Confidencial

ADMINISTRACION DE VECTORES DEL VIRUS ADENOASOCIADO DE B-
SARCOGLICANO Y MICROARN-29 Y EL TRATAMIENTO DE LA DISTROFIA
MUSCULAR

[0001] La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud de
patente provisional estadounidense N.° 62/323.333, presentada el 15 de abril de 2016 y
la solicitud de patente provisional estadounidense N.° 62/433.548, presentada el 13 de
diciembre de 2016, que se incorporan en la presente por referencia en su totalidad.
INCORPORACION POR REFERENCIA DE MATERIAL PRESENTADO
ELECTRONICAMENTE
[0002] Esta solicitud contiene, como parte separada de la divulgacion, un listado de
secuencias en formato legible en computadora que se incorpora por referencia en su
totalidad y se identifica de la siguiente manera: nombre del archivo:
50622A Seqlisting.txt; tamafo: 21,466 bytes, creado: 13 de abril 2017.
CAMPO DE LA INVENCION
[0003] Se describen en la presente vectores de tratamiento, tales como vectores
AAV, que expresan B-sarcoglicano y método para usar estos vectores para reducir y
prevenir la fibrosis en sujetos que padecen distrofia muscular. La invencion también
proporciona métodos de tratamiento génico conjunto que comprenden la administracion
de un primer vector AAV que expresa [3-sarcoglicano y un segundo vector AAV que
expresa miR-29 para reducir y prevenir la fibrosis en pacientes que padecen distrofia
muscular.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
[0004] La distrofia muscular de cinturas (LGMD) tipo 2E (LGMD2E) es un trastorno
autosomico recesivo que resulta de mutaciones en el gen que codifica B-sarcoglicano
(SGCB), y causa la pérdida de la proteina funcional.1 LGMD2E representa una forma
relativamente comun y grave de LGMD en los Estados Unidos con informes mundiales
de incidencia de 1/200.000-1/350.000. (2) La ausencia de B-sarcoglicano conduce a una
distrofia progresiva con pérdida crénica de fibras musculares, inflamacion, reemplazo
de grasa y fibrosis, todo lo cual resulta en el deterioro de la funcion y fuerza muscular.
(3,4) Como un complejo, los sarcoglicanos (a-, B, y-, -), que varian en tamafio entre 35
y 50 kD, (5) son todos proteinas transmembrana que proporcionan estabilidad al
sarcolema que ofrece proteccion del estrés mecanico durante la actividad muscular. (3)

La pérdida de 3-sarcoglicano en LGMD2E generalmente da como resultado grados
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variables de pérdida concomitante de otras proteinas sarcoglicano que contribuyen a la
fragilidad de la membrana muscular que conduce a la pérdida de miofibras.1 Aunque el
rango de fenotipo clinico de LGMDZ2E varia, el diagnéstico ocurre tipicamente antes de
los 10 afios y la pérdida de la ambulacion se produce entre mediados y finales de la
adolescencia.1l,6,7 Los pacientes presentan creatina quinasa (CK) sérica elevada,
debilidad muscular proximal, dificultad para levantarse del piso y pérdida progresiva de
ambulacion. La afectacion cardiaca ocurre en hasta el cincuenta por ciento de los casos.
[0005] El virus adenoasociado (AAV) es un parvovirus con deficiencia de replicacion,
cuyo genoma de ADN monocatenario es de alrededor de 4,7 kb de longitud, lo que
incluye dos repeticiones terminales invertidas (ITR) de 145 nucleétidos. Existen
multiples serotipos de AAV. Las secuencias de nucle6tidos de genomas de los serotipos
de AAV son conocidas. Por ejemplo, el genoma completo de AAV-1 se proporciona en
el N.° de acceso a GenBank. NC_002077; el genoma completo de AAV-2 se proporciona
en el N.° de acceso a GenBank NC_001401 y Srivastava et al., J. Virol., 45: 555-564
{1983); el genoma completo de AAV-3 se proporciona en el N.° de acceso a GenBank
NC_1829; el genoma completo de AAV-4 se proporciona en el N.° de acceso a GenBank
NC_001829; el genoma de AAV-5 se proporciona en el N.° de acceso a GenBank
AF085716; el genoma completo de AAV-6 se proporciona en el N.° de acceso a
GenBank NC 00 1862; al menos porciones de genomas de AAV-7 y AAV-8 se
proporcionan en los N.”° de acceso a GenBank AX753246 y AX753249,
respectivamente; el genoma de AAV -9 se proporciona en Gao et al., J. Virol., 78: 6381
- 6388 (2004); el genoma de AAV-10 se proporciona en Mol. Ther., 13 (1): 67 - 76 (2006);
y el genoma de AAV-11 se proporciona en Virology, 330 (2): 375-383 (2004). La
secuencia del genoma de AAV rh.74 se proporciona en la patente estadounidense
9.434.928, que se incorpora en la presente por referencia. Las secuencias de actuacion
de cis que dirigen la replicacion (rep) de ADN viral, la encapsidacion/empaquetado y la
integracion del cromosoma de la célula huésped estan contenidos dentro de las ITR de
AAV. Tres promotores de AAV (denominados p5, pl9 y p40 por sus ubicaciones
relativas en el mapa) dirigen la expresion de dos marcos de lectura abiertos internos de
AAV que codifican los genes rep y cap. Los dos promotores de rep (p5y p19), acoplados
con el empalme diferencial del intrén AAV simple (en nucleétidos 2107 y 2227), generan
la produccion de cuatro proteinas rep (rep 78, rep 68, rep 52 y rep 40) del gen rep. Las
proteinas rep poseen multiples propiedades enziméticas que son en ultima instancia
responsables de replicar el genoma viral. El gen cap se expresa del promotor p40 y

codifica las tres proteinas de capside VP1, VP2, y VP3. El empalme alternativo y los
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sitios de inicio de traduccién sin consenso son responsables de la produccion de las tres
proteinas de capside relacionadas. Un sitio de poliadenilacion de consenso simple se
ubica en la posicién 95 del mapa del genoma de AAV. El ciclo de vida y la genética de
AAV se analizan en Muzyczka, Current Topics in Microbiology and Immunology, 158:
97-129 (1992).

[0006] AAV posee caracteristicas Unicas que hacen que resulte atractivo como vector
para administrar ADN extrafio a las células, por ejemplo, en el tratamiento génico. La
infeccibn por AAV de células en cultivo es nocitopética, y la infeccion natural de
humanos y otros animales es asintomatica. Ademas, AAV infecta muchas células de
mamifero lo que otorga la posibilidad de actuar sobre muchos tejidos distintos in vivo.
Ademas, AAV transduce lentamente la division y no division de células, y puede persistir
esencialmente durante la vida de esas células como un episoma nuclear
transcripcionalmente activo (elemento extracromosomico). El genoma proviral de AAV
se inserta como ADN clonado en plasmidos, lo que hace viable la construccion de
genomas recombinantes. Ademas, debido a que las sefiales que dirigen la replicaciéon
de AAV y la encapsidacién del genoma estan contenidas dentro de las ITR del genoma
de AAV, una parte o toda la parte interna de aproximadamente 4,3 kb del genoma
(replicacion de codificacion y proteinas de la capside estructural, rep-cap) se puede
reemplazar con ADN extrafio. Para generar vectores AAV, las proteinas rep y cap se
pueden proporcionar en trans. Otra funcién significativa de AAV es que es un virus
extremadamente estable y resistente. Resiste facilmente a las condiciones usadas para
inactivar el adenovirus (56 ° a 65 °C durante varias horas), haciendo que la conservacion
en frio de AAV sea menos critica. AAV puede incluso ser liofilizado. Por altimo, las
células infectadas por AAV no son resistentes a una superinfeccion.

[0007] Estudios multiples demostraron la expresion de proteina mediada por AAV
recombinante a largo plazo (> 1,5 afios) en el musculo. Véanse, Clark et al., Hum Gene
Ther, 8: 659-669 (1997); Kessler et al., Proc Nat. Acad Sc. USA, 93: 14082-14087
(1996); y Xiao et al., J Virol, 70: 8098-8108 (1996). Véanse también, Chao et al., Mol
Ther, 2:619-623 (2000) y Chao et al., Mol Ther, 4:217-222 (2001). Ademas, dado que el
musculo esta altamente vascularizado, la transduccion de AAV recombinante dio como
resultado la aparicién de productos transgénicos en la circulacion sistémica luego de la
inyeccion intramuscular, como se describe en Herzog et al., Proc Natl Acad Sci USA,
94: 5804-5809 (1997) y Murphy et al., Proc Natl Acad Sci USA, 94: 13921-13926 (1997).
Ademas, Lewis et al., J Virol, 76: 8769-8775 (2002) demostr6 que las miofibras

esqueléticas poseen los factores celulares necesarios para la glucosilacion, la secrecion
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y el plegamiento correctos del anticuerpo, lo que indica que el musculo es capaz de
expresar de manera estable las proteinas terapéuticas secretadas.
[0008] Una forma emergente de tratamiento para LGMD2E es la administracion de
genes mediada por virus para restaurar la proteina de tipo silvestre (WT) al musculo
afectado, lo que da como resultado la recuperacion de la funcibn muscular.
Considerando que un subconjunto de pacientes puede desarrollar miocardiopatia (8, 9,
10, 13), esto deberia tenerse en cuenta en el cuidado a largo plazo de estos pacientes.
En informes anteriores, el raton Sgcb-null estaba bien caracterizado. Araishi et al.3
desarrollaron el ratén con deficiencia de B-sarcoglicano con la pérdida concomitante de
todos los sarcoglicanos y sarcospan, con al menos preservacion menor de merosina,
distroglicanos y distrofina, reproduciendo el cuadro clinico observado en LGMD2E. Los
cambios histol6gicos en este modelo animal también fueron un prototipo para la
contraparte clinica, que incluye la prominencia de la fibrosis del musculo
esquelético.(14) Dressman et al. (25) inyectaron el musculo abdominal transversal
utilizando rAAV2.CMV.SGCB. La expresion persistid6 durante 21 meses, y las fibras
musculares se protegieron contra la necrosis recurrente. También se ha descrito el uso
de AAV autocomplementario para mejorar la expresion transgénica,16 un promotor
especifico del muasculo para dirigirse mejor al musculo esquelético (20, 26) y la
optimizacién de un gen de B-sarcoglicano humano (hSGCB).
[0009] La mejora funcional en pacientes que padecen LGMD vy otras distrofias
musculares requiere tanto la recuperacién de genes como la reduccién de fibrosis.
Existe la necesidad de métodos para reducir la fibrosis que puedan aparearse con
métodos de recuperacion de genes para tratamientos mas eficaces de LGMD vy otras
distrofias musculares.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
[0010] Se describen en la presente vectores de tratamiento génico, por ejemplo AAV,
gue expresan el gen de B-sarcoglicano y métodos para administrar 3-sarcoglicano al
musculo para reducir y/o prevenir la fibrosis; y/o para aumentar la fuerza muscular, y/o
para tratar una B-sarcoglicanopatia en un sujeto mamifero que padece distrofia
muscular.
[0011] Ademas, lainvencién proporciona tratamientos conjuntos y enfoques que usan
vectores de tratamiento génico para administrar B-sarcoglicano para abordar el defecto
del gen observado en LGMD2E y vectores de tratamiento génico que administran miR-
29 para suprimir adicionalmente la fibrosis.

[0012] En un aspecto, se describe en la presente un vector AAV recombinante que
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comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica B-sarcoglicano. En algunas
formas de realizacién, la secuencia de polinucleétidos que codifica B-sarcoglicano
comprende una secuencia, por ejemplo, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75
%, al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 % 0 89 %, mas
tipicamente 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas
idéntica a la secuencia de nucledtidos indicada en SEQ ID NO: 1y codifica la proteina
gue conserva la actividad de B-sarcoglicano. En algunas formas de realizacion, la
secuencia de polinucleétidos que codifica B-sarcoglicano comprende la secuencia de
nucledtidos indicada en SEQ ID NO: 1. En algunas formas de realizacion, la secuencia
de polinucledtidos que codifica B-sarcoglicano consiste en la secuencia de nucle6tidos
indicada en SEQ ID NO: 1.

[0013] En otro aspecto, un vector AAV recombinante descrito en la presente
comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica B-sarcoglicano que tiene al
menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %,
85 %, 86 %, 87 %, 88 % 0 89 %, mas tipicamente al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 % o
94 % y alin mas tipicamente al menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y la proteina conserva la
actividad de B-sarcoglicano.

[0014] En otro aspecto, se describe en la presente un vector AAV recombinante que
comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica B-sarcoglicano funcional que
comprende una secuencia de nucle6tidos que se hibrida en condiciones rigurosas con
la secuencia de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 1, o un complemento de esta.

[0015] El término “riguroso” se usa para referirse a las condiciones que se entienden
habitualmente en la técnica como rigurosas. La rigurosidad de hibridacion se determina
principalmente por la temperatura, la fuerza idnica y la concentracion de agentes
desnaturalizantes conocidos como formamida. Los ejemplos de condiciones rigurosas
para la hibridacion y el lavado son 0,015 M de cloruro de sodio, 0,0015 M de citrato de
sodio a 65-68 °C 0 0,015 M de cloruro de sodio, 0,0015M de citrato de sodio, y 50 % de
formamida a 42 °C. Véase Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, (Cold Spring Harbor, N.Y. 1989). También se
pueden usar mas condiciones rigurosas (tales como mayor temperatura, fuerza iénica
inferior, mayor cantidad de formamida, u otros agentes desnaturalizantes), sin embargo,
la tasa de hibridaciébn se verd afectada. En lo que respecta a la hibridacion de
desoxioligonucledtidos, las condiciones de hibridacion rigurosa de ejemplo incluyen el

lavado en 6 x SSC 0,05 % de pirofosfato de sodio a 37 °C (para oligomeros de base 14),
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48 °C (para oligébmeros de base 17), 55 °C (para oligdmeros de base 20), y 60 °C (para
oligbmeros de base 23).

[0016] Se pueden incluir otros agentes en la hibridacibn y el lavado de
amortiguadores con el fin de reducir la hibridacién no especifica y/o de fondo. Los
ejemplos son 0,1 % de albumina de suero bovino, 0,1 % de polivinilpirrolidona, 0,1 % de
pirofosfato de sodio, 0,1 % de dodecilsulfato de sodio, NaDodSO4, (SDS), Ficoll,
solucién de Denhardt, ADN de esperma de salmon sometido a ultrasonido (u otro ADN
no complementario), y sulfato de dextrano, aunque se pueden usar otros agentes
adecuados. La concentracién y los tipos de estos aditivos se pueden cambiar sin afectar
sustancialmente la rigurosidad de las condiciones de hibridacién. Los experimentos de
hibridacion se realizan normalmente en un pH de 6,8 a 7,4, sin embargo, en condiciones
de fuerza i6nica normales, la tasa de hibridacién es casi independiente del pH. Véase
Anderson et al., Nucleic Acid Hybridisation: A Practical Approach, Cap. 4, IRL Press

Limited (Oxford, Inglaterra). Las condiciones de hibridacion se pueden ajustar por una
persona del oficio de nivel medio para acomodar estas variables y permitir la relacién de
ADN de diferentes secuencias para formar hibridos.

[0017] En otro aspecto, los vectores rAAV de la invencion se pueden ligar
operativamente a un elemento de control especifico del masculo. Por ejemplo, el
elemento de control especifico del misculo es un elemento génico de actina esquelética
humana, un elemento génico de actina cardiaca, un factor de fijacién del potenciador
especifico de miocitos MEF, una creatina quinasa muscular (MCK), una tMCK (MCK
truncada), una cadena pesada de miosina (MHC), MHCK7 (una version hibrida de MHC
y MCK), C5-12 (promotor sintético), un elemento potenciador de la murina creatina
guinasa, un elemento génico de la troponina C de contraccion rapida esquelética, un
elemento génico de la troponina C de contraccién lenta cardiaca, el elemento génico de
la troponina | de contraccion lenta, factores nucleares inducibles por hipoxia, un
elemento inducible por esteroide o un elemento de respuesta glucocorticoide (GRE).
[0018] En algunas formas de realizacion, el promotor especifico del masculo es
MHCK?7 (SEQ ID NO: 4). Un rAAV de ejemplo descrito en la presente es
pAAV.MHCK?7.hSCGB que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 3;
en donde el promotor de MCHK?7 abarca los nucle6tidos 130-921, un intron quimérico
de SV40 abarca los nucle6tidos 931-1078, la secuencia de B-sarcoglicano abarca los
nucleotidos 1091-2047 y la poli A abarca los nucleétidos 2054-2106.

[0019] En algunas formas de realizacién, el promotor especifico del masculo es tMCK
(SEQ ID NO: 6). Un AAVr de ejemplo descrito en la presente es pAAV.IMCK.hSCGB
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que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5; en donde el promotor
tMCK abarca los nucleétidos 141-854, un intrén quimérico de SV40 abarca los
nucleétidos 886-1018, la secuencia de B-sarcoglicano abarca los nucle6tidos 1058-2014
y la poli A abarca los nucle6tidos 2021-2073.

[0020] EI AAV puede ser cualquier serotipo, por ejemplo, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,
AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAVY, AAV-10, AAV-11, AAV-12, AAV-13 y AAV rh.74. La
produccion de rAAV pseudotipificado se describe, por ejemplo, en WO 01/83692.
También se contemplan otros tipos de variantes de rAAV, por ejemplo, rAAV con
mutaciones de cépside. Véase, por ejemplo, Marsic et al., Molecular Therapy, 22(11):
1900-1909 (2014).

[0021] También se contemplan las composiciones que comprenden cualquiera de los
vectores rAAV descritos en la presente.

[0022] También se proporcionan métodos para producir una particula de vector AAV
recombinante que comprende cultivar una célula que ha sido transfectada con cualquier
vector AAV recombinante descrito en la presente y recuperar las particulas de AAV
recombinante del sobrenadante de las células transfectadas. También se contemplan
las particulas virales que comprenden cualquiera de los vectores AAV recombinantes
descritos en la presente.

[0023] También se proporcionan métodos para reducir la fibrosis en un sujeto
mamifero que lo necesita. En este caso, el método comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un vector AAV descrito en la presente (0 una composiciéon
que comprende un vector AAV descrito en la presente) al sujeto mamifero. En algunas
formas de realizacién, el sujeto mamifero padece distrofia muscular. En algunas formas
de realizacion, la administracion de un vector AAV descrito en la presente (0 una
composicion que comprende un vector AAV descrito en la presente) reduce la fibrosis
en el musculo esquelético o en el musculo cardiaco del sujeto. Estos métodos pueden
comprender ademas la etapa de administrar un segundo vector AAV recombinante que
comprende una secuencia de polinucleétidos que comprende miR29C.

[0024] La expresion "distrofia muscular”, como se usa en la presente, se refiere a un
trastorno en el que la fuerza y el volumen muscular disminuyen gradualmente. Ejemplos
no limitantes de distrofia muscular pueden incluir distrofia muscular de Becker, distrofia
muscular tibial, distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de Emery-Dreifuss,
distrofia muscular facioescapulohumeral, sarcoglicanopatias, distrofia muscular
congénita tal como distrofia muscular congénita debida a la deficiencia parcial de

LAMAZ2, distrofia muscular congénita con deficiencia de merosina, distrofia muscular
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congénita tipo 1D, distrofia muscular congénita de Fukuyama, distrofia muscular de
cinturas tipo 1A, distrofia muscular de cinturas tipo 2A, distrofia muscular de cinturas tipo
2B, distrofia muscular de cinturas tipo 2C, distrofia muscular de cinturas tipo 2D, distrofia
muscular de cinturas tipo 2E, distrofia muscular de cinturas tipo 2F, distrofia muscular
de cinturas tipo 2G, distrofia muscular de cinturas tipo 2H, distrofia muscular de cinturas
tipo 21, distrofia muscular de cinturas tipo 2, distrofia muscular de cintura tipo 2J, distrofia
muscular de cinturas tipo 2K, distrofia muscular de cinturas tipo IC, distrofia muscular
rigida de la columna vertebral con epidermdlisis ampollosa simple, distrofia muscular
oculofaringea, distrofia muscular congénita de Ullrich y distrofia muscular escleroatonica
de Ullrich. En algunas formas de realizacién, el sujeto padece distrofia muscular de
cinturas. En algunas formas de realizacion, el sujeto padece distrofia muscular de
cinturas tipo 2E (LGMDZ2E).

[0025] EI término “fibrosis”, como se usa en la presente, se refiere al depdsito
excesivo 0 no regulado de componentes de matriz extracelular (ECM) y procesos de
reparacion anormales en tejidos tras lesiones, que incluyen el musculo esquelético,
musculo cardiaco, higado, pulmén, rifién y pancreas. Los componentes de ECM que se
depositan incluyen colageno, por ejemplo, colageno 1, coldgeno 2 o colageno 3, y
fibronectina.

[0026] En otro aspecto, se describe en la presente un método para aumentar la fuerza
muscular y/o la masa muscular en un sujeto mamifero que comprende administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de un vector AAV descrito en la presente (0 una
composicion que comprende un vector AAV descrito en la presente) al sujeto mamifero.
[0027] En cualquiera de los métodos de la invencién, el sujeto puede estar
padeciendo distrofia muscular tal como distrofia muscular de cinturas o cualquier otra
distrofia muscular asociada a la distrofina.

[0028] También se proporciona un método para tratar la distrofia muscular en un
sujeto mamifero que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
un vector AAV descrito en la presente (0 una composicidon que comprende un vector
AAV descrito en la presente) al sujeto mamifero. En algunas formas de realizacion, la
distrofia muscular es distrofia muscular de cinturas. Cualquiera de los métodos descritos
en la presente pueden comprender ademas la etapa de administrar un segundo vector
AAV recombinante que comprende una secuencia de polinucleétidos que comprende
miR29C.

[0029] Los tratamientos conjuntos también se contemplan. En este caso, cualquiera

de los métodos anteriores descritos en la presente pueden comprender ademas
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administrar un segundo vector AAV recombinante que comprende una secuencia de
polinucledtidos que comprende miR29C. En algunas formas de realizacion, el
polinucledtido que comprende miR29C esta ligado operativamente a un elemento de
control especifico del masculo. Por ejemplo, el elemento de control especifico del
musculo es un elemento génico de actina esquelética humana, un elemento génico de
actina cardiaca, un factor de fijacion del potenciador especifico de miocitos MEF, una
creatina quinasa muscular (MCK), una tMCK (MCK truncada), una cadena pesada de
miosina (MHC), MHCK7 (una version hibrida de MHC y MCK), C5-12 (promotor
sintético), un elemento potenciador de la murina creatina quinasa, un elemento génico
de la troponina C de contraccién rapida esquelética, un elemento génico de la troponina
C de contraccion lenta cardiaca, el elemento génico de la troponina | de contraccion
lenta, factores nucleares inducibles por hipoxia, un elemento inducible por esteroide o
un elemento de respuesta glucocorticoide (GRE). En algunas formas de realizacion, el
segundo vector recombinante comprende una secuencia de polinucleétidos indicada en
SEQ ID NO: 9 o SEQ ID NO: 8, como se describe en la solicitud provisional
estadounidense N.° 62/323.163 (cuya descripcidn se incorpora en la presente por
referencia en su totalidad).

[0030] En los métodos de tratamiento conjunto descritos en la presente en los que
tanto un vector rAAV que expresa [3-sarcoglicano como un vector rAAV que expresa
mMiR29c se administran al sujeto mamifero, los vectores rAAV pueden administrarse de
manera concurrente o administrarse de manera consecutiva con el vector rAAV gue
expresa B-sarcoglicano administrado inmediatamente antes o después del rAAV que
expresa miR29c. Alternativamente, el vector AAV que expresa [-sarcoglicano se
administra dentro de alrededor de 1-24 horas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24 horas) después de administrar el
rAAV que expresa miR-29 o de que los métodos de la invencion se lleven a cabo en
donde el vector AAV que expresa el B-sarcoglicano se administra dentro de alrededor
de 1-24 horas (por ejemplo, 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23 0 24 horas) antes de administrar el rAAV que expresa miR-29. En algunas
formas de realizacion, el vector AAV que expresa [-sarcoglicano se administra dentro
de alrededor de 1-5 horas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 5 horas) después de administrar el
rAAV que expresa miR-29 o de que los métodos de la invencion se lleven a cabo en
donde el vector AAV que expresa el B-sarcoglicano se administra en alrededor de 1-5
horas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 5 horas) antes de administrar el rAAV gue expresa miR-
29c.
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[0031] En cualquiera de los métodos de la invencion, el rAAV se administra mediante
inyeccion intramuscular o inyeccién intravenosa. Ademas, en cualquiera de los métodos
de la invencion, el rAAV se administra de manera sistémica, tal como la administracion
parenteral mediante inyeccién, infusion o implantacion.

[0032] Las composiciones de la invencion se formulan para la inyeccion intramuscular
0 intravenosa. Ademas, las composiciones de la invencion se formulan para la
administracion sistémica, tal como administracion parenteral mediante inyeccion,
infusion o implantacion.

[0033] Ademaés, cualquiera de las composiciones formuladas para la administracion
a un sujeto que padece distrofia muscular (tal como distrofia muscular de cinturas o
cualquier otra distrofia muscular asociada a distrofina). En algunas formas de
realizacion, la composicion puede comprender adicionalmente un segundo vector AAV
recombinante que comprende una secuencia de polinucleétidos indicada en SEQ ID
NO: 9 0 SEQ ID NO: 8.

[0034] En cualquiera de los usos de la invencién, el medicamento se formula para
inyeccion intramuscular o inyeccién intravenosa. Ademas, en cualquiera de los usos de
la invencion, el medicamento se formula para la administracién sistémica tal como
administraciébn parenteral mediante inyeccion, infusibn o implantacién. Ademas,
cualquiera de los medicamentos se puede preparar para la administracién a un sujeto
que padece distrofia muscular (tal como distrofia muscular de cinturas o cualquier otra
distrofia muscular asociada a distrofina. En algunas formas de realizacion, el
medicamento puede comprender adicionalmente un segundo vector AAV recombinante
que comprende una secuencia de polinucledtidos indicada en SEQ ID NO: 9 0 SEQ ID
NO: 8.

[0035] Los parrafos anteriores no pretenden definir cada aspecto de la invencion, y
los aspectos adicionales se describen en otras secciones, tales como la Descripcién
detallada de la invencion. Se pretende que todo el documento se relacione como una
divulgacion unificada, y se debe entender que se contemplan todas las combinaciones
de caracteristicas descritas en la presente, incluso si la combinacién de caracteristicas
no se encuentran juntas en la misma oracion, parrafo o seccion de este documento. La
invencion incluye, como un aspecto adicional, todas las formas de realizacion de la
invenciéon de alcance mas restrictivo en cualquier forma que las variaciones definidas
por los parrafos especificos anteriores. Por ejemplo, cuando ciertos aspectos de la
invencién se describen como un género, debe entenderse que cada miembro de un

género es, individualmente, un aspecto de la invencion.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0036] Las Figuras 1A-1D demuestran que la expresion de B-sarcoglicano mediada
por AAV restaura las proteinas asociadas a la distrofina y protege la integridad de la
membrana. (a) Vector AAV autocomplementario que contiene el gen de B-sarcoglicano
humano optimizado mediante codones (hSGCB) dirigido por el promotor de tMCK
especifico del masculo. El casete también contiene un intrén quimérico para aumentar
el procesamiento y la sefial de poliadenilacion para la estabilidad. (b) La tincién de
inmunofluorescencia con anticuerpo anti-B-SG muestra niveles elevados de tincion
sarcolemal del transgén SGCB en ratones de 5 semanas de vida tanto 6 como 12
semanas después de la inyeccion. Se muestra imagenes x 20. El porcentaje de fibras
gue expresan beta-sarcoglicano por masculo TA tuvo un promedio de 88,4 + 4,2 %
después de 6 semanas (n = 9, 4 machos, 5 hembras) y 76,5 + 5,8 % después de 12
semanas (n = 6, 4 machos, 2 hembras). Expresién de proteina confirmada en la
transferencia Western con transferencia de gamma-tubulina mostrada para un control
de carga. (c) la administracién de AAV de B-sarcoglicano conduce a la restauracion de
otros miembros del complejo de sarcoglicano; a-sarcoglicano, distrofina. Imagenes x 20.
(d) scAAVrh.74.nSGCB protege las membranas sgcb—-/- contra el dafio. Imagen que
muestra un area grande de fibras azul Evans positivas (rojo) yuxtapuestas a un grupo
de fibras que expresan B-sarcoglicano que se han protegido de la incorporacién de
colorante azul Evans. Se muestra la imagen x 40.

[0037] Las Figuras 2A-2D muestran el analisis histolégico del masculo esquelético
tratado con deficiencia de B-SG. El tratamiento con scAAVrh.74.hSGCB normaliza los
parametros histolégicos de ratones sgcb™ . La tincion con hematoxilina y eosina y la
tincién con rojo picrosirio se realizaron en el masculo TA de ratones sgch™™ junto con
ratones C57/BL6 de control normales y ratones tratados con scAAVrh.74.hSGCB
seguida de la cuantificacion de parametros histologicos y el % de tincion de colageno.
(a) La tincion de H y E muestra la presencia de fibras centralmente nucleadas, células
inflamatorias y una gran distribucion del diametro de fibra en el musculo con deficiencia
de B-SG y una mejora en la histopatologia después de la transferencia de genes. (b) La
tincion de rojo picrosirio muestra una disminucion en la tincion de colageno con rojo en
el musculo tratado. (c) Cuantificaciéon de fibras centralmente nucleadas que muestran
una disminucién después del tratamiento (P<0,0005, ANOVA de un factor) y (d)
representacion de la distribucion del tamafio de fibra y aumento en el tamafio promedio
de fibra del musculo TA de los controles C57/BL6 y ratones sgch™™ en comparacion con

ratones tratados (P<0,0001, ANOVA de un factor). (e) Cuantificacion del % de colageno
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en el masculo TA de controles C57/BL6 y ratones sgcb™ en comparacion con ratones
tratados sgcb™ (P<0,0001, ANOVA de un factor). Se muestra una barra de escala de
100 ym para imagenes x 20. **P<0,001; ****P<0,0001.

[0038] Las Figuras 3A-3C muestran que la administracion intramuscular de
SCAAVrh.74.nSGCB corrige la fuerza tetanica y la resistencia a la lesion inducida por la
contraccion. El muisculo TA de ratones sgcb™ tratados con 3 x 10 vg de
scAAVrh.74.hSGCB a través de una inyeccion IM se recolectdé 6 semanas después de
la transferencia de genes, y se sometié a un protocolo para evaluar la fuerza tetanica y
un protocolo de contraccidn excéntrica para evaluar resistencia a la lesion inducida por
la contraccién. (a) Los TA tratados con AAVrh.74.hSGCB demostraron una mejora
significativa tanto en la fuerza tetanica absoluta (P<0,01, prueba t pareada) como en la
(b) fuerza especifica normalizada (P<0,05, prueba t pareada), que no fue diferente de la
fuerza de tipo silvestre (C57/BL6). (c) Los TA tratados con AAVrh.74.hSGCB exhibieron
una mejora significativa en la resistencia a la lesion inducida por la contraccion en
comparacion con los controles sgcb™ no tratados (P<0,01, ANOVA de dos factores).
Se muestra la retencion de fuerza después de 10 contracciones. *P<0,05; **P<0,01.
[0039] Las Figuras 4A-4C muestran los resultados del andlisis de ratones viejos
tratados por via intramuscular con scAAVrh.74tMCK.hSGCB. (a) La tincion de
inmunofluorescencia del muisculo TA de ratones sgcb™™ de 6 meses de vida 12 semanas
después de la inyeccion (n = 5, 5 machos) muestra la expresion sarcolemal del transgén
SGCB a niveles promedio de 80 % en ratones inyectados en comparacion con los no
tratados (n = 4, 4 machos). (b) Tincién con rojo picrosirio del musculo TA tratado y no
tratado. (c) La cuantificacion del colageno presente en el tejido tefiido con rojo picrosirio
muestra una reduccion significativa en la cantidad de colageno después del tratamiento
con rAAVrh.74.tMCK.hSGCB (P<0,0001, ANOVA de un factor). Se muestra una barra
de escala de 100 ym para imagenes x 20. ****pP<0,0001.

[0040] Las Figuras 5A-5C muestran los resultados de la administracion vascular de
SCAAVrh.74.nSGCB. A las cuatro (n =5, 5 machos) y cinco (n = 4, 2 machos, 2 hembras)
semanas, los ratones con deficiencia de B-SG fueron tratados con vector a través de la
arteria femoral para administrar el vector a los musculos de los miembros inferiores. En
una dosis de 5 x 10! vg, la expresiéon de B-SG fue 90,6 + 2,8 % en TAy 91,8 + 4,7 %
en GAS de ratones tratados, acompafiado de mejoras en la histopatologia que dieron
como resultado una mejora significativa en fuerza especifica en comparaciéon con
animales no tratados incluso de acuerdo con un paradigma de lesion. (a) Expresion de

la proteina B-SG de tres ratones representativos. El masculo de un raton KO B-SG no
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tratado se muestra para comparar en el recuadro (abajo a la derecha). Se muestran
imagenes x 20. La expresién en los musculos tratados confirmados mediante
transferencia Western y de gamma-tubulina se muestra como un control de carga. (b)
La histopatologia mejora significativamente después del tratamiento con dosis altas.
Paneles superiores-musculos TA y gastrochemio tratados. Paneles inferiores-muasculo
de control con deficiencia de B-SG. Se muestra una barra de escala de 100 ym para
imagenes x 20. (c) Porcentaje de fuerza especifica conservada en el musculo EDL
después de 10 ciclos de lesion inducida por la contraccion excéntrica. El tratamiento con
5 x 10 vg de AAVrh.74.hSGCB condujo a una mejora significativa en la fuerza que era
equivalente al masculo de control WT (normal) (P<0,05, ANOVA de un factor). *P<0,05.
[0041] Las Figuras 6A-6B muestran la reduccion de la fibrosis en ratones KO B-SG
tratados con ILP. (a) La tincion con rojo de picrosirio muestra una fibrosis reducida en
los ratones tratados, indicada por una disminucion en el depoésito de colageno, en
comparacion con los ratones sgcb™ no tratados. (b) La cuantificacién de niveles de
colageno en los muasculos TA y GAS de ratones sgch™ no tratados, BL6 WT y ratones
tratados confirma la reduccion en los niveles de coldgeno en ratones tratados (P<0,001,
ANOVA de un factor). Se muestra una barra de escala de 100 ym para imagenes x 20.
***P<0,001.

[0042] Las Figuras 7A y 7B muestran la biodistribucion del vector y la expresion de
proteina. (a) Histograma de la distribucion promedio de vector en tejidos recolectados
de ratones tratados con ILP en copias de transcripto por microgramo de ADN agregado
a gPCR. Se trat6 el miembro izquierdo. (b) No se observo expresion de proteina a través
de transferencia Western en los érganos diana.

[0043] Las Figuras 8A-D proporcionan déficits histolégicos y funcionales en ratones
sgcb™ a los 7 meses de vida. La tincion tricromica en el diafragma (A) y el corazén (C)
de los ratones SGCB™ muestra una fibrosis extensa (roja). La produccion de fuerza del
diafragma se reduce significativamente en el diafragma (B) y la fraccion de eyeccién
cardiaca también se reduce en ratones sgcb” (D).

[0044] LaFigura 9 proporciona un esquema del casete de transgén de B-sarcoglicano
terapéutico. Vector AAV autocomplementario que contiene el gen de B-sarcoglicano
humano optimizado mediante codones (hSGCB). Un promotor de MHCK7 especifico del
musculo dirige la expresion. El casete también contiene un intrébn quimérico para
aumentar el procesamiento y la sefial de poliadenilacién para la estabilidad.

[0045] La Figura 10 proporciona tincién de inmunofluorescencia para B-sarcoglicano

en diversos musculos esqueléticos que demuestra una expresion robusta con fibras
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negativas raras después de 1, 4 0 6 meses de tratamiento (se muestra 1 mes).

[0046] La Figura 11 proporciona tincion de inmunofluorescencia para B-sarcoglicano
en el diafragma y el corazdén que demuestra una expresion robusta con fibras negativas
raras después de 1, 4 0 6 meses de tratamiento (se muestra 1 mes).

[0047] Las Figuras 12A-D representan la restauracion de la expresion de SGCB
después de la administracion intravenosa de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB. (A) casete
de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB. (b) Imégenes de inmunofluorescencia 6 meses
después de la inyeccion de musculos esqueléticos, diafragma y corazén de ratones
sgch™” inyectados por via intravenosa con una dosis total de 1el2 vg de
scAAVrh.74 MHCK7.hSGCB. Iméagenes representativas de los musculos esqueléticos
gue muestran un promedio de 98,13 + 0,31 % de transduccién. Se muestran imagenes
20X. Iméagenes representativas de tejido cardiaco que muestran niveles altos de
expresion de transgén hSGCB. Se muestran imagenes 10X. (c) Transferencia Western
de todos los musculos de un ratén sgcb” tratado que confirma la expresion transgénica
de hSGCB. (d) Transferencia Western para la expresiéon de hSGCB en corazones de
cinco ratones sgcb” tratados con cuantificacién por densitometria que muestra la
sobreexpresion de hSGCB hasta 72,0 % de los niveles de BL6 WT.

[0048] Las Figuras 13A-D representan el efecto del tratamiento sistémico con
SCAAVrh74. MHCK7.hSGCB en la patologia muscular. (a) Tincion H y E de diafragma y
musculo QUAD de ratones C57BL/6 WT, sgcb” y tratados con
SCAAVrh.74. MHCK7.hSGCB que muestran histopatologia normalizada. (b)
Cuantificacion de la reduccion de fibras centralmente nucleadas en musculo de sgcb™
tratado en comparacion con musculo de sgch™ no tratado (TA, GAS, GLUT, diafragma,
p<0,0001) (QUAD, PSOAS, TRI, p<0,05). (c) Normalizacion de la distribucion de fibra
en GAS, PSOAS y TRI, y (d) aumento en el tamafio promedio de fibra en los musculos
tratados en comparacion con los muasculos de sgcb” no tratados (p<0,001) (ANOVA DE
UN FACTOR) (n =5 por grupo).

[0049] Las Figuras 14A y 14B representan un depoésito de colageno reducida en
ratones KO B-SG tratados por via intravenosa. (a) La tincién con rojo picrosirio mostré
una fibrosis reducida en los ratones tratados, indicada por una disminucién en el
depésito de coldgeno en comparacion con los ratones sgcb” no tratados en diafragma
y GAS. (b) La cuantificacién de los niveles de colageno en los musculos diafragma y
GAS de ratones C57BL/6 WT (n = 4), ratones sgcb” no tratados (n = 4) y ratones sgcb-
" tratados (n = 5) confirman la reduccién en los niveles de colageno en ambos musculos
tratados (p<0,0001, ANOVA DE UN FACTOR). Se muestra una barra de escala de 100
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Mm para imagenes 20X.

[0050] La Figura 15 demuestra la administracion de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB a
través de la vena de la cola de ratones sgch” recupera completamente la fuerza en el
diafragma después de 6 meses de tratamiento (administracién IV (1el2 vg)). Se
recolectaron tiras de musculo diafragma de ratones SGCB” tratados y de control y
ratones WT y se sometieron a mediciones de fuerza, el tratamiento recupero la fuerza a
los niveles de WT.

[0051] La Figura 16 proporciona un esquema del vector rAAV de
SCAACrh.74.CMV.miR29c y la secuencia de nucle6tidos de miR-29c¢ en una estructura
principal de miR-30 natural.

[0052] La Figura 17 demuestra que después de 3 meses de tratamiento con
AAVrh.74.CMV.miR29C, los musculos TA se recolectaron de ratones SGCB™" tratados
y de control y ratones WT y se analizaron para determinar la fibrosis (niveles de
colageno) (n = 5 por grupo). Mediante el uso de tincién con rojo sirio y cuantificacion,
los niveles de colageno se redujeron después del tratamiento (véase la Figura 18). Los
resultados indicaron que los niveles de transcripto de CollA, Col3A y Fbn se
normalizaron, y se aumentd el tamafio de la fibra muscular.

[0053] La Figura 18 proporciona imagenes representativas de secciones completas
escaneadas de mdusculos tibiales anteriores no tratados y tratados con
AAVrh.74.CMV.miR29C tefiidos con rojo sirio, que tifie el coldgeno 1 y 3. La
cuantificacién se muestra en la Figura 17

[0054] Las Figuras 19A y 19B demuestran la correccion de la cifoescoliosis en la
columna dorsal. (a) Cifoscoliosis en ratones sgcb” como se evidencia mediante
radiografia de rayos X. (b) El puntaje del indice cifético (KI) de ratones sgch”- (3,69) es
bajo en comparacién con C57BL/6 WT (6,01) (p<0,01), pero aumenta después del
tratamiento con scAAVrh.74. MHCK7.hSGCB (5,39) (p<0,05 en comparacién con sgcb
/-y (ANOVA DE UN FACTOR) (n = 6 por grupo).

[0055] Las Figuras 20A-D proporcionan la evaluacion de la miocardiopatia en el
musculo cardiaco. (a) Tinciones con H 'y E y rojo picrosirio de corazones de BL6 WT,
sgcb™”y sgcb” tratados con AAV.MHCK7.hSGCB de 7 meses de vida 6 meses después
del tratamiento que indican la degeneracion miocardica en musculo de sgch” no tratado
y mejora después del tratamiento. (b) Analisis de MRI cardiaca que muestra reduccién
en corazones de sgcb” en volumen sistélico (p<0,01), gasto cardiaco y fraccion de
eyeccion (p<0,05) (ANOVA DE UN FACTOR) y mejoras 6 meses después del

tratamiento (n = 6 por grupo). (c) Transferencia Western de dos corazones de C57BL/6
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WT, dos corazones de sgcb” y cinco corazones de sgcb” tratados con
AAV.MHCK7.hSGCB que muestran niveles disminuidos de troponina | cardiaca en
ratones enfermos. (d) Cuantificacion por densitometria que muestra la reducciéon de
troponina | cardiaca (cTrpl) a 60,38 % de los niveles de BL6 WT y una sobreexpresion
de hasta 135,8 % de los niveles de BL6 WT.
[0056] Las Figuras 21A-B demuestran la correccion de la funcion del diafragmay el
aumento de la actividad de la caja de campo abierto. (a) Se recolectaron tiras de
musculo diafragma para medir la fuerza y la resistencia a la fatiga en ratones BL6 WT
(n = 5), ratones sgcb™ (n = 4) y ratones sgcb™ tratados con AAV.MHCK7.hSGCB (n =
5) alos 7 meses de vida. Seis meses de tratamiento recuperaron la fuerza a los niveles
de WT (p<0,01 en comparacion con sgcb”) y mejoraron la resistencia a la fatiga. (b) La
ambulacion total en los planos x e y se disminuye significativamente en ratones sgcb™
(p<0,0001) y ligeramente mejorada en ratones tratados con MCHK7 (p<0,05). La
actividad vertical sobre los miembros posteriores también disminuy6 en ratones sgcb™”
(p<0,01) y aumentd significativamente en ratones tratados con MCHK7 (p<0,05)
(ANOVA DE UN FACTOR) (n = 6 por grupo).
[0057] Las Figuras 22A-B proporcionan la biodistribucion y el analisis de expresiéon
transgénica no diana de la administracion sistémica de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB. (a)
Histograma de distribucién de copias de vg promedio de transcripto por microgramo de
ADN agregado a la reaccién de qPCR en diversos tejidos de dos ratones sgcb” después
de la administracion IV de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB en una dosis total de 1el2 vg.
(b) La biodistribucion se transfiere a musculos y 6rganos de ratones sgcbh” inyectado de
manera sistémica con scAAVrh.74. MHCK7.hSGCB que indican que no hay expresion
del transgén hSGCB en ninguna muestra no muscular.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
[0058] La presente divulgacion se basa en el descubrimiento de que la administracion
de un vector AAV que comprende un polinucledtido que expresa 3-sarcoglicano da como
resultado una reduccién o reversion completa de la fibrosis muscular en un modelo
animal de distrofia muscular de cinturas. Como se demuestra en los Ejemplos, la
administracién del vector AAV descrito en la presente dio como resultado la reversién
de caracteristicas distréficas que incluyen menos fibras degenerativas, inflamacién
reducida y recuperacion funcional mejorada mediante la proteccién contra la contraccion
excéntrica con una mayor generacion de fuerza.
[0059] Como se usa en la presente, el término "AAV" es una abreviatura habitual para

el virus adenoasociado. El virus adenoasociado es un parvovirus con ADN
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monocatenario que crece Unicamente en células en donde algunas funciones se
proporcionan mediante un virus auxiliar de coinfeccion. Actualmente, existen trece
serotipos de AAV que han sido caracterizados. La informacién general y las resefias de
AAV se pueden encontrar en, por ejemplo, Carter, 1989, Handbook of Parvoviruses, Vol.
1, pp. 169-228, y Berns, 1990, Virology, pp. 1743-1764, Raven Press, (Nueva York). Sin
embargo, se prevé plenamente que estos mismos principios se puedan aplicar a los
serotipos de AAV adicionales ya que se sabe que diversos serotipos estan
estrechamente relacionados, tanto estructural como funcionalmente, incluso a nivel
génico. (Véase, por ejemplo, Blacklowe, 1988, pp. 165-174 of Parvoviruses and Human
Disease, J. R. Pattison, ed.; y Rose, Comprehensive Virology 3:1-61 (1974)). Por
ejemplo, todos los serotipos de AAV exhiben aparentemente propiedades de replicaciéon
muy similares mediadas por genes rep homdlogos; y todos tienen tres proteinas de
capside relacionadas, tales como aquellas expresadas en AAV2. El grado de relacion
resulta mas evidente a partir del andlisis heteroduplex que revela hibridacién cruzada
extensa entre los serotipos a lo largo de todo el genoma; y la presencia de segmentos
de autoapareamiento analogos en el terminal que corresponde a "secuencias repetidas
del terminal invertido" (ITR). Los patrones de infectividad similares también sugieren que
las funciones de replicacién en cada serotipo se encuentran bajo control regulador
similar.

[0060] Un "vector AAV", como se usa en la presente, se refiere a un vector que
comprende uno o mas polinucleétidos de interés (o transgenes) que estan flanqueados
por las secuencias repetidas del terminal (ITR) de AAV. Dichos vectores AAV se pueden
replicar y empaquetar en particulas virales infecciosas cuando se encuentran en una
célula huésped que fue transfectada con un vector que codifica y expresa productos de
genes rep y cap.

[0061] Un "virion de AAV", una "particula viral de AAV" o una "particula de vector
AAV" se refiere a una particula viral compuesta de al menos una proteina de la capside
de AAV y un vector AAV de polinucleétidos encapsidados. Si la particula comprende un
polinucleétido heterélogo (es decir, un polinucleétido que no sea un genoma de AAV de
tipo silvestre, tal como un transgén que se debe administrar a una célula de un
mamifero), se denomina generalmente "particula de vector AAV " o simplemente "vector
AAV". De este modo, la produccién de particula de vector AAV incluye necesariamente
la produccién de vector AAV, ya que dicho vector esta contenido dentro de una particula
de vector AAV.

AAV
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[0062] Los genomas de AAV recombinantes de la invencién comprenden moléculas
de acido nucleico de la invencion y una o mas ITR de AAV gque flanquean una molécula
de acido nucleico. EI ADN de AAV en los genomas de rAAV puede ser de cualquier
serotipo de AAV del que puede derivar un virus recombinante incluyendo, entre otros,
un serotipo de AAV AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8, AAV-
9, AAV-10, AAV-11, AAV-12, AAV-13 y AAV rh.74. La produccion de rAAV
pseudotipificado se describe, por ejemplo, en WO 01/83692. También se contemplan
otros tipos de variantes de rAAV, por ejemplo, rAAV con mutaciones de cépside. Véase,
por ejemplo, Marsic et al., Molecular Therapy, 22(11): 1900-1909 (2014). Como se
puede observar en la seccion de “antecedentes” antes descrita, las secuencias de
nucleétidos de los genomas de varios serotipos de AAV se conocen en la técnica. Para
promover la expresion especifica del masculo esquelético, se pueden usar AAV1, AAV5,
AAV6, AAV8 0 AAV9.

[0063] Los plasmidos de ADN de la invencién comprenden genomas de rAAV. Los
plasmidos de ADN se transfieren a células posibles de infeccién con un virus auxiliar de
AAV (por ejemplo, adenovirus, adenovirus con eliminacion de E1 o virus del herpes)
para ensamblar el genoma de rAAV en particulas virales infecciosas. Las técnicas para
producir particulas de rAAV, en donde un genoma de AAV que se debe envasar, los
genes rep y cap, y las funciones del virus auxiliar se proporcionan a una célula, son
estandares en el estado de la técnica. Para la produccion de rAAV, es necesario que los
siguientes componentes estén presentes dentro de una sola célula (denominada en la
presente célula de empaquetamiento): un genoma de rAAV, genes rep y cap de AAV
separados (es decir, no en el interior) del genoma de rAAV, y funciones del virus auxiliar.
Los genes rep y cap de AAV pueden ser de cualquier serotipo de AAV para el que puede
derivarse virus recombinante y pueden ser de un serotipo de AAV diferente de las ITR
de genomas de rAAV, que incluye, entre otros, los serotipos de AAV-1, AAV-2, AAV-3,
AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8, AAV-9, AAV-10, AAV-11, AAV-12, AAV-13y AAV
rh.74. La producciéon de rAAV pseudotipificado se describe, por ejemplo, en WO
01/83692, que se incorpora en la presente por referencia en su totalidad.

[0064] Un método para generar una célula empaquetadora es crear una linea celular
gue expresa de manera estable todos los componentes necesarios para la produccién
de particulas AAV. Por ejemplo, un plasmido (o multiples plasmidos) que comprende un
genoma de rAAV que carece de genes rep y cap de AAV, genes rep y cap de AAV
separados del genoma de rAAV, y un marcador seleccionable, tal como un gen de

resistencia a la neomicina, estan integrados en el genoma de una célula. Los genomas
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de AAV se introdujeron en plasmidos bacterianos mediante procedimientos tales como
insercion de GC (Samulski et al., 1982, Proc. Natl. Acad. S6. USA, 79:2077-2081),
adicion de ligadores sintéticos que contienen sitios de escision de endonucleasa de
restriccion (Laughlin et al., 1983, Gene, 23:65-73) 0 mediante union de extremos romos
directa (Senapathy & Carter, 1984, J. Biol. Chem., 259:4661-4666). La linea de células
empaguetadoras se infecta luego con un virus auxiliar, tal como adenovirus. Las
ventajas de este método consisten en que las células se pueden seleccionar y son
adecuadas para la produccion de rAAV a gran escala. Otros ejemplos de métodos
adecuados emplean adenovirus o baculovirus en lugar de plasmidos para introducir
genomas de rAAV y/o genes rep y cap en las células empaquetadoras.

[0065] Los principios generales de la produccién de rAAV se analizan en, por ejemplo,
Carter, 1992, Current Opinions in Biotechnology, 1533-539; y Muzyczka, 1992, Curr.
Topics in Microbial. and Immunol., 158:97-129). Se describen distintos enfoques en
Ratschin et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072 (1984); Hermonat 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 N.° 5.173.414; WO
95/13365 vy la patente estadounidense correspondiente N.° 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 N.° 5.786.211; patente estadounidense N.° 5.871.982; y
patente estadounidense N.° 6.258.595. Los documentos anteriores se incorporan en la
presente por referencia en su totalidad, con énfasis particular en aquellas secciones de
los documentos que se refieren a la produccion de rAAV.

[0066] Por lo tanto, la invencién proporciona células empaquetadoras que producen
rAAV infeccioso. En una forma de realizacion, las células empaquetadoras pueden ser
células de cancer transformadas de manera estable, tales como células Hela, células
293y células PerC.6 (una linea 293 cognada). En otra forma de realizacion, las células
empaquetadoras son células que no son células de cancer transformadas, tales como
células 293 de pase bajo (células de rifion fetal humano transformadas con E1 de
adenovirus), células MRC-5 (fibroblastos fetales humanos), células WI-38 (fibroblastos
fetales humanos), células Vero (células de rifidn de mono) y células FRhL-2 (células de

pulmén fetal de Macaca mulatta).
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[0067] EI AAV recombinante (es decir, particulas de rAAV encapsidadas infecciosas)
de la invencién comprende un genoma de rAAV. Las formas de realizacién incluyen,
entre otros, el rAAV denominado pAAV.MHCK7.hSCGB que comprende la secuencia
de polinucledtidos indicada en SEQ ID NO: 3; y pAAV.tMCK.hSCGB que comprende la
secuencia de polinucleétidos indicada en SEQ ID NO: 5.

[0068] EIrAAV se puede purificar mediante métodos estdndares en la técnica, tales
como cromatografia en columna o gradientes de cloruro de cesio. Los métodos para
purificar vectores rAAV de virus auxiliar son conocidos en la técnica e incluyen métodos
descritos en, por ejemplo, Clark et al., Hum. Gene Ther., 10(6): 1031-1039 (1999);
Schenpp y Clark, Methods Mol. Med., 69 427-443 (2002); patente estadounidense N.°
6.566.118 y WO 98/09657.

[0069] En otra forma de realizacion, la invencién contempla composiciones que
comprenden rAAV de la presente invencion. Las composiciones descritas en la presente
comprenden rAAV en un portador aceptable desde el punto de vista farmacéutico. Las
composiciones también pueden comprender otros ingredientes, tales como diluyentes y
adyuvantes. Los portadores, diluyentes y adyuvantes aceptables no son toxicos para los
receptores y son preferentemente inertes en las dosis y concentraciones empleadas, e
incluyen amortiguadores tales como fosfato, citrato u otros &cidos organicos;
antioxidantes tales como acido ascoérbico; polipéptidos de bajo peso molecular;
proteinas, tales como albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros
hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina,
asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros hidratos de carbono
que incluyen glucosa, manosa o0 dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA;
alcoholes de azucar tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sal tales
como sodio; y/o tensioactivos no idnicos tales como Tween, plurénicos o polietilenglicol
(PEG).

[0070] Los titulos de rAAV que se desea administrar en los métodos de la invencion
variaran en funcién, por ejemplo, del rAAV particular, el modo de administracion, el
objetivo del tratamiento, el individuo, y los tipos de células en los que se administran, y
se pueden determinar mediante métodos estandares en la técnica. Los titulos de rAAV
pueden variar de alrededor de 1x10°, alrededor de 1x10, alrededor de 1x108, alrededor
de 1x10°, alrededor de 1x10%°, alrededor de 1x10'!, alrededor de 1x10'?, alrededor de
1x10*3, a alrededor de 1x10'* o mas particulas resistentes a DNasa (DRP) por ml. Las
dosis también se pueden expresar en unidades de genomas virales (vg).

[0071] La invencién contempla los métodos para transducir una célula diana con
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rAAV, in vivo o in vitro. Los métodos in vivo comprenden la etapa de administrar una
dosis eficaz, o multiples dosis eficaces, de una composicidon que comprenden un rAAV
de la invencién a un animal (que incluye 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 formas de realizacion de la invencion, una dosis
eficaz es una dosis que alivia (elimina o reduce) al menos un sintoma asociado con el
estado de trastorno/enfermedad que se trata, que retrasa o previene la progresion a un
estado de trastorno/enfermedad, que retrasa o previene la progresion de un estado de
trastorno/enfermedad, que disminuye la extension de la enfermedad, que provoca la
remision (parcial o total) de la enfermedad, y/o que prolonga la supervivencia. Un
ejemplo de una enfermedad contemplada para la prevencion o el tratamiento con los
métodos de la invencion es la FSHD.

[0072] La invencién también contempla tratamientos conjuntos. Como se usa en la
presente, conjunto incluye tratamiento simultdneo o tratamiento secuencial. Se
contemplan especificamente los métodos de combinacion de la invencién con
tratamientos médicos estandares (por ejemplo, corticoesteroides), asi como las
combinaciones con tratamientos nuevos.

[0073] Una cantidad terapéuticamente eficaz del vector rAAV es una dosis de rAAV
que varia de alrededor de 1e13 vg/kg a alrededor de 5e14 vg/kg, o de alrededor de 1e13
vg/kg a alrededor de 2e13 vg/kg, o de alrededor de 1el3 vg/kg a alrededor de 3el3
vg/kg, o de alrededor de 1e13 vg/kg a alrededor de 4e13 vg/kg, o de alrededor de 1el3
vg/kg a alrededor de 5e13 vg/kg, o de alrededor de 1el3 vg/kg a alrededor de 6el13
vg/kg, o de alrededor de 1e13 vg/kg a alrededor de 7e13 vg/kg, o de alrededor de 1el3
vg/kg a alrededor de 8el13 vg/kg, o de alrededor de 1el3 vg/kg a alrededor de 9el13
vg/kg, o de alrededor de 1e13 vg/kg a alrededor de 1el4 vg/kg, o de alrededor de 1el3
vg/kg a alrededor de 2el14 vg/kg, o de 1e13 vg/kg a alrededor de 3el4 vg/kg, o de
alrededor de 1e13 a alrededor de 4e14 vg/kg, o de alrededor de 3e13 vg/kg a alrededor
de 4e13 vg/kg, o de alrededor de 3e13 vg/kg a alrededor de 5e13 vg/kg, o de alrededor
de 3el13 vg/kg a alrededor de 6e13 vg/kg, o de alrededor de 3e13 vg/kg a alrededor de
7e13 vg/kg, o de alrededor de 3el13 vg/kg a alrededor de 8el13 vg/kg, o de alrededor de
3el3 vg/kg a alrededor de 9e13 vg/kg, o de alrededor de 3el3 vg/kg a alrededor de
lel4 vg/kg, o de alrededor de 3e13 vg/kg a alrededor de 2e14 vg/kg, o de 3e13 vg/kg a
alrededor de 3el4 vg/kg, o de alrededor de 3el3 a alrededor de 4el4 vg/kg, o de
alrededor de 3el3 vg/kg a alrededor de 5e14 vg/kg, o de alrededor de 5el13 vg/kg a
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alrededor de 6e13 vg/kg, o de alrededor de 5e13 vg/kg a alrededor de 7e13 vg/kg, o de
alrededor de 5e13 vg/kg a alrededor de 8el13 vg/kg, o de alrededor de 5e13 vg/kg a
alrededor de 9e13 vg/kg, o de alrededor de 5e13 vg/kg a alrededor de 1el4 vg/kg, o de
alrededor de 5e13 vg/kg a alrededor de 2el14 vg/kg, o de 5e13 vg/kg a alrededor de
3el4 vg/kg, o de alrededor de 5e13 a alrededor de 4e14 vg/kg, o de alrededor de 5e13
vg/kg a alrededor de 5e14 vg/kg, o de alrededor de 1el4 vg/kg a alrededor de 2el4
vg/kg, o de 1el4 vg/kg a alrededor de 3e14 vg/kg, o de alrededor de 1el4 a alrededor
de 4el4 vg/kg, o de alrededor de 1el4 vg/kg a alrededor de 5e14 vg/kg. La invencién
también comprende composiciones que comprenden estos rangos de vector rAAV.
[0074] Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de vector rAAV es una
dosis de 1el3 vg/kg, alrededor de 2e13 vg/kg, alrededor de 3el3 vg/kg, alrededor de
4e13 vg/kg, alrededor de 5e13 vg/kg, alrededor de 6e13 vg/kg, alrededor de 7e13 vg/kg,
alrededor de 8e13 vg/kg, alrededor de 9e13 vg/kg, alrededor de 1el4 vg/kg, alrededor
de 2el4 vglkg, alrededor de 3el4 vg/kg, alrededor de 4el4 vg/kg y 5el4 vg/kg. La
invencién también comprende composiciones que comprenden estas dosis de vector
rAAV.

[0075] La administracion de una dosis eficaz de las composiciones puede ser por
medio de vias estandares en la técnica que incluyen, entre otras, intramuscular,
parenteral, intravenosa, oral, bucal, nasal, pulmonar, intracraneal, intradsea, intraocular,
rectal o vaginal. Las vias de administracion y serotipos de componentes de AAV del
rAAV (en particular, las ITR de AAV y proteina de capside) de la invencién pueden ser
seleccionadas y/o apareadas por las personas del oficio de nivel medio considerando el
estado de infeccion y/o enfermedad que se trata y las células/tejidos diana que deben
expresar el B-sarcoglicano.

[0076] La invencidon proporciona administracion local y administracion sistémica de
una dosis eficaz de rAAV y composiciones de la invencion. Por ejemplo, la
administracién sistémica es la administracion en el sistema circulatorio de modo que el
cuerpo entero esti afectado. La administracion sistémica incluye la administracion
entérica, tal como la absorcién a través del tubo gastrointestinal, y la administracién
parenteral a través de inyeccion, infusién o implantacion.

[0077] En particular, la administracion real de rAAV de la presente invencion se puede
lograr mediante cualquier método fisico que transporte el vector recombinante rAAV al
tejido diana de un animal. La administracion de acuerdo con la invencién incluye, entre
otros, inyeccién en el masculo, el torrente sanguineo y/o directamente en el higado. Se

demostré que simplemente resuspender un rAAV en una solucién salina amortiguada
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con fosfato es suficiente para proporcionar un vehiculo Util para la expresién en el tejido
muscular, y no existen restricciones conocidas en los portadores u otros componentes
que se pueden coadministrar con el rAAV (aunque se deben evitar las composiciones
que degradan el ADN de manera normal con rAAV). Las proteinas de la capside de un
rAAV se pueden modificar con el fin de que el rAAV se dirija a un tejido diana particular
de interés, tal como musculos. Véase, por ejemplo, WO 02/053703, cuya descripcion se
incorpora por referencia en la presente. Se pueden preparar compaosiciones
farmacéuticas como formulaciones inyectables o como formulaciones topicas para ser
administradas a los musculos mediante transporte transdérmico. Varias formulaciones
para inyeccion intramuscular y transporte transdérmico se desarrollaron anteriormente
y se pueden usar en la practica de la invencion. El rAAV se puede usar con cualquier
portador aceptable desde el punto de vista farmacéutico para facilitar la administracion
y el manejo.

[0078] Para los fines de inyeccion intramuscular, se pueden usar soluciones en un
adyuvante tal como aceite de sésamo o de mani, o en propilenglicol acuoso, y también
soluciones acuosas estériles. Dichas soluciones acuosas se pueden amortiguar, si se
desea, y el diluyente liquido se puede volver isoténico en primer lugar con solucién
salina o glucosa. Las soluciones de rAAV como un &cido libre (ADN que contiene grupos
fosfato acidos), o una sal aceptable desde el punto de vista farmacolégico, se pueden
preparar en agua mezclada adecuadamente con un tensioactivo tal como
hidroxipropilcelulosa. Una dispersién de rAAV también se pueden preparar en glicerol,
polietilenglicoles liquidos y mezclas de estos, y en aceites. En condiciones habituales
de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir
el crecimiento de microorganismos. En este sentido, los medios acuosos estériles
empleados son facilmente obtenibles mediante técnicas estandares conocidas por las
personas del oficio de nivel medio.

[0079] Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones
o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacion extemporanea
de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe
ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista facilidad de inyeccién. Debe ser
estable en las condiciones de elaboraciéon y almacenamiento y se debe preservar contra
las acciones contaminantes de microorganismos tales como bacterias y hongos. El
portador puede ser un solvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido y similares),

mezclas adecuadas de estos, y aceites vegetales. La correcta fluidez se puede

23



Confidencial

mantener, por ejemplo, usando un recubrimiento, tal como lecitina, manteniendo el
tamafio de particula requerido en caso de una dispersién y usando tensioactivos. La
prevencién de la accién de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azucares o cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las
composiciones inyectables se puede lograr mediante el uso de agentes que retrasan la
absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

[0080] Las soluciones inyectables estériles se preparan mediante la incorporacion de
rAAV en la cantidad necesaria en el solvente adecuado con varios otros ingredientes
mencionados anteriormente, segln sea necesario, y la posterior esterilizacion por
filtracion. En general, las dispersiones se preparan mediante la incorporacién del
ingrediente activo esterilizado en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion
béasico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso
de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacion son la técnica de secado al vacio y de liofilizacion que
producen un polvo del ingrediente activo, mas cualquier ingrediente deseado adicional
de la solucién previamente esterilizada por filtracion de este.

[0081] La transduccién con rAAV también se puede llevar a cabo in vitro. En una
forma de realizacién, las células musculares diana deseadas se retiran del sujeto, se
transducen con rAAV y se reintroducen en el sujeto. De manera alternativa, se pueden
usar células musculares singénicas o xenogénicas cuando esas células no generaran
una respuesta inmunitaria no adecuada en el sujeto.

[0082] Los métodos adecuados para la transduccion y reintroduccién de células
transducidas en un sujeto se conocen en la técnica. En una forma de realizacion, las
células se pueden transducir in vitro mediante combinacion de rAAV con células
musculares, por ejemplo, en medios adecuados, y cribado de esas células que tienen el
ADN de interés mediante técnicas convencionales tales como transferencia Southern
y/o PCR, o usando marcadores seleccionables. Las células transducidas pueden luego
formularse en composiciones farmacéuticas, y la composicién puede introducirse en el
sujeto mediante diversas técnicas, tales como mediante inyeccion intramuscular,
intravenosa, subcutanea e intraperitoneal, o mediante inyeccién en muasculo liso y
cardiaco, usando, por ejemplo, un catéter.

[0083] La transduccion de células con rAAV de la invencidbn genera expresion

sostenida de B-sarcoglicano. Por lo tanto, la presente invencion proporciona métodos
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para administrar rAAV que expresa [-sarcoglicano a un sujeto mamifero,
preferentemente, un ser humano. Estos métodos incluyen transducir tejidos (que
incluyen, entre otros, tejidos tales como musculos, drganos tales como higado y cerebro,
y glandulas tales como glandulas salivales) con uno o mas rAAV de la presente
invencion. La transduccién se puede llevar a cabo con casetes génicos que comprenden
elementos de control especificos de tejidos. Por ejemplo, una forma de realizacion de la
invencion proporciona métodos de transduccion de células musculares y tejidos
musculares dirigidos por elementos de control especificos del musculo, que incluyen,
entre otros, los derivados de las familias génicas de actina y miosina, tales como de la
familia génica myoD [véase Weintraub et al., Science, 251: 761-766 (1991)], el factor de
fijacion del potenciador especifico de miocitos MEF-2 [Cserjesi y Olson, Mol Cell Biol 11:
4854-4862 (1991)], elementos de control derivados del gen de actina del muasculo
esquelético humano [Muscat et al., Mol Cell Biol, 7: 4089-4099 (1987)], el gen de actina
cardiaca, elementos de secuencia de creatina quinasa muscular [véase Johnson et al.,
Mol Cell Biol, 9:3393-3399 (1989)] y el elemento potenciador de creatina quinasa murina
(mCK), elementos de control derivados del gen de la troponina C de contraccion rapida
esquelética, el gen de la troponina C de contraccion lenta cardiaca y el gen de la
troponina | de contraccion lenta: factores nucleares inducibles por hipoxia (Semenza et
al., Proc Natl Acad Sci USA, 88: 5680-5684 (1991)), elementos y promotores inducibles
por esteroides, que incluyen el elemento de respuesta glucocorticoide (GRE) (véase
Mader y White, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5603-5607 (1993)), y otros elementos de
control.

[0084] Eltejido muscular es una diana atractiva para la administracién de ADN in vivo,
ya que no es un organo vital y es de facil acceso. La invencién contempla la expresion
sostenida de miARN de miofibras transducidas.

[0085] “Célula muscular’ o “tejido muscular” se refieren a una célula o grupo de
células derivadas de un musculo de cualquier tipo (por ejemplo, musculo esquelético y
musculo suave, por ejemplo, del tracto digestivo, vejiga urinaria, vasos sanguineos o
tejido cardiaco). Dichas células musculares pueden ser diferenciadas o no
diferenciadas, tales como mioblastos, miocitos, miotubos, cardiomiocitos vy
cardiomioblastos.

[0086] EI término "transduccion" se usa para referirse a la administracion de un
polinucledtido de interés (por ejemplo, una secuencia de polinucleétidos que codifica B-
sarcoglicano) a una célula receptora in vivo o in vitro, a través de un rAAV con deficiencia

de replicacion descrito que resulta en la expresion de B-sarcoglicano por la célula
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receptora.
[0087] Por lo tanto, también se describen en la presente métodos de administracion
de una dosis eficaz (0 mas de una dosis, administradas esencialmente de forma
simultdnea 0 mas de una dosis administradas en intervalos) de rAAV que codifica -
sarcoglicano a un sujeto mamifero que lo necesita.
[0088] Todas las publicaciones y patentes mencionadas en la presente se incorporan
por referencia en su totalidad como si se indicara de manera especifica e individual que
cada publicacion o patente individual se incorpora por referencia. En caso de conflicto,
la presente solicitud, que incluye cualquiera de las definiciones en la presente,
prevalecera.
[0089] La invencién se describe adicionalmente en los siguientes Ejemplos, que no
limitan el alcance de la invencion descrita en las reivindicaciones.

EJEMPLOS
Materiales y métodos
[0090] Modelos animales: todos los procedimientos fueron aprobados por el
Research Institute del Nationwide Children’s Hospital Institutional Animal Care and Use
Committee (protocolo AR12-00040). Se adquirieron ratones heterocigotos B6.129-
Sgcbtmikeamld de| |aboratorio Jackson (Bar Harbor, ME, EE.UU.; cepa # 006832). Los
ratones Sgcb™" se generaron reproduciendo ratones heterocigotos. Los ratones KO se
reprodujeron y se mantuvieron como animales homocigotos en condiciones
estandarizadas del Animal Resources Core del Research Institute en el Nationwide
Children’s Hospital. Los ratones se mantuvieron en una dieta para roedores Teklad
Global Rodent Diet (alimento con 3,825 de fibra, 18,8 % de proteina, 5 % de grasa) con
un ciclo de oscuridad:luz de 12 h. La identificacion de ratones SGCB™ se realiz6
mediante genotipificacion utilizando PCR. Todos los animales se alojaron en jaulas de
raton estandares con alimento y agua a demanda.
[0091] Construccion de gene de beta-sarcoglicano. EI cADN de beta-sarcoglicano
humano de longitud completa (N.° de acceso a GenBank NM_0034994.3) fue
optimizado mediante codones y sintetizado por GenScript Inc, Piscataway, NJ, EE.UU.
La optimizacion mediante codones a través de GenScript utiliza un algoritmo que
considera los parametros que incluyen la transcripcion, el procesamiento y la estabilidad
del mARN, la traduccion y el plegamiento de proteinas para disefiar una secuencia de
cADN que produce la maxima expresion en el tejido muscular (www.genscript.com).
[0092] Para el constructo pAAV.tMCK.hSGCB, el cADN se clon6 luego en un

plasmido que contenia ITR de AAV2 y el casete incluia una secuencia de consenso
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Kozak (CCACC), un intron quimérico SV40 y un sitio de poliadenilacién sintético (53 pb).
El promotor de tMCK recombinante fue un obsequio del Dr. Xiao Xiao (Universidad de
Carolina del Norte). Es una modificacion del promotor de CK6 previamente descrito27 e
incluye una modificaciéon en el potenciador corriente arriba de la region promotora que
contiene sitios de fijacidn del factor de transcripcion. El potenciador esta compuesto por
dos cajas E (derecha e izquierda). La modificacion del promotor de tMCK incluye una
mutacion que convierte la caja E izquierda en una caja E derecha (modificacion 2R) y
una insercion de 6 bp (modificacion S5). El vector pAAV.tMCK.hSGCB se construy6
mediante ligadura del fragmento Kpnl/Xbal de 1040 pb de pUC57-BSG (Genscript Inc.)
en los sitios Kpnl/Xbal de pAAV. tMCK.hSGCA.26.

[0093] Elvector pAAV.MHCK7.hSGCB se construy6 eliminando el promotor de tMCK
y el intron quimérico SV40 con sitios Notl/Kpnl e insertando un fragmento amplificado
por PCR que contenia el promotor de MHCK?7 y el intron quimérico SV40 idéntico con
sitios Notl/Kpnl. MHCK7 es un promotor a base de MCK que utiliza un potenciador de
206 pb tomado de ~1,2 kb 5’ del sitio de inicio de la transcripcion dentro del gen de la
creatina quinasa del musculo endégeno con un promotor proximal (enh358MCK, 584-
bp)>12 . El promotor de MHCK?7 contiene en si mismo este casete CK7 modificado de la
familia MCK de genes ligados a un potenciador 5’ de a-MyHC (cadena pesada de a-
miosina) de 188 pb de la porcion CK para mejorar la expresion cardiacal? . La porcion
creatina quinasa del promotor (CK) es 96 % idéntica entre tMCK y MHCK?. Finalmente,
el vector pAAV.MHCK7.hSGCB se construyé mediante ligadura del fragmento de intrén
Notl/Kpnl MHCK7+ de 960 pb de pAAV.MHCK7.DYSF5'DV44 en los sitios Notl/Kpnl de
PAAV.tIMCK.hSGCB (Pozgai et al., Gene Ther. 23: 57-66, 2016)

[0094] Produccion de rAAV. Un enfoque de empaquetamiento cruzado modificado,
previamente informado por Rodino-Klapac et al. (J. Trans. Med. 5:45, 2007), se us6 para
producir el vector rAAV. Aqui, un método de transfeccion triple con precipitacién de
CaPO. en células HEK293 permite que las ITR de AAV2 se empaqueten en un serotipo
de la capside de AAV diferente. (28,29) Los plasmidos de produccion eran (i)
pAAV.tIMCK.hSGCB o pAAV.MHCK7.hSGCB, (i) plasmidos auxiliares de AAV
modificados por rep2-caprh.74 que codifican el aislado similar a serotipo 8 cap rh.74 y
(iii) un plasmido auxiliar de adenovirus tipo 5 (pAdhelper) que expresa los genes de ARN
E2A, E4 ORF6 y VA I/ll de adenovirus. Los vectores se purificaron y encapsidaron
(utilizando un sistema de detector Prism 7500 Tagman; PE Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EE.UU.). El titulo vg se determindé como se describié previamente. 30 El

cebador y la sonda fluorescente se dirigieron al promotor de tMCK y eran los siguientes:
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cebador directo de tMCK, 5'-ACC CGA GAT GCC TGG TTA TAA TT-3 '(SEQ ID NO:
10); cebador inverso de tMCK, 5'-TCC ATG GTG TAC AGA GCC TAA GAC-3 '(SEQ ID
NO: 11); y sonda de tMCK, 5-FAM-CTG CTG CCT GAG CCT GAG CGG TTA C-
TAMRA-3'(SEQ ID NO: 12). El cebador y la sonda fluorescente se dirigieron al promotor
de MHCKY y eran los siguientes: cebador directo de MHCK?7, 5-CCA ACA CCT GCT
GCC TCT AAA-3'(SEQ ID NO: 16); cebador inverso de MHCK7, 5'-GTC CCC CAC AGC
CTT GTT C-3'(SEQ ID NO: 17); y sonda de MHCK7, 5-FAM-TGG ATC CCC-Zen-TGC
ATG CGA AGA TC-3IABKFQ-3 '(SEQ ID NO: 18).

[0095] Administracién de genes intramusculares. Para inyeccién intramuscular, los
ratones se anestesiaron y se mantuvieron en 1-4 % de isoflurano (en O?). El
compartimento anterior del miembro inferior izquierdo de los ratones SGCB™ de 4 a 6
semanas de vida se limpié con EtOH al 95 %, y luego se inyectd el masculo abdominal
transversal (TA) con 3 x 10! vg de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB diluido en solucién salina
en un volumen de 30 pl usando una jeringa de insulina ultrafina de calibre 30. El musculo
contralateral no se traté para servir como control. El masculo TA de ambos miembros
se retird 6 (n = 9, 4 machos, 5 hembras) o 12 (n = 6, 4 machos, 2 hembras) semanas
después de la inyeccion para evaluar la eficacia de la transferencia de genes. En
experimentos con ratones de 6 meses de vida (n =5, 5 machos), el tratamiento consistié
en inyecciéon intramuscular en el TA izquierdo con 3 x 10 vg de
SCAAVrh.74 tMCK.hSGCB. Para experimentos de perfusion de miembros aislados, se
perfundieron ratones sgcb™ de 4 (n = 5, 5 machos) y 5 (n = 4, 2 machos, 2 hembras)
semanas de vida con 5 x 10! vg de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB mediante inyeccién en
la arteria femoral como se describié previamentel9. Los animales se sometieron a
eutanasia, y los musculos se analizaron 8 semanas después de la transferencia de
genes.

[0096] Administracion sistémica de genes: la administracion sistémica se logro
mediante la inyeccién de un vector en la vena de la cola de ratones sgcbh™. Se inyectd a
los ratones con 1x10 2 vg de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB diluido en solucién salina en
un volumen de 212 pl mediante una jeringa de insulina ultrafina de calibre 30. Los
ratones se contuvieron en un tubo de retencién colocando la cola hacia atras a través
de la ranura de la cola para calentarla y dilatar los vasos sanguineos para facilitar la
inyeccion. Después de ubicar la arteria en la linea central de la cola, la inyeccién se
realizo en una de las venas laterales violeta/azul que se extienden alo largo de la arteria
de la cola. Todos los ratones tratados se inyectaron a las 4-5 semanas de vida y se

sometieron a eutanasia 6 meses después de la inyeccion.
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[0097] Generacion de fuerza de EDL y proteccidén contra contracciones excéntricas.
Se realizé un andlisis fisioldgico de los musculos EDL de ratones tratados mediante
perfusion aislada (ILP). EI masculo EDL de ambos miembros inferiores de los ratones
tratados se diseco en los tendones y se sometié a un protocolo de fisiologia para evaluar
la funcion que fue descrita previamente por nuestro laboratorio y otros (19,31) con
algunas adaptaciones. Durante el protocolo de contraccion excéntrica, se realizd un
procedimiento de estirado-realargamiento del 5 % ejecutado entre 500 y 700 ms
(estirado del 5 % durante 100 ms, seguido del retorno a la longitud 6ptima en 100 ms).
Después del protocolo de contraccion tetanica y excéntrica, se extrajo el musculo, se
pesd en humedo, se montd en un portabrocas utilizando goma tragacanto y luego se
congeld en metilbutano enfriado en nitrégeno liquido.

[0098] Generacion de fuerza de TA y proteccidn contra contracciones excéntricas. Se
realizd un protocolo para evaluar los resultados funcionales en el masculo TA en
musculos extraidos de ratones tratados mediante inyeccion IM. Este procedimiento TA
se describe en varios estudios previos. (32,33) Después de las contracciones
excéntricas, los ratones se sometieron a eutanasia y el masculo TA se diseco, se peso
y se congel6 para el analisis. El andlisis de los datos se realiz6 a ciegas, pero no al azar.
[0099] Inmunofluorescencia. Las secciones de criostato (12 ym) se incubaron con un
anticuerpo primario monoclonal de beta-sarcoglicano humano (Leica Biosystems, New
Castle, Cat; N.° NCL-Lb-SARC) a una dilucion de 1:50 en un amortiguador de blogueo
(1 x TBS, 10 % de suero de cabra, 0,1 % de Tween) durante 1 hora a temperatura
ambiente en una camara humeda. Luego, las secciones se lavaron con TBS tres veces,
cada una durante 20 minutos y se volvieron a bloquear durante 30 minutos. Se aplicé el
anticuerpo IgG1l secundario anti-ratbn de cabra conjugado AlexaFluor 594 (Life
Technologies, Grand Island, NY, EE.UU.; N.° A21125) a una dilucién 1:250 durante 45
min. Las secciones se lavaron en TBS tres veces durante 20 min y se montaron con un
medio de montaje Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.UU.). Se
tomaron cuatro imagenes x 20 aleatorias que cubrian los cuatro cuadrantes diferentes
de la seccidon muscular usando una camara Zeiss AxioCam MRC5. Se determiné el
porcentaje de fibras positivas para la tincion de beta-sarcoglicano (450 % de la
intensidad de tincion de la membrana muscular) para cada imagen y se promedi6 para
cada musculo.

[00100] Andlisis de transferencia Western. Las secciones de tejido del masculo TA
tratado izquierdo y el musculo TA contralateral derecho (20-20 micrometros de espesor)

se recolectaron en una microcentrifuga y se homogeneizaron con 100 pl de
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amortiguador de homogeneizacion (125 mM de Tris-HCI, 4 % de SDS, 4 M de urea). en
presencia de 1 comprimido de céctel de inhibidor de proteasa (Roche, Indianapolis, IN,
EE.UU.). Después de la homogeneizacion, las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C. La proteina se cuantific6 en NanoDrop (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.). Las muestras de proteinas (20 pg) se sometieron a
electroforesis en un gel de tris-acetato de poliacrilamida al 3-8 % (NuPage, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) durante 1 h 5 min a 150 V y luego se transfirieron a una
membrana de PVDF (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EE.UU.) durante 1 h 15
min a 35 V. La membrana se bloqueé en leche descremada en polvo al 5 % en TBST
durante 1 h, y luego se incub6 con un anticuerpo policlonal de conejo de beta-
sarcoglicano humano (Novus Biologicals, Littleton, CO, EE.UU.; Cat. N.° NBP-1-90300
1:100 o dilucién 1:250) y un anticuerpo monoclonal de ratén de gamma-tubulina 1:5000
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.; Cat. N.° T6557) o una dilucion 1:5000 de un
anticuerpo de a-actinina de raton monoclonal de ratén (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
EE.UU.; N.° A7811). Se usaron una dilucién 1:500 de un anticuerpo de troponina |
cardiaca de ratén policlonal de conejo (Abcam, Cambridge, MA; N.° ab47003) y una
dilucién 1:1000 de un anticuerpo de vinculina de ratbn monoclonal de conejo (Invitrogen,
Frederick, MD; Cat. N.° 70062). Se utilizaron anticuerpos de HRP secundarios anti-raton
(Millipore, Billerica, MA, EE.UU.; Cat. N.° AP308P) y anti-conejo (Life Technologies; Cat
N.° 656120) para la inmunodeteccion ECL.

[00101] Ensayo EBD. Se administr6 una dosis de 3 x 10% vg de
SCAAVrh.74.tMCK.hSGCB en ratones sgcb™ de 4 semanas de vida en el TA izquierdo
mediante una inyeccién intramuscular. Cuatro semanas después de la inyeccion, se
inyect6é a los ratones en la cavidad intraperitoneal del lado derecho a 5 pl/g de peso
corporal de un EBD esterilizado por filtracion de 10 mg/ml en una solucién de
amortiguador de fosfato 1x. Los ratones se sometieron a eutanasia 24 horas después
de la inyeccioén y los tejidos se recolectaron y se dividieron. Las secciones se fijaron en
acetona fria durante 10 minutos y luego se uso el protocolo de inmunofluorescencia para
tefir el beta-sarcoglicano humano.

[00102] Analisis morfométrico. Los diametros de fibras musculares y el porcentaje de
miofibras con nucleos ubicados en el centro se determinaron a partir de los musculos
TA y GAS teflidos con hematoxilina y eosina (H&E). Se tomaron cuatro imagenes
aleatorias x 20 por seccién por animal con una camara Zeiss AxioCam MRCS5. Las fibras
centralmente nucleadas se cuantificaron usando el software NIH ImageJ (Bethesda, MD,

EE.UU.). Los diametros de fibras se midieron como el didmetro mas corto a través de la
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fibora muscular utilizando el software Zeiss Axiovision LE4 (Carl Zeiss Microscopy,
Mdanich, Alemania).

[00103] Analisis de biodistribucién de gPCR. La PCR cuantitativa Tagman se realizé
para cuantificar el nimero de copias del genoma del vector presentes en el masculo
contralateral diana y no diana, asi como en érganos no diana como se describio
anteriormente. (18,30) Se utilizé un conjunto de sonda de cebador especifico del vector
para amplificar una secuencia de la region intrénica directamente corriente abajo del
promotor de tMCK que es Unico y que estd localizado dentro del casete de transgén
SCAAVrh.74tMCK.hSGCB. Los siguientes cebadores y sonda se usaron en este
estudio: cebador directo de intron tMCK y MHCK7 5-GTG AGG CAC TGG GCA GGT
AA -3' (SEQ ID NO: 13); cebador inverso de intrén tMCK y MHCK7 5-ACC TGT GGA
GAG AAA GGC AAA G -3'(SEQ ID NO: 14); y sonda de intron tMCK y MHCK7 5'-6FAM-
ATC AAG GTT ACA AGA CAG-GTT TAA GGA GAC CAA TAG AAA -tamra-3' (IDT)
(SEQ ID NO: 15). ElI nimero de copias se informa como genomas del vector por
microgramo de ADN gendmico. Inmunohistoquimica para la tincibn de células
inmunitarias. La inmunohistoquimica se usé para identificar células inmunitarias. Se
incubaron secciones de tejido congelado en portaobjetos de microscopio Fisherbrand
Superfrost con anticuerpos monoclonales anti-raton de rata usando un kit de deteccién
de anti-lg de rata HRP (BD Pharmagen, San José, CA, EE. UU.; Cat: 551013): CD3
(Cat: 555273), CD4 (Cat: 550280), CD8 (Cat: 550281) y Mac-3 para macréfagos (Cat:
550292). Todos los anticuerpos primarios se diluyeron a 1:20 con solucién salina
amortiguada con fosfato. La tinciébn inmunoldgica positiva se visualizé usando
cromogeno DAB diluido en amortiguador DAB con estreptavidina peroxidasa HRP
Vectastain ABC Peroxidase. Se tomaron diez imagenes aleatorias x 40 para cada
musculo y cada tincion correspondiente. El nUmero de células mononucleares se conto
y se expresé como numero total por mm?,

[00104] Tinci6n con rojo picrosirio y cuantificacion de colageno. Las secciones
congeladas colocadas en los portaobjetos de microscopio cargados Fisherbrand
Superfrost se fijaron en formalina amortiguada neutra al 10 % durante 5 min, luego se
enjuagaron en agua destilada. Los portaobjetos fueron incubadas en la solucion A (acido
fosfomolidbico) del kit de tincion con rojo picrosirio (Polysciences Inc., Warrington, PA,
EE.UU., catalogo N.° 24901) durante 2 min. Después de un enjuague exhaustivo en
agua destilada, los portaobjetos se colocaron en la solucion B (rojo directo 80/2 4 6-
trinitrofenol) durante 15 min, y luego se enjuagaron adicionalmente en agua destilada y

luego se incubaron en la solucion C (&cido clorhidrico 0,1 N) durante 2 min. Los
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portaobjetos se contratifieron durante 2,5 minutos con 1 % de verde rapido en acido
acético glacial al 1 % de Poly Scientific (catdlogo N.° S2114) usando una dilucién 1:10
en agua desionizada. Finalmente, los portaobjetos se enjuagaron nuevamente en agua
destilada, se deshidrataron en etanol graduado, se aclararon en xileno y se montaron
con cubreobjetos utilizando medio Cytoseal 60 de Thermo-Scientific (Waltham, MA,
EE.UU.; cat. N.° 8310). Las imagenes se tomaron usando el software AxioVision 4.9.1
(Carl Zeiss Microscopy). Para el analisis de la tincion con rojo sirio y la cuantificacién del
% de colageno, el contraste entre los colores rojo y verde se mejoré6 con Adobe
Photoshop. Se selecciond el plugin de deconvolucion de color en el programa de
software ImageJ y se utilizo la opcién de deconvolucién de color RGB. La imagen roja
incluye todo el tejido conectivo de la tincion con rojo sirio. La imagen verde incluye todos
los musculos de la contratincion con verde rapido. Solo se usaron la imagen roja y la
imagen original. Luego se aplic6 un umbral a las imagenes para obtener imagenes en
blanco y negro con areas positivas para colageno en negro y areas negativas en blanco.
Se calculé el area de colageno usando la funcion de medicién. Luego se determiné el
area de tejido total convirtiendo la imagen original a "8 bits" y ajustando el umbral a 254,
que sera una unidad por debajo de la saturacién completa de la imagen. El area total
del tejido se midi6 luego como se hizo previamente y se registré el area total. El
porcentaje de colageno se calculd luego dividiendo el area del colageno con el area total
del tejido. Se calculd el porcentaje promedio para cada individuo.

[00105] Contraccién tetanica del diafragma para la evaluacion funcional: los ratones
se sometieron a eutanasia, y se diseco el diafragma con las uniones de las costillas y el
tenddn central intactos, y se colocaron en el amortiguador K-H como se describi6
previamente por Beastrom et al. (Am. J. Pathol. 179: 2464-74, 2011), Rafael-Forney et
al. (Circulation 124: 582-8, 2011 and Moorwood e t al. (J. Visualized Experiments
71:e50036, [¢,afio?]). Se aisl6 una seccion de 2 a4 mm de ancho de diafragma. Las tiras
de diafragma se ataron firmemente con seda quirlrgica trenzada (6/0; Surgical
Specialties, Reading, PA) en el tenddn central, y se suturaron a través de una porcién
de costilla fijada al extremo distal de la tira. Cada musculo se transfiri6 a un bafio de
agua lleno de solucion K-H oxigenada que se mantuvo a 37 ° C. Los musculos se
alinearon horizontalmente y se unieron directamente entre un pasador fijo y un
servomotor transductor de fuerza de modo dual (305C; Aurora Scientific, Aurora,
Ontario, Canada). Dos electrodos de placa de platino se colocaron en el bafio de
organos para flanquear la longitud del musculo. El masculo se estird a la longitud éptima

para la medicion de contracciones y luego se dej6 reposar durante 10 minutos antes del
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inicio del protocolo tetanico. Una vez que el musculo se estabiliza, el misculo se
establece en una longitud 6ptima de 1 g y se somete a un calentamiento que consta de
tres contracciones de 1 Hz cada 30 segundos, y luego tres contracciones de 150 Hz por
minuto. Después de un periodo de descanso de 3 minutos, el diafragma se estimula a
20, 50, 80, 120, 150, 180 Hz, lo que permite un periodo de descanso de 2 minutos entre
cada estimulo, cada uno con una duracion de 250 ms para determinar la fuerza tetanica
maxima. Se midi6 la longitud y el peso muscular. La fuerza se normaliz6 para el peso y
la longitud del musculo.

[00106] Imagen por resonancia magnética cardiaca: La funcion cardiaca se analizo
usando un sistema de imagen por resonancia magnética (IRM) de orificio horizontal 9.4T
y una bobina de volumen de ratén (Bruker BioSpin, Billerica, MA, EE.UU.). Los ratones
se anestesiaron con isofluorano al 2,5 % mezclado con carbégeno (1 I/min) durante 3
minutos antes de la colocacion en el lecho de imagen. Tras la colocacion de los ratones
en los aparatos de imagenes y el inicio de la formacion de imégenes, la mezcla de
isoflurano/ carbégeno se redujo al 1,5 % durante el resto del estudio. EKG y la
respiracién se controlaron usando un sistema compatible con MRI (Modelo 1025, Small
Animal Instruments, Stonybrook, NY, EE.UU.). Se adquirieron imagenes FLASH cine-
T1 con eje corto cardiaco ablogueadas en todo el ventriculo izquierdo (LV) del ratén (TR
=8ms; TE =2,8 ms; o= 180; matriz = 256 x 256; FOV = 3,0 x 3,0 cm); espesor de corte
=1 mm, nrebanadas = 7, hasta 20 cuadros por ciclo cardiaco). Para el analisis de
imagenes, se identificaron el punto de tiempo telediastélico y telesistélico de cada
imagen de eje corto y se trazaron manualmente los limites cardiacos endocardico y
epicardico. Los musculos papilares fueron excluidos del limite endocardiaco del LV. A
partir de estas areas medidas, se calcularon el volumen telediastolico (EDV), el volumen
telesistélico (EVS), el volumen sistolico (SV), el gasto cardiaco (GC), la fraccion de
eyeccion (FE) y la masa de LV promedio.

[00107] Inmunofluorescencia: secciones de criostato (12 um) del tibial anterior (TA),
gastrocnemio (GAS), cuadriceps (QUAD), psoas mayor (PSOAS), gluteos (GLUT),
triceps (TRI) y musculos del diafragma junto con el corazon fueron sometidos a la tincion
por inmunofluorescencia para el transgén hSGCB a través del protocolo usado
previamente como se describe en Pozgai et al., Gene Therap. 23: 57-66, 2016. Las
secciones se incubaron con un anticuerpo primario monoclonal de raton de beta-
sarcoglicano humano (Leica Biosystems, New Castle, U.K.; Cat; N.° NCL-Lb-SARC) a
una dilucion de 1:100. Se tomaron cuatro imagenes x 20 aleatorias que cubrian los

cuatro cuadrantes diferentes de la seccidon muscular usando una camara Zeiss AxioCam
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MRC5. Se determind el porcentaje de fibras positivas para la tincion de beta-
sarcoglicano (>50 % de la tincion de la membrana muscular) para cada imagen y se
promedié para cada musculo.

[00108] Analisis morfométrico: la tincidbn con hematoxilina y eosina (H y E) se realizd
en criosecciones de musculo de 12 um de espesor de ratones C57BL6 WT de 7 meses
de vida (n = 5), ratones sgcb” (n = 5) y ratones sgcb™ tratados con rAAV.MHCK7.hSGCB
durante 6 meses (n = 5) para el analisis. El porcentaje de miofibras con nucleos centrales
se determind en los musculos TA, GAS, QUAD, PSOAS, GLUT, TRI y diafragma.
Ademaés, se midieron los didmetros de fibras musculares en los masculos GAS, PSOAS
y TRI. Se tomaron cuatro imagenes aleatorias x 20 por musculo por animal con una
camara Zeiss AxioCam MRCS5. Las fibras centralmente nucleadas se cuantificaron
usando el software NIH ImageJ y los diametros de fibras se midieron usando el software
Zeiss Axiovision LE4.

[00109] Iméagenes de rayos X: Se realizaron radiografias de cuerpo completo en
ratones C57BL6 WT de 7 meses de vida anestesiados (n = 6), ratones sgch™ no tratados
(n = 6) y ratones sgcb™ tratados con rAAV.MHCK7.hSGCB durante 6 meses (n = 6) que
utilizan el sistema digital de rayos X Faxitron MX-20 a 26 kV durante 3 segundos
(Faxitron X-Ray Corp, Lincolnshire, EE.UU.).

[00110] Monitoreo laser de la actividad de la caja de campo abierto: Se us6 una
camara de actividad de campo abierto para determinar la actividad general de los
ratones experimentales. Los ratones a los 7 meses de vida de los grupos de control
C57BL6 WT (n = 6) y sgcb” no tratado (n = 6) junto con los ratones sgcb™ tratados con
rAAV.MHCK7.hSGCB durante 6 meses (n = 6) fueron sometidos al analisis siguiendo
un protocolo previamente descrito (Kobayashi y col., Nature 456: 511-5, 2008, Beastrom
y col., Am. J. Pahol. 179: 2464-74, 2011) con varias modificaciones. Todos los ratones
fueron evaluados a la misma hora del dia temprano en la mafiana cerca del final del
ciclo nocturno cuando los ratones estan mas activos. Todos los ratones fueron probados
en una habitacion aislada, con poca luz y con el mismo controlador cada vez. Para
reducir la ansiedad y mantener al minimo las variables de comportamiento, que podrian
afectar potencialmente la actividad normal de los ratones y, en consecuencia, los
resultados del ensayo, los ratones evaluados no se alojaron individualmente (Voikar y
col., Genes Brain Behav. 4: 240 - 52, 2005). Se control6 la actividad de los ratones
usando el sistema Photobeam Activity (San Diego Instruments, San Diego, CA). Este
sistema usa una red de haces de luz infrarroja invisibles que atraviesan la cAmara del

animal de adelante para atras y de izquierda a derecha para controlar la posicién y el
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movimiento del raton dentro de un plano X-Y-Z. La actividad se registré durante ciclos
de 1 hora a intervalos de 5 minutos. Los ratones se aclimataron a la sala de prueba de
actividad durante una sesion inicial de 1 hora varios dias antes de comenzar la
adquisicion de datos. Los ratones se evaluaron en cdmaras individuales en grupos de
4. El equipo de prueba se limpié entre cada uso para reducir las variables de
comportamiento reaccionario del ratdbn que podrian alterar los resultados. Los datos
recopilados se convirtieron en una hoja de calculo de Microsoft Excel y todos los calculos
se realizaron dentro del programa Excel. Los cortes del haz individuales para el
movimiento en los planos X e Y se suman para cada ratbn para representar la
ambulacién total, y los cortes del haz en el plano Z se suman para obtener actividad
vertical dentro del intervalo de tiempo de 1 hora.

Ejemplo 1

Construccion de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB y potencia del vector

[00111] Se construyé el casete de transgén que contiene un cADN SCGB humano
de longitud completa optimizado mediante codones, como se muestra en la Figura 1A.
El casete incluye una secuencia de consenso Kozak (CCACC), un intrén quimérico
SV40, un sitio de poliadenilacién sintético y el promotor de tMCK especifico del musculo
(20) usado para dirigir la expresion del casete. El casete se empaquetd en un vector
AAVrh.74 autocomplementario (sc) que es homologo en un 93 % a AAV8. Se ha
demostrado que AAVrh.74 en ratones y primates no humanos es seguro y eficaz,
particularmente al cruzar la barrera vascular cuando se administra al masculo a través
de la circulacion. (17, 18, 21) La potencia del vector se establecié mediante inyeccién
intramuscular en el masculo TA izquierdo en el ratdn Sgch-null. La administracién de 3
x 10 vg transdujo 70,5 £ 2,5 % de fibras musculares y de 1 x 10! vg transdujo 89,0 +
4,0 % de fibras musculares, 3 semanas después de la transferencia de genes.

Ejemplo 2

Administracién intramuscular de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB

[00112] Después de la potencia del vector, los estudios se ampliaron para analizar la
eficacia de la terapia 6 y 12 semanas después de la transferencia de genes. Como
resultado de los altos niveles de expresion después del breve estudio de potencia de 3
semanas, se selecciond una dosis de 3 x 10'° vg total para estudios posteriores para
utilizar la dosis efectiva mas baja. Se trataron ratones sgch™ de cinco semanas de vida
con 3 x 10 vg de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB por via intramuscular al abdominal
transversa izquierda (TA), y se demostro la expresion de (-sarcoglicano mediante

inmunofluorescencia en 88,4+4,2 % de fibras musculares 6 semanas después de la
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inyeccion (n = 9), y en 76,5 £ 5,8 % de fibras musculares 12 semanas después de la
inyeccion (n = 6), y la expresion se confirmé a través transferencia Western (Figura 1B).
La expresion de [B-sarcoglicano estuvo acompafada por la restauracién de los
componentes del complejo proteico asociado a la distrofina (a-sarcoglicano y distrofina)
(Figura 1C). Mediante el uso del colorante azul Evans (EBD) como marcador de
permeabilidad de la membrana (22, 23), se descubrio que todas las fibras que expresan
B-sarcoglicano exdégeno estaban protegidas contra la filtraciéon y la inclusion de EBD
(Figura 1D). El musculo de los ratones sgcb™ exhibe una distrofia muscular grave con
fibras centralmente nucleadas, necrosis frecuente de fibras musculares, tejido fibrético
y variabilidad significativa del tamafio de las fibras representada por fibras atroficas e
hipertroficas. (3, 4) Como se ve en la Figura 2A, la tincion con hematoxilina y eosina
muestra una mejora global en el fenotipo distréfico del musculo enfermo, que incluye
una reduccion en los nucleos centrales (sgcb™ no tratados—76,8+2,3 % en
comparacion con los tratados con AAV.hSGCB —38,86+3,5 %; P<0,0001) (Figura 2C).
También se observé la normalizacion de la distribucion del tamafio de fibra, con un
aumento en el didmetro promedio de fibra después del tratamiento (sgcb™™ no tratados—
32,6+0,31 ym en comparacién con los tratados con AAV.hSGCB—35,56+0,22 um;
P<0,0001) (Figura 2D).

[00113] La caracteristica histopatolégica del raton scgb™" es la fibrosis caracterizada
por un reemplazo generalizado del tejido muscular principalmente con colagenos junto
con otros componentes de la matriz extracelular tales como fibronectina, elastina,
laminina y decorina. (14) Este reemplazo del tejido muscular por el tejido conectivo
supone un desafio al valor potencial del reemplazo génico y puede limitar el grado de
mejora. (24) Para evaluar esto, los ratones tratados durante 12 semanas se sometieron
a un ensayo para la reduccion de la fibrosis. EI musculo TA se evalu6 especificamente
ya que se establecié su grado inherente de fibrosis en el modelo KO y porque representa
un objetivo potencial después de la administracién del gen ILP vascular. La tincion con
rojo picrosirio para el colageno, tipos | y lll, de musculos TA mostr6 una reduccién
significativa (52,74 %) en la cantidad de colageno presente en musculo tratado con
SCAAVTh.74.tMCK.hSGCB en comparacion con musculo de ratén sgch™ no tratado
(20,7 = 0,57 % en comparacion con 43,8+2,3 %, tratado con AAV.hSGCB en
comparacion con sgch™ no tratado, respectivamente; P<0,0001) (Figuras 2b y e). El
musculo de sgcb™ no tratado de ratones de 5 semanas de vida a la edad de la inyeccion
tenia un depdésito de colageno de 24,05+1,5 %, lo que indicaba una leve reduccion (14,0

%) en la cantidad de colageno después de las 12 semanas de tratamiento.
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Ejemplo 3
Correccion funcional en el misculo esquelético después de la transferencia de
genes scCAAVrh.74.tMCK.hSGCB
[00114] Para determinar si la transferencia del gen hSGCB puede mejorar la funciéon
muscular, se evaluaron las propiedades funcionales del misculo TA de ratones sgch™~
tratados con scAAVrh.74.tMCK. Después de la administracion intramuscular de 3 x 10
10 vg de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB al TA de ratones sgcb™ de 4 semanas de vida, 6
semanas después del tratamiento, los musculos TA se sometieron a mediciones de
fuerza in situ (n = 4) Los musculos tratados se compararon con los musculos
contralaterales no tratados y los de los ratones C57BL/6 WT. El musculo tratado con
scAAVrh.74 tMCK.hSGCB mostré una mejora significativa tanto en la fuerza tetanica
absoluta como en la fuerza especifica normalizada (Figuras 3A y B). Los musculos
tratados tenian una fuerza absoluta promedio de 1436,9+199,5 mN en comparacion con
770,9+118,3 mN para los controles sgcb™™ no tratados (P<0,01). De manera similar, los
muasculos TA tratados produjeron una fuerza especifica promedio de 254,01+6,9
mN/mm?y los musculos no tratados produjeron 124,2+13,9 mN/mm? de fuerza (P<0,01).
Finalmente, los musculos tratados con scAAVrh.74.tMCK.hSGCB mostraron una mayor
resistencia a la lesién inducida por la contraccién en comparacién con los musculos de
control no tratados (Figura 3C). Los musculos TA tratados perdieron 34,0+5,1 % de
fuerza que se produjo después de la primera contraccién mientras que los musculos
enfermos no tratados perdieron 54,1+3,8 % (P<0,01) de fuerza después del protocolo
de contraccién excéntrica. Estos datos muestran que la transferencia de genes hSGCB
proporciona un beneficio funcional al muisculo enfermo con deficiencia de -
sarcoglicano.
Ejemplo 4
Tratamiento de musculo envejecido con scAAVrh.74.tMCK.hSGCB

[00115] Los estudios de progresion de la enfermedad en este modelo murino de
LGMD2E han demostrado que aunque la reestructuracion tisular mas grave en el
musculo ocurre entre 6 y 20 semanas, la histopatologia del musculo continta
empeorando con la edad, y se asemeja a la progresion de la enfermedad en pacientes
(3, 4, 14) En consecuencia, para imitar un entorno clinico donde el tratamiento ocurriria
a una edad méas avanzada con deterioro muscular mas avanzado y fibrosis endomisial,
se trataron ratones sgch™™ de 6 meses de vida (n = 5) por via intramuscular en el TA
con 3 x 10 vg de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB. Después de 12 semanas de tratamiento,

a los 9 meses de vida, se transdujeron 80,1+4,8 % de las fibras musculares (Figura 4A).
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La tincion con rojo picrosirio para colageno tipos | y Il mostré una reduccion del 42,2 %
en la cantidad de colageno presente en los ratones tratados en comparaciéon con el
musculo de raton sgch™” no tratado (tratado con AAV.hSGCB—20,0+0,80 % en
comparacion con sgcb™™ no tratado—34,6+1,4 %, P<0,0001) (Figuras 4By C). A la edad
del tratamiento, los ratones sgch™ de 6 meses de vida tienen un depdsito de colageno
de 30,8+2,0 % (n = 4, 4 machos); por lo tanto, estos resultados indican que el tratamiento
con scAAVrh.74.tMCK.hSGCB no solo previene, sino que también tiene el potencial de
revertir la fibrosis existente.
Ejemplo 5
ILP de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB en ratones sgcb —/-

[00116] La capacidad de dirigirse a multiples mdsculos en un miembro permite un
método de administracion clinicamente mas relevante para la aplicacion a pacientes con
LGMD2E. La administracién de 5 x 10* vg de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB mediante ILP
en ratones sgcb™” de 4 a 6 semanas de vida (n = 9, 7 machos, 2 hembras) se analizé 2
meses después de la transferencia de genes. La expresion de B-sarcoglicano alcanzo6
91,8+4,7% de fibras en el masculo gastrocnemio (GAS) y 90,6+2,8 % en TA (Figura 5A).
La administracion ILP de scAAVrh.74.tMCK.hSGCB resulté en una proteccion
significativa contra la lesiéon inducida por la contraccion excéntrica (P<0,05), que no fue
diferente de WT, en comparacion con los musculos contralaterales no tratados (Figura
5C). La administracién vascular también restaurd los parametros histopatolégicos del
musculo (Figura 5B). Los nucleos centrales disminuyeron en el TA (sgcb™ no tratado—
76,91+2,8 % en comparacion con el tratado con AAV.hSGCB—23,2+5,7 %, P<0,001) y
GAS (sgcb™ no tratado—78,2 + 2,4 % en comparacion con el tratado con
AAV.hSGCB—16,8+6,6 %, P<0,001). La transferencia de genes también condujo a un
aumento en el tamafio promedio de fibra en el TA (sgcb™™ no tratado-30,53+0,52 um en
comparacion con el tratado con AAV.hSGCB—41,9+0,46 um; P<0,0001) y GAS (sgcb™~
no tratado—38,9+0,37 ym en comparacion con tratado con AAV.hSGCB—33,3+0,44
pum; P<0,0001), con la normalizacion de la distribucién del diametro de fibra. se observo
una disminucién sustancial (~60 %) en la cantidad de células CD3, células CD4 y

macroéfagos (Tabla 1).
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Tabla 1. Respuesta inmunitaria en ratones tratados con scAAVrh.74. tMCK.hSGCB
mediante ILP

Tipo de células Células de TA izq. Células de TA der. Células de TA SGCB -
tratado/mm?2 no tratado/mm? no inyectado/mm?
CD3 156+3.2 3785+62 298+ 1.7
CD4 209+ 47 58.1+£29 49.0+ 0.8
CD8 82+18 127 +2.4 155+ 58
Macréfago 282450 ’75.2+56 100.2+ 5.9

Abreviaturas: ANOVA, analisis de varianza; ILP, perfusién de miembros
aislados; SGCB, B-sarcoglicano; TA, tibial anterior. Cuantificacién de células
inmunitarias presentes en ratones SGCB -/- no inyectados, y musculo no
tratado o tratado con scAAVrh.74.tMCK.hSGCB. Los datos mostrados son
luego de la administracién IPL del virus y representan la media de la cantidad
de células/mm?t s.e.m., n=8 por grupo. Un ANOVA de un factor se usé para
comparar valores de tres cohortes diferentes. Los niveles de células
inmunitarias disminuyeron con una diferencia estadisticamente significativa
(P<0.01) entre TA izquierdo tratado y TA derecho no tratado y/o TA izquierdo
tratado y TA no inyectado en todas las tinciones excepto para CDS8.

[00117] Latincién con rojo picrosirio de los musculos TA y GAS también mostré una
reduccién significativa en la cantidad de colageno en comparacién con el masculo de
sgcb™ no tratado tras la administracion vascular (Figura 6a). Los niveles de colageno
en el TA se redujeron a 21,6+1,3 % en el musculo tratado en comparacion con 40,2+1,5
% en los ratones sgcb™ no tratados a la edad del final del estudio (P<0,0001). Como se
indic6 anteriormente, los ratones sgcb™™ a la edad de la inyeccion presentaron 24,1+1,5
% de colageno en el musculo TA, lo que indica nuevamente una leve reducciéon (10,0
%) en el depésito de colageno después de 8 semanas de tratamiento. De manera
similar, la tinciéon del musculo GAS mostré que los ratones tratados tenian 22,9 + 0,99%
de coldgeno en comparacion con 37,9+1,3 % en ratones sgcb™ no tratados en la final
del estudio (P<0,0001). La PCR cualitativa se realiz6 para detectar los niveles de
transcripto de colageno en el masculo, lo que se correlaciona con los resultados de la
tincion con rojo sirio. Tomados en conjunto, estos datos muestran que la administracion
mediada por AAV de B-sarcoglicano humano reduce la fibrosis muscular, mejora la
funcion muscular y revierte la patologia distréfica de masculo enfermo de sgcbh™.
Ejemplo 6
Seguridad y biodistribucion de rAAVrh.74.tMCK.hSGCB

[00118] Inicialmente, los ratones WT normales inyectados con 3 x 10 vg de
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SCAAVrh.74tMCK.hSGCB por via intramuscular en el TA no mostraron signos de
toxicidad por la tincién con H y E, lo que indica que no hay efectos adversos debidos al
virus. Tras la administraciéon vascular ILP de una dosis total de 5 x 10! vg de
scAAVrh.74tMCK.hSGCB como se describe en la seccion anterior, se evalud la
seguridad en un pequefio grupo de ratones en esta cohorte (n = 4). En primer lugar, se
analizaron los musculos diana con expresion génica significativa, asi como los érganos
no diana, que incluyen corazoén, pulmén, higado, rifion, bazo, génadas y diafragma
histolégicamente. Las secciones de parafina fueron analizadas formalmente por un
patélogo veterinario, y no hubo evidencia de toxicidad en ninglin 6rgano anotado (no se
muestran los datos). La expresion de proteinas y la biodistribucion de vectores también
se evaluaron en todos los tejidos y érganos anteriores con transferencia Western y
gPCR, respectivamente. Se detectaron copias del genoma de vector en todos los
organos evaluados; sin embargo, no se detect6 expresion de proteina en ninguna
muestra que no sea el musculo tratado (Figura 7). Finalmente, un andlisis de los pesos
hamedos de musculo tratado y no tratado no muestra una diferencia o tendencia
significativa cuando se comparan los pesos promedio de cualquier cohorte (no se
muestran los datos). Estos datos proporcionan evidencia de que el promotor de tMCK
especifico del musculo limita la expresion al misculo esquelético, y el vector no es
toxico.

Ejemplo 7

Déficits histolégicos y funcionales en el corazén y el diafragma de ratones

SGCB-/-
[00119] Losratones WTy SGCB-/- de 7 meses de vida (n = 6 por cepa) que no fueron
tratados fueron analizados mediante MRI cardiaca y fisiologia de diafragma para buscar
déficits. Después de estos analisis, los animales fueron sacrificados y evaluados
mediante histopatologia (Figura 8). La tincion con tricromo mostré fibrosis extensa
(tincién roja) tanto en el diafragma (Figura 8A) como en el corazén (Figura 8C). Esto fue
acompafnado por déficits funcionales de fuerza especifica en el diafragma (116,24
mN/mm? SGCB-/- en comparaciéon con 236,67 mN/mm? WT, Figura 8B), y un déficit
significativo en la fraccion de eyeccion se midi6 mediante MRl (WT, 78 % en
comparacion con SGCB-/-, 65 %, la Figura 8D).

Ejemplo 8

Construccion de scAAVrh.74. MHCK7.hSGCB y potencia del vector

[00120] Se construy6 el casete de transgén que contiene un cADN SCGB humano

de longitud completa optimizado mediante codones, como se muestra en la Figura 9A.
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El casete incluye una secuencia de consenso Kozak (CCACC), un intrén quimérico
SV40, un sitio de poliadenilacion sintético y el promotor de MHCK7 especifico del
musculo usado para dirigir la expresién del casete. Este es un promotor a base de MCK
que utiliza un potenciador de 206 pb tomado de ~1,2 kb 5’ del sitio de inicio de la
transcripcién dentro del gen de la creatina quinasa del musculo enddégeno con un
promotor proximal (enh358MCK, 584-bp)*'2. El casete se empaquetd en un vector
AAVrh.74 autocomplementario (sc) que es homologo en un 93 % a AAV8. Se ha
demostrado que AAVrh.74 en ratones y primates no humanos es seguro y eficaz,
particularmente al cruzar la barrera vascular cuando se administra al musculo a través
de la circulacién. (17, 18, 21) La potencia del vector se establecié mediante inyeccién
intramuscular en el masculo TA izquierdo en el raton Sgcb-null. La administracion de 3
x 10%° vg transdujo >90 % de fibras musculares 4 semanas después de la transferencia
de genes.
Ejemplo 9
Administracion sistémica de scCAAV.MHCK7.hSGCB

[00121] Se administr6 el vector a través de una inyeccion en la vena de la cola a 14
ratones SGCB-/- en una dosis total de 1x10* vg (5x10* vg/kg) para evaluar la expresion
transgénica y la eficacia del vector cuando se administra de manera sistémica en un
punto temporal a largo plazo de 6 meses. Los ratones se inyectaron a las 4 semanas de
vida, y se realiz6 una necropsia completa a los 6 meses después de la inyeccion (1 ratén
se retird al mes y 2 ratones se retiraron a los 4 meses como evaluaciones intermedias
para la expresion). Todos los mlsculos esqueléticos analizados anteriormente junto con
el diafragma y el corazén fueron extraidos para su analisis. Los 6rganos también se
retiraron para realizar analisis de toxicologia y de biodistribucion. La tinciéon por
inmunofluorescencia para beta-sarcoglicano humano se utiliz6 para determinar la
expresion del transgén hSGCB en 5 musculos del miembro, izquierdo y derecho,
ademas del diafragma y corazon de 6 ratones KO a los que se les administrd una
inyeccion sistémica del vector de hSGCB. Estos musculos incluyeron TA, gastrocnemio
(GAS), cuadriceps (QUAD), glateo (GLUT) (no se muestra), psoas mayor (PSOAS) y
triceps (TRI) (Figura 10). También se utilizé un analisis cualitativo del tejido cardiaco
para evaluar el nivel relativo de expresion transgénica en el muasculo cardiaco al
momento de la administracion.

[00122] Se tomaron cuatro imagenes 20X de cada musculo, y se determiné el
porcentaje de fibras que expresan hSGCB para cada imagen, lo que dio como resultado

el porcentaje de transduccién promedio para cada musculo de cada raton. Los
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resultados que se muestran en la Figura 10 y la Figura 11 demuestran una transduccion
298 % en todos los musculos analizados, que incluyen el diafragma y el corazén. Los
ratones con deficiencia de B-sarcoglicano tenias una ausencia completa de la proteina
cuando se analizaron mediante inmunofluorescencia. La dosis terapéutica de 1x10'? vg
de dosis total dio como resultado un promedio de 97,96 + 0,36 % (x SEM) de
transduccion de vector en todos los musculos esqueléticos, que incluyen el diafragma,
y alrededor de 95 % o mas en el musculo cardiaco (no se muestran los datos).
Ejemplo 10
Administracion sistémica a largo plazo de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB en
ratones SGCB™

[00123] Para construir sobre los resultados del ensayo de potencia de un mes
descrito en el Ejemplo 9, se investigd la administracién sistémica a un plazo mas largo
(duracién de 6 meses) del casete transgénico de B-sarcoglicano a ratones sgcb”. Los
ratones sgcb” de cuatro a cinco semanas de vida fueron tratados con una dosis total de
1x10*2 vg de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB por via intravenosa en la vena de la cola (n =
5). Los ratones se sometieron a necropsia 6 meses después de la inyeccién y se
demostré la expresion del transgén hSGCB mediante inmunofluorescencia en seis
musculos esqueléticos, tanto a los izquierdos como los derechos, ademas del diafragma
y el corazén de todos los ratones tratados. Los musculos esqueléticos analizados
incluyeron TA, GAS, QUAD, glateo (GLUT), PSOAS y TRI. La expresién promedio de
hSGCB resultante de la administracion sistémica en ratones tratados fue de 98,13+0,31
% (x SEM) en todos los musculos esqueléticos, que incluyen el diafragma, con
expresion en el corazén que excede >95 %. Las imagenes representativas se muestran
en la Figura 12b. El promedio de los niveles de expresion en cada tipo de musculo
individual de todos los ratones tratados se muestran en la Tabla 2. La transferencia
Western en la Figura 12c¢ confirma la expresion transgénica en todos los masculos. Los
valores de expresion en la Tabla 2 se presentan para distintos musculos como el
promedio de los musculos izquierdo y derecho de ratones inyectados de manera
sistétmica (n = 5). Los valores se indicaron como PROM = SEM. Ademas, la
cuantificacion de la expresion del transgén hSGCB en corazones de ratones tratados
mediante transferencia Western y densitometria indica sobreexpresion de hSGCB hasta
72,0 % por encima de los niveles de expresion de BL6 WT (Figura 12d), que se

correlaciona con los niveles altos cuantificados en musculo esquelético.
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Tabla 2. Expresién por inmunofluorescencia de B-sarcoglicano

Masculo _V|’_a de _ _ Dosis Final del estudio | % de fibras que

administracién (dosis total de vg) (meses) expresan SGCB
TA \Y lel2 6 98,88 £ 0,55
GAS [\ lel2 6 98,24 £ 0,82
QD v lel2 6 99,32 £0,19
GLUT v lel2 6 97,50 £ 0,39
PSOAS \Y lel2 6 98,75 £ 0,23
TRI \Y lel2 6 97,21 £1,35
Diafragma \Y lel2 6 97,00 £1,26

Corazén v lel2 6 295 %

[00124] Una caracteristica importante del musculo de sgch” descrito en informes
anteriores (Araishi et al, Hum. Mol. Genet 8: 1589-98, 1999, Durbeej et al., Mol. Cell. 5:
141-51, 2000) e ilustrado por la tincion con hematoxilina y eosina del GAS y el diafragma
en la Figura 13a es una patologia distréfica grave que incluye nucleacion central,
necrosis, infiltracién inflamatoria y fibrosis. La transferencia de genes mejord
significativamente esta patologia, y alivi6 muchas de estas caracteristicas distréficas
(Figura 13a). La cuantificacion de los pardmetros histolégicos mostré una reduccion
significativa en la nucleacion central en los diversos musculos esqueléticos analizados
como resultado de la transferencia de genes (Figura 13b). Con los niveles bajos
previstos de nucleacion central en ratones BL6 WT en todos los musculos con un
promedio de 1,89 + 0,39 %, como se nota aqui, teniendo en cuenta todos los musculos
analizados, un promedio de 66,85 * 1,86 % de nicleos centrales en ratones sgcbh™” no
tratados en comparacion con 36,30 + 5,16 % en miusculo de sgcb” tratado con
AUG.MHCK7.hSGCB (p<0,0001) La Tabla 3 a continuacién proporciona recuentos de
ndcleos centrales y didmetros de fibra indicados para varios musculos como el promedio
(+ SEM) de los musculos izquierdo y derecho de BL6 WT, sgcb”, y ratones inyectados
de manera sistémica (n = 5 por grupo). Es de destacar que la curva mas significativa de
degeneracién/regeneracion ocurre a las 3 semanas en musculo de sgcb” indicado por
ndcleos ubicados centralmente. Los animales fueron tratados siguiendo esta agresion
y, por lo tanto, no se anticipd una reversion completa de los nucleos centralizados. Un
andlisis mas profundo de la histopatologia muscular revelé una normalizacion de la
distribucion del tamafio de fibra acompafiada de un aumento en el didmetro promedio
de fibra en ratones enfermos tratados con vector en comparacioén con ratones sgcb-/-
no tratados en los tres musculos examinados (GAS: sgcb-/- no tratados — 28,37 + 0,23
MM en comparacion con los tratados con AAV.hSGCB - 36,04 + 0,17 um; p<0,0001)
(PSOAS: sgch-/- no tratados — 24,75 + 0,23 ym en comparacion con los tratados con
AAV.hSGCB - 38,43 + 0,28 ym; p<0,0001) (TRI: sgcb-/- no tratados — 28 £ 0,31 um en

comparacion con los tratado con AAV.hSGCB — 35,56 + 0,22 um; p<0,0001) (Figuras
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13c, 13d, Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis del porcentaje de nucleacién central

Confidencial

Dosis % de nlcleos % de CN Diametro de
. . centrales prom. fibra um
Grupo de animales Mdusculo combinado
(dosis total de vQ) (Prom = SEM) (+ SEM) (Prom + SEM)

TA 1,78 + 0,86 N/A
GAS 0,83 +0,41 39,69 + 0,18

QD 0,98 + 0,31 N/A

C57BL6 WT N/A GLUT 2,50 + 0,68 1,89 + 0,39 N/A
PSOAS 1,26 £ 0,28 40,96 + 0,22
TRI 2,13+0,36 41,53 +0,24

DIA 3,75+ 1,30 N/A

TA 70,45 + 3,04 N/A
GAS 67,26 +1,81 28,37 £ 0,23

QD 63,57 + 2,09 66.85 + N/A

Sgcb™ N/A GLUT 61,34 £ 2,05 1’ 86_ N/A
PSOAS 62,73 £5,20 ' 24,75+ 0,22
TRI 67,11 +2,83 28,74 +0,22

DIA 75,47 + 3,79 N/A

TA 43,85 + 3,89 N/A
GAS 38,71 + 3,50 36,04 + 0,18

QD 46,10 + 6,26 N/A

AV t,\r/lal_tlaé’%cﬁgew 1,00E+12 GLUT | 42,11£548 3%:’;%i N/A
' ’ PSOAS 21,00 + 4,69 ' 38,43 + 0,28
TRI 48,39 + 6,20 39,92 + 0,27

DIA 11,59 + 2,08 N/A

[00125]

Debido al importante papel que desempefia la fibrosis en la patogénesis de

LGMD2E vy la efectividad de los tratamientos, fue fundamental demostrar la misma
eficacia para reducir la fibrosis. Eso se observé con la transferencia de genes de -
sarcoglicanos localizados, ahora Iluego de la administracion sistémica de
SCAAVrh.74 MHCK7.hSGCB. Mediante el uso de la tincién con rojo picrosirio para
colageno tipos | y lll, se analizaron los niveles de colageno en el gastrocnemio y se
analiz6 el musculo diafragma en ratones BL6 WT de 7 meses de vida (n = 4), ratones
sgcb™ no tratados (n = 4) y ratones sgcb™ tratados (n = 5) 6 meses después de la
inyeccion. Los musculos tratados exhibieron significativamente menos depésito de
colageno en comparacion con los musculos sgch™” no tratados (Figura 14a). El masculo
GAS transducido por vectores contenia 17,55 + 0,59 % de colageno en comparacién
con 43,55 * 3,33 % de colageno en musculos GAS de sgcb-/- no tratados (p<0,0001).
Ademas, el musculo del diafragma tratado exhibié 21,67 + 1,09 % de colageno en
comparacion con 44,05 + 2,39 % en musculo de sgcb-/- no tratado (p<0,0001) (Figura
14b), lo que demuestra la capacidad de transferencia del gen hSGCB para mitigar el
componente fibrético del fenotipo de LGMD2E.

Ejemplo 11
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Recuperacion de la funcién del diafragma después de la administracién
sistémica
[00126] Para determinar si la transferencia del gen hSGCB puede mejorar la funciéon
muscular, se evaluaron las propiedades funcionales del masculo diafragma de ratones
SGCB™ tratados con ScAAVrh.74.MHCK7.hSCGB (véase Griffin et al. para los
métodos). Se establecid por primera vez un déficit funcional en diafragmas de ratones
SGCB-/-. Los diafragmas KO demostraron una reduccion de 50,9 % de la produccién de
fuerza especifica (116,24 mN/mm?) en comparacion con los ratones WT (BL6 116,24
mN/mm? en comparacion con 236,67 mN/mm?) y una mayor pérdida de fuerza después
de un protocolo de fatiga riguroso (pérdida del 23 % en SGCB”, pérdida del 7 % en BL6
WT). La administracion en vena de la cola de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB que resulta
en casi 100 % de expresion de hSGCB en el diafragma conduce a la recuperacion de la
funcion del diafragma con una produccion de fuerza especifica mejorada a 226,07
mN/mm? y una mayor resistencia a la fatiga con solo un 12 % de pérdida de fuerza (n =
5) (Figura 15).
Ejemplo 12
La administracion de scAAVrh.74.CMV.miR29C reduce la fibrosis en ratones
SGCB-/-

[00127] La extensa fibrosis que se identificd tanto en el masculo esquelético (Figuras
2, 4 y 6) como en el corazén y el diafragma (Figura 8) demostraron la necesidad de
tratar el depésito de colageno (fibrosis) en LGMD2E. Anteriormente, se descubrié que
Mir29C se redujo mas severamente (de Mir29A, B y C) en la distrofia muscular de
Duchenne. El formulé la hipotesis de que Mir-29C también se reduciria en ratones con
deficiencia de beta-sarcoglicano (un modelo de raton para LGMD2E). Se prob6 que esto
era cierto (Figura 15). Los niveles de Mir29C disminuyeron, los niveles de fibrosis
(colageno) aumentaron, y tres componentes de la fibrosis (ColA, Col3A y Fbn)
aumentaron a nivel de ARN. Para probar si se podia prevenir la fibrosis con Mir29C, se
inyect6 el vector de tratamiento génico scrAAVrh.74.CMV.miR29c (3x10'! vg) en el
musculo tibial anterior de ratones SGCB-/- de 4 semanas de vida (n = 5). El
scrAAVrh.74.CMV.miR29c se muestra en la Figura 16 y se describe en la solicitud
provisional estadounidense N.° 62/323.163, cuya descripcidon se incorpora en la
presente por referencia en su totalidad. Después de 2 meses de tratamiento con
AAVrh.74.CMV.miR29C, los musculos TA se recolectaron de ratones SGCB-/- tratados
y de control y ratones WT y se analizaron para determinar la fibrosis (niveles de

colageno) (n =5 por grupo). Mediante tincién con rojo sirio y cuantificacion, los niveles
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de colageno se redujeron después del tratamiento (véase la Figura 17). Los niveles de
transcriptos de CollA, Col3A y Fbn se normalizaron, y se aumenté el tamafio de la fibra
muscular. Imagenes representativas de secciones completas escaneadas de musculos
tibiales anteriores no tratados y tratados con AAVrh.74.CMV.miR29C, tefidos con rojo
sirio, que tifien para colageno 1y 3 se muestran en la Figura 118. Esto demuestra la
prueba del principio de que scAAVrh.74.CMV.miR29C reduce la fibrosis en ratones
SGCB-/- y podria usarse en combinacion con el reemplazo génico con
SCAAVrh.74 tMCK.hSGCB o0 scAAVrh.74. MHCK7.hSGCB.
Ejemplo 13
La transferencia de genes intravenosa a ratones SGCB-/- reduce la cifoescoliosis
de la columna dorsal

[00128] La degeneracion de los musculos del torso debido al empeoramiento de la

histopatologia en pacientes que padecen LGMD2E se puede atribuir a la cifosis. La
cifoescoliosis de la columna dorsal debido al debilitamiento de los musculos que
sostienen la columna vertebral puede hacer que el diafragma se empuje hacia adelante,
y asi compromete aun mas la capacidad pulmonar y la funcion del diafragma. Como
resultado de la gravedad del fenotipo en el raton sgch” con la apariencia anatémica
macroscépica de la cifoescoliosis, se utilizé una radiografia de cuerpo completo para
determinar el grado de cifosis en ratones BL6 WT de 7 meses de vida (n = 6), ratones
sgch-/- (n = 6), y ratones sgchb-/- tratados 6 meses después de la inyeccion (n = 6). El
puntaje del indice cifético (KI) determina un valor cuantitativo para el nivel de
cifoescoliosis (Laws et al. J. Appl. Physiol. 97: 1970-7, 2004). Como se representa en el
panel de WT en la Figura 19a, el puntaje de Kl es una relacion de longitud desde el
miembro anterior al miembro posterior en comparacion con la longitud de la linea media
hasta el vértice de la curvatura en la columna vertebral. Mientras que los ratones sgcbh™
presentan una columna vertebral severamente curvada y un puntaje de Kl inferior de
3,64 £ 0,16 (n = 6), los ratones BL6 WT tienen una columna vertebral significativamente
mas recta, lo que da como resultado un puntaje de KI méas alto de 6,01 + 0,41 (n = 6)
(p<0,01) (Figura 19b). Los ratones sgcb™ tratados muestran una reduccién significativa
en el grado de cifosis en la columna vertebral con un aumento en la puntuacion Kl de
5,39 £ 0,58 (n = 6) (p<0,05) (Figura 19b). Estos datos indicaron que la administracién
intravenosa de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB es beneficiosa para la integridad general
de la columna vertebral y puede aliviar la cifosis y las contracturas articulares presentes
en la enfermedad. Estos datos demostraron el alivio de la cifosis y el aumento de la

actividad fisica en ratones sgch”después de la administracion sistémica del vector rAAV
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de la invencién. Estos datos son evidencia adicional de que el tratamiento génico de la
invencién mejora la calidad de vida para pacientes con LGMD2E.
Ejemplo 14
Evaluacién de miocardiopatia
[00129] La destruccion histologica del musculo de los miembros y el diafragma
también se detecta en el miocardio de ratones sgcb” de 7 meses de vida particularmente
con la presencia de necrosis y fibrosis de miocardio como se evidencia mediante la
tincion con Hy E y tincidn con rojo picrosirio (Figura 20a). Presentacion de insuficiencia
cardiaca a menudo en forma de miocardiopatia dilatada con gasto cardiaco reducido y
menor fraccién de eyeccion (Semplicini et al., Neurology 84: 1772-81, 2015, Fanin et al.,
Neuromuscul Disorder 13: 303-9, 2003) La imagen por resonancia magnética cardiaca
(MRI) se us6 para evaluar varios parametros funcionales del corazén con el fin de
establecer déficits funcionales en el miocardio de ratones sgcb” en comparacion con
ratones BL6 WT para usarlos como una medida de resultado funcional. La obtencion de
imagenes de ratones de control a los 7 meses de vida mostr6 una reduccién del 29,4 %
en el volumen sistélico de 0,041 + 0,0019 ml en corazones de sgcb” a 0,029 + 0,0024
ml en corazones BL6 WT (p<0,01), un gasto cardiaco 31,7 % inferior de 14,70 = 0,74
ml/min en corazones de sgcb™ a 12,72 + 0,97 ml/min en corazones BL6 WT, y finalmente
una fraccion de eyeccion 14,3 % menor, 66,21 + 3,83 % en corazones de sgch” en
comparacion con 76,90 £ 1,67 % en corazones BL6 WT (p<0,05) (Figura 20b). Esto
indica una disminucién modesta en la funcién cardiaca general a esta edad y una
tendencia hacia el desarrollo de miocardiopatia. La restauracion de la expresion de
hSGCB en corazones de ratones KO mediante administracion sistémica corrigio
parcialmente estos déficits, y mejoré el volumen sistélico a 0,032 + 0,0027 ml, el gasto
cardiaco a 14,66 £ 0,75 ml/min y la fraccién de eyeccién a 68,16 + 2,31 % (Figura 19b).
Como correlato a la disrupcién histolégica y funcional del tejido cardiaco informado aqui,
la transferencia Western para la expresion de la troponina | cardiaca (cTrpl), un
importante regulador de la funciéon cardiaca y un indicador (biomarcador) de dafio
cardiaco, se reduce en corazones de sgcbh”a 60,38 % de los niveles observados en
ratones BL6 WT (Figura 20c). Los niveles de cTrpl se restablecen después del
tratamiento a niveles del 35,80 % de la expresién observada en corazones WT (Figura
20d).
Ejemplo 15
Restauracion funcional en el misculo del diafragma con aumento de la actividad

fisica
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[00130] La afectacién significativa de la disfuncion del diafragma y la insuficiencia
respiratoria en LGMD2E obligan a un beneficio funcional para el diafragma esencial para
la validacion del tratamiento sistémico clinico. Con el uso de un protocolo experimental
ex vivo en tiras tomadas del masculo del diafragma, se evalué si la restauracion de -
sarcoglicano proporciona un beneficio funcional a este muasculo severamente
comprometido. De acuerdo con la histopatologia significativa identificada en diafragmas
de ratones enfermos de 7 meses de vida, los diafragmas de sgcb”- (n = 4) exhibieron
un déficit funcional con una reduccion significativa (51 %) en la produccion de fuerza
especifica en comparacién con ratones BL6 WT (n = 5) (116,24 + 10,49 mN/mm? en
comparacion con 236,67 + 15,87 mN/mm?, respectivamente, p<0,001), asi como una
mayor pérdida de fuerza de la producida después de la primera contraccion siguiendo
un protocolo de fatiga riguroso (23 + 1,0 % de pérdida en sgcb™; 7,0 + 3,0 % de pérdida
en BL6 WT, p<0,05) (Figura 6a). Seis meses después de la administracion en la vena
de la cola de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB, se observé una mejora espectacular en la
produccién de fuerza especifica. La producciéon de fuerza especifica aumentd a 226,07
+ 27,12 mN/mm? (n = 5) (p<0,05 en comparacion con sgch™), y se observé una mejor
proteccién del musculo contra la fatiga repetida con solo un 12,0 + 4,0 % de pérdida de
fuerza (p<0,05 en comparacion con sgcb”) (Figura 21a). En general, estos datos
respaldan hallazgos previos en el musculo TA y muestran que la restauracion del -
sarcoglicano proporciona una recuperacion funcional en el masculo del diafragma.

[00131] En muchas enfermedades neuromusculares se informan con frecuencia
sintomas de aumento de la fatiga y reduccion de la actividad general, parcialmente
atribuidos a la aparicion de cifosis. Como resultado y teniendo en cuenta el fenotipo de
LGMD2E, se formul6 la hipotesis de que los ratones KO serian naturalmente menos
activos en comparacion con los ratones WT sanos, y ademas la administracion sistémica
de rAAV.MHCK7.hSGCB a ratones sgcb” daria como resultado ratones fisicamente
mas activos. Con el fin de probar esta hipétesis y los beneficios funcionales potenciales
adicionales de la transferencia de genes, un monitoreo laser del protocolo de actividad
de caja de campo abierto similar al descrito en Kobayashi et al., Nature 456: 511-5, 2008
y Beastrom et al., A.m. J. Pathol. 179: 2464-74, 2011, se realiz6 en todos los grupos de
ratones. Los graficos en la Figura 21b representan una disminucion significativa (55,5
%) en ratones KO en comparacion con WT, tanto en ambulacién total (movimiento
horizontal en los planos x e y) como en la movilidad vertical de los miembros posteriores.
El nimero promedio de cortes del haz de laser ambulatorio horizontales durante un

periodo de 1 hora en ratones WT fue de 7355 + 400,8 (n = 6) en comparacion con 3271
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+ 483,8 (n = 6) en ratones KO (p<0,0001). Ademas, el nimero promedio de cortes del
haz de movilidad vertical registrados en ratones WT fue de 626,7 £ 53,76 en
comparacion con 264,5 + 63,36 en ratones KO (p<0,01) (Figura 21b). De acuerdo con
la hip6tesis inicial, los ratones tratados con rAAV.MHCK7.hSGCB eran visiblemente méas
activos en comparacién con KO, que se ilustraba en la cuantificacion de la actividad,
donde la ambulacion total aumentaba en un 22 % a 5143 + 293,2 cortes del haz (p<0,05)
y la movilidad vertical de los miembros posteriores aumento drasticamente en un 77 %
a 615,3 = 95,93 cortes del haz (p<0,05) en ratones tratados (n = 6) (Figura 21b).
Ejemplo 16
Analisis de seguridad y biodistribucién de rAAVrh.74. MHCK7.hSGCB

[00132] Se evaluaron los posibles problemas de toxicidad o seguridad del tratamiento
génico con hSGCB en ratones sgcb-/- a los 6 meses después de la administraciéon
sistémica de scAAVrh.74.MHCK7.hSGCB en una dosis total de 1,0x1012 vg (5x1013
vg/kg). La biodistribucion del vector y la expresion del transgén no diana se analizaron
en muestras de tejido (TA, TRI, diafragma, corazén, génada, pulmones, rifidén, higado y
bazo) a partir de animales sgcb” a los que se les administré el vector mediante gPCR y
transferencia Western, respectivamente. Mediante el uso de conjuntos de sondas de
cebador especificas de vector, se detectaron genomas de vector MHCK7.hSGCB a
niveles variables en todos los tejidos recolectados. Como estaba previsto, los niveles
mas altos se observaron en el higado, asi como en el musculo esquelético y el corazon,
lo que indica que el articulo de prueba se administré eficazmente en todos los musculos
pretendidos de ratones a los que se les administrd el vector (Figura 22a). Ademas, la
transferencia Western para detectar la expresién de la proteina hSGCB confirmé la
funcionalidad del promotor de MHCK7 especifico del musculo y la expresién del
transgén limitado al musculo cardiaco y esquelético. La expresion de la proteina beta-
sarcoglicano se observé en cantidades variables en todas las muestras de musculo
esquelético asi como en muestras de corazon, y de manera importante, no se detect6
en ningun tejido no muscular (Figura 22b), respaldado por el hecho de que se sabe que
el beta-sarcoglicano es un proteina especifica de musculo. Finalmente, se realiz6 tincién
con hematoxilina y eosina en criosecciones de tejido muscular y todos los érganos no
diana de cinco ratones sgcb™ junto con cinco ratones C57BL6 WT tratados de manera
sistémica con el vector en la dosis terapéutica utilizada en este estudio. Estas secciones
fueron luego analizadas formalmente por toxicidad por un pat6logo veterinario, y no se
detectaron efectos adversos en ninguna muestra de ninguno de los ratones. En

conjunto, estos datos indican que este articulo de prueba fue bien tolerado por los
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animales de prueba.

[00133] EI hecho de que tales altos niveles de transduccién en todos los musculos
del cuerpo se lograron sin efectos adversos con una dosis relativamente baja (dosis total
de 1x10*? vg, 5x10*2 vg/kg) ofrece una gran promesa para la aplicacién a pacientes con
LGMD2E. Desde una perspectiva clinica, la dosis utilizada en los experimentos descritos
en la presente es mucho menor que la dosis utilizada para la administracion sistémica
de un tratamiento de AAV que expresa SMN1 administrado a bebés con SMA, que se
encuentra actualmente en ensayo clinico (Mendell et al., Mol. Ther. 24: S190, 2016). La
restauracion altamente eficiente de la expresion de B-sarcoglicano usando el promotor
de MHCK7 acompafiado con beneficios funcionales es muy alentador en niveles de
dosis que podrian aplicarse clinicamente, y dada la alta incidencia de la afectacion
cardiaca en la deficiencia de [-sarcoglicano en pacientes con LGMD2E, la

administracién sistémica proporciona un gran beneficio a estos pacientes.
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