pluronic F-68 por HPLC- 20-80 ppm
ELSD
Potencia Ensayo de Funcionalidad in vivo por La Supervivencia Media que representa la dosis
Modelo de Raton AMEA7 de 7,5E13 vg/kg es > 24 dias
Potencia in vitro Relativa por Ensayo 70-130%
Basado en Células
Identidad Identidad del Genoma del Vector por Confirma
ddPCR
Identidad (Proteina) por SDS-PAGE Las Bandas Principales de VP1, VP2, VP3 co-
migran con el Estandar de Referencia AVXS-
101
Identidad (Proteina) por Transferencia de Positiva para proteina de la capside de AAV
Western
Pureza % de Distribucién de Capsides por SV- % Vacias <5%

% Pico 1+ Pico2 >91,9%

% Llenas (Pico1) 37,4-70,3%

% Llenas (Pico2) 24,9 -60,1%

% Total de Otros Picos <5%

% de Pureza Total por SDS-PAGE

% Pureza Total (VP1, VP2, VP3) >95,0%

% de Impurezas Total por SDS-PAGE

% Total Impurezas <5%
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Ninguna impureza relacionada no identificada
> 2,0%

Impurezas relacionadas identificadas: Valor
reportado (%) a 0,1% (hasta el Limite de
Cuantificacion)

- Imp 1A (~71-73 kDa)

- Imp 1 (~61-67 kDa)

- Imp 2 (~56-64 kDa)

- Imp 3 (~48-58 kDa)

- Imp 4 (~33-38 kDa)

- Imp 5 (~30-34 kDa)

Seguridad Endotoxina por USP <85> <0,75 EU/mL

Esterilidad por USP <71> Sin crecimiento

Integridad del Cierre del Envase por USP Aprueba

<1207> Caida de vacio

AVXS-201y AVXS-301 pueden fabricarse y purificarse utilizando el mismo proceso que se describe
para AVXS-101, por ejemplo, segun lo expuesto en los Ejemplos 1-4. La criterios de especificacion
y lanzamiento para los lotes de cada producto producidos en los biorreactores se indican en la Tabla
34 - 36.

Tabla 34: Sustancia Farmacologica AVXS-201 Lote 283-0218-005

Descripcion del Ensayo Resultado

Carga Biol6gica <1CFU/mL
H

P 7.8

Aspecto por Inspeccion Visual . .
Solucioén transparente, incolora.

Osmolalidad por Depresion del punto de 411 mOsm/kg

congelacion

Titulo Gendmico por ddPCR 4,0x10% vg/mL

Identidad del Genoma del Vector por ddPCR Confirma

Identidad del Vector por SDS-PAGE Las Bandas Principales de VP1, VP2, VVP3

co-migran con el control de AVXS-201

Pureza por SDS-PAGE
P 98%

% de Cépsides Vacias por AUC TBD
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Descripcion del Ensayo

Resultado

Total Impurezas por SDS-PAGE

Total % Impurezas: 2%
% de Impurezas con PM:
53,2 kDa, <1,0%

36,9 kDa, <1,0%

29,9 kDa, <1,0%

BSA Residual por ELISA

< LOQ (<0,50 ng/mL)

ADN de Plasmido Residual por gPCR

1,2 x 108 pg/mL por 1,0 x 10*® vg/mL

ADN Residual de la Célula Huésped por gPCR

1,3 x 10° pg/mL por 1,0 x 10*® vg/mL

Benzonase Residual por ELISA

< LOQ (< 0,20 ng/mL)

Proteina de la Célula Huésped por ELISA

< LOQ (< 8ng/mL)

Tabla 35: Producto Farmacologico AVXS-201 Lote 283-0218-006

Descripcion del Ensayo

Resultado

Esterilidad

Sin Crecimiento

Endotoxina

0,02 EU/mL por 1,0x10% vg/mL

AAV Competente de Replicacion

TBD

pH

7,8

Aspecto por Inspeccion Visual

Solucion transparente, incolora, sin particulas visibles

Osmolalidad por Depresion del punto de
congelacion

409 mOsm/kg

e 0 particulas mayores o iguales a 25 um por

Particulas subvisibles por oscurecimiento de luz envas? .
e 0 particulas mayores o iguales a 10 um por
envase
Titulo Genémico por ddPCR 3,6x10% vg/mL

Titulo infeccioso por TCIDsg

8,26 x 101° TCID50/mL

Total Proteina por Micro BCA

182 pg/mL por 1,0x10% vg/mL

Pluronic por HPLC-ELSD

46 ppm

Identidad del Genoma del Vector por ddPCR

Confirma
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Descripcion del Ensayo

Resultado

Identidad por Transferencia de Western

Positiva para Proteina de la Capside de AAV

PM de la Banda Principal
VP1: 79,0 kDa
VP2: 65,0 kDa

VP3: 57,7 kDa

Identidad por SDS-PAGE

Las Bandas Principales de VVP1, VP2, VP3
co-migran con el control de AVXS-201

% de Capsides Vacias por AUC

2%

% de Pureza Total por SDS-PAGE

98%

% de Impurezas Total por SDS-PAGE

% Total de Impurezas: 2%

% de Impurezas con PM:
52,5 kDa, <1,0%
36,4 kDa, <1,0%
29,1 kDa, <1,0%

Cesio por ICP-MS

28 pg/g (ppm)

Tabla 36: Pureza de un lote de prueba del Producto Farmacolégico AVXS-301

Descripcion del Ensayo

Resultado

Esterilidad Sin Crecimiento
Endotoxina 0,09 EU/mL
AAV Competente de Replicacion Negativo

pH 8,0

Aspecto por Inspeccion Visual

Solucién clara e incolora.

Osmolalidad por Depresion del punto de congelacién

408 mOsm/kg

Particulas subvisibles por oscurecimiento de luz

e 0 particulas mayores o iguales a 25
pm por envase

e 0 particulas mayores o iguales a 10
Km por envase

Titulo Genémico por ddPCR

2,5 x 102 vg/mL

Titulo infeccioso por TCIDsg

5,62 x 10 TCIDso/mL

Total Proteina por
Micro BCA

418 pg/mL
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Descripcion del Ensayo

Resultado

Pluronic por HPLC-ELSD

53,2 ppm

Identidad del Genoma del Vector por ddPCR

Confirma

Identidad (Proteina) por Transferencia de Western

Positiva para Proteina de la Capside de AAV

Identidad (Proteina) por
SDS-PAGE

Las Bandas Principales de VVP1, VP2, VP3
co-migran con el control de AVXS-301

% de Capsides Vacias por AUC

3%

% de Pureza Total por
SDS-PAGE

98%

% de Impurezas Total por SDS-PAGE

Total Impurezas: 2%
Impurezas con PM:
- Imp 1 (~61-67 kDa): 2%

Cesio por ICP-MS

Inferior al limite de cuantificacion (< 20ug/g
(ppm))

La alta pureza lograda para AVXS-201 y AVXS-301 indica que los métodos de produccion y
purificacion de vectores virales de AAV descriptos en esta solicitud demuestran una amplia

aplicabilidad para vectores virales de AAV con diferentes cargas Utiles.

Habiendo descripto las formas de realizacion con referencia a los dibujos que se acompafian, debe
entenderse que la invencidn no se limita a las mismas, y que varios cambios y modificaciones pueden
ser introducidos por los expertos en la técnica sin apartarse del alcance o espiritu del invento y las

formas de realizacion que se definen en las reivindicaciones adjuntas.

Lista de Ejemplos de Formas de Realizacion

1. Una composicion farmacéutica que comprende:
(a) entre 1 — 8 X 10! genomas de vector/ml de parvovirus disefiado con un transgén;
(b) menos de 5,0 % de capsides vacias;
(c) menos de 40ng/ml de proteina de célula huésped residual por 1 X 103 vg/ml;
(d) menos de 1,2 X 10° pg/ml de ADN residual de la célula huésped por 1 X 10% vg/ml; y,
(e) por lo menos 80% de los 1 — 8 X 10 genomas de vector/ml son funcionales.
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2. La composicion de la forma de realizacion 1, en donde la cantidad de ADN plasmidico residual
comprende menos de 1,7 X 10° pg por 1 X 10 vg.

3. La composicion de la forma de realizacion 1, en donde la cantidad de genomas de vector/ml de

parvovirus comprende 1,8 — 2,2 X 10% genomas de vector/ml.

4. Un método de purificacion de particulas de AAV de un cultivo de células huésped de mamifero
para formar una sustancia farmacoldgica intermedia congelada que comprende los pasos de:

(@) cultivar células que han sido transfectadas con un virion de AAV recombinante;

(b) cosechar las particulas virales expandidas de las células después de un periodo de cultivo;

(c) purificar las particulas virales mediante filtracion para eliminar las células intactas o los restos
celulares;

(d) someter el eluyente del paso (c) a filtracion de flujo tangencial; v,

(e) congelar la preparacion intermedia resultante de particulas virales purificadas.

5. El método de la forma de realizacion 4, en donde se usa una endonucleasa durante el paso de

cosecha.

6. El método de la forma de realizacion 5, en donde la endonucleasa es Benzonase.

7. El método de la forma de realizacion 4, en donde el paso de purificacion utiliza filtracion profunda
seguida de filtracion a través de un filtro que elimina contaminantes de moléculas grandes y restos

celulares.

8. El método de la forma de realizacion 4, en donde el paso de filtracion de flujo tangencial utiliza

membranas de celulosa.

9. Un método de purificacion de una muestra de particulas de AAV de un cultivo de células huésped
de mamifero para formar un producto farmacoldgico que comprende los pasos de:

(@) un paso de acidificacion y clarificacion;

(b) un paso de cromatografia de intercambio cationico;

(c) un paso de filtracion de flujo tangencial;

(d) un paso de ultracentrifugacion en CsCl para eliminar capsides vacias; y,

(e) un paso de filtracion de flujo tangencial.
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10. El método de la forma de realizacién 9, en donde el paso de acidificacion y clarificacion
comprende ajustar la muestra a pH 3,5 en tanto las proteinas de la célula huésped y el ADN se

eliminan mediante floculacién con un detergente.

11. EI método de la forma de realizacién 9, en donde la columna de intercambio catiénico comprende

una resina de sulfonilo.

12. El método de la forma de realizacion 9, en donde el paso de filtracion de flujo tangencial (c)
utiliza membranas de celulosa con un limite de peso molecular de 300 kDa de PM y reduce el volumen

de eluato del paso de intercambio catidnico por lo menos seis veces.

13. El método de la forma de realizacion 9, en donde el paso de ultracentrifugacion en CsCl que
elimina por lo menos 80% de las cépsides vacias en la muestra utiliza filtracién profunda seguida de

filtracién a través de un filtro de 0,45 micrones.

14. El método de la forma de realizacion 9, en donde el paso de filtracion de flujo tangencial (e)
utiliza membranas de celulosa con un limite de peso molecular de 300 kDa de PM.

15. Un método para tratar una enfermedad neuroldgica en un paciente que lo necesita que
comprende la administracion intravenosa o intratecal de la composicion farmacéutica de cualquiera
de las formas de realizacion 1-3, en donde el parvovirus comprende un genoma de AAV9 auto
complementario, y en donde el transgén disefiado comprende un polinucleétido de SMN y en donde
la enfermedad es AME.

16. Un método para tratar una enfermedad neuroldgica en un paciente que lo necesita que comprende
la administracion intratecal de la composicion farmacéutica de cualquiera de las formas de realizacion
1-3 con un agente de contraste, en donde el parvovirus comprende un genoma de AAV9 auto
complementario, y en donde el transgén disefiado comprende un polinucleétido de SMN, en donde la

enfermedad es AME, y en donde el agente de contraste es Omnipaque 180.

17. El método de cualquiera de las formas de realizacion 15-16, en donde la AME es AME tipo I,

tipo 111 o tipo IV.
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18. Un método de tratamiento de una AME tipo I, 1ll, o IV en un paciente que lo necesita que
comprende la administracion intratecal de la composicion farmacéutica de cualquiera de las formas
de realizacion 1-3 con un agente de contraste, en donde el parvovirus comprende un genoma de AAV9
auto complementario, en donde el transgén disefiado comprende un polinucledtido de SMN, y en

donde el agente de contraste es Omnipaque 180.

19. Un método de tratamiento de AME tipo | en un paciente que lo necesita que comprende la
administracion intravenosa de la composicion farmacéutica de cualquiera de las formas de realizacion
1-3 en donde el parvovirus comprende un genoma de AAV9 auto complementario, y en donde el
transgén disefiado comprende un polinucleétido de SMN.

20. El método de la forma de realizacion 19, en donde el paciente tiene 0-9 meses de vida.

21. El método de la forma de realizacion 20, en donde el paciente tiene 0-6 meses de vida.

22. El método de la forma de realizacion 19, en donde el paciente pediatrico pesa hasta

aproximadamente 8 kg.
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Paso / Pagina del
cuaderno Fecha Detalles Notas
Descongela 7/22/2015 Matraces 25 Pase 0 | Las células no se contaron, pero el
cion sembrados Anterior vial completo de ATCC (1x10°
Pagina 3 células) se sembrd en placas.
Densidad 1x10° células| Pase 1* | Cuatro cambios de medios entre este
de Nuevo paso y el siguiente.
Siembra
Paso 7127/2015 Matraces 75 Pase 1 | Las células antes de la division eran 95%
Pagina 5 sembrados Anterior confluentes. El paso de seleccion de
adherencia después de la siembra
Densidad 1:1 Pase 2 | conduce a una porcion significativa de
de Nuevo células no adherentes perdidas: ~ 35%
Siembra de pérdida celular por inspeccion visual.
Paso 7/29/2015 Matraces 75 Pase 2 | Paso de seleccion de adherencia incluido
Pagina 7 sembrados Anterior después de la siembra.
Densidad 1:1 Pase 3
de Nuevo
Siembra
Paso 7/31/2015 Matraces 2X Pase 3 | Paso de seleccién de adherencia incluido
Pagina 8 sembrados 175 Anterior después de la siembra, con pérdida de
células mucho menos pronunciada
Densidad 1:4.7 Pase 4 | mediante inspeccion visual.
de Nuevo
Siembra
Paso 8/3/2015 Matraces 8x Pase 4 [ Un cambio de medios entre este paso
Pagina 9 sembrados 175 Anterior y el siguiente.
Densidad 1:4 Pase 5
de Nuevo
Siembra
Paso Pagina 8/6/2015 Matraces 20 x Pase 5 | Un cambio de medios entre este paso
10 sembrados 175 Anterior y el siguiente.
Densidad 1:301:2 Pase 6
de Nuevo
Siembra
Cosecha / 8/9/2015 Concentracion | 1x107 Viales 22 | Se agruparon2suspensiones
Crioconservacion celular células/mL | llenos celulares para producir 1x108 células

Péginas 11-15

y 1.2x108 células.

Nota: Todos los totales de células reportadas anteriormente tienen la unidad de "células” e indican el total de células

recuperadas.

Todas las densidades de siembra reportadas anteriormente tienen la unidad de "células/cm?" Todos los tamarios de
matraces reportados anteriormente tienen la unidad de "cm?".
Todas las concentraciones celulares reportadas anteriormente tienen la unidad de "células/mL".

* La descongelacion se consider6 un pase, por lo que las células descongeladas se etiquetaron como "pase 1".

Figura 3
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Gial de Banco de Células Maestras)

Liberacion del vector y

Descongelacién de vial y cosecha
expansion celular

* Y

Clarificacion de la cosecha

\

Crecimiento Celular Pre-
transfeccion

* Y
Filtracion de Flujo Tangencial
Transfeccion 1

'

* Filtracion de Flujo Tangencial 1
Intermedio

Cultivo Celular Post-
Transfeccion

Figura 4
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< Intermedio de TFF1 )

|

Ultracentrifugacion

. . —> en Cloruro de Cesio
Descongelacién y formaciéon
de pool del Intermedio de
TFF1
Y
' Filtracion de Flujo Tangencial
3
Acidificacidn y Clarificacion
Y
Y .
Sustancia

Captura por
Cromatografia de
Intercambio Catidnico Y

Y ( Farmaco AVXS-101 >

Filtracion de Flujo
Tangencial 2

Farmacologica Filtrada

Figura 5
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Descongelar | ° Descongelar HEK 293 en matraces 2x175cm?

>

Expandir

>

e Se expanden las células
en un matraz de 636¢cm?

e 8,000 células/cm?

Expandir

>

e Se expanden las células en un matraz de 3180cm?.

011,000 células/cm?

9€/0T

e Se expande en matraces 5x3180cm?

1x636cm?2.

Expandlr e 20,000 células/cm?

>

Figura 8

Sembrar
Nanos

eCosechar todos los
matraces.

eColocar en un matraz
giratorio de 3L

eGirar a la velocidad de la
placa de agitacion #5.

e Sembrar Nanos



8.0E+05

7.0E+05
0 6.0E+05
o
Q
S 5.0E+05
c
3
— 4.0E+05
[
=
= 3.0E+05
=
o
S 2.0E+05
o
ad
1.0E+05
0.0E+00 Siembra Dia de Transfecci6n Dia de Cosecha
_ 220:12,000 (30min) 8.0E+03 3.6E+05 7.10E+05
222-12,000 (30 min) 8.0E+03 3.2E+05 4.10E+05
~223-8,000 (30 min) 8.0E+03 4.9E+05 3.90E+05
224-8,000 (30 min)* 8.0E+03 2.7E+05 4.40E+05
225-8,000(1h) 8.0E+03 4.9E+05 4.00E+05
___ 226-8,000(1h) 8.0E+03 4.5E+05 4.5E+05
e 727-8,000 (2h) 8.0E+03 3.1E+05 3.40E+05
e 728-8,000 (2h) 8.0E+03 4.4E+05 4.30E+05

Dia post siembra

Figura 9A
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5.00

4.50

4.00

3.50

3.00

~ 2.50

N 2.00

S 1.50

© 1.00

@ 0.50

Q 0.00

=) Dia O: . i
o S6lo Siembra Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8
Medios

. 221-12,000(20 min)| 4.19 4.26 3.01 3.38 2.23 1.12 1.62 0.52 0.03 0.21
222-12,000 (20 min)| 4.07 4.41 2.90 3.13 2.31 1.66 1.20 0.67 0.01 0.06
223-8,000 (20 min) 4.62 4.35 3.15 3.34 2.57 1.56 1.54 1.23 0.60 0.13
* 224-8,000 (20 min) 4.09 4.34 3.12 3.38 2.46 1.40 1.35 1.26 0.52 0.16
225-8,000 (1 h) 4.09 4.21 3.07 3.34 2.26 1.19 0.92 0.98 0.41 0.08
___226-8,000 (1 h) 4.09 4.31 3.21 3.35 2.29 0.15 0.44 1.13 0.43 0.08
= 227-8,000 (2 h) 4.12 4.35 3.45 3.69 2.87 2.03 1.51 1.37 0.57 0.00
228-8,000 (2 h) 4.10 4.31 3.20 3.50 2.38 1.47 0.74 1.07 0.50 0.06

Dias Post Siembra

Figura 9B
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7.90

\
\
7.70 >
o 7.50
=
c 7.30
)
5 7.10
6.90
6.70
Dia 0:
S6lo | siembra| Dia 1 | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia8 | Dia 9
Medios
. 221-12,000 (20 min)| 7.40 7.29 | 6.84 7.19 6.83 6.94 6.88 6.98 7.01 7.26
222-12,000 (20 min)| 7.62 7.28 | 6.88 7.19 6.81 6.86 6.81 6.89 6.87 7.16
223-8,000 (20 min) | 7.59 7.28 | 7.09 7.25 6.99 6.99 6.78 6.98 7.02 6.97 | 7.24
, . 224-8,000 (20 min) | 7.53 7.28 | 7.27 7.27 6.89 6.95 6.82 6.95 7.01 6.97 | 7.25
225-8,000 (1h) 7.70 7.27 | 7.27 7.25 6.95 7.06 6.93 6.85 7.08 7.09 | 7.27
_ 226-8,000 (1h) 7.86 7.28 | 7.28 7.29 6.82 7.07 6.94 6.91 7.06 7.03 | 7.27
. 227-8,000 (2h) 7.52 7.28 | 7.19 7.28 7.11 7.03 6.90 7.01 6.99 6.86 | 7.10
228-8,000 (2h) 7.55 727 | 7.26 7.25 7.02 7.04 6.91 6.93 7.03 6.99 | 7.26

Dias Post Siembra

Figura 9C
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3.50

3.00
g
] 2.50
(@)
~ 2.00
S
© 1.50
S
&
< 1.00
0.50
0.00 p—
Dia O: ) , , , , , , , ,
S6lo Siembr Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8
. a
Medios

__221-12,000 (20 min)]  0.00 0.00 0.64 0.77 1.74 1.23 2.09 1.68 1.57 1.69

222-12,000 (20 min){  0.00 0.00 0.80 0.83 1.70 2.20 1.64 1.70 1.76 1.76

223-8,000 (20 min) |  0.00 0.00 0.63 0.64 1.58 1.84 3.11 2.54 1.48 1.91

' $224-8,000 (20 min) | 0.00 0.00 0.67 0.61 1.69 1.78 3.18 2.51 1.48 1.85

225-8,000 (1h) 0.00 0.00 0.57 0.62 1.93 2.23 3.19 2.76 1.48 1.82

_ 226-8,000 (1h) 0.00 0.00 0.63 0.64 1.97 2.18 1.64 2.63 1.28 1.93

" 227-8,000 (2h) 0.00 0.00 0.43 0.27 1.38 2.29 2.90 2.47 1.45 1.90

Dias Post Siembra

Figura 9D
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7.90

7.70
© 7.50
(O]
k=
B 7.30
©
© 7.10
(]
=
T 6.90
o
6.70
Dia 0:
S6lo |[Siembra| Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia8 | Dia9
Medio
S
221-12,000 (20 min)|  7.70 7.49 6.95 7.35 7.17 7.06 6.97 6.91 | 7.04 7.18
222-12,000 (20 min)[  7.70 7.54 7.01 7.32 6.96 7.16 7.10 6.90 6.91 7.14
223-8,000 (20 min) |  7.70 7.45 7.22 7.34 7.18 7.22 6.92 7.07 6.98 6.90 7.17
224-8,000 (20 min) 7.70 7.48 7.42 7.54 7.14 7.13 6.95 7.16 6.99 7.07 7.21
225-8,000 (1h) 7.70 7.56 7.55 7.61 7.30 7.15 6.95 7.01 7.00 6.98 7.16
___ 226-8,000 (1h) 7.70 7.70 7.69 7.70 7.32 7.19 7.16 7.18 7.03 6.93 7.12
'227-8,000(2h) 7.70 7.46 7.33 7.43 7.28 7.15 7.03 7.17 7.00 6.93 7.24

Dias Post Siembra

Figura 9E
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7.00E+10

6.00E+10

5.00E+10

4.00E+10

3.00E+10

2.00E+10

1.00E+10

Genomas virales/mL

0.00E+00

H

Promedio vg/mL

221/222-12,000(20mins)

6.37E+10
[ 1225/226-8,000(1h) 3.17E+10
[1227/228-8,000(20) 2.67E+10
[ 223/224-8,000(20min), Control 4.33E410

Figura 10




Filtracion de Profundidad y Titulos de TFF1 de AVXS-101

4.50E+11
4.00E+11
3.50E+11
3.00E+11
’—g 2.50E+11
c:m 2.00E+11 -
3 1.50E+11 B
2 1.00E+11 B
- S NNF+1N |
0.00E+00 ] -
COHC TFF1 TFF1 TFF1
Titulo del +0.45uM Permeado Retenido Diafiltrado
Pool Filtrado de UF de UF
|:| 221/222-12,000(30mins) | 6.25E+10 4.73E+10 4.30E+11 3.64E+11
[ ] 223/224-8,000(30mins) |  4.06E+10 3.68E+10 2.96E+11 2.14E+11

Figura 11

9E/LT



8,000 células/ cm2, Cosecha D5 Trans, D9

12,000 células/ cm2, Cosecha D4 Trans, D8

Volumen Titulo  Total vg Recuperacion Recupera: Volumen Titulo  Totalvg Recuperacion Recupera-
del paso cion total del paso cion total
Pool de Lisado 3200 4.06E+10 1.30E+14 3200 6.25E+10 2.00E+14

post COHC +0.45 4000 3.68E+10 1.47E+14 113% 113% 4000 4,73E+10 1.89E+14 95% 95%
TFF1 UF Retenido 400 2.96E+11 1.18E+14 80% 91% 400 4.30E+11 1.72E+14  91% 86%
TFF1 DF Retenido 580 2.14E+11 1.24E+14 105% 96% 502 3.64E+11 1.83E+14 106% 91%

TFF1 UF Permeado 3600  <4E8 1A44E+12 1% 3600 <4.0E8 144E+12 1%

Figura12A

8,000 células/ cm2, D5, Transfeccion, Cosecha D9

12,000 célulaZcm?, Transfeccion D4, Cosecha D8

Pool de Lisado

post COHC + 0.45
TFF1 UF Retenido

TFF1 DF Retenido

TFF1 UF
Permeado

Total Total
HCP  PasoHCP  Total HCP HCP HCPPaso  Total HCP
Volumen ug/m  ug Aclaramiento  Aclaramiento Volumen ug/m  ug Aclaramiento  Aclaramiento
3200 L 216065 3200 L 186813
67.52 58.38

4000 49.47 197862 8.4% 8.42% 4000 3525 140988  24.5% 24.53%
400 170.90 68358 65.5% 68.36% 400  120.09 48036  65.9% 74.29%
580  52.17 30261  55.7% 86% 502 17.48 8775 81.7% 95%
3600 29.50 106186 54% 3600  26.69 96080.4 68%

Figura 12B
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Descongelar| e Se descongelan HEK 293 en matraces 2x175cm?

>

Expandir

>

o Se expanden las
células en un Matraz de
636cm?

o

8,000 células/cm?

e Se expanden las células en

un Matraz de3180cm?.
o 11,000 células/cm?

Expandir

_;:::> Expandir

>

Figural3

° Se expande en matraces de
o 4x3180cm? 20,000 células/cm?
Se cosechan 4
® matraces x
3180cm?.
oSe colocan 1016mL

Sembrar | en unabotellade
PETG de 2L con

Nanos barra de
agitacion.
oGirar a la
velocidad de la
placa de agitacion
#3.
e Sembrar Nanos
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Recuento total de nucleos

1.6E+06

1.4E+06

1.2E+06

1.0E+06

8.0E+05 ] —

6.0E+05 B
4.0E+05 2 —1 |
2.0E+05 B
0.0E+00 8,000 | 8,000 | 9,350 | 9,350 | 10,070 | 10,070 | 12,050 | 12,050

(221) | (222) | (223) | (224) | (225) (226) (227) | (228)

[]Siembra 8.0E+03 | 8.0E+03 | 8.0E+03 | 8.0E+03 | 8.0E+03 | 8.0E+03 | 8.0E+03 | 8.0E+03
[]Dia5 | 3.1E+05 | 3.0E+05 | 3.9E+05 | 2.8E+05 | 3.7E+05 | 3.4E+05| 3.7E+05| 3.8E+05
[ |Dia9!7.1E+05 | 4.9E+05 | 4.8E+05 | 7.8E+05 | 6.9E+05 | 7.5E+05| 1.4E+06 | 6.6E+05

Densidad de Siembra

Figura 14A
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4
3.5
~ 3
1
N\ 2.5
(@)]
e 2
o
8 1.5
2 1
o 0.5
O  ——
1h | Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7 | Dia8 | Dia9
_.8000(221) | 3.98 | 3.53 3.68 2.82 154 | 1.08 | 0.98 0.37 0 0
8,000 (222) | 4.06 | 3.59 3.7 2.88 1.62 | 1.04 | 0.86 0.47 0 0
9,350(223) 3.92 3.3 3.61 2.67 145 | 0.97 | 0.84 0.54 0 0
_.9,350(224)| 3.98 | 3.37 3.64 2.72 1.49 | 0.87 | 0.85 0.51 0 0
10,070(225) 3.84 | 3.11 | 3.39 2.27 1.26 0.7 0.71 0.43 0 0
__..10,070(226)| 3.94 | 3.22 3.47 2.32 1.24 0.7 0.73 0.39 0 0
_12,050(227) 3.85 | 3.09 3.34 2.16 1.2 0.66 | 0.74 0.47 0 0
12,050 (228)| 3.84 | 3.04 | 3.38 221 | 1.19 | 0.68 | 0.68 09 | 0.33 | 0.37

Dias Post Siembra

Figura 14B
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7.50

7.40
8 7.30
c
= 7.20
QO
o 7.10
® 7.00
()
S 6.90
(V.
T 6.80
o
6.70 1h Dial| Dia2|Dia3|Dia4|Dia5|Dia6|Dia7 |Dia8| Dia9
~8,000(221)| 7.25|7.24 | 733 | 7.23| 7.03 | 6.94 | 6.78 | 6.84 | 6.87 | 7.25
8,000 (222)| 7.22 | 7.25| 735 | 7.28| 7.08| 6.88 | 6.80 | 6.90 | 6.95| 7.23
. .9,350(223)| 7.25|7.34| 735 | 7.16 | 7.05| 6.88 | 6.78 | 6.90 | 7.04 | 7.28
9,350(224) | 7.15 | 7.17 | 727 | 7.20| 7.00 | 6.84 | 6.80 | 6.92 | 6.85| 7.23
- 10,070 (225)| 7.22 | 7.22 | 743 | 7.19| 7.01 | 6.83 | 6.78 | 6.93 | 6.88 | 7.23
— 10,070 (226)| 7.22 | 7.26 | 7.31 | 7.17 | 6.96 | 6.79 | 6.75 | 6.92 | 6.94 | 7.24
» 12,050 (227) 7.26 | 7.30 | 7.35 | 7.10| 6.86 | 6.76 | 6.71 | 6.93 | 6.86 | 7.20
m— 12,050 (228)| 7.23 | 7.27 | 730 | 7.15| 6.91| 6.77 | 6.90 | 7.01 | 6.93 | 7.06

Dias Post Siembra

Figura 14C

9€/cc



2.5

2
2 z _
;\3 1.5 N :‘
o’ / \'~
9 /4
s 1 /i
13 | a
@© / |
- 05 | 7 |
| |
|
0 / | // |
/4 N 4 . . . . . . .
1h Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia b Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9
8,000(221) 0 0 0 1.24 1.91 1.96 2.13 1.42 1.51 1.28
8,000 (222) 0 0 0 1.51 2.05 2.12 2.3 1.58 1.71 1.61
9,350 (223) 0 0 0.34 1.33 1.84 2.04 2.22 1.52 1.55 1.48
9,350(224) 0 1.01 0 1.38 1.87 2.1 2.16 1.52 1.56 1.47
10,070 (225) 0 0 0 1.54 1.94 2.04 2.16 1.51 1.58 1.42
__10,070 (226) 0 0 0 1.71 1.89 2.02 2.13 1.5 1.67 1.4
12,050 (227) 0 0 1.01 1.64 1.94 2.05 2.33 1.46 1.61 1.52
. =12,050 (228) 0 1.07 1 1.59 2.12 2.03 2.03 1.35 1.54 1.5

Dias Post Siembra

Figura 14D
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~ 2.5
-
N
o 2
E 1.5
o/
S 1
8
c
o 0.5
< 0

1 H* Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9
8,000(221)| 0.92 1.16 1.02 1.29 1.73 2.18 1.8 1.52 1.95 2.67
8,000 (222) 0.94 1.17 1.05 1.26 1.74 2.13 1.76 1.48 1.75 2.55
9,350 (223) 0.9 1.14 1.01 1.32 1.86 2.23 1.81 1.46 1.67 2.54
9,350(224)( 0.92 1.17 1.03 1.34 1.87 2.31 1.8 1.51 1.86 2.63
10,070 (225) 0.9 1.16 1.07 1.43 2 2.33 1.87 1.53 1.82 2.51
10,070 (226) | 0.88 1.14 1.07 1.46 2.06 2.41 1.93 1.64 1.79 2.48
12,050 (227) | 1.08 1.32 1.15 1.48 2.06 2.38 1.94 1.43 1.68 2.43
12,050 (228) 0.9 1.15 1.08 1.47 2.02 2.38 1.96 1.26 1.39 2.15

Dias Post Siembra

Figura 14E
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5.00E+10

4.00E+10

3.00E+10

2.00E+10

1.00E+10

Genomas Virales/mL

0.00E+Q0

B,000 ¢ Célulasicm? (221)

I. ] E.DDD ¢ Células/cm? (222)

E 9,350 ¢ Células/cm? (223)

9,350 i Células/cm? (224)
Eii 1[].[] 70 Células/cm? (225)
10070 Células/cm? (226)

II:| 12 080 Células/cm? (227)

W Célulasicm? (228)

9€/a¢

va'mbL

3.8BE+10

4 1BE+10

3.35E+08

6.69E +08

4 22E+10

317E+10

3. 18E+10

1.47E+10

Figura 15A
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S 2E+13
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®

g 1E+13

c

O eass

) I=—————Hit

0 |
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8,000 celulasem? (221) JBBE+13
8,000« celulasicm? (222) 418E+13
@ 8 350 1 Célulasicm? (223) 3. 35E+11
E 8 350 Célulasicm? (224) 6 BOE+11
fE] 10,070 celutasicm? (225) 4.22E+13
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Proceso A - Proceso de Fabricacion Fase 1
(Nationwide Children’s Hospital)

Proceso B - Fase 3 prevista y Proceso de
Fabricacién Comercial (AveXis, Inc.)

BCM HEK293

Nuevo BCM y BCT HEK293 |

Expansién Celular

| Expansién Celular |

i

Cultivo de Células Adherentes (120 Hvnerstacks)

| Cultivo de Células Adherentes (iCELLis® 500 BioReactors) |

|

<
2] Transfeccion de Tres Plasmidos Transfeccion de Tres Plasmidos
8:: * Mezcla de Transfeccion con CaP04 ol * 'V_'(‘;ZC'S de T_fi”Sfe,CC'Oln Ckon PEI
; i : asmidos de resistencia a la kanamicina
< * Plre-allmentacllon dg CIoroqumg - f ) -
N * Plésmidos con resistencia a la Ampiciina Se vuelve a alimentar con Medio OptiMEM
<
S | |
< Cosecha y Clarificacion Cosecha y Clarificacion
*Cosecha: Alta liberacion de pico de sal a los medios *Cosecha: Lisis Celular
Concentracion de Vector y Reduccion del Material de la Concentracion de Vector y Reduccion del Material de la
Célula Huésped Célula Huésped
Filtracién de Fluio Tanaencial 1 (TFF1) Intermedio Filtracion de Fluio Tancencial 1 (TFF1) Intermedio
Se mantiene la Etapa a<-60°C Se mantiene la Etapa a<-60°C [
1 I
Se captura AVXS-101 Se captura AVXS-101
(Ultracentrifugacion de gradiente 1 de densidad (Cromatografia de Intercambio Catiénico)
de iodixanol)
1 I
Preparacion de muestra para etapa de Preparacién de muestra para etapa de
purificacion purificacion (Filtracién de Flujo Tangencial 2:
(fraccién recolectada diluida a 25% intercambio de tamp6n y eliminacion de
lodixanol) proteinas contaminantes
I |
®) Purificacién de céapsides llenas Purificacién de capsides llenas
2 (Ultracentrifugacion de gradiente 2 de densidad de (Ultracentrifugacién de gradiente de densidad
o iodixanol) de cloruro de cesio)
< 1 |
wn Pulido (Cromatografia de Intercambio Catiénico)
<
) i i
o Concentrar y Formular Concentrar y Formular
< (Filtracion de Flujo Tangencial 2) (Filtracion de Flujo Tangencial 3)
1 i
Filtracion Estéril Filtracién a 0,22 micrones
1 1
Sustancia Farmacolégica a Granel (no Sustancia Farmacoldgica a Granel
formalmente denominada)
T T
Envases de Sustancia Farmacoldgica (no Envase de Sustancia Farmacoldgica a
formalmente denominada) Granel
1 I
Se mantiene la Etapa a<-60°C Se mantiene la Etapa a<-60°C [
| 1
LL Producto Farmacéutico para el Paciente Producto Farmacolégico
o (Se forma un pool de la sustancia (Descongelacién, dilucion, filtracion estéril,

farmacolégica y se diluye en una jeringa)

llenado/terminacion, Almacenamiento a <-
60°C)

Figura 16
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NCH Fase 1 Lot AVXS-101 Lot AVXS-101 Lot
o o e|  liitedePruebaPropust NCHAAV9SMNO613 600156 600307
Dt et Pruba Fecha de Fabricacon: 18-Dec- Fecha de Fabricacion: 07-Nov- Fecha de Fabricacin: 04-Dec-
2013 2017 2017
Fechade Prueba13-Feb-2017 |  Fecha dePrueba08:-Nov-2017 |  Fechade Prueba 05-Dec-2017
al 08-Aug-2017 0 al 26-Dec-2017 al 30-Jan-2017
Thtulo Genmico por
1CR SOP-137 20x10 - 6,0x10% vg/mL 11x10% yg/mL, (n=9) U 3.7x108 vg/m (n=9) @ 405105 yg /L, (n=14) @
Titulo Infeccioso SOP-192 Resultados del Informe 59x10°1U/mL ®) 1.3x10010/mL® 6.7x10°10/mL B
, <6000 particulas/env 210 <22 particulas/env 210 <119 particulas/env 210 <9 particulas/env 210
Particulas 00260 um ~um ~um um
Subvisib]es <600 partl(mlqas/env 225 <4 parthL:lI;s/env 225 <4 partlctillis/env 225 <2 partlct:llams/env 225
pH SOP-057 75-85 79 79 80
Osmolalidad SOP-128 384 448 mOsm kg 410 mOsm/kg 415 m0sm/kg 410 mOsm/kg
Solucion clara ligeramente opaca, . L
Aspecto por nspeccidn odloraablanca plcs vede ISOIUCIOHI transparentee Blnc p?hda' llgera}nente Incolora,ligeramente opaca, bre de
Tisud SOP-164 sl incolora, llhl‘? de particulas 0paca llll)rle e particulas patiuasvisles,
visibles visibles (4
Totalde Protefna por SOp104 128- 320 pg/mL por 10x108vg/mL, 167 Hg/mL ® 179 |Fgg/mL 0 176 Hg/mL @
BCA (177 pg/mL) (661 g/mL) ) (702 pg/mL)®
ADNheresidual por P10 12x106pgmLpor 10510% vg/mL, 37405 pg/mL () 076 05pg/mLO 068 40° pg/mL
qPCR ) (39x105pg/mL) © (28x105pg/mL)e) (272x10°pg/mL) &)
L , <
Y de Capsides Vi =
hleCaps s | g % T 2% i
por AUC
Las Bandas Principales de VP{, VP2,(Las Bandas Principales de VP1, VP2,Las Bandas Principales de VP1, VP2,
IDdevectorpor | SOP-180 | LasBandas Principales de VPL, VP2, | VP3 co-migran con contolde VP3 co-migran con contolde VP3 co-migran con control
SDSPAGE VP3 co-migran concontoldeAVAS101 AVS01 AVS01 de AVXS-101
PM de las bandas: PM de las bandas: PM de las bandas:
VPL: 849-895 VPL:83.6-844 VP1:829-849
VP2: 659-69.1 kDa VPL: 646-655 VP2: 643652
VP3:57.1-59.0kDa VP3:56.2-57.2 VP3:56.0-56.7
Pureza por SDS- S0p-1g0 | Y% de PurezaTote] (VPL VEZVP3): | Yo de Pureza Total: Bh % de Pureza Total: Po % de Pureza Total: B
PAGE 9% ~ (Promedion=4 gels) (Promedio, n=4 gels) (Promedio, n=4 gels)

Figura 17A
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Descripcion de
la Prueba

Método
de
Prueba

Limite de Prueba
Propuesto

NCH Fase 1 Lote
NCHAAV9SMNO0613
Fecha de
Fabricacion: 18-Dic-
2013
Fecha de Prueba
13-Feb-2017
al 08-Ago-2017 (1)

AVXS-101 Lote
600156
Fecha de
Fabricacion: 07-
Nov-2017
Fecha de Prueba
08-Nov-2017
al 26-Dic-2017

AVXS-101 Lote
600307
Fecha de

Fabricacion: 04-Dic-

2017
Fecha de Prueba
05-Dic-2017
al 30-Ene-2017

Impurezas totales

% Total de Impurez<as 5%

Ninguna impureza sin

por SDS-PAGE | SOP-180 identificar % Total de Impurezas: | % Total de Impurezas: | % Total de Impurezas:
>2% 2% 1% 1%
(Promedio n=4gels) (Promedio n=4gels) (Promedio n=4gels)
Impurezas Identificada |Impurezas Individuales Impurezas Individuales
Valor reportado (Promedio n=4 gels) |Impurezas Individuales| (Promedio n=4 gels)
(Promedio n=4 gels)
- Imp1:1.5% - Imp1:1.0%
- Imp 1A (~71-73kDa) - Imp 1: <LOQ (1.0%)
= Imp 3: <LOQ (1.0%) = Imp 4: <LOQ (1.0%),
- Impl (~61—67 kDa) - |mp 3: <LOQ (10%)
~ Imp 2 (~56-64 kDa) _Imp 4:<LOQ (1.0%)
~ Imp 3 (~48-58 kDa)
"~ Imp 4 (~33-38 kDa)
" Imp 5 (~30-34 kDa)
Positivo para Proteina | Positivo para Proteina | Positivo para Proteina
de Capside de AAV | de Cépside de AAV | de Céapside de AAV
Identidad del | SOP-179 | Positivo para Proteinade | PM Banda Principal | PM Banda Principal | PM Banda Principal
Vector por Cépside de AAV
Western
VP1: 79.7 kDa VP1: 80.2 kDa VP1:79.1 kDa
VP2: 64.1 kDa VP2: 66.2 kDa VP2: 64.8 kDa
VP3: 55.7 kDa VP3: 58.2 kDa VP3: 57.5 kDa
PCH Residual |SOP-183 | <40 ng/mL por 1.0x1013| < LOQ (8 ng/mL) (5) | <LOQ (8 ng/mL) (5) | <LOQ (8 ng/mL) (5)
por ELISA vg/mL
Identidad de | SOP-137 Confirma Confirma Confirma Confirma
Genoma de
Vector por
ddPCR
BSA Residual |SOP-181 (<3.0 ng/mL por 1.0x1013| <LOQ (0.50 ng/mL) | <LOQ (0.50 ng/mL) | <LOQ (0.50 ng/mL)
por ELISA vg/mL (5) (5) (5)
Benzonase
Residual por |SOP-182 <1.0 ng/mL por 1.0x1013| < LOQ (0.20 ng/mL) | <LOQ (0.20 ng/mL) | < LOQ (0.20 ng/mL)
ELISA vg/mL (5) (5) ®)
Potencia Relativa| SOP-285 80 - 120% 100% (6) 97% 96%

In-vivo

Figura 17B
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1. NCH Fase 1 Lote AAV9SMNO0613 fue fabricado antes del “Limite de Prueba Propuesto”
actual para titulo genémico por ddPCR. El valor del titulo gendmico para este lote se restablecio
en agosto de 2017 utilizando SOP-137 (v3) mejorado.

2. Las diferencias en los resultados del titulo genémico entre los lotes de Proceso A 'y Proceso
B se deben a diferentes concentraciones objetivo de fabricacién. El lote NCH AAV9SMNO0613
se formuld originalmente con una concentracion de titulo objetivo mas baja que ahora se
determind en 1,1x10% vg/ml mediante el ensayo de ddPCR utilizado actualmente (SOP-137),
mientras que los lotes AVXS-101 600156 y 600307 se formularon con una concentracion de
titulo objetivo de 4,0x10% vg/ml medida por el mismo método (SOP-137).

3. Resultado ajustado por 1.0x10'® vg/mL para permitir especificaciones apropiadas en el rango
de concentraciones aceptables de 2.0x10*® vg/mL a 6.0x10*® vg/mL. Los valores reales se han
multiplicado por los siguientes factores para proporcionar valores por 1.0x10* vg/mL: 1/1.06
(Lote NCH AAVISMNO0613), 1/3.7 (Lote 600156) y 1/4.0 (Lote 600307).

4. Las diferencias en los resultados de aspecto entre el Proceso A y el Proceso B se deben a
diferentes concentraciones de vectores (titulo gendmico). El lote NCH AAVI9SMNO0613 tiene
una concentracion de vector significativamente menor que los lotes del Proceso B. Como
resultado, el lote NCH AAVO9SMNO0613 es mas diluido, lo que lleva a una solucién mas clara e
incolora, mientras que las observaciones de incolora a blanca y ligeramente opaca para los lotes
del Proceso B son el resultado de una concentracion de particulas virales en solucién casi 4
veces mayor por ml.

5. El resultado real no se ajust6 a 1.0x10'3 vg/mL dado que los resultados estan por debajo de
limite de cuantificacion de los métodos respectivos.

6. El lote NCHAAVI9SMNO0613 esta designado como el Estandar de referencia de potencia
inicial para SOP-285 con un valor de potencia asignado del 100%. Todos los resultados se
generaron usando SOP-285 V5.

Figura 17B (cont.)
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Comparacion Por Pares
Descripcion de la Limite de Prueba Proceso A (Fase Proceso B (Fase Diferencia
Prueba Propuestos 1) 3) Relativa %
Titulo Genémico por ddPCR |  2.0x1013 - 6,0x10%3 vg/mL 11x108vg/mL | 3.7x108 vg/mL NAM
Titulo Infeccioso Resultados del Informe 0.59x10°1U/mL | 1.3x101010/mL 120% @
Particulas Subvisibles > 10 pm | < 6000 particulas /envase> 10 ym 22 119 441%G)
Particulas Subvisibles > 25 M | <6000 particulas /envase> 25 ym 4 4 0%
pH 75-85 79 79 0%
Osmolalidad 384-448 mOsm/kg 410mOsm/kg | 415mOsm/kg 1%
Aspecto Solucidn clara a ligeramente Solucion Blanca palida, NA
opaca, incolora a blanca transparente e ligeramente opaca,
pélida libre de particulas incolora, libre de | libre de particulas

visibles particulas visibles visibles

Total de Proteina por BCA 128 - 320 pg/mL por 167 pg/mL 179 pg/mL 7%
1.0x108 vg/mL

ADNhc residual por qPCR | < 1.2x10° pg/mL por 1.0x10% 3.7405pg/mL | 0.7605 pg/mL 80%

vg/mL
% de Capsides Vacfas por AUC < 7% 7% 2% 71%®
Pureza por SDS-PAGE >95% 98% 99% 1%
[mpurezas totales por <5% 2% 1% 50%
SDS-PAGE
PCH Residual por ELISA < 40 ng/mL por 1.0x10% <L0Q(8ng/mL) | <LOQ (8 ng/mL) 0%

vg/mL
BSA Residual por ELISA <3.0ng/mL por 1.0x10 <L0Q <L0Q 0%

vg/mL (0.50 ng/mL) (0.50 ng/mL)
Benzonase Residual por < 1.0 ng/mL por 1.0x101 <L0Q <L0Q 0%
ELISA vg/mL (0.20 ng/mL) (0.20 ng/mL)
Potencia Relativa In-vivo 80-120% 100% 97% 3%

Figura

18

1. El % de diferencia relativa no es aplicable ya que el objetivo de fabricacién para el titulo genémico se modifico entre el
Proceso Ay el Proceso B.
2. Este valor debe verse en el contexto de la variabilidad esperada para un ensayo biolégico que a menudo puede variar entre
50% y 200% del valor verdadero. Dicho esto, AveXis reconoci6 la necesidad de mejorar y recientemente ejecut6 un trabajo

adicional de desarrollo y calificacion para mejorar este ensayo (SOP-328 y RPT-471). También debe tenerse en cuenta que la
eficiencia de infectividad de la linea celular HeLa RC32 por vectores virales a base de AAV9 sigue siendo un desafio.
3. Se observa una considerable diferencia relativa en % para las particulas subvisibles entre el Proceso A y el Proceso B; sin
embargo, el valor absoluto para el Proceso B esta muy por debajo de los limites de prueba propuestos.
4. El Proceso B que usa el gradiente de CsCl es mas efectivo para eliminar las capsides vacias en comparacion con el Proceso
A que usé iodixanol.
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Comparacion Por Pares
Descripcion de la Limite de Prueba Propuestos Proceso B Proceso B Diferencia
Prueba C
(600156) (600307) Relativa %
Titulo Gendmico por 2.0x10%3 - 6.0x10%3 vg/mL 3.7x108 vg/mL 4,0x108 vg/mL 8%
ddPCR
Titulo Infeccioso Resultados del Informe 1.3x1010[U/mL 0.67x101[U/mL 48%
Particulas Subvisibles <6000 particulas/envase >10 myL 119 9 9206 ()
> 10pm
Particulas Subvisibles < 600 particulas/envase 25 myl 4 l 50%
> 5um
pH 75-85 79 8.0 1%
Osmolalidad 384 448 mOsm kg 415mOsm/kg 410 mOsm/kg 1%
Aspecto Solucion clara a ligeramente opaca, | Blanca palida, Incolora, ligeramente ND
incolora a blanca palida, libre de | ligeramente opaca, opaca, libre de
particulas visibles libre de particulas | particulas visibles
visibles
Total de Protefnapor BCA | 128-320 g/ mL por 10x108 179 pg/mL 176 pg/mL 2%
vg/mL
ADNhc residual por < 1.2x106 pg/mL por 10x108vg/mL | 0.76x10%pg/mL | 0.68x105pg/mL 11%
qPCR
% de Capsides Vacas < 7% 2% 4% 1009 ()
por AUC
Pureza por SDS-PAGE > 950 999 999 0%
[mpurezas totales por < 5% 1% 1% 0%
SDS-PAGE
PCH Residual por ELISA < 40ng/mL por 1.0x10% vg/mL <L0Q(8ng/mL) <L.0Q(8ng/mL) 0%
BSA Residual porELISA < 3.0 ng/mL por 1.0x103vg/mL <L0Q <L0Q 0%
(0.50 ng/mL) (0.50 ng/mL)
Benzonase Residual por < 1.0 ng/mL por 1.0x10%vg/mL <L0Q <L0Q 0%
ELISA (0.20 ng/mL) (0.20 ng/mL)
Potencia Relativa In-vivo 80-120% 97% 96% 1%

L El % de diferencia relativa para las particulas subvisibles y el% de capsides vacias es ~ 100% entre los dos lotes
del Proceso B; sin embargo, todos los valores estan muy por debajo de los limites de prueba propuestos y los lotes
del Proceso B se consideran consistentes con respecto a estos resultados de prueba.

Figura 19
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Punto de Tiempo de Estabilidad
Atributo Métod (meses)
AL 0 3 6 9 1
Febrero 2017 Mayo 2017 Agosto 2017 Noviembre 2017 | Febrero2018
S0P-137 12 1 12
Titulo /10 6.6x102 vg/mL 6.1x1012 vg/mL 6.5x102 vg/mL ND ND
Gendmico i
por M7 N/D N/D 11x108 vg/mL @ 8.7x102vg/mL | Objetivo 26Feb18
ddpc | V30
Potencia
relativain | SOP-285 100% 92% 95% 101% Pendiente
vivo
Irllfteucl?ioso SOP-192 | 6.3x10°1U/mL 8.4x10°[U/mL @ L1x10901U /mL 6.3x10° [U/mL Pendiente
0 +0Q0, 0 .
fdeureza ot 56 % de Pureza Total: 98%| % de Pureza Total: 99% hie PurezalTotal. i
(n=4 gels) (1=t el (1=t el (Promedio n=4
8 8 gels)
[ . () .
Pureza por Alg(;al((rile_linpzlr:]zas. Y% Total de Impurezas:  |% Total de Impurezas: 1% goO/To(t;Lg:nlzi[l)sr;zzs pendiente
SDS- | S0P-180 TR 2% (n=4 gels) (n=4 gels) ' i
PAGE gels
Sl [mpurezas Individuales: | Impurezas Individuales: _p_lm —
Imp 1: 1.7% ) ) Individuales:
. 0 Imp 1: 1.7% Imp 1:1.2% .
[mp 3: <L0OQ (1.0%) Imp 1 13%

1. El lote se volvié a probar utilizando un método mejorado, SOP-137 v3.0, por CAPA-19 alrededor del
punto de tiempo 6 meses. Como resultado, se reasignd un nuevo valor de titulo de 1.1x10'® vg/mL para
NCH Lote NCHAAV9SMNO0613. Todos los puntos de tiempo de estabilidad posteriores se analizaron

usando SOP-137 v3.0.
2. El lote NCHAAV9SMNO0613 se fabrico en diciembre de 2013 y se prob6 en febrero de 2017 como
TO. Se asigno una potencia del 100% en TO y las potencias para todos los puntos de tiempo posteriores
se calcularon en relacion con el valor de TO.
3. La prueba de Titulo Infeccioso se ejecuté aproximadamente 4 meses después de T0, ya que se
incorporé al respectivo protocolo de estabilidad en junio de 2017.

Figura 20
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0.1 T T T T T T T T T

0.09 | it .

0.08 -

0.07 [; )

c(s)

0.04

0.03

0.02 y ]
AV

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Coeficiente de Sedimentacion, seg. x 10713

Pico Vacio Pico Lleno 1 Pico Lleno 2
NCHAAV - - —
SMN0613 i : .
valors | % adrea (MDa) valors | Y% area (MDa) valors | Y%adrea (MDa)
l%:f]ol) 62.58 8.53 1.97 85.23 | 4776 3.11 10176 | 37.20 401
Rep2
() 62.50 8.39 2.36 85.33 | 49.14 3.77 101.94 | 3936 485
Promedio | 62,54 846 217 8528 | 4845 .44 10185 | 3828 443

Figura 21
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0.09 T T T T Y
0.08
0.07
0086 )
w
S 0.05 ;
0.04
0.03
0.02 1
0.01 ]
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Coeficiente de Sedimentacion, seg. x 10713
Pico Vacio Pico Lleno 1 Pico Lleno 2
600156 PM PM PM
0/, 4 0/, 4 0/, 4
valors | %area (MDa) valors | % area (MDa) valors | %area (MDa)
Rep1
(10j0) 61.80 1.29 277 86.74 54.23 462 10412 | 4372 6.06
Rep2
fa) 55.52 1.83 297 85.89 54.95 5.55 102.86 | 41.80 731
Promedio | 58,66 1.56 2.87 8632 54.59 5.09 10349 | 4276 6.69

Figura 22
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0.09 T T T T T T T T T
0.08 F h .
0.07 | .
0.06 y
~ 0.05 o
[7p]
S
0.04 .
0.03 =
0.02 - -
0.01 |
0 e — 1 1 1 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Coeficiente de sedimentacion, seg x 10713

Pico Vacio Pico Lleno 1 Pico Lleno 2
600307 . PM . PM , PM
0, 0, 0,
valors | %area (MDa) valors | % area (MDa) valors D area (MDa)
l?ref]ol] 62.12 3.68 332 85.51 52.18 5.30 10191 | 3846 7.11
Rep?2
() 60.83 378 2.86 85.14 53.43 463 102.33 | 36.62 6.24

Promedio | 61.48 3.73 3.09 8533 | 5281 497 | 10212 | 37.54 6.68

Figura 23
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	Salvo definición en contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en este documento tienen el mismo significado que comúnmente les asigna el experto en el campo al cual la invención pertenece.
	De acuerdo con la presente, las formas singulares de una palabra también incluyen la forma plural de la palabra, a menos que el contexto indique claramente lo contrario; como ejemplos los artículos se entienden en singular y plural y el término “o” en...
	A lo largo de toda la memoria la palabra “comprende,” o sus variantes, se entenderá en el sentido de incluir un elemento, número entero o paso mencionado, o grupo de elementos, números enteros o pasos, sin excluir ningún otro elemento, número entero o...
	Aproximadamente puede entenderse como dentro de 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 0,05%, o 0,01% del valor establecido. Cuando se use en referencia a un valor porcentual, "aproximadamente" puede entenderse como dentro de ± 1% (por e...
	Si bien pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descriptos en este documento en la práctica o prueba de la presente invención, a continuación se describen métodos y materiales adecuados. Todas las publicaciones, solicitudes d...
	Varios objetos y beneficios y una comprensión más completa de la presente invención serán evidentes y se advertirán más con mayor facilidad con referencia a la siguiente Descripción detallada y las reivindicaciones adjuntas tomadas en conjunto con l...
	Relación Intersección-Y/Pendiente -- Una curva de regresión lineal de la Supervivencia Media (días) versus la dosis administrada (vg/kg) para el Estándar de Referencia y el Artículo de Prueba es determinada. Se calcula la relación de Intersección-y a ...
	Resultados de los informes
	Informe Cualitativo de los Resultados de Potencia Relativa -- Los criterios de Idoneidad del Ensayo se evalúan para cada ensayo antes de la determinación de una lectura de un solo punto de la Supervivencia Media (días) a ≥ 40 días para el material de ...
	Informe Cuantitativo de los Resultados de Potencia Relativa -- Los criterios de Idoneidad del Ensayo se evalúan para cada ensayo antes de la determinación cuantitativa de la Potencia Relativa para el Artículo de Prueba. La potencia relativa para el Ar...


	MATERIALES Y MÉTODOS
	Relación Intersección-Y/Pendiente – Se determina una curva de regresión lineal de la Supervivencia Media (días) versus la dosis administrada (vg/kg) para el Estándar de Referencia y el Artículo de Prueba. Se calcula la relación de Intersección-y a la ...
	Resultados de los informes
	Informe Cualitativo de los Resultados de Potencia Relativa -- Los criterios de Idoneidad del Ensayo se evalúan para cada ensayo antes de la determinación de una lectura de un solo punto de la Supervivencia Media (días) a ≥ 40 días para el material de ...
	Informe Cuantitativo de los Resultados de Potencia Relativa – Los criterios de Idoneidad del Ensayo se evalúan para cada ensayo antes de la determinación cuantitativa de la Potencia Relativa para el Artículo de Prueba. La potencia relativa para el Art...
	% PR = 100% * [(Artículo de Prueba intersección en y/pendiente) ÷ (Estándar de Referencia intersección en y/pendiente)]



	P5420 FIGURAS
	Figura 1A
	Figura 1B
	Figura 1C
	Figura 2
	Cinética de Inactivación
	Figura 6

	Cinética de Inactivación
	Figura 7
	Figura 8
	Figura 9A
	Figura 9B
	Figura 9C
	Figura 9D
	Figura 9E
	Figura 10
	Figura 13
	Figura 14B
	Figura 14C
	Figura 14D
	Figura 14E
	Figura 15A
	Figura 15B
	Figura 17B (cont.)
	Figura 18
	Figura 19
	Figura 20
	Figura 21
	Figura 22



