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DESCRIPCION
Vectores viricos adenoasociados para tratar la mucolipidosis de tipo Il
Remision a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos n.2 de serie 62/267 502,
presentada el 15 de diciembre de 2015.

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a vectores rAAV, particulas, composiciones, para su uso para tratar la mucolipidosis
de tipo Il y/o de tipo Ill.

Breve sumario de la invencién

La mucolipidosis de tipo Il y Il (ML II; ML Ill) son enfermedades recesivas autosémicas del almacenamiento lisosémico
caracterizadas por una deficiencia de UDP-GIcNAc; enzima lisosémica N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa
(abreviada GlcNAc-1-fosfotransferasa). La GlcNAc-1-fosfotransferasa es un complejo enzimatico hexamérico que
consiste en tres subunidades diferentes: az, B2 y y2. Las subunidades a2 y B2 contienen la actividad catalitica y estan
codificadas por un solo gen, GNPTAB. Mutaciones en GNPTAB que provocan una pérdida completa de actividad
enzimatica se encuentran en pacientes con MLII. La mucolipidosis Il es muy progresiva y los pacientes rara vez
sobreviven mas alla de la primera década de vida. Ademas, las opciones de tratamiento disponibles para ML Il siguen
siendo limitadas. Solo se ha intentado el trasplante de médula 6sea en un pequefio nimero de pacientes. Por el
contrario, mutaciones en GNPTAB que provocan una reduccion parcial de la actividad de GIcNAc-1-fosfotransferasa
se encuentran en pacientes con MLIII. Estos pacientes en general muestran sintomas menos graves y progresién mas
lenta de la enfermedad, pero siguen presentando problemas graves de salud tales como anomalias esqueléticas,
retraso del desarrollo y cardiomegalia.

La disponibilidad de serotipos de AAV que presentan tropismo especifico de tejido y promueven la expresiéon mantenida
de transgenes ofrece la posibilidad de genoterapia mediada por AAV para el tratamiento sistémico de enfermedades
lisosémicas, incluyendo ML 1l y ML Ill. Por consiguiente, la investigacion del tratamiento mediado por AAV de ML II/11]
es importante para establecer si esta estrategia representa una posible estrategia terapéutica para esta enfermedad
devastadora. Sin embargo, antes de que pueda examinarse el tratamiento mediado por AAV de MLII/III, deben
superarse las limitaciones técnicas. La secuencia codificante de GNPTAB (mas de 5,6 kb en seres humanos) es mas
larga que el genoma de AAV enddgeno (aproximadamente 4,7 kb). Por lo tanto, los vectores AAV que pueden alojar
GNPTAB junto con secuencias promotoras/potenciadoras funcionales y los otros componentes del genoma de AAVY,
mientras se sigue facilitando un empaquetamiento eficaz en particulas viricas son muy ventajosos.

La invencién es como se define por las reivindicaciones. La invencion se refiere a una particula virica adenoasociada
recombinante (rAAV) para su uso en un método para tratar la mucolipidosis de tipo Il (ML 1) o la mucolipidosis de tipo
[ (ML 1I} en un mamifero,

en donde la particula de rAAV comprende un vector rAAV, en donde el vector rAAV comprende acido nucleico que
codifica N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa (GNPTAB), al menos una repeticién terminal invertida (ITR) de AAV
y un intrén de virus diminuto de ratones (MVM}),

en donde la GNPTAB esta unida de forma funcional a un promotor, en donde el promotor es un potenciador de
citomegalovirus (CMV)/promotor de beta-actina de pollo (CBA), en donde el potenciador de CMV es un potenciador
acortado y el promotor de CBA es un promotor de CBA truncado.

La solicitud divulga un vector virico adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende acido nucleico que codifica
N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa (GNPTAB) y al menos una repeticion terminal invertida (ITR) de AAV. En
algunas realizaciones, la GNPTAB comprende las subunidades alfa y beta. De acuerdo con la invencién, la GNPTAB
esta unido de forma funcional a un promotor. En algunas realizaciones, la GNPTAB es una GNPTAB humana. En
algunas realizaciones, la GNPTAB comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un
80 %, al menos aproximadamente un 85 %, al menos aproximadamente un 90 % 0 al menos aproximadamente un
95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1. En algunas realizaciones, la GNPTAB comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. De acuerdo con la invencién, el promotor es un promotor de CBA
modificado que es un promotor de CBA truncado. De acuerdo con la invencion, el potenciador de CMV es un
potenciador de CMV acortado. De acuerdo con la invencién, el vector comprende un intréon de MVM. En algunas
realizaciones, el vector comprende una secuencia de poliadenilacién. En algunas realizaciones, la secuencia de
poliadenilacién es una secuencia de poliadenilaciéon de la hormona del crecimiento bovina. En algunas realizaciones,
la repeticion terminal de AAV es una ITR de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAV6E, AAV7, AAVS, AAVrhg,
AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratén.
En algunas realizaciones, el vector rAAV comprende dos ITR.
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En algunos aspectos, la solicitud divulga una particula de rAAV que comprende el vector rAAV de una cualquiera de
las realizaciones anteriores. En algunas realizaciones, la particula de AAV comprende una capside de serotipo AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12,
AAV2R471A, AAV2/2-7m8, AAV DJ, AAV2 N587A, AAV2 E548A, AAV2 N708A, AAV V708K, AAV de cabra, AAV1/AAV2
quimérico, AAV bovino, AAV de ratén o rAAV2/HBoV1. En algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende una
o mas ITR y la capside derivada del mismo serotipo de AAV. En algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende
una o mas ITR derivadas de un serotipo de AAV diferente a la capside de las particulas viricas de rAAV. En algunas
realizaciones, la particula de rAAV comprende una capside de AAV8, y en donde el vector comprende ITR de AAV2.
En algunas realizaciones, la particula de rAAV se produce transfectando una célula hospedadora con &cido nucleico
que codifica el vector rAAV y acido nucleico que codifica las funciones rep y cap de AAV, y proporcionando acido
nucleico que codifica funciones auxiliares de AAV. En algunas realizaciones, las funciones auxiliares de AAV se
proporcionan transfectando la célula hospedadora con acido nucleico que codifica las funciones auxiliares de AAV. En
algunas realizaciones, las funciones auxiliares de AAV se proporcionan infectando la célula hospedadora con un virus
auxiliar AAV que proporciona las funciones auxiliares de AAV. En algunas realizaciones, el virus auxiliar AAV es un
adenovirus, un virus del herpes simple o un baculovirus. En algunas realizaciones, la particula de rAAV se produce
por una célula productora de AAV que comprende &cido nucleico que codifica el vector rAAV y acido nucleico que
codifica las funciones rep y cap de AAV, y proporcionando acido nucleico que codifica funciones auxiliares de AAV. En
algunas realizaciones, la célula productora de AAV comprende acido nucleico que codifica funciones auxiliares de AAV.
En algunas realizaciones, las funciones auxiliares de AAV se proporcionan infectando las células productoras de AAV
con un virus auxiliar AAV que proporciona las funciones auxiliares de AAV. En algunas realizaciones, el virus auxiliar
AAV es un adenovirus, un virus del herpes simple o un baculovirus. En algunas realizaciones, la invencién proporciona
una composicién farmacéutica que comprende cualquiera de las particulas de rAAV descritas en este documento.

La invencion proporciona la particula de rAAV para su uso en un método para tratar la mucolipidosis de tipo Il (ML I1)
o la mucolipidosis de tipo Il (ML Ill} en un mamifero como se define en las reivindicaciones. En algunas realizaciones,
el método es para mantener o aumentar el tamafio corporal en un mamifero con mucolipidosis de tipo Il (ML Il} o
mucolipidosis de tipo Il (ML 111}, en donde las particulas de rAAV comprenden un vector rAAV, en donde el vector rAAV
comprende acido nucleico que codifica N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa (GNPTAB) y al menos una ITR de
AAV, en donde la expresion de GNPTAB provoca el mantenimiento o un incremento en el aumento de peso corporal
y/o el mantenimiento o un incremento en el aumento de la altura corporal. En algunas realizaciones, el método es para
prevenir la reduccion del tamafio corporal en un mamifero con mucolipidosis de tipo Il (ML I} o0 mucolipidosis de tipo
I (ML 111}, en donde las particulas de rAAV comprenden un vector rAAV, en donde el vector rAAV comprende acido
nucleico que codifica N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa (GNPTAB) y al menos una ITR de AAV, en donde la
expresion de GNPTAB evita la reduccion del peso corporal. En algunas realizaciones, el método es para mantener o
aumentar el contenido mineral 6seo en un mamifero con mucolipidosis de tipo Il (ML Il) o mucolipidosis de tipo Il (ML
I}, en donde las particulas de rAAV comprenden un vector rAAV, en donde el vector rAAV comprende acido nucleico
que codifica GNPTAB y al menos una ITR de AAV, en donde la expresion de GNPTAB provoca el mantenimiento o un
aumento en el contenido mineral éseo. En algunas realizaciones, el método es para prevenir la reduccién del contenido
mineral 0seo en un mamifero con mucolipidosis de tipo Il (ML Il) o mucolipidosis de tipo Il (ML Ill}, en donde las
particulas de rAAV comprenden un vector rAAV, en donde el vector rAAV comprende acido nucleico que codifica
GNPTAB y al menos una ITR de AAV, en donde la expresion de GNPTAB evita la reduccién del contenido mineral
6seo. En algunas realizaciones, el método es para mantener o aumentar la densidad mineral 6sea en un mamifero
con mucolipidosis de tipo Il (ML I} o mucolipidosis de tipo Il (ML Ill}, en donde las particulas de rAAV comprenden un
vector rAAV, en donde el vector rAAV comprende &cido nucleico que codifica GNPTAB y al menos una ITR de AAV, en
donde la expresién de GNPTAB provoca el mantenimiento o0 un aumento en la densidad mineral ésea. En algunas
realizaciones, el método es para prevenir la reduccién de la densidad mineral 6sea en un mamifero con mucolipidosis
de tipo Il (ML I} o mucolipidosis de tipo Il (ML 1}, en donde las particulas de rAAV comprenden un vector rAAY, en
donde el vector rAAV comprende acido nucleico que codifica GNPTAB y al menos una ITR de AAV, en donde la
expresion de GNPTAB evita la reduccion de la densidad mineral 6sea.

En algunas realizaciones de los usos anteriores, el tratamiento mejora uno o0 mas sintomas de ML 1l o ML 1lI, en donde
el uno o mas sintomas de ML Il o ML Ill son defectos esqueléticos, deficiencias cognitivas, retrasos en el desarrollo
de habilidades motoras gruesas y finas, pérdida de audicién, falta de tono muscular, abdomen sobresaliente, hernias
umbilicales, engrosamiento mucoso progresivo de las vias respiratorias, infecciones respiratorias frecuentes,
engrosamiento e insuficiencia de la valvula mitral, estrefiimiento o diarrea. En algunas realizaciones, el tratamiento
retarda la progresion de uno o mas sintomas de ML 1l o ML Ill, en donde el uno o mas sintomas de ML Il o ML Il son
defectos esqueléticos, deficiencias cognitivas, retrasos en el desarrollo de habilidades motoras gruesas y finas, pérdida
de audicién, falta de tono muscular, abdomen sobresaliente, hernias umbilicales, engrosamiento mucoso progresivo
de las vias respiratorias, infecciones respiratorias frecuentes, engrosamiento e insuficiencia de la valvula mitral,
estrefiimiento o diarrea. En algunas realizaciones, el método es para mejorar uno o mas sintomas de ML Il o ML Il en
un mamifero, en donde las particulas de rAAV comprenden un vector rAAV, en donde el vector rAAV comprende acido
nucleico que codifica GNPTAB y al menos una ITR de AAV, en donde el uno 0 mas sintomas de ML Il o ML Ill son
defectos esqueléticos, deficiencias cognitivas, retrasos en el desarrollo de habilidades motoras gruesas y finas, pérdida
de audicién, falta de tono muscular, abdomen sobresaliente, hernias umbilicales, engrosamiento mucoso progresivo
de las vias respiratorias, infecciones respiratorias frecuentes, engrosamiento e insuficiencia de la valvula mitral,
estrefiimiento o diarrea. En algunas realizaciones, el método es para retardar la progresién de uno o mas sintomas de
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ML Il o ML 11l en un mamifero, en donde las particulas de rAAV comprenden un vector rAAV, en donde el vector rAAV
comprende acido nucleico que codifica GNPTAB y al menos una ITR de AAV; en donde el uno o mas sintomas de ML
Il o ML Il son defectos esqueléticos, deficiencias cognitivas, retrasos en el desarrollo de habilidades motoras gruesas
y finas, pérdida de audicién, falta de tono muscular, abdomen sobresaliente, hernias umbilicales, engrosamiento
mucoso progresivo de las vias respiratorias, infecciones respiratorias frecuentes, engrosamiento e insuficiencia de la
valvula mitral, estrefiimiento o diarrea.

De acuerdo con la invencién, la GNPTAB esté unido de forma funcional a un promotor. En algunas realizaciones, la
GNPTAB es una GNPTAB humana. En algunas realizaciones, la GNPTAB comprende una secuencia de aminoacidos
que es al menos aproximadamente un 80 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1. En algunas
realizaciones, la GNPTAB comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1. De acuerdo con la invencién, el
promotor es un potenciador de CMV/promotor de beta-actina de pollo (CBA). De acuerdo con la invencién, el promotor
de CBA es un promotor de CBA modificado. De acuerdo con la invencién, el promotor de CBA modificado es un
promotor de CBA truncado. De acuerdo con la invencién, el potenciador de CMV es un potenciador de CMV acortado.
De acuerdo con la invencién, el vector comprende un intron de MVM. En algunas realizaciones, el vector comprende
una secuencia de poliadenilaciéon. En algunas realizaciones, la secuencia de poliadenilacién es una secuencia de
poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovina. En algunas realizaciones, la repeticién terminal de AAV es una
ITR de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVG, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10,
AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratdén. En algunas realizaciones, el vector
rAAV comprende dos ITR. En algunas realizaciones, la particula de AAV comprende una capside de serotipo AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12,
AAV2R471A, AAV2/2-7m8, AAV DJ, AAV2 N587A, AAV2 E548A, AAV2 N708A, AAV V708K, AAV de cabra, AAV1/AAV2
quimérico, AAV bovino, AAV de ratén o rAAV2/HBoV1. En algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende una
o mas ITR y la capside derivada del mismo serotipo de AAV. En algunas realizaciones, la particula de rAAV comprende
una o mas ITR derivadas de un serotipo de AAV diferente a la capside de las particulas viricas de rAAV. En algunas
realizaciones, la particula de rAAV comprende una capside de AAV8, y en donde el vector comprende ITR de AAV2.

En algunas realizaciones de las realizaciones anteriores, la particula de rAAV se produce transfectando una célula
hospedadora con acido nucleico que codifica el vector rAAV y acido nucleico que codifica las funciones rep y cap de
AAV, y proporcionando &cido nucleico que codifica funciones auxiliares de AAV. En algunas realizaciones, las funciones
auxiliares de AAV se proporcionan transfectando la célula hospedadora con &cido nucleico que codifica las funciones
auxiliares de AAV. En algunas realizaciones, las funciones auxiliares de AAV se proporcionan infectando la célula
hospedadora con un virus auxiliar AAV que proporciona las funciones auxiliares de AAV. En algunas realizaciones, el
virus auxiliar AAV es un adenovirus, un virus del herpes simple o un baculovirus. En algunas realizaciones, la particula
de rAAV se produce por una célula productora de AAV que comprende acido nucleico que codifica el vector rAAV y
acido nucleico que codifica las funciones rep y cap de AAV, y proporcionando acido nucleico que codifica funciones
auxiliares de AAV. En algunas realizaciones, la célula productora de AAV comprende acido nucleico que codifica
funciones auxiliares de AAV. En algunas realizaciones, las funciones auxiliares de AAV se proporcionan infectando las
células productoras de AAV con un virus auxiliar AAV que proporciona las funciones auxiliares de AAV. En algunas
realizaciones, el virus auxiliar AAV es un adenovirus, un virus del herpes simple o un baculovirus.

En algunas realizaciones de los usos anteriores, el mamifero es un ser humano. En algunas realizaciones, el ser
humano es un sujeto pediatrico. En algunas realizaciones, el ser humano es un adulto joven.

En algunas realizaciones de los usos anteriores, el rAAV se administra por via intravenosa, intraperitoneal, intraarterial,
intramuscular, subcutanea o intrahepatica. En algunas realizaciones, el rAAV se administra por via intravenosa. En
algunas realizaciones, el rAAV se administra en mas de una ubicacién. En algunas realizaciones, se repite la
administracién. En algunas realizaciones, las particulas viricas de rAAV estan en una composicion farmacéutica. En
algunas realizaciones, la composicién farmacéutica comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En algunos aspectos, la solicitud divulga el uso de cualquier composicion farmacéutica como se describe en este
documento en la fabricacién de un medicamento para tratar ML Il o ML 1l en un mamifero. En algunos aspectos, la
solicitud divulga el uso de cualquier composiciéon farmacéutica como se describe en este documento en la fabricacién
de un medicamento para su uso en cualquiera de los métodos descritos en este documento. En algunos aspectos, la
solicitud divulga el uso de cualquiera de las particulas de rAAV como se describe en este documento en la fabricacién
de un medicamento para tratar ML 1l o ML Il en un mamifero. En algunos aspectos, la solicitud divulga el uso de
cualquiera de las particulas de rAAV descritas en este documento en la fabricaciéon de un medicamento para su uso
en cualquiera de los métodos como se describe en este documento. La invencién proporciona cualquiera de las
composiciones farmacéuticas descritas en este documento para su uso para tratar ML Il o ML Il en un mamifero. En
algunos aspectos, la solicitud divulga el uso de cualquiera de las composiciones farmacéuticas descritas en este
documento para su uso en cualquiera de los métodos descritos en este documento. La solicitud divulga el uso de
cualquiera de los AAV recombinantes descritos en este documento para tratar ML Il o ML 1ll en un mamifero. En
algunos aspectos, la solicitud divulga el uso de cualquiera de los AAV recombinantes descritos en este documento
para su uso en cualquiera de los métodos descritos en este documento. En algunos aspectos, la solicitud divulga el
uso de cualquiera de las composiciones farmacéuticas descritas en este documento en la fabricacién de un
medicamento para mejorar uno 0 mas sintomas de ML Il o ML Il en un mamifero o retardar la progresion de uno o
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mas sintomas de ML Il o ML Ill en un mamifero. En algunas realizaciones, la invencién proporciona cualquier particula
de rAAV descrita en este documento para su uso para mejorar uno o mas sintomas de ML 1l o ML Il en un mamifero
o retardar la progresién de uno o mas sintomas de ML Il o ML Ill en un mamifero. En algunas realizaciones, la invencion
proporciona cualquier composicion farmacéutica descrita en este documento para su uso para mejorar uno 0 mas
sintomas de ML Il o ML Ill en un mamifero o retardar la progresién de uno o mas sintomas de ML Il o ML Il en un
mamifero. En algunos aspectos, la solicitud divulga el uso de cualquier AAV recombinante descrito en este documento
para mejorar uno o mas sintomas de ML Il o ML Il en un mamifero o retardar la progresién de uno o0 mas sintomas de
ML Il o ML [l en un mamifero. En algunas realizaciones, el uno o mas sintomas de ML Il o ML Ill son defectos
esqueléticos, deficiencias cognitivas, retrasos en el desarrollo de habilidades motoras gruesas y finas, pérdida de
audicién, falta de tono muscular, abdomen sobresaliente, hernias umbilicales, engrosamiento mucoso progresivo de
las vias respiratorias, infecciones respiratorias frecuentes, engrosamiento e insuficiencia de la valvula mitral,
estrefiimiento o diarrea. En algunas realizaciones, el mamifero es un ser humano.

En algunos aspectos, la solicitud divulga un kit que comprende cualquiera de los vectores rAAV descritos en este
documento, cualquiera de las particulas de rAAV descritas en este documento o cualquier composicién farmacéutica
como se describe en este documento. En algunos aspectos, el kit es para tratar ML I| o ML Il de acuerdo con cualquiera
de los métodos descritos en este documento. En algunos aspectos, el kit comprende cualquiera de los vectores rAAV
descritos en este documento, cualquiera de las particulas de rAAV descritas en este documento o cualquier
composicién farmacéutica descrita en este documento. En algunos aspectos, el kit comprende ademas uno o mas
tampones o excipientes farmacéuticamente aceptables. En algunos aspectos, el kit comprende ademas instrucciones
para su uso en el tratamiento de ML Il y/o ML III.

Sin formar parte de la invencion, la solicitud divulga un modelo animal no humano de mucolipidosis Il (ML 11}, en donde
al menos un alelo de un gen de N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa (GNPTAB) comprende una eliminacién
localizada entre los exones 12 y 20. En algunos aspectos, al menos un alelo del gen GNPTAB comprende una
eliminacién que abarca los exones 12 y 20. En algunos aspectos, el animal es homocigoético para la eliminacién en el
gen GNPTAB. En algunos aspectos, el animal es heterocigético para la eliminacién en el gen GNPTAB. En algunos
aspectos, una parte del gen GNPTAB se remplaza por un gen gue codifica un indicador y/o marcador de seleccion.
En algunos aspectos, el marcador de seleccién confiere resistencia a neomicina. En algunos aspectos, el animal es
un mamifero. En algunos aspectos, el mamifero es un roedor. En algunos aspectos, el roedor es un ratén. En algunos
aspectos, el ratén tiene un fondo genético derivado de 129/Sv y/o C57BI/6. En algunos aspectos, el animal es
inmunocompetente o inmunodeficiente.

Sin formar parte de la invencion, la solicitud divulga un método de generaciéon de un modelo animal no humano de
mucolipidosis Il (ML 1), que comprende introducir una eliminacion entre los exones 12 y 20 en al menos un alelo del
gen GNPTAB en el animal. En algunos aspectos, al menos un alelo del gen GNPTAB comprende una eliminacién que
abarca los exones 12 y 20. En algunos aspectos, el animal se cruza para que sea homocigético para la eliminacién en
el gen GNPTAB. En algunos aspectos, el animal se cruza para que sea heterocigético para la eliminacién en el gen
GNPTAB. En algunos aspectos, una parte del gen GNPTAB se remplaza por un gen que codifica un indicador y/o
marcador de seleccién. En algunos aspectos, el marcador de seleccidon confiere resistencia a neomicina. En algunas
realizaciones, el animal es un mamifero. En algunos aspectos, el mamifero es un roedor. En algunos aspectos, el
roedor es un raton. En algunos aspectos, el ratén tiene un fondo genético derivado de 129/Sv y/o C57BI/6. En algunos
aspectos, el animal es inmunocompetente o inmunodeficiente.

Sin formar parte de la invencién, la solicitud divulga un método para evaluar un agente para el tratamiento de la
mucolipidosis II (ML II), que comprende administrar el agente al modelo animal no humano como se describe en este
documento, en donde la mejora de uno o méas sintomas de ML Il indica que el agente puede proporcionar tratamiento
beneficioso de ML II. En algunos aspectos, el sintoma de ML Il es peso corporal disminuido, densidad 6sea disminuida,
contenido mineral 6seo disminuido, defectos esqueléticos, deficiencias cognitivas, retrasos en el desarrollo de
habilidades motoras gruesas y finas, pérdida de audicién, falta de tono muscular, abdomen sobresaliente, hernias
umbilicales, engrosamiento mucoso progresivo de las vias respiratorias, infecciones respiratorias frecuentes,
engrosamiento e insuficiencia de la valvula mitral, estrefiimiento y/o diarrea. En algunos aspectos, el agente es una
molécula pequefia, un polipéptido, un anticuerpo, un acido nucleico o una particula virica recombinante.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A proporciona un diagrama de la estructura del gen GNPTAB de ratén y el sitio de insercién genomico del
vector de captura génica usado para generar ratones con inactivacién de GNPTAB.

La figura 1B es una transferencia de Southern que muestra clones ES de ratén usados para generar ratones con
inactivacion de GNPTAB.

Las figuras 2A-2C muestran el retraso del crecimiento presente en ratones con inactivacion de GNPTAB. (Figura 2A)
Peso corporal (g) de ratones naturales (+/+), heterocigéticos (+/-) y homocigoéticos (-/-) a las 6 semanas de edad (***;
p <0,0001; prueba de comparacion multiple de Bonterroni). (Figura 2B) Longitud nasoanal (mm) de ratones naturales,
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heterocigdticos y homocigéticos a las 6 semanas de edad (*; p <0,02; prueba de comparacién multiple de Bonterroni).
(Figura 2C) Morfologia macroscopica de ratones naturales y homocigoéticos.

Las figuras 3A y 3B muestran imagenes de microscopia 6ptica de secciones representativas de cartilago femoral tefiido
con hematoxilina y eosina procedentes de ratones naturales (figura 3A) y con inactivacién homocigética (figura 3B).

Las figuras 4A-4F demuestran la acumulacion de autolisosomas en las glandulas salivales de ratones con inactivacion
(KQO). (Figuras 4A-C) EM que muestra una vision general del &cino de la glandula salival de raton natural, compuesto
de células mucosas y serosas. (Figura 4D) Visién general de un acino de glandula salival KO. La arquitectura global
se ve alterada por la acumulacién masiva de vacuolas grandes en KO. (Figuras 4E-F) Aumento mayor de una vacuola
(figura 4D}, que esta rodeada por una sola membrana y contiene material no degradado. El area de aumento se indica
mediante el recuadro en (figura 4D). AL, autolisosoma; Mu, célula mucosa; N, nucleo; SG; granulo secretor.

Las figuras 5A-5D muestran actividades enzimaticas lisosémicas en sueros de ratones naturales (circulos vacios) y
KO (circulos rellenos), como se indica. Se muestra la actividad de N-acetilglucosaminidasa (figura 5A), B-
hexosaminidasa A (figura 5B), B-galactosidasa (figura 5C) y B-glucuronidasa (figura 5D).

Las figuras 6A y 6B proporcionan una visién general del cronograma experimental para inyecciones. (Figura 6A)
Cronogramas para tratamiento a largo plazo del estudio para ratones a los que se inyecté el vector virico con una edad
de 6 semanas. (Figura 6B) Se indica el niUmero total de ratones (n) inyectados para cada grupo de tratamiento.

La figura 7A representa un esquema del vector pAAV2/8-GNPTAB que contiene ADNc de GNPTAB de raton. La
secuencia de ADNc de GNPTAB de ratén se basa en el nimero de acceso a GenBank NM_001004164.2. Se
optimizaron los codones de la secuencia de nucleétidos para la expresion en ratén. La secuencia de aminoacidos esta
inalterada.

La figura 7B muestra el analisis cuantitativo de higados de ratones KO a los que se ha inyectado AAV-GNPTAB en
comparacién con crias de su misma camada de control.

Las figuras 8A y 8B muestran el cambio del peso corporal desde el peso inicial a lo largo del tiempo para ratones KO
tratados con AAV-GNPTAB y de control. (Figura 8A) Peso corporal total de ratones de control y ratones KO tratados
con AAV-GNPTAB (*p <0,05 prueba de comparacién multiple de Dunnett). (Figura 8B) Datos expresados como la
cantidad de cambio de peso desde el peso inicial a lo largo del tiempo.

Las figuras 9A y 9B muestran el cambio de la altura desde |a altura inicial a lo largo del tiempo para ratones KO tratados
con AAV-GNPTAB y de control. (Figura 9A) Datos expresados como la relacién de la longitud corporal comparada
antes y 6 semanas después de la inyeccién (figura 9B). Datos expresados como la relacién de la longitud corporal
comparada antes y 32 semanas después de la inyeccion.

Las figuras 10A-10C proporcionan histogramas que muestran los niveles de densidad mineral 6sea antes de la
inyeccion (figura 10A), a las 16 semanas después de la inyeccion (figura 10B) y a las 32 semanas después de la
inyeccion (figura 10C). (Figura 10A) Se compararon los homocigoticos y homocigoéticos tratados con AAV-GNPTAB
con los naturales y heterocigéticos. (T; p <0,05, f; p <0,02 en comparacién con natural, *; p <0,02, **; p <0,002 en
comparacién con heterocigético). El tratamiento con AAV-GNPTAB provoco un aumento estadisticamente significativo
en la relacién de BMD (después/antes de Tx) en ratones homocigéticos después de 16 semanas de tratamiento (figura
10B) y 32 semanas de tratamiento (figura 10C). (Figura 10B) 16 semanas después del tratamiento, los ratones con
GNPTAB nula tratados con AAV-GNPTAB mostraron un aumento significativo en la relacién de BMD que otros ratones
(**; P<0,02). (Figura 10C) 32 semanas después del tratamiento, se observaron diferencias significativas en la relacién
de BMD en los ratones tratados con GNPTAB. (#; p <0,05, **; p <0,02). Los valores de P se determinaron mediante
analisis de prueba de la t bilateral para datos independientes. Los datos se presentan como la media + ETM.

Las figuras 11A-11C proporcionan histogramas que muestran los niveles de contenido mineral 6sea antes de la
inyeccion (figura 11A), a las 16 semanas después de la inyeccion (figura 11B) y a las 32 semanas después de la
inyeccion (figura 11C). (Figura 11A) Se compararon los homocigéticos y homocigéticos tratados con AAV-GNPTAB con
los naturales y heterocigéticos. (T; p <0,05, T, p <0,02 en comparaciéon con natural, *; p <0,02, **; p <0,002 en
comparacién con heterocigético). El tratamiento con AAV-GNPTAB provoco un aumento estadisticamente significativo
en la relacion de BMD (después/antes de Tx) en ratones homocigéticos después de 16 semanas de tratamiento (figura
11B) y 32 semanas de tratamiento (figura 11C). (Figura 11B) 16 semanas después del tratamiento, los ratones con
GNPTAB nula tratados con AAV-GNPTAB mostraron un aumento significativo en la relacién de BMD que otros ratones
(**; P<0,02). (Figura 11C) 32 semanas después del tratamiento, se observaron diferencias significativas en la relacién
de BMD en los ratones tratados con GNPTAB. (#, p <0,05, **; p <0,02). Los valores de P se determinaron mediante
andlisis de prueba de la t bilateral para datos independientes. Los datos se presentan como la media + ETM.

Las figuras 12Ay 12B proporcionan histogramas que muestran los niveles del porcentaje de masa magra antes de la

inyeccion (figura 12A) y el cambio del porcentaje de masa magra 32 semanas después de la inyeccion (figura 12B).
(Figura 12A) Se compararon los homocigoéticos y homocigoticos tratados con AAV-GNPTAB con los naturales y
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heterocigéticos. (1; p <0,02 en comparacion con natural, *; p <0,05, **; p <0,001 en comparacion con heterocigético).
(Figura 12B) 32 semanas después del tratamiento, no se observé cambio en el % de masa magra en los ratones
tratados con AAV-GNPTAB. Los valores de P se determinaron mediante analisis de prueba de la t bilateral para datos
independientes. Los datos se presentan como la media = ETM.

Descripcion detallada

En algunos aspectos, la solicitud divulga un vector virico adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende acido
nucleico que codifica las subunidades alfa y beta de N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa (GNPTAB) y al menos
una repeticion terminal invertida (ITR) de AAV. Se divulgan ademds en este documento particulas de rAAV que
comprenden un vector rAAV de la presente divulgacion, asi como composiciones farmacéuticas que comprenden una
particula de rAAV de la presente divulgacion.

En algunos aspectos, la solicitud divulga ademas métodos para tratar la mucolipidosis de tipo Il (ML I} 0 mucolipidosis
de tipo Il (ML I1l} en un mamifero, que comprende administrar al mamifero una cantidad eficaz de particulas de rAAV,
donde las particulas de rAAV comprenden un vector rAAV, y el vector rAAV comprende acido nucleico que codifica
GNPTAB y al menos una ITR de AAV. En este documento se proporcionan ademas métodos para aumentar el tamafio
corporal, el contenido mineral 6seo y/o la densidad mineral ésea en un mamifero con mucolipidosis de tipo Il (ML Il) o
mucolipidosis de tipo Il (ML Ill}, que comprende administrar al mamifero una cantidad eficaz de particulas de rAAV,
donde las particulas de rAAV comprenden un vector rAAV, y el vector rAAV comprende acido nucleico que codifica
GNPTAB y al menos una ITR de AAV. En algunas realizaciones, la expresion de GNPTAB provoca un aumento del
tamafio corporal, el contenido mineral 6seo y/o la densidad mineral 6sea.

En algunos aspectos, la solicitud divulga ademas usos y/o Kits para tratar ML Il o ML Ill, por ejemplo, usando un vector
rAAV, particula de rAAV o composicién farmacéutica de la presente divulgacion.

1. Técnicas generales

Las técnicas y procedimientos descritos 0 mencionados en este documento en general estan bien comprendidos y se
emplean normalmente usando metodologia convencional por los expertos en la materia, tales como, por ejemplo, las
metodologias utilizadas ampliamente descritas en Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook et al., 4.2 ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 2012); Current Protocols in Molecular Biology (F.M.
Ausubel, et al. eds., 2003); la serie Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); PCR 2: A Practical Approach (M.J.
MacPherson, B.D. Hames y G.R. Taylor eds., 1995); Antibodies, A Laboratory Manual (Harlow y Lane, eds., 1988);
Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique and Specialized Applications (R.I. Freshney, 6.2 ed., J. Wiley and
Sons, 2010); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular Biology, Humana Press; Cell
Biology: A Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed., Academic Press, 1998); Introduction to Cell and Tissue Culture (J.P.
Mather y P.E. Roberts, Plenum Press, 1998); Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Griffiths,
y D.G. Newell, eds., J. Wiley and Sons, 1993-8); Handbook of Experimental Immunology (D.M. Weiry C.C. Blackwell,
eds., 1996), Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller y M.P. Calos, eds., 1987); PCR: The Polymerase
Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current Protocols in Immunology (J.E. Coligan et al,, eds., 1991); Short
Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds., J. Wiley and Sons, 2002); Immunobiology (C.A. Janeway et al.,
2004); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: A Practical Approach (D. Catty,, ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal
Antibodies: A Practical Approach (P. Shepherd y C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using Antibodies: A
Laboratory Manual (E. Harlow y D. Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti y J.
D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995); y Cancer: Principles and Practice of Oncology (V.T. DeVita et
al., eds., J.B. Lippincott Company, 2011).

Il. Definiciones

Un "vector", como se usa en este documento, se refiere a un plasmido o virus recombinante que comprende un acido
nucleico a suministrar a una célula hospedadora, in vitro o in vivo.

El término "polinucleétido” o "acido nucleico”, como se usa en este documento, se refiere a una forma polimérica de
nucleétidos de cualquier longitud, ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos. Por tanto, este término incluye, aunque sin
limitaciéon, ADN o ARN mono-, bi- o multicatenario, ADN genémico, ADNc, hibridos de ADN-ARN o un polimero que
comprende bases de purina y pirimidina u otras bases nucleotidicas naturales, modificadas quimica o
bioquimicamente, no naturales o derivatizadas. La cadena principal del acido nucleico puede comprender gllcidos y
grupos fosfato (como se puede encontrar tipicamente en ARN o ADN), o grupos glucidicos o fosfato modificados o
sustituidos. Como alternativa, la cadena principal del acido nucleico puede comprender un polimero de subunidades
sintéticas tales como fosforamidatos y, por tanto, puede ser un fosforamidato de oligodesoxinucleésido (P-NH2) o un
oligémero fosforamidato-fosfodiéster mixto. Ademas, puede obtenerse un &cido nucleico bicatenario a partir del
producto polinucleotidico monocatenario de sintesis quimica, sintetizando la hebra complementaria e hibridando las
hebras en condiciones apropiadas 0 sintetizando la hebra complementaria de novo usando una ADN polimerasa con
un cebador apropiado.
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Los términos "polipéptido" y "proteina” se usan indistintamente para referirse a un polimero de residuos aminoacidicos,
y no estan limitados a una longitud minima. Dichos polimeros de residuos aminoacidicos pueden contener residuos
aminoacidicos naturales o no naturales, e incluyen, aunque sin limitacion, péptidos, oligopéptidos, dimeros, trimeros
y multimeros de residuos aminoacidicos. Tanto las proteinas de longitud completa como los fragmentos de las mismas
estan englobados por la definicién. Las expresiones también incluyen modificaciones tras la expresién del polipéptido,
por ejemplo, glucosilacién, sialilacién, acetilacion, fosforilacion y similares. Ademas, para los propositos de la presente
invencion, un "polipéptido” se refiere a una proteina que incluye modificaciones, tales como eliminaciones, adicionales
y sustituciones (en general de naturaleza conservadora), en la secuencia natural, siempre que la proteina mantenga
la actividad deseada. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de mutagénesis dirigida al sitio, o
pueden ser accidentales, tales como través de mutaciones de hospedadores que producen las proteinas o errores
debidos a amplificacién por PCR.

Un "vector virico recombinante” se refiere a un vector polinucleotidico recombinante que comprende una o mas
secuencias heterélogas (es decir, secuencia de acido nucleico que no es de origen virico). En el caso de vectores AAV
recombinantes, el acido nucleico recombinante esta flanqueado por al menos una, por ejemplo, dos, secuencias de
repeticion terminal invertida (ITR).

Un "vector AAV recombinante (vector rAAV)" se refiere a un vector polinucleotidico que comprende una o mas
secuencias heterélogas (es decir, secuencia de acido nucleico que no es de origen de AAV) que estan flanqueadas
por al menos una, por ejemplo, dos, secuencias de repeticién terminal invertida (ITR) de AAV. Dichos vectores rAAV
pueden replicarse y empaquetarse en particulas viricas infecciosas cuando estan presentes en una célula
hospedadora que se ha infectado con un virus auxiliar adecuado (0 que esta expresando funciones auxiliares
adecuadas) y que esta expresando los productos génicos rep y cap de AAV (es decir, las proteinas Rep y Cap de
AAV). Cuando se incorpora un vector rAAV en un polinucleétido mas grande (por ejemplo, en un cromosoma o en otro
vector tal como un plasmido usado para clonacién o transfeccién), entonces el vector rAAV puede denominarse
"provector" que puede "rescatarse" mediante replicacién y encapsidacion en presencia de funciones de
empaquetamiento de AAV y funciones auxiliares adecuadas. Un vector rAAV puede estar en cualquiera de varias
formas, incluyendo, aunque sin limitacién, plasmidos, cromosomas artificiales lineales, en complejo con lipidos,
encapsulados dentro de liposomas y, en realizaciones, encapsidados en una particula virica, particularmente una
particula de AAV. Un vector rAAV puede empaquetarse en una capside de virus AAV para generar una "particula virica
adenoasociada recombinante (particula de rAAV)".

Un "virus rAAV" o "particula virica rAAV" se refiere a una particula virica compuesta por al menos una proteina de la
céapside de AAV y un genoma de vector rAAV encapsidado.

"Heterélogo” significa derivado de una entidad genctipicamente distinta de la del resto de la entidad con la que se
compara 0 en la que se introduce o incorpora. Por ejemplo, un acido nucleico introducido por técnicas de
genomanipulacién en un tipo de célula diferente es un &cido nucleico heterélogo (y, cuando se expresa, puede codificar
un polipéptido heterdlogo). Asimismo, una secuencia celular (por ejemplo, un gen o parte del mismo) que se incorpora
en un vector virico es una secuencia de nucleétidos heterdloga con respecto al vector.

El término "transgén" se refiere a un acido nucleico que se introduce en una célula y puede transcribirse en ARN v,
opcionalmente, traducirse y/o expresarse en condiciones apropiadas. En aspectos, confiere una propiedad deseada a
una célula en la que se introdujo, o da lugar de otro modo a un resultado terapéutico o de diagnéstico deseado. En
otro aspecto, puede transcribirse en una molécula que media la interferencia de ARN, tal como ARNip.

Las expresiones "particulas genémicas (gp)", "equivalentes genémicos" o "copias de genoma", como se usan en
referencia a una concentracién virica, se refieren al nimero de viriones que contiene el genoma de ADN de AAV
recombinante, independientemente de la infectividad o funcionalidad. El nimero de particulas gendmicas en una
preparacién de vector particular puede medirse por procedimientos tales como los descritos en los ejemplos de este
documento o, por ejemplo, en Clark et al. (1999) Hum. Gene Ther., 10:1031-1039; Veldwijk et al. (2002) Mol. Ther.,
6:272-278.

Las expresiones "unidad de infeccién (ui)", "particula infecciosa" o "unidad de replicaciéon”, como se usan en referencia
a una concentracion virica, se refieren al nimero de particulas de vector AAV recombinante infecciosas y competentes
en la replicacion, medido por el ensayo del centro infeccioso, también conocido como ensayo de centro de replicacion,
como se describe, por ejemplo, en McLaughlin et al. (1988) J. Virol., 62:1963-1973.

La expresion "unidad de transduccién (ut)", como se usa en referencia a una concentracion virica, se refiere al nimero
de particulas de vector AAV recombinante infecciosas que provocan la produccién de un producto transgénico
funcional, medido en ensayos funcionales tales como los descritos en los ejemplos de este documento o, por ejemplo,
en Xiao et al. (1997) Exp. Neurobiol., 144:113-124; o en Fisher et al. (1996) J. Virol., 70:520-532 (ensayo LFU).

Una secuencia de "repeticion terminal invertida" o "ITR" es una expresién bien entendida en la técnica y se refiere a
secuencias relativamente cortas encontradas en los extremos de los genomas viricos que estan en orientacion
opuesta.
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Una secuencia de "repeticion terminal invertida (ITR) de AAV", una expresién bien entendida en la técnica, es una
secuencia de aproximadamente 145 nucleétidos que estd presente en ambos extremos del genoma de AAV
monocatenario natural. Los 125 nucleétidos mas externos de la ITR pueden estar presentes en cualquiera de dos
orientaciones alternativas, lo que da lugar a heterogeneidad entre diferentes genomas de AAV y entre los dos extremos
de un solo genoma de AAV. Los 125 nucleétidos méas externos también contienen varias regiones mas cortas de
autocomplementariedad (denominadas regiones A, A', B, B', C, C' y D), lo que permite que se produzca un
emparejamiento de bases intracatenario dentro de esta parte de la ITR.

Una "secuencia de resolucion terminal" o "trs" es una secuencia en la regién D de la ITR de AAV que se escinde por
proteinas rep de AAV durante la replicacién del ADN virico. Una secuencia de resolucién terminal mutante es resistente
a la escisién por proteinas rep de AAV. Las "funciones auxiliares de AAV" se refieren a funciones que permiten replicar
y empaquetar el AAV por una célula hospedadora. Pueden proporcionarse funciones auxiliares de AAV en cualquiera
de varias formas incluyendo, aunque sin limitacién, un virus auxiliar o genes de virus auxiliar que ayudan en la
replicacion y empaquetamiento de AAV. Otras funciones auxiliares de AAV son conocidas en la técnica, tales como
agentes genotéxicos.

Las "funciones auxiliares de AAV" se refieren a funciones que permiten replicar y empaquetar el AAV por una célula
hospedadora. Pueden proporcionarse funciones auxiliares de AAV en cualquiera de varias formas incluyendo, aunque
sin limitacién, un virus auxiliar o genes de virus auxiliar que ayudan en la replicacién y empaguetamiento de AAV. Otras
funciones auxiliares de AAV son conocidas en la técnica, tales como agentes genotoxicos.

Un "virus auxiliar" para AAV se refiere a un virus que permite que AAV (que es un parvovirus defectuoso) se replique
y empaquete por una célula hospedadora. Se han identificado varios de dichos virus auxiliares, incluyendo adenovirus,
herpesvirus, poxvirus tales como virus de la variolovacuna y baculovirus. Los adenovirus abarcan varios subgrupos
diferentes, aunque el adenovirus de tipo 5 del subgrupo C (Ad5) es el usado mas habitualmente. Se conocen
numerosos adenovirus de origen humano, mamifero no humano y aviar y estan disponibles de depésitos tales como
la ATCC. Los virus de la familia del herpes, que también estan disponibles de depésitos tales como ATCC incluyen,
por ejemplo, los virus del herpes simple (VHS), los virus de Epstein-Barr (VEB), los citomegalovirus (CMV) y los virus
de la seudorrabia (VPR). Los baculovirus disponibles de depésitos incluyen el virus de la polihedrosis nuclear de
Autographa californica.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia" con respecto a un polipéptido o secuencia de acido nucleico de
referencia se define como el porcentaje de residuos aminoacidicos o nucleétidos en una secuencia candidata que son
idénticos a los residuos aminoacidicos o nucleétidos en el polipéptido o secuencia de acido nucleico de referencia,
después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para conseguir el porcentaje maximo de
identidad de secuencia, y sin considerar ninguna sustitucién conservadora como parte de la identidad de secuencia.
La alineacién con propésitos de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos o acido nucleico
puede conseguirse de diversas maneras que pertenecen a las habilidades de la técnica, por ejemplo, usando
programas informaticos disponibles al publico, por ejemplo, los descritos en Current Protocols in Molecular Biology
(Ausubel et al., eds., 1987), Sup. 30, seccion 7.7.18, tabla 7.7.1, y que incluye BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign
(DNASTAR). Un posible programa de alineacion es ALIGN Plus (Scientific and Educational Software, Pensilvania). Los
expertos en la materia pueden determinar los parametros apropiados para medir la alineacién, incluyendo cualquier
algoritmo necesario para conseguir la alineacién maxima sobre la longitud completa de las secuencias que se estén
comparando. Para los propésitos de este documento, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de una
secuencia de aminoacidos dada A con respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos dada B (que puede
expresarse alternativamente como una secuencia de aminoacidos dada A que tiene o comprende un determinado %
de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos dada B) se
calcula como sigue: 100 por la fraccion X/Y, donde X es el nimero de residuos aminoacidicos valorados como
coincidencias idénticas mediante el programa de alineacién de secuencias en la alineacién de Ay B de ese programa,
y donde Y es el nimero total de residuos aminoacidicos en B. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de
aminoacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de
aminoécidos de A con respecto a B no serd igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a
A. Para los propésitos de este documento, el % de identidad de secuencia de acido nucleico de una secuencia de
acido nucleico dada C con respecto a, con o frente a una secuencia de acido nucleico D dada (que puede expresarse
alternativamente como una secuencia de acido nucleico C dada que tiene o comprende un determinado % de identidad
de secuencia de acido nucleico con respecto a, con o frente a una secuencia de acido nucleico D dada) se calcula
como sigue: 100 por la fraccion W/Z, donde W es el nimero de nucleétidos valorados como coincidencias idénticas
mediante el programa de alineamiento de secuencias en el alineamiento de C y D de ese programa, y donde Z es el
nimero total de nucleétidos en D. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de acido nucleico C no es igual
a la longitud de la secuencia de acido nucleico D, el % de identidad de secuencia de acido nucleico de C con respecto
a D no sera igual al % de identidad de secuencia de &cido nucleico de D con respecto a C.

Una molécula (por ejemplo, acido nucleico o proteina) o célula "aislada" significa que se ha identificado y separado
y/o recuperado de un componente de su entorno natural.
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Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para lograr resultados beneficiosos o deseados, incluyendo resultados
clinicos (por ejemplo, mejora de los sintomas, consecucion de criterios de valoracién clinicos y similares). Una cantidad
eficaz puede administrarse en una o mas administraciones. En términos de una patologia, una cantidad eficaz es una
cantidad suficiente para mejorar, estabilizar o retardar el desarrollo de una enfermedad. Por ejemplo, una cantidad
eficaz de una particula de rAAV expresa una cantidad deseada de acido nucleico heterélogo, tal como un polipéptido
terapéutico o acido nucleico terapéutico.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, aunque sin limitacion, animales domesticados (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos tales
como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En determinadas realizaciones, el individuo o sujeto
es un ser humano.

Como se usa en este documento, "tratamiento” es una estrategia para obtener resultados clinicos beneficiosos o
deseados. Para los propoésitos de esta invencién, los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, aunque
sin limitacién, el alivio de sintomas, la disminucién del alcance de la enfermedad, estado estabilizado (por ejemplo ,
sin empeoramiento) de la enfermedad, prevencion de la propagacién (por ejemplo, metastasis) de la enfermedad,
retardo o ralentizacion de la progresion de la enfermedad, mejora o paliacién de la patologia y remisién (ya sea parcial
o total), ya sea detectable o indetectable. "Tratamiento" también puede significar prolongar la supervivencia en
comparacién con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento.

Cuando se usa en referencia a un gen o secuencia codificante, "N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa (también
conocida como GlcNAc-1-fosfotransferasa o GNPTAB)" se refiere a una secuencia polinucleotidica que codifica las
subunidades alfa y beta de la enzima que cataliza una reaccién quimica que implica la formacion por la enzima
lisosémica de N-acetil-glucosaminil-fosfo-D-manosa y UMP a partir de UDP-N-acetil-D-glucosamina y por la enzima
lisosémica de D-manosa (cédigo EC 2.7.8.17). Cuando se usa en referencia a un polipéptido, "N-acetilglucosamina-
1-fosfotransferasa (también conocida como GIcNAc-1-fosfotransferasa 0 GNPTAB)" se refiere a las subunidades alfa
y beta de la enzima mencionada anteriormente (Kudo, M. et al., J Biol Chem. 2005, 280(43):36141-9; Gelfman, CM et
al., Invest. Opthamol. Vis. Sci. 2007, 48(11):5221-5228). Se sabe que el complejo completo enzimatico GlcNAc-1-
fosfotransferasa incluye las subunidades a2, B2 y y2, de las que se requieren las subunidades alfa y beta para la
actividad catalitica. Cualquier enzima que se sepa 0 se prevea que cataliza la reaccién descrita por el cédigo EC
2.7.8.17 y/o realice la funcién molecular descrita por el término GO: 0003976 puede ser una GNPTAB de la presente
divulgacion. En algunas realizaciones, la GNPTAB es una GNPTAB variante. En algunas realizaciones, la GNPTAB es
una GNPTAB truncada. En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica la GNPTAB es de aproximadamente
4,7 kb. En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica la GNPTAB es de menos de aproximadamente 4,7 kb.
En algunas realizaciones, la GNPTAB variante (por ejemplo, truncada) comprende las subunidades alfa y beta. En
algunas realizaciones, la GNPTAB variante (por ejemplo, una GNPTAB truncada) es al menos aproximadamente un
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a GNPTAB natural.
En algunas realizaciones, la GNPTAB variante (por ejemplo, una GNPTAB truncada) mantiene al menos
aproximadamente un 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 % o0 10 % de la actividad de GNPTAB natural.
Se proporcionan ejemplos de GNPTAB humana por los nimeros de acceso a GenBank NP_077288.2 y NM_024312.4.
Se proporciona un ejemplo de una secuencia de aminoacidos de GNPTAB humana por SEQ ID NO:1. Se proporcionan
ejemplos de GNPTAB de ratén por el n.® de acceso a GenBank NP_001004164. Se proporciona un ejemplo de una
secuencia de aminoacidos de GNPTAB de ratén por SEQ ID NO:2. Se proporcionan ejemplos adicionales de GNPTAB
por los numeros de acceso a GenBank XP_001155334 y XP_509312 (Pan troglodytes), XP_002687680 y
NP_001179157 (Bos taurus), XP_416329 (Gallus gallus), XP_532667 (Canis familiaris), XP_001497199 (Equus
caballus), XP_001079967 y XP_343195 (Rattus norviegicus) y NP_001038233 (Danio rerio).

"Mucolipidosis de tipo 11" (los términos MLII, ML-Il y ML de tipo Il pueden usarse indistintamente en este documento) y
"mucolipidosis de tipo Ill" (los términos MLIII, ML-IIl y ML de tipo Il pueden usarse indistintamente en este documento)
se refieren a una clase de enfermedades provocadas por mutaciones en el gen GNPTAB. Ambas enfermedades son
trastornos autosdémicos recesivos. Sin embargo, MLIII se asocia tipicamente con mutaciones que provocan una
pérdida mas leve de la funcién de GNPTAB en comparacién con MLII. Por tanto, MLII tipicamente provoca fenotipos
de enfermedad mas graves que MLIII. MLII también se conoce como enfermedad de células |. Puede encontrarse una
descripcién adicional de MLII en la entrada de OMIM n.2 252500. MLIII también se conoce como seudopolidistrofia de
Hurler. Puede encontrarse una descripcién adicional de MLIII en la entrada de OMIM n.2 252600.

"Promotor de B-actina de pollo (CBA)" se refiere a una secuencia polinucleotidica derivada de un gen de B-actina de
pollo (por ejemplo, beta actina de Gallus gallus, representada por la ID génica 396526 de GenBank Entrez). Como se
usa en este documento, "promotor de B-actina de pollo" puede referirse a un promotor que contiene un elemento
potenciador temprano de citomegalovirus (CMV), el promotor y el primer exén e intrén del gen de B-actina de pollo, y
el aceptador de empalme del gen de beta-globina de conejo, tal como las secuencias descritas en Miyazaki, J., et al.
(1989) Gene 79(2):269-77. Como se usa en este documento, la expresion "promotor de CAG" puede usarse
indistintamente. Como se usa en este documento, la expresién "potenciador temprano de CMV/promotor de beta
actina de pollo (CAG)" puede usarse indistintamente.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991277 T3

Se eligié un promotor de beta actina de pollo acortado en funcién de estudios de eliminacién que mostraron que las
secuencias anteriores de -106 podrian eliminarse sin influir significativamente en la actividad promotora (Quitschke et
al., J. Biol. Chem. 264:9539-9546, 1989).

Una referencia a "aproximadamente” un valor o parametro en este documento incluye (y describe) realizaciones que
se refieren a ese valor o pardmetro per se. Por ejemplo, una descripcién que se refiera a "aproximadamente X" incluye
una descripcion de "X".

Como se usa en este documento, la forma singular de los articulos "un/o0", "una" y "el/la" incluye referencias en plural
salvo que se indique de otro modo.

Se entiende que los aspectos y realizaciones de la invencién descritos en este documento incluyen "que comprende”,
"que consiste en" y/o "que consiste esencialmente en" aspectos y realizaciones.

lll. Vectores

En determinados aspectos, la divulgacién proporciona vectores rAAV, por ejemplo, adecuados para su uso en
cualquiera de los métodos, particulas de rAAV y/o composiciones farmacéuticas descritas en este documento. Por
ejemplo, en algunos aspectos, un acido nucleico heterélogo (por ejemplo, una secuencia polinucleotidica que codifica
un polipéptido GNPTAB funcional) se suministra a un sujeto a través de un vector rAAV de la presente divulgacién.

Determinados aspectos de la presente divulgacidon se refieren a N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa,
subunidades alfa y beta (GNPTAB), por ejemplo, polipéptidos GNPTAB o &cidos nucleicos que codifican un polipéptido
GNPTAB. Como se conoce en la técnica, la enzima N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa (también conocida como
N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa) incluye dos subunidades alfa, dos beta y dos gamma. Las subunidades alfa
y beta estan codificadas por un gen GNPTAB (también conocido como GNPTA, enfermedad de células | o /ICD o
EG432486 o mKIAA1208 en raton). Los ejemplos de genes GNPTAB incluyen, por ejemplo, GNPTAB humana (por
ejemplo, como se describe en el n.2 de ID génica 79158 del NCBI) y GNPTAB de ratén (por ejemplo, como se describe
en el n.2 de ID génica 432486 del NCBI).

En algunas realizaciones, el polipéptido GNPTAB puede ser un polipéptido GNPTAB humano. Una secuencia
polipeptidica de GNPTAB humana puede incluir, sin limitacion, la secuencia de referencia del NCBI n.2 NP_077288.
En algunas realizaciones, el polipéptido GNPTAB comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En
algunas realizaciones, el polipéptido GNPTAB comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos
aproximadamente un 80 %, al menos aproximadamente un 81 %, al menos aproximadamente un 82 %, al menos
aproximadamente un 83 %, al menos aproximadamente un 84 %, al menos aproximadamente un 85 %, al menos
aproximadamente un 89 %, al menos aproximadamente un 87 %, al menos aproximadamente un 88 %, al menos
aproximadamente un 86 %, al menos aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 91 %, al menos
aproximadamente un 92 %, al menos aproximadamente un 93 %, al menos aproximadamente un 94 %, al menos
aproximadamente un 95 %, al menos aproximadamente un 96 %, al menos aproximadamente un 97 %, al menos
aproximadamente un 98 % o al menos aproximadamente un 99 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 1. En algunas realizaciones, la GNPTAB es una GNPTAB truncada. En algunas realizaciones, el acido nucleico
que codifica la GNPTAB es de aproximadamente 4,7 kb. En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica la
GNPTAB es de menos de aproximadamente 4,7 kb. En algunas realizaciones, la GNPTAB variante (por ejemplo,
truncada) comprende las subunidades alfa y beta. En algunas realizaciones, el polipéptido GNPTAB es un polipéptido
GNPTAB variante (por ejemplo, GNPTAB truncada) que mantiene al menos una parte de la actividad de un polipéptido
GNPTAB natural (por ejemplo, al menos aproximadamente cualquiera de un 5 %, 10 %, 25 %, 50 %, 75 % o0 100 %
de la actividad GNPTAB natural). En algunas realizaciones, el polipéptido GNPTAB variante (por ejemplo, GNPTAB
truncada) tiene mayor actividad en comparacién con un polipéptido GNPTAB natural (por ejemplo, al menos
aproximadamente cualquiera de un 125 %, 150 %, 200 %, 300 % o 500 % mayor actividad en comparacién con
GNPTAB natural).

De acuerdo con la invencién, el &cido nucleico heterdlogo (por ejemplo, acido nucleico que codifica GNPTAB) esta
unido de forma funcional a un promotor. De acuerdo con la invencién, el promotor comprende un promotor de CBA
truncado. De acuerdo con la invencién, el promotor comprende un potenciador de CMV acortado.

De acuerdo con la invencién, el vector comprende un intrén. El intrén es un intrén de virus diminuto de ratones (MVM).

En algunas realizaciones, el vector comprende una secuencia de poliadenilacion (poliA). Numerosos ejemplos de
secuencias de poliadenilacién son conocidos en la técnica, tal como la secuencia poli(A) de la hormona de crecimiento
bovina (BGH) (véase, por ejemplo, el nimero de acceso EF592533), una secuencia de poliadenilacién de SV40 y una
secuencia de poliadenilacién pA de TK de VHS.

Sin el deseo de quedar ligados a teoria alguna, debido al gran tamafio de la secuencia codificante de GNPTAB, puede

ser ventajoso minimizar el tamafio de otros elementos del vector rAAV (por ejemplo, un promotor, potenciador, intrén,
secuencia de poliA, etc.). En algunas realizaciones, una variante acortada del promotor de CBA descrito en este

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991277 T3

documento puede usarse en un vector rAAV. Los métodos para generar una variante acortada de un promotor son
conocidos en la técnica. Por ejemplo, el promotor de interés podria mutarse introduciendo eliminaciones de uno o mas
nucleétidos en la secuencia promotora, y dichas secuencias promotoras variantes podrian clonarse individualmente
en vectores que incluyen una construccién indicadora bajo la regulacién de cada secuencia promotora. Este sistema
podria usarse para identificar variantes acortadas de un promotor que retengan una fuerza indicada (por ejemplo,
cantidad de transcrito producido). Un vector rAAV de acuerdo con la presente invencion incluye potenciador de
CMV/promotor de CBA truncado y/o acortado, por ejemplo, como se describe en este documento. Se podrian usar
métodos similares para identificar variantes acortadas de un intron que retengan niveles apropiados de transcripcion,
estabilidad del ARNm y/o empalme. En algunas realizaciones, un vector rAAV de la presente divulgacion puede incluir
un intron acortado como se describe en este documento. Se podrian usar métodos similares para identificar variantes
acortadas de una secuencia de poliA que retengan niveles apropiados de transcripcién, estabilidad del ARNm y/o
poliadenilacién. En algunas realizaciones, un vector rAAV de la presente divulgacion puede incluir una secuencia de
poliA acortada como se describe en este documento. En algunas realizaciones, el gen GTNAP comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 0 2.

La presente solicitud divulga el uso de un genoma virico recombinante para la introduccién de una o0 mas secuencias
de acido nucleico que codifican un polipéptido y/o acido nucleico terapéutico para empaguetarse en una particula
virica de rAAV. El genoma virico recombinante puede incluir cualquier elemento para establecer la expresion del
polipéptido y/o acido nucleico terapéutico, por ejemplo, un promotor, una ITR de la presente divulgacion, un elemento
de unién al ribosoma, terminador, potenciador, marcador de seleccién, intrén, sefial de poliA y/u origen de replicacién.

IV. Particulas viricas y métodos de produccién de particulas viricas

Determinados aspectos de la presente divulgacion se refieren a particulas de rAAV, por ejemplo, que contienen un
vector rAAV de la presente divulgacién. En una particula de AAV, se encapsida un acido nucleico en la particula de
AAV. La particula de AAV también comprende proteinas de la capside. En algunas realizaciones, el acido nucleico
comprende la o las secuencias codificantes de interés (por ejemplo, una secuencia codificante de GNPTAB),
componentes unidos de forma funcional en la direccion de transcripcién, secuencias de control que incluyen
secuencias de inicio y terminacién de la transcripcién, formando de ese modo un casete de expresién. El casete de
expresion esta flanqueado en el extremo 5' y 3' por al menos una secuencia ITR de AAV funcional. Por "secuencias
ITR de AAV funcionales" se entiende que las secuencias ITR funcionan como se pretende para el rescate, replicacion
y empaquetamiento del virion AAV. Véase Davidson et al., PNAS, 2000, 97(7)3428-32; Passini et al., J. Virol., 2003,
77(12):7034-40; y Pechan et al., Gene Ther., 2009, 16:10-16. Para poner en practica algunos aspectos de la invencion,
los vectores recombinantes comprenden al menos todas las secuencias de AAV esenciales para la encapsidacion y
las estructuras fisicas para la infeccion por el rAAV. Las ITR de AAV para su uso en los vectores de la invencién no
necesitan tener una secuencia de nucleétidos natural (por ejemplo, como se describe en Kotin, Hum. Gene Ther.,
1994, 5:793-801), y pueden alterarse mediante la insercién, eliminacién o sustituciéon de nucleétidos o las ITR de AAV
pueden derivar de cualquiera de varios serotipos de AAV. Actualmente se conocen mas de 40 serotipos de AAV, y se
siguen identificando nuevos serotipos y variantes de serotipos existentes. Véase Gao et al., PNAS, 2002, 99(18):
11854-6; Gao et al., PNAS, 2003, 100(10):6081-6; y Bossis et al., J. Virol., 2003, 77(12):6799-810. El uso de cualquier
serotipo de AAV se considera dentro del alcance de la presente invencién. En algunas realizaciones, un vector rAAV
es un vector derivado de un serotipo de AAV incluyendo, sin limitacién, ITR de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6,
AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV
bovino o AAV de ratén o similares. En algunas realizaciones, el acido nucleico en el AAV comprende una ITR de AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12,
AAV2R471A, AAV DJ, una ITR de AAV de cabra, AAV bovino o de AAV de ratén o similares.

En algunas realizaciones, una particula de rAAV comprende una proteina de encapsidacion seleccionada de AAV1,
AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVE (por ejemplo, una capside de AAV6 natural, o una cépside de AAV6 variante tal como
ShH10, como se describe en la publicacion PG de Estados Unidos 2012/0164106), AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R,
AAV9 (por ejemplo, una capside de AAV9 natural, o una capside de AAV9 modificada como se describe en la
publicacion PG de Estados Unidos 2013/0323226), AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, un mutante de tirosina de la
capside, un mutante de unién a heparina de la capside, una capside de AAV2R471A, una cépside de AAVAAV2/2-7m8,
una capside de AAV DJ (por ejemplo, una capside de AAV-DJ/8, una capside de AAV-DJ/9 o cualquier otra de las
capsides descritas en la publicacién PG de Estados Unidos 2012/0066783), capside de AAV2 N587A, cépside de AAV2
E548A, capside de AAV2 N708A, capside de AAV V708K, capside de AAV de cabra, capside quimérica de AAV1/AAV2,
capside de AAV bovino, capside de AAV de raton, capside de rAAV2/HBoV1, o una capside de AAV descrita en la
patente de Estados Unidos n.® 8 283 151 o la publicacion internacional n.2 WO/2003/042397. En realizaciones
adicionales, una particula de rAAV comprende proteinas de la capside de un serotipo de AAV de los clados A-F.

Se usan diferentes serotipos de AAV para optimizar la transduccién de células diana particulares o para abordar tipos
de células especificos dentro de un tejido diana particular (por ejemplo, un tejido enfermo). Una particula de rAAV
puede comprender proteinas viricas y acidos nucleicos viricos del mismo serotipo o un serotipo mixto. Por ejemplo,
una particula de rAAV puede contener una o mas ITR y capside derivada del mismo serotipo de AAV, o una particula
de rAAV puede contener una o mas ITR derivadas de un serotipo de AAV diferente que la capside de la particula de

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991277 T3

rAAV. En determinadas realizaciones, una particula de rAAV contiene una capside de AAV8 y una o mas (por ejemplo,
2) ITR de AAV2.

Produccion de particulas de AAV

Numerosos métodos son conocidos en la técnica para la produccién de vectores rAAV, incluyendo transfeccion,
produccién de lineas celulares estables y sistemas de produccién de virus hibridos infecciosos que incluyen hibridos
de adenovirus-AAV, hibridos de herpesvirus-AAV (Conway, JE et al., (1997) J. Virology 71(11):8780-8789) e hibridos
de baculovirus-AAV (Urabe, M. et al., (1935-1943) Human Gene Therapy 2011(16):2002; Kotin, R. (13) Hum Mol Genet.
20(R1): R2-R6). Todos los cultivos de produccion de rAAV para la produccidon de particulas viricas de rAAV requieren;
1) células hospedadoras adecuadas, 2) funcién de virus auxiliar adecuada, 3) genes y productos génicos rep y cap de
AAV; 4) un acido nucleico (tal como un acido nucleico terapéutico) flanqueado por al menos una secuencia ITR de
AAV (por ejemplo, un genoma de AAV que codifica GNPTAB); y 5) medios y componentes de medios adecuados para
soportar la produccién de rAAV. En algunas realizaciones, la célula hospedadora adecuada es una célula hospedadora
de primate. En algunas realizaciones, la célula hospedadora adecuada es una linea celular derivada de ser humano
tal como células Hela, A549, 293 o Perc.6. En algunas realizaciones, la funcién de virus auxiliar adecuada se
proporciona por adenovirus natural o mutante (tal como adenovirus sensible a la temperatura), virus del herpes (VHS),
baculovirus o una construccion plasmidica que proporciona funciones auxiliares. En algunas realizaciones, los
productos génicos rep y cap de AAV pueden ser de cualquier serotipo de AAV. En general, pero no obligatoriamente,
el producto génico rep de AAV es del mismo serotipo que las ITR del genoma del vector rAAV siempre que los
productos génicos rep puedan funcionar para replicarse y empaquetar el genoma de rAAV. Se pueden usar medios
adecuados conocidos en la técnica para la produccién de vectores rAAV. Estos medios incluyen, sin limitacién, medios
producidos por Hyclone Laboratories y JRH incluyendo medio de Eagle modificado (MEM), medio de Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), formulaciones personalizadas tales como las descritas en la patente de Estados Unidos n.2
6 566 118 y medios SFM SF-900 Il como se describe en la patente de Estados Unidos n.? 6 723 551. En algunas
realizaciones, las funciones auxiliares de AAV se proporcionan por adenovirus o VHS. En algunas realizaciones, las
funciones auxiliares de AAV se proporcionan por baculovirus y la célula hospedadora es una célula de insecto (por
ejemplo, células de Spodoptera frugiperda (Sf9)).

Un método para producir particulas de rAAV es el método de transfeccion triple. En resumen, un plasmido que contiene
un gen rep y un gen de la capside, junto con un plasmido adenovirico auxiliar, puede transfectarse (por ejemplo,
usando el método de fosfato de calcio) en una linea celular (por ejemplo, células HEK-293), y el virus puede recogerse
y opcionalmente purificarse. Por tanto, en algunas realizaciones, la particula de rAAV se produjo por transfeccion triple
de un &cido nucleico que codifica el vector rAAV, un acido nucleico que codifica rep y cap de AAV, y un acido nucleico
que codifica funciones viricas auxiliares de AAV en una célula hospedadora, en donde la transfeccion de los acidos
nucleicos en las células hospedadoras genera una célula hospedadora que puede producir particulas de rAAV.

En algunas realizaciones, las particulas de rAAV pueden producirse por un método de linea celular productora (véase
Martin et al., (2013) Human Gene Therapy Methods 24:253-269; publicacién PG de Estados Unidos n.°
US2004/0224411; y Liu, X.L. et al. (1999) Gene Ther. 6:293-299). En resumen, una linea celular (por ejemplo, una
linea celular HelLa, 293, A549 o Perc.6) puede transfectarse de manera estable con un plasmido que contiene un gen
rep, un gen de la capside y un genoma del vector que comprende un promotor-secuencia de acido nucleico heterdloga
(por ejemplo, GNPTAB). Las lineas celulares pueden cribarse para seleccionar un clon principal para la produccién de
rAAV, que luego puede expandirse a un biorreactor de produccién e infectarse con un virus auxiliar (por ejemplo, un
adenovirus o VHS) para iniciar la produccién de rAAV. Posteriormente, puede recogerse el virus, puede inactivarse
(por ejemplo, mediante calor) y/o eliminarse los adenovirus y pueden purificarse las particulas de rAAV. Por tanto, en
algunas realizaciones, la particula de rAAV se produjo mediante una linea celular productora que comprende uno o
mas de acido nucleico que codifica el vector rAAV, acido nucleico que codifica rep y cap de AAV y acido nucleico que
codifica funciones viricas auxiliares de AAV. Como se describe en este documento, el método de linea celular
productora puede ser ventajoso para la produccion de particulas de rAAV con un genoma sobredimensionado, en
comparacion con el método de transfeccion triple.

En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica los genes rep y cap de AAV y/o el genoma de rAAV se
mantienen de manera estable en la linea celular productora. En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica
los genes rep y cap de AAV y/o el genoma de rAAV se introduce en uno o mas plasmidos en una linea celular para
generar una linea celular productora. En algunas realizaciones, rep de AAV, cap de AAV y el genoma de rAAV se
introducen en una célula en el mismo plasmido. En otras realizaciones, rep de AAV, cap de AAV y el genoma de rAAV
se introducen en una célula en diferentes plasmidos. En algunas realizaciones, una linea celular transfectada de forma
estable con un plasmido mantiene el plasmido multiples pases de la linea celular (por ejemplo, 5, 10, 20, 30, 40, 50 0
mas de 50 pases de la célula). Por ejemplo, €l o los plasmidos pueden replicarse segln se replica la célula, o el o los
plasmidos pueden integrarse en el genoma celular. Se ha identificado una diversidad de secuencias que posibilitan
que un plasmido se repligue de forma autdbnoma en una célula (por ejemplo, una célula humana) (véase, por ejemplo,
Krysan, P.J. et al. (1989) Mol. Cell Biol. 9:1026-1033). En algunas realizaciones, el o los plasmidos pueden contener
un marcador de seleccion (por ejemplo, un marcador de resistencia a antibiéticos) que permite la seleccion de células
que mantienen el plasmido. Los marcadores de seleccién cominmente usados en células de mamifero incluyen, sin
limitacién, blasticidina, G418, higromicina B, zeocina, puromicina y derivados de los mismos. Los métodos para
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introducir &cidos nucleicos en una célula son conocidos en la técnica e incluyen, sin limitacién, transduccion virica,
transfeccion catiénica (por ejemplo, usando un polimero catiénico tal como DEAE-dextrano o un lipido catiénico tal
como lipofectamine), transfeccién con fosfato de calcio, microinyeccién, bombardeo de particulas, electroporacion y
transfeccién con nanoparticulas (para mas detalles, véase, por ejemplo, Kim, T.K. y Eberwine, J.H. (2010} Anal.
Bioanal. Chem. 397:3173-3178).

En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica los genes rep y cap de AAV y/o el genoma de rAAV se integran
de manera estable en el genoma de la linea celular productora. En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica
los genes rep y cap de AAV y/o el genoma de rAAV se introduce en uno o mas plasmidos en una linea celular para
generar una linea celular productora. En algunas realizaciones, rep de AAV, cap de AAV y el genoma de rAAV se
introducen en una célula en el mismo plasmido. En otras realizaciones, rep de AAV, cap de AAV y el genoma de rAAV
se introducen en una célula en diferentes plasmidos. En algunas realizaciones, el o los plasmidos pueden contener un
marcador de seleccién (por ejemplo, un marcador de resistencia a antibiticos) que permite la seleccién de células
que mantienen el plasmido. Los métodos para la integracién estable de acidos nucleicos en una diversidad de lineas
celulares hospedadoras son conocidos en la técnica Por ejemplo, puede usarse seleccion repetida (por ejemplo, a
través del uso de un marcador de seleccién) para seleccionar células que han integrado un acido nucleico que contiene
un marcador de seleccion (y los genes cap y rep de AAV y/o un genoma de rAAV). En otras realizaciones, los acidos
nucleicos pueden integrarse de una manera especifica de sitio en una linea celular para generar una linea celular
productora. Varios sistemas de recombinacion especificos de sitio son conocidos en la técnica, tales como FLP/FRT
(véase, por ejemplo, O'Gorman, S. et al. (1991) Science 251:1351-1355), CRE/loxP (véase, por ejemplo, Sauer, B. y
Henderson, N. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:5166-5170) y phi C31-att (véase, por ejemplo, Groth, A.C. et al. (2000)
Proc. Natl. Acad. Sci. 97:5995-6000).

En algunas realizaciones, la linea celular productora deriva de una linea celular de primate (por ejemplo, una linea
celular de primate no humano, tal como una linea celular Vero o FRhL-2). En algunas realizaciones, la linea celular
deriva de una linea celular humana. En algunas realizaciones, la linea celular productora deriva de células Hela, 293,
A549 o Perc.6® (Crucell). Por ejemplo, antes de la introduccion y/o el mantenimiento/integracién estable del acido
nucleico que codifica los genes rep y cap de AAV y/o el genoma de rAAV sobredimensionado en una linea celular para
generar una linea celular productora, la linea celular es una linea celular Hela, 293, A549 o Perc.6® (Crucell), o un
derivado de la misma.

En algunas realizaciones, la linea celular productora estd adaptada para el crecimiento en suspension. Como se
conoce en la técnica, tipicamente las células dependientes de anclaje no pueden crecer en suspensién sin un sustrato,
tal como microesferas microportadoras. Adaptar una linea celular para que crezca en suspension puede incluir, por
ejemplo, cultivar la linea celular en un cultivo giratorio con una pala de agitacion, usando un medio de cultivo que
carezca de iones de calcio y magnesio para evitar la aglutinacién (y opcionalmente un agente antiespumante), usando
un recipiente de cultivo recubierto con un compuesto siliconizante y seleccionar células en el cultivo (en lugar de
grandes grumos o en los lados del recipiente) en cada pase. Para una descripcién adicional, véase, por ejemplo, el
documento de preguntas frecuentes de la ATCC (disponible en
www.atcc.org/Global/FAQs/9/1/Adapting %20a %20monolayer %20cell %620line %20to %20susp ~ ension-40.aspx}) vy
referencias citadas en el mismo.

En algunos aspectos, se divulga un método para producir cualquier particula de rAAV como se divulga en este
documento, que comprende (a) cultivar una célula hospedadora en una condicién en que se producen particulas de
rAAV, en donde la célula hospedadora comprende (i} uno 0 mas genes de empaquetamiento de AAV, en donde cada
uno de dichos genes de empaquetamiento de AAV codifica una proteina de replicacion y/o encapsidacion de AAYV, (i)
un provector de rAAV que comprende un &cido nucleico que codifica un acido nucleico heterélogo como se describe
en este documento flanqueado por al menos una ITR de AAV, vy (iii) una funcién auxiliar de AAV, y (b) recuperar las
particulas de rAAV producidas por la célula hospedadora. En algunas realizaciones, dicha al menos una ITR de AAV
se selecciona del grupo que consiste en ITR de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAV6E, AAV7, AAVS, AAVrh8,
AAVrh8R, AAV9, AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratdén o
similares. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el serotipo de AAV es AAV1, AAV2, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS,
AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10 o AAVrh10. En determinadas realizaciones, el acido nucleico en el AAV comprende
una ITR de AAV2. En algunas realizaciones, dicha proteina de encapsidacién se selecciona del grupo que consiste en
proteinas de encapsidacién de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAVY,
AAV10, AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV2/2-7m8, AAV DJ, AAV2 N587A, AAV2 E548A, AAV2 N708A, AAV
V708K, AAV de cabra, AAV1/AAV2 quimérico, AAV bovino o rAAV2/HBoV1 de capside de AAV de ratén o mutantes de
las mismas. En algunas realizaciones, la proteina de encapsidacion es una proteina de la capside de AAV8. En algunas
realizaciones, las particulas de rAAV comprenden una capside de AAV8 y un genoma recombinante que comprende
ITR de AAV2, y acido nucleico que codifica un transgén/acido nucleico terapéutico (por ejemplo, acido nucleico que
codifica GNPTAB).

Los medios de cultivo de produccién de rAAV adecuados pueden complementarse con suero o proteinas
recombinantes derivadas de suero a un nivel de un 0,5 %-20 % (v/v o p/v). Como alternativa, como se conoce en la
técnica, pueden producirse vectores rAAV en condiciones sin suero, que también pueden denominarse medios sin
productos derivados de animales. Un experto en la materia puede apreciar que los medios comerciales 0
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personalizados disefiados para soportar la produccion de vectores rAAV también pueden complementarse con uno o
mas componentes de cultivo celular conocidos en la técnica incluyendo, sin limitacién, glucosa, vitaminas, aminoacidos
y/o factores de crecimiento, para aumentar la concentracién de rAAV en los cultivos de produccion.

Los cultivos de produccion de rAAV pueden cultivarse en una diversidad de condiciones (sobre un amplio intervalo de
temperatura, durante periodos de tiempo variables, y similares) adecuadas para la célula hospedadora particular que
se esté utilizando. Como se conoce en la técnica, los cultivos de produccion de rAAV incluyen cultivos dependientes
de fijacion que pueden cultivarse en recipientes adecuados dependientes de fijacion tales como, por ejemplo, frascos
rodantes, filtros de fibra hueca, microportadores y biorreactores de lecho compactado o de lecho fluido. Los cultivos
de produccién de vectores rAAV también pueden incluir células hospedadoras adaptadas a suspensién tales como
células Hela, 293, y SF-9, que pueden cultivarse de una diversidad de formas incluyendo, por ejemplo, matraces
giratorios, biorreactores de depoésito agitado y sistemas desechables tales como el sistema de bolsa Wave.

Las particulas de vector rAAV para el uso de la invencién pueden recogerse a partir de cultivos de produccién de rAAV
mediante lisis de las células hospedadoras del cultivo de produccion o recogiendo los medios usados del cultivo de
produccién, siempre que las células se cultiven en condiciones conocidas en la técnica para provocar la liberacion de
particulas de rAAV al medio desde células intactas, como se describe mas completamente en la patente de Estados
Unidos n.? 6 566 118). Los métodos adecuados de lisis de células también son conocidos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, multiples ciclos de congelacion/descongelacion, sonicacion, microfluidizaciéon y tratamiento con productos
quimicos, tales como detergentes y/o proteasas.

En una realizacién adicional, se purifican las particulas de rAAV. El término "purificado”, como se usa en este
documento, incluye una preparacion de particulas de rAAV desprovistas de al menos algunos de los ofros
componentes que también pueden estar presentes cuando las particulas de rAAV se producen de manera natural o
se preparan inicialmente a partir de los mismos. Por tanto, por ejemplo, pueden prepararse particulas de rAAV aisladas
usando una técnica de purificacion para enriquecerlas a partir de una mezcla de procedencia, tal como un lisado de
cultivo o sobrenadante de cultivo de produccién. El enriquecimiento puede medirse de una diversidad de formas, tales
como, por ejemplo, mediante la proporcién de particulas resistentes a DNasa (DRP) o copias genémicas (gc)
presentes en una solucién, o mediante la infectividad, o puede medirse con respecto a una segunda sustancia
potencialmente interferente presente en la mezcla de procedencia, tales como contaminantes, incluyendo
contaminantes de cultivo de produccién o contaminantes del proceso, incluyendo virus auxiliares, componentes del
medio y similares.

En algunas realizaciones, la extraccién del cultivo de produccién de rAAV se aclara para eliminar los desechos de las
células hospedadoras. En algunas realizaciones, la extraccién del cultivo de produccion se aclara mediante filtracion
a través de una serie de filtros de lecho profundo que incluyen, por ejemplo, un filtro Millistak+ HC Pod de Millipore de
calidad DOHC, un filtro Millistak+ HC Pod de Millipore de calidad A1HC y un filtro de membrana hidréfila de 0,2 pm
Filter Opticap XL10O Millipore Express SHC. El aclarado también puede conseguirse mediante una diversidad de
técnicas convencionales diferentes conocidas en la técnica, tales como centrifugacion o filtracién a través de cualquier
filtro de acetato de celulosa con un tamafio de poro de 0,2 um o mayor conocido en la técnica

En algunas realizaciones, la extraccion del cultivo de produccién de rAAV se trata ademas con Benzonase® para digerir
cualquier ADN de alto peso molecular presente en el cultivo de produccién. En algunas realizaciones, la digestiéon con
Benzonase® se realiza en condiciones convencionales conocidas en la técnica que incluyen, por ejemplo, una
concentracion final de 1-2,5 unidades/ml de Benzonase® a una temperatura que varia de ambiente a 37 °C durante
un periodo de 30 minutos a varias horas.

Las particulas de rAAV pueden aislarse o purificarse usando una o mas de las siguientes etapas de purificacion:
centrifugacion en equilibrio; filtracion de intercambio anidnico de flujo continuo; filtracién de flujo tangencial (TFF) para
concentrar las particulas de rAAV, captura de rAAV por cromatografia en apatita; inactivacion por calor de virus auxiliar;
captura de rAAV por cromatografia de interaccion hidréfoba; intercambio de tampoén por cromatografia de exclusion
por tamafio (SEC); nanofiltracién; y captura de rAAV por cromatografia de intercambio aniénico, cromatografia de
intercambio catiénico o cromatografia de afinidad. Estas etapas pueden usarse solas, en diversas combinaciones o
en diferentes érdenes. En algunas realizaciones, el método comprende todas las etapas en el orden descrito a
continuacién. Los métodos para purificar particulas de rAAV se encuentran, por ejemplo, en Xiao et al., (1998) Journal
of Virology 72:2224-2232; patentes de Estados Unidos numeros 6989264 y 8 137 948; y documento WO
2010/148143.

V. Métodos de tratamiento
Las referencias a métodos de tratamiento en los siguientes parrafos de esta descripcion deben interpretarse como
referencias a las particulas de rAAV y composiciones farmacéuticas de la presente invencién para su uso en un método

para el tratamiento del organismo humano (o animal) por terapia.

Determinados aspectos de la presente divulgacién se refieren a métodos de tratamiento de la mucolipidosis de tipo Il
y/o mucolipidosis de tipo Il o0 de aumento del tamafio corporal, aumento del contenido mineral 6seo o aumento de la
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densidad mineral 6sea en un mamifero con mucolipidosis de tipo Il o mucolipidosis de tipo Il. Estos métodos se basan
en parte en el descubrimiento descrito en este documento de que la expresién mediada por AAV de GNPTAB puede
mejorar los sintomas de MLII, tales como los deterioros del crecimiento 6seo, en un modelo de ratén de la enfermedad.
Como se describe anteriormente, ambas enfermedades estan provocadas por mutaciones de pérdida de funcién en
el gen GNPTAB, que codifica las subunidades alfa y beta cataliticas de la GlcNAc-1-fosfotransferasa.

Se sabe que MLII es un trastorno recesivo autosémico provocado por mutaciones en GNPTAB. La actividad GNPTAB
es necesaria para afiadir manosa-6-fosfato a las proteinas, marcandolas de este modo para su trafico al lisosoma. En
ausencia de actividad GNPTAB, las proteinas lisosémicas (por ejemplo, hidrolasas lisosémicas) en su lugar se
secretan de forma extracelular. Como resultado, las sustancias que normalmente se descomponen en los lisosomas,
tales como glucosaminoglucanos, lipidos y oligosacaridos, se acumulan en las células, lo que da lugar a la presencia
de grandes inclusiones. La MLII también se ha denominado enfermedad de células |, debido a la presencia de estas
células de inclusion ("células 1"), que pueden identificarse mediante microscopio. Los sintomas de MLII suelen
presentarse poco después del nacimiento y pueden incluir anomalias esqueléticas, baja estatura, tono muscular débil,
falta de tono muscular (hipotonia), hernias (por ejemplo, abdomen sobresaliente, hernias umbilicales), dislocacion de
cadera y deformidades articulares, cardiomegalia, engrosamiento e insuficiencia de la valvula mitral, engrosamiento
mucoso progresivo de las vias respiratorias, sonidos toscos y/o ruidosos en la respiracién, infecciones respiratorias
frecuentes, estrefiimiento, diarrea, retrasos en el desarrollo de las habilidades motoras gruesas y finas y retrasos en
el desarrollo, particularmente en las habilidades del habla y motoras, deficiencias cognitivas. Estos sintomas son
debilitantes para los pacientes con MLII, que tipicamente no son capaces de caminar independientemente y no
sobreviven después de la infancia.

Al'igual que MLII, MLIII es conocida en la técnica como un trastorno recesivo autosémico provocado por mutaciones
en GNPTAB. Sin embargo, en comparacion con MLII, MLIII tipicamente es el resultado de mutaciones de pérdida de
funcién mas débiles en GNPTAB y, de ese modo, se caracteriza por fenotipos de enfermedad mas leves. Los sintomas
de MLIII pueden no ser completamente evidentes hasta los 3-5 afios de edad y son bastante variables en cuanto a
gravedad, viviendo algunos pacientes mas alla de los 60, mientras que otros no sobreviven mas alla de la infancia.
Los sintomas de MLIII tipicamente incluyen anomalias esqueléticas, baja estatura, valvulopatia aértica, coagulacion
en la cérnea, agrandamiento leve de los érganos, pérdida de movilidad y anomalias articulares. MLIII también se ha
denominado seudopolidistrofia de Hurler. Para una descripcién mas detallada y las mutaciones especificas
encontradas en pacientes con MLII y MLIII, véase, por ejemplo, Paik, K.H., et al. (2005) Hum. Mutat. 26(4):308-14.

Diversas pruebas diagnésticas para MLII y MLIII son conocidas en la técnica. En algunas realizaciones, se puede
diagnosticar MLII y/o MLIII midiendo la actividad de una 0 méas enzimas lisosémicas en una muestra de suero u otra
muestra del paciente (por ejemplo, una muestra de piel o fibroblastos cultivados). La actividad de determinadas
enzimas lisosémicas en suero puede ser de 5 a 20 veces mayor en pacientes con MLII que en pacientes normales.
Asimismo, en MLIII, la actividad sérica de estas enzimas puede elevarse hasta 10 veces. Estas enzimas pueden incluir,
sin limitacién, beta-D-hexosaminidasa (codigo EC 3.2.1.52), beta-D-glucuronidasa (cédigo EC 3.2.1.31), beta-D-
galactosidasa (cédigo EC 3.2.1.23), alfa-L-fucosidasa (cédigo EC 3.2.1.51) y alfa-D-manosidasa (c6digo EC 3.2.1.24).
Por el contrario, estas actividades en fibroblastos cultivados pueden ser insuficientes. En algunas realizaciones, la
actividad N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa puede medirse para diagnosticar MLII o MLIII. En algunas
realizaciones, un paciente cuya muestra presenta una actividad N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa de menos de
un 1% en comparacion con la actividad de una muestra de paciente normal, puede diagnosticarse con MLII. En
algunas realizaciones, un paciente cuya muestra presenta una actividad N-acetilglucosamina-1-fosfotransferasa entre
un 1 %-10 % en comparacién con la actividad de una muestra de paciente normal, puede diagnosticarse con MLII.

En algunas realizaciones, MLII y/o MLIII pueden diagnosticarse secuenciando el locus GNPTAB (por ejemplo, la
secuencia codificante, secuencias promotoras/de intrén o cualquier otra secuencia de control) para mutaciones. MLII
y MLIII también pueden caracterizarse por polisacaridos en orina y/o glucosaminoglucanos en orina aumentados, pero
estos sintomas pueden no ser especificos de MLII y MLIII. En algunas realizaciones, MLIlI y/o MLIII pueden
diagnosticarse de forma prenatal examinando una muestra coriénica, por ejemplo, una biopsia del trofoblasto (véase,
por ejemplo, Poenaru, L., et al. (1984) Am. J. Hum. Genet. 36(6):1379-85). Como se describe anteriormente, en MLII,
las células | de una muestra del paciente (por ejemplo, fibroblastos) también pueden identificarse mediante
microscopia.

En algunas realizaciones, puede someterse a prueba un tratamiento para MLII y/o MLIII (por ejemplo, un vector de
genoterapia de la presente divulgacion) para determinar la eficacia terapéutica. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
un tratamiento para MLII y/o MLIII puede provocar un incremento del aumento de la altura corporal, el contenido
mineral 6seo, la densidad mineral 6sea, o puede provocar una mejora de uno o mas sintomas de MLII y/o MLIII como
se describe en este documento. La eficacia de la administracién de rAAV puede controlarse mediante varios criterios
como se describe en este documento. Por ejemplo, después del tratamiento en un sujeto usando métodos de la
presente invencién, el sujeto puede evaluarse para, por ejemplo, una mejora y/o estabilizacién y/o retardo en la
progresién de uno o mas signos o sintomas de la patologia mediante uno o mas parametros clinicos, incluyendo los
descritos en este documento. Ejemplos de dichas pruebas son conocidos en la técnica, e incluyen medidas objetivas,
asi como subjetivas (por ejemplo, notificadas por el sujeto).

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991277 T3

En algunas realizaciones, puede medirse la expresion de GNPTAB para supervisar la eficacia terapéutica. Medir la
expresion de GNPTAB puede referirse a medir la expresion de ARNm y/o proteina de GNPTAB. Diversos métodos
para medir la expresion de ARNm y/o proteina son conocidos en la técnica, incluyendo, sin limitacién, qPCR,
transferencia de Northern, sec. de ARN, PCR semicuantitativa, transferencia de Western, espectrometria de masas,
ELISA, etc.

En algunas realizaciones, la actividad de una o mas enzimas lisosémicas incluyendo, sin limitacién, beta-D-
hexosaminidasa (c6digo EC 3.2.1.52), beta-D-glucuronidasa (cédigo EC 3.2.1.31), beta-D-galactosidasa (c6digo EC
3.2.1.23), alfa-L-fucosidasa (codigo EC 3.2.1.51) y alfa-D-manosidasa (cédigo EC 3.2.1.24), puede medirse en una
muestra del paciente (por ejemplo, una muestra de suero) para supervisar la eficacia terapéutica. Una disminucién en
la actividad de la enzima lisosémica en suero puede indicar eficacia.

En algunas realizaciones, una mejora en la funcién de las articulaciones o las extremidades puede indicar eficacia. En
algunas realizaciones, una mejora del habla puede indicar eficacia. En algunas realizaciones, una mejora en la funcién
motora puede indicar eficacia. En algunas realizaciones, una tasa de crecimiento aumentada (por ejemplo, un
incremento del aumento de altura corporal) puede indicar eficacia. En algunas realizaciones, como se describe en los
ejemplos de este documento, la densidad mineral ésea, el contenido mineral éseo y/o el crecimiento (por ejemplo, la
altura) pueden evaluarse para supervisar la eficacia terapéutica. Los métodos para supervisar la altura son bien
conocidos por los expertos en la materia. Las pruebas para supervisar la densidad mineral ésea y el contenido mineral
6seo (por ejemplo, pruebas de densitometria ésea) también son bien conocidas por los expertos en la materia (por
ejemplo, como se describe en este documento) y pueden incluir, sin limitacién, exploracién de absorciometria de rayos
X de doble energia (DEXA), exploracién de absorciometria de rayos X de doble energia periférica (P-DEXA),
absorciometria de foton doble (DPA) y tomografia computarizada (CT).

En algunas realizaciones, puede someterse a prueba un tratamiento para MLII y/o MLIII (por ejemplo, un vector de
genoterapia de la presente divulgacion) en un modelo animal. Los modelos animales para MLII y MLIII son conocidos
en la técnica. En algunas realizaciones, un tratamiento para MLIl y/o MLIII puede someterse a prueba en un modelo
de ratén, tal como el modelo de ratén modificado genéticamente descrito en los ejemplos de este documento. En
algunas realizaciones, un tratamiento para MLII puede someterse a prueba en un modelo felino para MLII (véase
Mazrier, H., et al. (2003} J. Hered. 94(5):363-73 o Bosshard, N.U., et al. (1996) Vet. Pathol. 33(1): 1-13 para
descripciones adicionales).

La seleccién de un vector rAAV y composicion particular depende de varios factores diferentes incluyendo, aunque sin
limitacién, los antecedentes médicos del ser humano individual y los rasgos de la afeccién y el individuo que se esta
tratando. La evaluacién de dichos rasgos y el disefio de una pauta terapéutica apropiada es en Ultima instancia
responsabilidad del médico prescriptor.

En algunos aspectos, la invencién proporciona una particula de rAAV de la presente divulgacién para su uso en
métodos de tratamiento de MLII y/o MLIII. El rAAV puede administrarse a un tejido particular de interés, o puede
administrarse sistémicamente. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz de rAAV puede administrarse por via
parenteral. Las vias de administracién parenteral pueden incluir, sin limitacién, intravenosa, intraperitoneal, intradsea,
intraarterial, intracerebral, intramuscular, intratecal, subcutanea, intracerebroventricular, intrahepatica, etc. En algunas
realizaciones, una cantidad eficaz de rAAV puede administrarse a través de una via de administracion. En algunas
realizaciones, una cantidad eficaz de rAAV puede administrarse a través de una combinacién de mas de una via de
administracién. En algunas realizaciones, una cantidad eficaz de rAAV se administra a una ubicacién. En otras
realizaciones, una cantidad eficaz de rAAV puede administrarse a mas de una ubicacién.

Se administra una cantidad eficaz de rAAV (en algunas realizaciones en forma de particulas), dependiendo de los
objetivos del tratamiento. Por ejemplo, cuando un porcentaje bajo de transduccion puede conseguir el efecto
terapéutico deseado, entonces el objetivo del tratamiento en general es satisfacer o superar este nivel de transduccion.
En algunos casos, este nivel de transduccidon puede conseguirse mediante la transduccion de tan solo
aproximadamente un 1 a un 5 % de las células diana del tipo de tejido deseado, en algunas realizaciones al menos
aproximadamente un 20 % de las células del tipo de tejido deseado, en algunas realizaciones al menos
aproximadamente un 50 %, en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 80 %, en algunas realizaciones
al menos aproximadamente un 95 %, en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 99 % de las células del
tipo de tejido deseado. La composicion de rAAV puede administrarse mediante una o mas administraciones, durante
el mismo procedimiento o espaciadas por dias, semanas, meses o afios. Puede usarse una o mas de cualquiera de
las vias de administracién descritas en este documento. En algunas realizaciones, pueden usarse multiples vectores
para tratar al ser humano.

Los métodos para identificar células transducidas por particulas viricas de AAV son conocidos en la técnica; por
ejemplo, puede usarse inmunohistoquimica o el uso de un marcador tal como proteina fluorescente verde potenciada
para detectar la transduccidon de particulas viricas; por ejemplo, particulas viricas que comprenden una capside de
rAAV con una o mas sustituciones aminoacidicas.
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En algunas realizaciones, una cantidad eficaz de particulas de rAAV se administra a mas de una ubicacion simultanea
o secuencialmente. En otras realizaciones, una cantidad eficaz de particulas de rAAV se administra a una Unica
ubicacién mas de una vez (por ejemplo, repetidas). En algunas realizaciones, multiples inyecciones de particulas
viricas de rAAV no estan separadas mas de una hora, dos horas, tres horas, cuatro horas, cinco horas, seis horas,
nueve horas, doce horas o 24 horas.

Se administra una cantidad eficaz de rAAV (de acuerdo con la invencién, en forma de particulas), dependiendo de los
objetivos del tratamiento. Por ejemplo, cuando un porcentaje bajo de transduccion puede conseguir el efecto
terapéutico deseado, entonces el objetivo del tratamiento en general es satisfacer o superar este nivel de transduccion.
En algunos casos, este nivel de transduccidon puede conseguirse mediante la transduccion de tan solo
aproximadamente un 1 a un 5 % de las células diana, en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 20 %
de las células del tipo de tejido deseado, en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 50 %, en algunas
realizaciones al menos aproximadamente un 80 %, en algunas realizaciones al menos aproximadamente un 95 %, en
algunas realizaciones al menos aproximadamente un 99 % de las células del tipo de tejido deseado. La composicion
de rAAV puede administrarse mediante una o mas administraciones, durante el mismo procedimiento o espaciadas
por dias, semanas, meses o afios. En algunas realizaciones, pueden usarse multiples vectores para tratar al mamifero
(por ejemplo, un ser humano).

En algunas realizaciones, una composicién de rAAV de la presente divulgacion puede usarse para administracion a
un ser humano. En algunas realizaciones, una composicién de rAAV de la presente divulgacién puede usarse para
administracion pediatrica. Sin el deseo de quedar ligados a teoria alguna, debido a que muchos de los sintomas de
MLII y MLIII son de naturaleza del desarrollo (por ejemplo, defectos en el crecimiento, las extremidades y las
articulaciones; retrasos en el habla y motores), puede ser particularmente ventajoso tratar la MLII y/o MLIII tan pronto
como sea posible en la vida. En algunas realizaciones, se administra una cantidad eficaz de rAAV (de acuerdo con la
invencién, en forma de particulas) a un paciente que es de menos de un mes, menos de dos meses, menos de tres
meses, menos de cuatro meses, menos de cinco meses, menos de seis meses, menos de siete meses, menos de
ocho meses, menos de nueve meses, menos de diez meses, menos de once meses, menos de un afio, menos de 13
meses, menos de 14 meses, menos de 15 meses, menos de 16 meses, menos de 17 meses, menos de 18 meses,
menos de 19 meses, menos de 20 meses, menos de 21 meses, menos de 22 meses, menos de dos afios 0 menos
de tres afios de edad.

En algunas realizaciones, una composicién de rAAV de la presente divulgacion puede usarse para administracion a
un adulto joven. En algunas realizaciones, se administra una cantidad eficaz de rAAV (de acuerdo con la invencion en
forma de particulas) a un paciente que es de menos de 12 afios de edad, menos de 13 afios de edad, menos de 14
afios de edad, menos de 15 afos de edad, menos de 16 afios de edad, menos de 17 afios de edad, menos de 18
afios de edad, menos de 19 afos de edad, menos de edad, menos de 20 afios de edad, menos de 21 afos de edad,
menos de 22 afios de edad, menos de 23 afios de edad, menos de 24 afios de edad o menos de 25 afios de edad.

VI. Kits o articulos de fabricacion

Los vectores de rAAV, particulas y/o composiciones farmacéuticas como se describen en este documento pueden
estar contenidos dentro de un kit o articulo de fabricacion, por ejemplo, disefiado para su uso en uno de los métodos
de la invencién como se describe en este documento.

En general, el sistema comprende una aguja, una 0 mas jeringas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 mas) y uno o mas liquidos
(por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 mas) adecuados para su uso en los métodos de la invencion.

La jeringa puede ser cualquier jeringa adecuada, siempre que pueda conectarse a la aguja para el suministro de un
liquido. En algunas realizaciones, el sistema tiene una jeringa. En algunas realizaciones, el sistema tiene dos jeringas.
En algunas realizaciones, el sistema tiene tres jeringas. En algunas realizaciones, el sistema tiene cuatro o mas
jeringas. Los liquidos adecuados para su uso en los métodos de la invencién incluyen los descritos en este documento,
por ejemplo, uno o mas liquidos, comprendiendo cada uno una cantidad eficaz de uno o mas vectores como se
describe en este documento, y uno o0 mas liquidos que comprenden uno o mas agentes terapéuticos.

En algunas realizaciones, el kit comprende un solo liquido (por ejemplo, un liquido farmacéuticamente aceptable que
comprende una cantidad eficaz del vector). En algunas realizaciones, el kit comprende 2 liquidos. En algunas
realizaciones, el kit comprende 3 liquidos. En algunas realizaciones, el kit comprende 4 0 mas liquidos. Un liquido
puede incluir un diluyente, tampén, excipiente o cualquier otro liquido descrito en este documento o conocido en la
técnica adecuado para suministrar, diluir, estabilizar, tamponar o transportar de otro modo una composicién de vector
rAAV de la presente divulgacién. En algunas realizaciones, el kit comprende uno o mas tampones, por ejemplo, una
solucién acuosa de pH tamponado. Ejemplos de tampones pueden incluir, sin limitacién, tampones fosfato, citrato,
Tris, HEPES vy otros acidos organicos.

En algunas realizaciones, el kit comprende un recipiente. Recipientes adecuados pueden incluir, por ejemplo, viales,
bolsas, jeringas y frascos. El recipiente puede estar hecho de uno o mas de un material tal como vidrio, metal o plastico.
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En algunas realizaciones, el recipiente se usa para contener una composicion de rAAV de la presente divulgacion. En
algunas realizaciones, el recipiente también puede contener un liquido y/u otro agente terapéutico.

En algunas realizaciones, el kit comprende un agente terapéutico adicional con una composicién de rAAV de la
presente divulgaciéon. En algunas realizaciones, la composicién de rAAV y el agente terapéutico adicional pueden estar
mezclados. En algunas realizaciones, la composicion de rAAV y el agente terapéutico adicional pueden mantenerse
separados. En algunas realizaciones, la composicién de rAAV y el agente terapéutico adicional pueden estar en el
mismo recipiente. En algunas realizaciones, la composicion de rAAV y el agente terapéutico adicional pueden estar
en diferentes recipientes. En algunas realizaciones, la composicion de rAAV y el agente terapéutico adicional pueden
administrarse simultaneamente. En algunas realizaciones, la composicion de rAAV y el agente terapéutico adicional
pueden administrarse el mismo dia. En algunas realizaciones, la composicién de rAAV puede administrarse en el plazo
de un dia, dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, siete dias, dos semanas, tres semanas, cuatro
semanas, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses 0 seis meses desde la administracién del agente
terapéutico adicional.

En algunas realizaciones, el kit comprende un agente terapéutico para suprimir transitoriamente el sistema inmunitario
antes de la administracioén de AAV. En algunas realizaciones, los pacientes se inmunosuprimen de forma transitoria
poco antes y después de la inyeccién del virus para inhibir la respuesta de linfocitos T a las particulas de AAV (por
ejemplo, véase Ferreira et al, Hum. Gene Ther. 25:180-188, 2014). En algunas realizaciones, el kit proporciona
ademas ciclosporina, micofenolato de mofetilo y/o metilprednisolona.

Las particulas de rAAV y/o composiciones de la invencién pueden envasarse ademas en kits que incluyen
instrucciones de uso. En algunas realizaciones, los kits comprenden ademas un dispositivo para la administracién (por
ejemplo, cualquier tipo de administracién parenteral descrito en este documento) de composiciones de particulas de
rAAV. En algunas realizaciones, las instrucciones de uso incluyen instrucciones de acuerdo con uno de los métodos
descritos en este documento. En algunas realizaciones, las instrucciones estan impresas en una etiqueta
proporcionada con (por ejemplo, fijada a) un recipiente. En algunas realizaciones, las instrucciones de uso incluyen
instrucciones para administrar a un mamifero (por ejemplo, un ser humano) una cantidad eficaz de particulas de rAAV,
por ejemplo, para tratar la mucolipidosis de tipo Il (ML Il) y/o mucolipidosis de tipo Il (ML lll}, aumentar el tamafio
corporal, aumentar el contenido mineral ésec y/o aumentar la densidad mineral ésea.

VII. Modelos animales no humanos (no forman parte de la invencion)

La solicitud divulga modelos animales no humanos de mucolipidosis |l. Ratones mutantes para GNPTAB que pueden
generarse mediante microinyeccién de clones de células madre embrionarias (ES) en blastocistos hospedadores
usando métodos convencionales. En resumen, la alteracién dirigida del locus GNPTAB de ratén (por ejemplo, se
eliminé del exén 12 al exén 20) puede realizarse mediante recombinacién homéloga con un vector de remplazo que
contiene un gen indicador o marcador de seleccién. Toda la descendencia se genotipd mediante analisis de reaccion
en cadena de la polimerasa en ADN de corte de la cola. Todos los ratones usados en este estudio eran machos
identificados como ratones naturales (+/+) o heterocigoticos (+/-) u homocigbéticos (-/-). En algunos aspectos, al menos
un alelo del gen GNPTAB comprende una eliminacién ubicada entre los exones 12 y 20. En algunos aspectos, al
menos un alelo del gen GNPTAB comprende una eliminacion que abarca los exones 12 y 20. En algunas realizaciones,
la eliminacion comprende una eliminacién de uno o mas de los exones 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20. En algunos
aspectos, una parte del gen GNPTAB se remplaza por un gen gue codifica un indicador y/o marcador de seleccion.
En algunos aspectos, el marcador de seleccién confiere resistencia a neomicina. En algunos aspectos, el animal es
un mamifero (por ejemplo, un roedor, un conejo, un gato, un perro, un cerdo, un mono). En algunos aspectos, el
mamifero es un roedor (por ejemplo, un ratén, una rata, un hamster, un cobaya). En algunos aspectos, el animal es
inmunocompetente o0 inmunodeficiente. En algunos aspectos, el modelo animal comprende un animal modificado
genéticamente. Otros modelos de ratén de ML |l se proporcionan por Gelfman et al., (Invest. Optham. Visual Sci. 2007,
48:5221-5228) y Paton, L. et al., (J Biol Chem. 2014, 289(39):26709-21).

En algunos aspectos, la solicitud divulga un método para evaluar un agente para el tratamiento de la mucolipidosis I
(ML 11}, que comprende administrar el agente al modelo animal como se describe en este documento, en donde la
mejora de uno o mas sintomas de ML Il indica que el agente puede proporcionar tratamiento beneficioso de ML Il. En
algunos aspectos, el sintoma de ML Il es peso corporal disminuido, densidad ésea disminuida, contenido mineral 6seo
disminuido, defectos esqueléticos, deficiencias cognitivas, retrasos en el desarrollo de habilidades motoras gruesas y
finas, pérdida de audicién, falta de tono muscular, abdomen sobresaliente, hernias umbilicales, engrosamiento mucoso
progresivo de las vias respiratorias, infecciones respiratorias frecuentes, engrosamiento e insuficiencia de la valvula
mitral, estrefiimiento y/o diarrea. En algunos aspectos, el agente es una molécula pequefia, un polipéptido, un
anticuerpo, un acido nucleico o una particula virica recombinante.

Ejemplos
La invencion se entendera mas completamente por referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, no deben

interpretarse como limitantes del alcance de la invencién. Se entiende que los ejemplos y realizaciones que se
describen en este documento tienen Unicamente propésitos ilustrativos.
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Ejemplo 1: Generacion y caracterizacion de ratones con inactivacion de GNPTAB

La mucolipidosis de tipo Il (ML de tipo Il o ML-Il, también conocida como enfermedad de células |; entrada de OMIM
n.2 252500) es un trastorno recesivo autosémico del almacenamiento lisosémico provocado por la deficiencia de N-
acetilglucosamina-1-fosfotransferasa (GNPTAB). La presencia de numerosos cuerpos de inclusién en el citoplasma
de los fibroblastos, la falta de mucopolisacariduria, las actividades enzimaticas lisosdomicas aumentadas en suero y la
actividad GlcNAc-fosfotransferasa disminuida son caracteristicas distintivas de esta enfermedad. Para estudiar la
patologia de ML de tipo Il, se desarroll6 y caracterizé un ratdn con inactivacion (KO) de GNPTAB.

Métodos
Generacion de construcciones de AAV2/8-GNPTAB

Se amplificé la secuencia codificante de GNPTAB de ratén y se optimizaron los codones para su expresion en ratones
por Genescript (Piscataway, NJ, EE. UU.). Debido al gran tamario del ADNc de GNPTAB y a la capacidad limitada de
AAV, el ADNc no encaja en ningun vector disponible. Por lo tanto, se disefid un nuevo casete de expresion que contiene
versiones acortadas del potenciador de CMV y el promotor de beta-actina de pollo, asi como un intrébn muy pequefio.
La expresion de ARNm de GNPTAB de longitud completa se confirmé mediante infeccion transitoria de células HEK293
in vitro seguida de RT-PCR cuantitativa. Este AAV2/8-GNPTAB se purific6, se almacend a -70 °C y se us6 a una
concentracion de 2,5 x 10'2 particulas resistentes a DNasa/ml. Para estos estudios se usaron las secuencias
potenciadoras y promotoras acortadas.

Animales

Se generaron ratones mutantes para GNPTAB mediante microinyeccién de clones de células madre embrionarias (ES)
en blastocistos hospedadores usando métodos convencionales. En resumen, la alteracién dirigida del locus GNPTAB
de ratén (se eliminé del exén 12 al exo6n 20) se realizé mediante recombinacion homologa con un vector de remplazo
que contiene un gen de resistencia a neomicina. Los ratones usados en este estudio eran de fondo genético mixto
(129/Sv y C57BL/6). Toda la descendencia se genotipé mediante analisis de reaccion en cadena de la polimerasa en
ADN de corte de la cola. Todos los ratones usados en este estudio eran machos identificados como ratones naturales
(+/+) o heterocigéticos (+/-) u homocigoticos (-/-).

Los ratones se alojaron en grupos de 2-5 por jaula en una sala de colonias en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas.
La dieta para roedores (Harlan Teklad n.% 8604, Madison, WI, EE. UU.) y el agua estuvieron disponibles a voluntad. El
cuidado de los animales se llevé a cabo de acuerdo con las directrices descritas en la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio (National Academy Press, Washington DC, 1996).

Inyecciones de vector

Se realiz6 una sola inyeccion i.v. bilateral de PBS o AAV-GNPTAB en ratones GNPTAB KO de 6 semanas de edad.
Un grupo de ratones naturales o heterocigéticos a los que se inyecté PBS sirvié como grupo de control. Cada raton al
que se inyecté AAV-GNPTAB recibié 3 x 10" particulas de vector. Para reducir o eliminar la respuesta inmunitaria, se
inyect6 anticuerpo antiligando de CD40 (MR1) en solitario de acuerdo con el protocolo de Halbert e/ al., (1998) J. Virol.
72:9795-9805.

Auxologia

Todos los ratones se examinaron semanalmente midiendo el peso corporal total (g) y la longitud corporal (distancia
desde la nariz al ano, mmy}, usando un calibre digital electrénico.

Histologia

Los ratones naturales y GNPTAB” a los 10 meses de edad se sedaron y se perfundieron a través del corazén con
PBS. Después de la perfusién, se retiraron los fémures, se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4 %, se descalcificaron
con EDTA 0,5 M y se incluyeron en parafina. Las secciones de fémur (4 um) se tifieron con hematoxilina-eosina. Se
usé Aperio ScanScope AT (v101.0) para explorar el portaobjetos y el andlisis en 4 °C. Los tejidos se incluyeron y
cortaron para TEM o hematoxilina y eosina (H&E).

Andlisis ultraestructural

Los ratones naturales y KO se decapitaron y las glandulas salivales se retiraron y se fijaron por inmersién en
glutaraldehido al 2,5 % en PBS durante la noche a 4 °C. Las glandulas salivales se deshidrataron y a continuacién se
lavaron en tampén PBS durante 30 min méas seguido de fijaron posterior con tetréxido de osmio al 1 % durante 1 ha
temperatura ambiente. Las muestras se deshidrataron mediante una serie progresiva de alcohol y se incluyeron en
Epon 812. Se cortaron secciones en serie semidelgadas a 2,5 um (Leica ultracut UCT), se tifieron con azul de toluidina
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y se observaron en un microscopio éptico. La observacion en microscopia electrénica de transmision se realizé con
un microscopio Mirgagni (FEI).

Ensayo de enzimas lisosomicas

Se extrajo sangre y las muestras se centrifugaron 15 min (8000 xg) y el plasma se almacené a -70 °C. Las actividades
de las enzimas lisosémicas en plasma se midieron en el Departamento de Patologia Quimica, Centro Médico
Samsung, Corea del Sur. En ML II, no se pudo medir la actividad de GlcNAc-fosfotransferasa especifica. Por tanto, se
realizé un diagnostico basado en la enzima lisosomica en plasma elevada.

Analisis DEXA

Se midieron la densidad mineral ésea (BMD), el contenido mineral 6seo (BMC) y la masa magra en ratones
anestesiados con el densitémetro 6seo de rayos X pDEXA Sabre. Después de administrar la anestesia, se registro el
peso de cada raton y a continuacién el ratéon se colocé en el escaner DEXA. Para el analisis de los datos, se definié
una regioén que comprendia todo el cuerpo del ratén.

PCR instantanea

La reaccién en cadena de la polimerasa instantanea se realiza para cuantificar los niveles de ARNm de GNPTAB
usando un sistema ABI PRISM 7900HT y ensayos de expresién génica Tagman (Applied Biosystems, Foster City, CA).
Los niveles de ARNm se expresan con respecto al nivel de GAPDH. Se usa el método de 2-22CT para analizar los
datos usando el programa informatico SDS2.3 (Applied Biosystems).

Analisis estadistico
Se us6 GraphPad Prism version 5 para el analisis estadistico y dibujar las figuras y las tablas. La significacién de las

diferencias se determiné mediante una prueba de la t de Student para datos independientes y una prueba ANOVA
unidireccional. Salvo que se especifique de otro modo, todos los datos se presentan como la media + ETM.

Resultados

Se us6 una estrategia de captura génica para generar ratones GNPTAB KO. Como se ilustra en la figura 1A, se usé
recombinacién homologa con un vector de remplazo que contenia el gen de resistencia a neomicina entre el exén 12
y 20 para generar los ratones. Como se muestra en la figura 1B, la presencia de la captura génica en el gen GNPTAB
de los clones ES se confirm6 mediante analisis de transferencia de Southern.

Se realiz6 un analisis fenotipico exhaustivo en animales naturales, heterocigéticos y homocigéticos. Los ratones KO
podian distinguirse visualmente de las crias de la misma camada naturales (WT) por su tamafio pequefio. El peso
corporal medio (figura 2A) y la longitud (figura 2B) estaban reducidos significativamente en los ratones KO. En
consonancia con su pequefio tamafio, los ratones homocigéticos presentaron una forma facial tosca (figura 2C).

Como se muestra en la figura 3A, en cartilago normal, el espacio lagunar claro rodeaba los condrocitos. El citoplasma
contenia una sola vacuola transparente. En ratones KO, los condrocitos femorales eran notablemente hipertroficos y
llenaban completamente sus lagunas agrandadas (figura 3B). El citoplasma de los condrocitos hipertréficos estaba
distendido por microvacuolas abundantes que contenian cantidades escasas de material anféfilo finamente granular.
Hubo menos contraccion relacionada con la fijacion de los condrocitos, que llenaron las lagunas agrandadas. Esto
contrasta con los condrocitos naturales, que contenian una sola vacuola grande transparente y lagunas solo
parcialmente llenas.

Los acinos de las glandulas salivales exocrinas, que consisten en células secretoras de tipo mucoso y seroso,
presentaron amplia vacuolizacién en ratones KO cuando se examinaron por microscopia optica (Gelfman et al., 2007,
Invest. Optham. Visual Sci. 48:5221-5228). Para obtener informacién sobre la patologia subyacente, se analiz6 la
glandula salival submandibular por microscopia electronica (EM).

Se observaron facilmente células secretoras tanto de tipo mucoso como seroso en los ratones naturales (figura 4A-
C). Por el contrario, la arquitectura general de la glandula salival submandibular de los ratones KO estaba tan
extremadamente alterada que dificultd en gran medida la identificacion de las células serosas en las secciones de EM
(figura 4D-F). Las células secretoras de tipo mucoso se compactaron con grandes vacuolas unidas a la membrana
que contenian material heterogéneo (figura 4E, F). Las grandes vacuolas se llenaron con material citoplasmatico no
degradado que se acumulé en las células mucosas KO y estaban rodeadas por una sola membrana. Estas
observaciones indican que probablemente representan autolisosomas formados por fusién de compartimentos
autofagicos con lisosomas.

Los pacientes con ML-Il presentan niveles muy elevados de enzimas lisosémicas en sus sueros debido a la
incapacidad de sintetizar el marcador de reconocimiento manosa-6-fosfato que es esencial para dirigir apropiadamente
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estas enzimas a los lisosomas. Este defecto de trafico provoca hipersecrecion de las enzimas en la sangre. Las figuras
5A-5D muestran que, en comparacién con los ratones naturales, los ratones KO presentaban niveles muy aumentados
de enzimas lisosémicas, tales como N-acetilglucosaminidasa (figura 5A), B-hexosaminidasa A (figura 5B), B-
galactosidasa (figura 5C), y B-glucuronidasa (figura 5D). Se esperaria este fenotipo si la actividad GlcNAc-1-
fosfotransferasa fuera defectuosa en los ratones homocigéticos, coherente con las observaciones en seres humanos.

En resumen, estos experimentos demuestran que los ratones GNPTAB KO presentaban claras diferencias fenotipicas
en comparacién con ratones naturales, particularmente con respecto al crecimiento, la morfologia de las glandulas
salivales y los niveles de enzimas lisosémicas. Estos resultados indican que los ratones GNPTAB KO representan un
sistema modelo en que estudiar los tratamientos terapéuticos para ML-II.

Ejemplo 2: Evaluacion de la administracion de GNPTAB mediada por AAV en ratones GNPTAB KO

Debido a que los pacientes con ML-Il muestran retraso del crecimiento, un objetivo principal de este estudio fue evaluar
la eficacia de la administracion de GNPTAB mediada por AAV que puede promover el crecimiento en un modelo de
ML-II. Por lo tanto, se analizaron los fenotipos de los ratones naturales, heterocigéticos para GNPTAB y GNPTAB KO,
en comparacion con los ratones GNPTAB KO a los que se inyecté AAV-GNPTAB.

Como se muestra en las figuras 6A y 6B, todas las evaluaciones analiticas se llevaron a cabo durante dos periodos
posteriores a la inyeccién: la primera comenzé 16 semanas después de la inyeccién (con una edad de 12 semanas),
la segunda comenzé 32 semanas después de la inyeccién (con una edad de 38 semanas). Se afiadié analisis
auxolégico 6 semanas después de la inyeccion.

Se construy6 un plasmido que contenia un casete de expresion que expresaba el ADNc de GNPTAB de ratdn regulado
por el potenciador de CMV/promotor de CBAy una sefial de poliAde BGH (figura 7A). La GNPTAB de longitud completa
estaba bajo el control del potenciador de CMV/promotor de CBA acortado como se describe en este documento. Los
analisis de PCR cuantitativa instantdnea de higados de ratones GNPTAB KO a los que se inyecté AAV2/8-GNPTAB
indicaron expresién especifica y elevada de AAV-GNPTAB. Como era de esperar, cualquier ARNm de AAV-GNPTAB
estaba ausente en las muestras de las crias de la misma camada de control (figura 7B).

Como prueba inicial para determinar si la transferencia génica mediada por AAV afecta al metabolismo de una manera
fisioldgicamente relevante, se supervisé el aumento de peso durante 32 semanas después de la inyeccién. Como se
muestra en la figura 8A, no se observo ningun efecto para el tratamiento de AAV-GNPTAB en ratones KO. La figura
8B muestra que no se observd diferencia entre los ratones KO de control y tratados con AAV-GNPTAB en términos de
aumento de peso.

A continuacién, se evalué la eficacia de atenuacién del fenotipo de enanismo de los ratones KO. Se observé una
mejora en el enanismo después de 6 semanas de terapia en ratones KO a los que se inyectd AAV-GNPTAB, mostrando
un aumento en el tamafio corporal (figuras 9A, 9B y tabla 1 a continuacion).

Tabla 1. Cambio de altura

?Genotipo Altura inicial EReIacién de aumento de altura (altura después del intervalo'
? iindicado/altura inicial)

EAItura después de 6 semanas §Altura después de 32 semanas
| S — f |
‘Natural (+/+) 84,31 +:1,06 £ 0,011 1 ,11 £0,008
j 0,885 f
{Heterocigético (+/-) 84,83 +:1,07 £0,008 1,11£0,005
0,475
Inactivacién de GNPTAB (-/-) 76,09 +:1,04 0,012 11,09+0,015
2,483
Inactivacion de GNPTAB (-/-) + AAV-175,10  +:1,07 £0,009 1,11£0,017
.GNPTAB 1,964 f :

A continuacién, se midieron la densidad mineral 6sea (BMD), el contenido mineral 6éseo (BMC) y la composicién
corporal. DEXA es una técnica de obtencién de imagenes basada en rayos X para |la determinacién de la composicion
mineral 6sea y corporal (como masa de grasa corporal). La transferencia de AAV-GNPTAB indujo aumentos relativos
en BMC y BMD en ratones KO a los que se inyectd AAV. Las figuras 10A-10C muestran los datos de BMD sin procesar
obtenidos antes de la inyeccién (figura 10A} y la relacion relativa en BMD (figuras 10B, 10C) comparados antes y
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después de la inyeccion. Estos datos también se proporcionan en la tabla 2 a continuacién. Estos resultados
demuestran un efecto significativo de la transferencia génica sobre la densidad mineral ésea.

Tabla 2. Cambio en la densidad mineral 6sea (BMD)

éReIacién de aumento de altura (altura después del intervalo:
iindicado/altura inicial)

Genotlpo

BMD
(g/cm?)

inicial EBMD después de 16 semanas EBMD después de 32 semanas

?Natural (+/+) 0,055 +0,001 1,139 +0,017 11,124 +0,032

?Heterocigético (+/-)

‘Inactivacién de GNPTAB (-/-)

0,056 + 0,001
10,050 + 0,002

11,137 20,016 11,140 £ 0,007

11,156 + 0,011 11,157 0,012

‘Inactivacion de GNPTAB (--) +

0,048 + 0,001

11,219 0,013 11,236 £0,044

AAV GNPTAB

Asimismo, los datos sin procesar del contenido mineral 6seo (BMC) mostraron un fuerte efecto de genoterapia (figura
11A). Los datos de la relacién (figura 11B, 11C) también se acercaron a un efecto significativo en el crecimiento 6seo.
Estos datos también se proporcionan en la tabla 3 a continuacion.

Tabla 3. Cambio en el contenido mineral 6seo (BMC)

Relamon de aumento de altura (altura después del |ntervalo
lindicado/altura inicial) :

BMD
(g/cm?)

?Natural (+/+) 10,575+ 0,016 1 ,172 £0,047 1 ,123 £0,073
?Heterocigético (+/-) 0,565 £ 0,018 51 ,197 + 0,045 1 ,116 £ 0,042
InactlvamondeGNPTAB(/) .............. 044810027127210044122810049 ...............................
?Inactivacién de GNPTAB (-/-} +:0,386 +0,016 §1,56O +0,080 §1,551 +0,096
:AAV-GNPTAB

{Los valores representados son la media + ETM.

?Genotipo inicial gBMD después de 16 semanas EBMD después de 32 semanas

A continuacion, el analisis del contenido magro corporal usando un escaner DEXA reveld que la masa magra también
se redujo en los ratones KO (figura 12A). Como se muestra en la figura 12B, 32 semanas después de la inyeccién, los
ratones de control mostraron una disminucién significativa en el porcentaje de masa magra en comparacioén con los
datos de antes de la inyeccién. Sin embargo, no se observaron cambios significativos en la masa magra en los ratones
KO tratados con AAV-GNPTAB. Estos datos también se proporcionan en la tabla 4 a continuacién.

Tabla 4. Cambio en el porcentaje de masa magra

% de masa magra después de 32:
isemanas

Natural (+/4) 8656 40,627 78,98 + 3,425
87,44 40,321 5

ﬁGenotipo §% de masa magra inicial

Heter00|got|co (+/-)

Inactlva0|on de GNPTAB (-/-) + AAV-GNPTAB

843+0665

;Los valores representados son la media + ETM.

En resumen, los ratones GNPTAB KO no lograron prosperar y tuvieron una densidad ésea débil, como es €l caso en
ML de tipo Il. Usando este modelo, se examiné el potencial de genoterapia usando un vector de AAV para el tratamiento
de ML de tipo II. Se descubrié que GNPTAB sobreexpresada protegia parcialmente la alteracion del crecimiento 6seo
en ratones KO. En conjunto, el suministro sistémico de GNPTAB a través de vectores AAV fue altamente eficaz y
representa una estrategia prometedora para la correccion de la patologia 6sea en ML de tipo II.

SECUENCIAS
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Todas las secuencias polipeptidicas se presentan del extremo N al extremo C salvo que se indique

Todas las secuencias nucleicas se presentan de 5' a 3' salvo que se indique de otro modo.
GNPTAB

Secuencia proteinica de GNPTAB humana (SEQ ID NO:1)

MLFKLLOROQTYTCLSHRYGLYVEE LG LEDSYRDHIAGKSFQNRL
LEMPIDVVY TWVNG REQ CLECLUTHOTKVPMLY
LOPALPANT J_‘K[‘LP wLYI’S:P SA SDIFN‘»’A_??VN STNVC \’ LA F'J_ S r(D JEDA hSC‘LLKQNSRQT\!‘WRG
YLITDREVES . ; j SVALLKL “'?\'-)'K")

NGO IPSWINL D‘\it '{\"“T FTHQDA
YSHSKGQKRY x’LZWP»'PNCA‘EJG
\/P‘»QFGG’}T}\’QV"Y(‘N 2GT
LARVAE

IYLN )DVME“GKD\JWP
SGNSGGSRY IA

DDF
TGS IGVG
NQTHYTIIFRG

8L T "P\P‘ Q'.m LNTIODLQLESRGDI
CVSERLS '»qu" K

”LE‘ \’1““1\1{ KKITGKERENSKMEENAENEIGVTEY
KTQLAYFTDSKNTGREO 'LKD'”"‘\ JSLERY
SFHKVRHSEDMOFAF SYFYYLMBAVQR {
HMLINCIEMLEP PD.LTQLNNIPPT"“LDY‘{D?NL':L
IAFKMIRTRVERVVG KNPREFVCLND
FLEMBELQEWRAYRDKLKFWTHIVLATLIME

KGYRLIKIAL TJ’:FY :\'\Fr-k“ RNQAT T'““F I‘U'-‘JUVEC’\":FKO\
CK ; i
RY] o bYuCV:‘?WEHR"V"‘
SKT‘G? i QRV‘/'P AHMPHAMIDRIVMG
AT
KRV ITLDKIHKAYRDRY
AVLRBFYBSME

VKREIFPRRRIHKEASPURIBY

(‘«

T‘J

Secuencia proteinica de GNPTAB de ratén (SEQ ID NO:2)

MLL KLLQFQ‘IY?FL"HQ‘ LYVCRVEVYVTIVS
LPMP IDVVYTWUYNGTDLELLKELQQVRRHMER
DPPLPANCTLELLP TLY POFRAASDMEY
¥ : FLMG SGEPPTYVE
REQTEENMT IDGKUL!

REGIPESWLNLE

o -
FGRVVYLR

Qk I SROGYRVLFDSYRDNIAGKSRQRNRLT
QRAMRETLGRKNTTERP TRKSEKQLECLLTHI IKVPMLY
JAKE )\NO STRVSWVVERTTKDVEDAHAGCPFKGGSKOMVWERA
L& BRLASKIKLLRLY SRASVALLKLNNPRGE
BOVIASRREDNERELEY SLRSTRERHAPHVENTE IVY
PAIRSE TYLRARDVMEGRDVWRLOE
'“?VPN(‘ ARGCPGOWIKIGYC *71(:‘\\ NNGACDWDRGGDCSENTAGNEY \;’AMQGG’I GNIGAG
\43. jeles NSWLADKFCRQACRVLSCEFDAGDUGQDHF HELYRKVILLEPNQTAYVVERG
EYL S"FQF’A VIARRGY '7‘"7 YSDONPIIRHASTANKWKTIHLIMASGMY TATT'TY:“' TLONANDERRKICIA
VEVDIREAPRLNSTTORAYESLVEPVIPLPQADVP P EDVERKEXKREPK I RRHL GREQEEVEIPRVNT
SLLPKEAQVRLONLILOLERGDITLKG YZ\L\;(\ALL‘A SELOHSLDTRIKPQARTDETRONLEVPQENE \i*
RREHCGFAGEHRSERWTAPARTVTVKGRDHAT ;I\" PVLETNARLAQRTLCVIVSKENLISPLIVPPRSHLPK
EEESDR RRLLGON ‘.(P'ak LPWEXKKRYFUD ;.L..»E.*'LUL‘\IQ:-AY:‘;LS:('!”‘ ROLEDTE
ARSLRY ABMPRMIDRIVMOELQOMEPPER DK‘ ASELCMQRAFSYEYY L
‘\IS}\V(‘P L WE hL Y D ] >GVI SDREIRTLATRI ;&DUP;.WLC” . %z»’\ LPANITQL
LPPVIKSLVINCKPVIDKIAKAYRDENKYRER THVSE ‘,"\‘\:,Q;J'.,
KNFPREFVILNDRIDENARKDARTVREAVLEDF YRSME P IR OOV {‘L PX\""? RNBF Ldl” ‘-4"1. CEWRAYRDYLKL ’W
THCVLATLIIF TIPSR PALRQTI LALERKIFPRRERIHKEASFDRIRY

CHE
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<120>

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
212>
<213>

<400>
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FastSEQ para Windows Versidén 4.0

1

1256
PRT
Homo sapiens

1

Met Leu

1

Phe

Lys

Arg Tyr Gly Leu

Ser Ala

Tyr His

50

Phe Gln

65

Trp Val

Arg Glu

Lys Asn

Leu Leu
130
Leu Pro

145

Phe His

Ser Thr

Asp Ala

Arg Gly
210
Gln Asp

225

Asn Gln

Leu Leu

Phe
35

Val
Asn
Asn
Gln
Thr
115
Thr
Ala
Ser
Asn
His
195
Tyr
Leu

Leu

Gln

20
Gln

Leu
Arg
Gly
Met
100
Thr
His
Asn
Ala
Val
180
Ser
Leu
Ala
Lys

Leu

Leu
Tyr
Phe
Phe
Leu
Thr
85

Glu
Glu
Cys
Ile
Ser
165
Ser
Gly
Thr
Phe
Thr

245
Tyr

Leu
Val
Gly
Asp
Cys
70

Asp
Glu
Pro
Ile
Thr
150
Asp
Val
Leu
Thr
Leu
230

Lys

Ser

Gln
Cys
Glu
Ser
55

Leu
Leu
Glu
Thr
Lys
135
Leu
Ile
Val
Leu
Asp
215
Ser

Leu

Glu

Arg
Phe
Val
40

Tyr
Pro
Glu
Gln
Lys
120
Val
Lys
Phe
Val
Lys
200
Lys
Gly

Pro

Ala

Gln
Leu
25

Val
Arg
Met
Leu
Lys
105
Lys
Pro
Asp
Asn
Phe
185
Gly
Glu
Phe

Glu

Ser

Thr
10

Gly
Leu
Asp
Pro
Leu
90

Ala
Ser
Met
Leu
Val
170
Asp
Asn
Val
Pro
Asn

250
Val

Tyr
Val
Glu
Asn
Ile
75

Lys
Met
Glu
Leu
Pro
155
Ala
Ser
Ser
Pro
Pro
235

Leu

Ala

25

Thr
Val
Trp
Ile
60

Asp
Glu
Arg
Lys
Val
140
Ser
Lys
Thr
Arg
Gly
220
Thr

Ser

Leu

Cys
Val
Ser
45

Ala
Val
Leu
Glu
Gln
125
Leu
Leu
Pro
Lys
Gln
205
Leu
Phe

Ser

Leu

Leu
Thr
30

Arg
Gly
Val
Gln
Ile
110
Leu
Asp
Tyr
Lys
Asp
190
Thr
Val
Lys

Lys

Lys

Ser
15

Ile
Asp
Lys
Tyr
Gln
95

Leu
Glu
Pro
Pro
Asn
175
Val
Val
Leu
Glu
Val

255
Leu

His
Val
Gln
Ser
Thr
80

Val
Gly
Cys
Ala
Ser
160
Pro
Glu
Trp
Met
Thr
240

Lys

Asn
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Asn
Thr
Asp
305
Ser
Glu
Gln
Thr
Ser
385
Lys
Pro
Trp
Asp
Gly
465
Gly
Gly
Trp
Gly
Lys
545
Glu
Glu
Asn
Thr
Phe
625
Leu
Thr
Lys
Ala
Lys

705
Gly

Pro
Ile
290
Leu
Arg
Arg
Ile
His
370
Pro
Phe
Asp
Pro
Gly

450
Gly

Gly
Leu
Phe
530
Val
Cys
Gly
Lys
Thr
610
Lys
Asn
Leu
Arg
Gln
690
Asp

Asp

Lys
275
Asp
Ser
Phe
His
Pro
355
Gln
Ala
Ile
Asp
Val
435
Tyr
Asp
Gly
Ile
Ala
515
Asp
Ile
Leu
Ala
Trp
595
Ile
Met
Ser
Leu
Phe
675
Glu
Ala

Ile

260
Asp

Gly
Ala
Glu
Ala
340
Ser
Asp
Ile
Tyr
Phe
420
Pro
Cys
Cys
Thr
Asn
500
Asp
Ala
Leu
Pro
Tyr
580
Lys
His
Gln
Thr
Pro
660
Pro
Glu
Gln

Thr

Phe
Lys
Ile
Asp
325
Pro
Trp
Val
Glu
Leu
405
Tyr
Asn
Asp
Ser
Gly
485
Ser
Lys
Gly
Leu
Tyr
565
Ser
Thr
Phe
Ile
Ala
645
Glu
Lys
Val

Leu

Leu

Gln
Glu
Ser
310
Asn
Trp
Leu
Phe
Ser
390
Asn
Ser
Cys
Lys
Gly
470
Ser
Val
Phe
Asp
Pro
550
Phe
Asp
Ile
Asn
Thr
630
Gln
Ala
Phe
Lys
Ser

710
Lys

Glu
Leu
295
Gln
Glu
Val
Asn
Arg
375
His
Asp
His
Ala
Ala
455
Asn
Ile
Ser
Cys
Cys
535
Asn
Ser
Asn
His
Leu
615
Val
Lys
Glu
Lys
Ile
695

Leu

Gly

Leu
280
Thr
Ser
Glu
Arg
Leu
360
Asn
Ile
Asp
Ser
Glu
440
Cys
Ser
Gly
Tyr
Asp
520
Gly
Gln
Phe
Pro
Leu
600
Thr
Glu
Gly
Ile
Arg
680
Pro

Asn

Tyr
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265
Asn

Ile
Lys
Leu
Asn
345
Asp
Leu
His
Val
Lys
425
Gly
Asn
Gly
Val
Cys
505
Gln
Gln
Thr
Ala
Ile
585
Ile
Phe
Val
Tyr
Leu
665
His
Leu

Thr

Asn

Lys
Ser
Gln
Arg
330
Ile
Asn
Ser
Arg
Met
410
Gly
Cys
Asn
Gly
Gly
490
Asn
Ala
Asp
His
Glu
570
Ile
Met
Gln
Asp
Glu
650
Phe
Asp
Val

Leu

Leu

Gln
Pro
Asp
315
Tyr
Phe
Pro
His
Ile
395
Phe
Gln
Pro
Ser
Ser
475
Gln
Gln
Cys
His
Tyr
555
Val
Arg
His
Asn
Thr
635
Asn
Glu
Val
Asn
Asp

715
Ser

26

Thr
Ala
300
Glu
Ser
Ile
Arg
Leu
380
Glu
Gly
Lys
Gly
Ala
460
Arg
Pro
Gly
Asn
Phe
540
Ile
Ala
His
Ser
Thr
620
Arg
Leu
Asp
Asn
Ile
700

Leu

Lys

Lys
285
Tyr
Asp
Leu
Val
Val
365
Pro
Gly
Lys
Val
Ser
445
Cys
Tyr
Trp
Cys
Val
525
His
Ile
Lys
Ala
Gly
605
Asn
Glu
Val
Ile
Ser
685
Ser

Gln

Ser

270
Lys

Leu
Ile
Arg
Thr
350
Thr
Thr
Leu
Asp
Tyr
430
Trp
Asp
Ile
Gln
Ala
510
Leu
Glu
Pro
Arg
Ser
590
Met
Asp
Gly
Ser
Pro
670
Thr
Leu

Leu

Ala

Asn
Leu
Ser
Ser
335
Asn
Ile
Phe
Ser
Val
415
Leu
Ile
Trp
Ala
Phe
495
Asn
Ser
Leu
Lys
Gly
575
Ile
Asn
Glu
Pro
Pro
655
Lys
Arg
Leu

Glu

Leu

Met
Trp
Ala
320
Ile
Gly
Val
Ser
Gln
400
Trp
Thr
Lys
Asp
Gly
480
Gly
Ser
Cys
Tyr
Gly
560
Val
Ala
Ala
Glu
Lys
640
Ile
Glu
Arg
Pro
His

720
Leu
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Arg Ser Phe

Ile Ile Thr

755

Gln Val His
770

Leu Gln

785

Asp

Arg

Gln Gly

Arg Val Glu

Glu Pro
835
Lys

Lys
Glu Lys
850
Asn Ala Glu
865
Leu

Gln His

Lys Lys Tyr

Gln Ala
915
Phe

Leu

Thr
930
Phe

Asp

Lys
945
Ile

Gly

Asp Arg

Phe Asp Lys

Phe Ala Phe
995
Ile Ser
1010
Leu Ser Asp
1025

Pro Leu Ser

Asn

Cys Ser Lys

Pro Thr Gln
1075
Ser Leu Val
1090
Tyr Lys Asp
1105
Ile Ala Phe

Leu Asp Asp

Asn Ile Asp
1155

Arg Asp Phe Tyr Glu Ser

1170

Pro Arg Glu Tyr Arg Asn

Leu
740
Asp
Lys
Leu
Gln
Thr
820
Pro
Ile
Asn
Tyr
Phe
900
Tyr
Ala
Phe
Ile
Thr
980
Ser
Gln
Arg
Leu
Met
1060
Glu
Thr
Lys
Lys
Ile

1140
His

725

Met Asn Ser

Glu Thr Asn

Ile Leu
775

Pro

Ser
Thr Phe
790
Asn Pro Pro
805
His

Thr Gln

Ser Leu Ile

Thr Gly Lys
855
Ile Gly
870

Asp

His

Thr
885
Gln

Ser

Asp Leu

Phe Thr Asp
Leu
935

Arg

Asp Ser

Thr Ser
950
Val Met
965

Ser

Gln

Phe His

Tyr Phe Tyr

Val Phe Asp
1015
Glu Ile Arg

1030
Gln Asp Leu
1045

Leu Pro Ala
Ser Tyr Tyr

Asn Cys Lys
1095
Asn Lys Tyr
1110
Met Ile
1125
Arg Lys

Arg
Asn
Asn His

Lys

Met
1175
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730

Gln His Ala

745
Asp Ser Leu
760
Pro

Asn Ser

Ala Val Ser
Leu
810

Ile

Leu Asp
Thr
825
Pro

Lys

Val
840
Glu

Leu

Lys Glu

Val Thr Glu

Tyr Leu Gly

890

Leu Asp Glu
905

Ser Lys Asn

920

Arg

Tyr Val

Lys Val Pro

Glu Gln
970
Arg

Leu

Val
985
Tyr Leu
1000

Glu val

Lys
Met
Asp
Thr Leu Ala
Leu

1050
Thr

Thr Gly

Asp Ile
1065

Asp Pro Asn

1080

Pro Val Thr

Arg Phe Glu

Thr Asn Val
1130
Pro Arg Lys
1145
Asp Ala Gln
1160

Lys Ile Lys

Val Ala Pro

765

Leu Gly val
780

Val Lys

795

Glu

Val

Thr Thr

Gly Gly Asn

Glu Gln
845
Arg

Ser

Ser
860
Leu

Asn

Val
875
Phe

Leu

Leu Pro

Glu Glu Ser

Thr Gly Arg
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Asn Lys Ile
940

Ala His

955
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Met

Met Phe

His Ser Glu

Ala Val
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1035
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Glu Lys
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Val Thr
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Trp
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Pro His
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975
Met

Pro
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Ser Gly Vval
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1055
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1070
Val Thr Lys
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Gly Gln
1135
Asn Asp

Val

Leu
1150
Ala Val Leu

Phe Pro Ile Pro Ser Gln Phe Glu Leu

1180
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1

Arg Tyr
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65

Trp Val
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Thr Ile
290

Asp Leu

305

Ser Arg

Leu
Gly
Phe
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Val
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Asn
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Thr
115
Thr
Ala
Ala
Asn
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195
Tyr
Leu
Leu
Arg
Lys
275
Asp

Ser

Phe

Lys
Leu
20

Gln
Leu
Arg
Gly
Met
100
Thr
His
Asn
Ala
Val
180
Ala
Leu
Ala
Lys
Leu
260
Gly
Gly

Ala

Glu

Leu
Tyr
Phe
Phe
Leu
Thr
85

Glu
Glu
Cys
Cys
Ser
165
Ser
Gly
Thr
Phe
Thr
245
Tyr
Phe
Lys

Ile

Asp

Leu
Val
Gly
Asp
Cys
70

Asp
Glu
Pro
Ile
Thr
150
Asp
Val
Pro
Thr
Leu
230
Lys
Ser
Gln
Glu
Ser

310
Asn

Arg
1255

Gln
Cys
Glu
Ser
55

Leu
Leu
Glu
Thr
Lys
135
Leu
Met
Val
Phe
Asp
215
Ser
Leu
Glu
Glu
Leu
295

Gln

Glu

1240
Val

Arg
Phe
Val
40

Tyr
Pro
Glu
Gln
Lys
120
Val
Lys
Phe
Val
Lys
200
Lys
Gly
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Ala
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280
Thr

Ser
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ES 2991277 T3

1225

Gln
Val
25

Val
Arg
Met
Leu
Arg
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Lys
Pro
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Phe
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Gly
Glu
Phe
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Ser
265
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Ile

Lys

Leu
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Pro
Leu
90

Ala
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Val
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Ala
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Lys
250
Val
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Ser
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1195
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Thr Ile Phe Ser Phe Phe Ala Glu Gln Leu
1230
Ile Phe Pro Arg Arg Arg Ile His Lys Glu
1245

Tyr
Val
Glu
Asn
Ile
75

Lys
Met
Glu
Leu
Pro
155
Ala
Thr
Ser
Pro
Pro
235
Leu
Ala
Gln
Pro
Asp

315
Tyr

28

Thr
Val
Trp
Ile
60

Asp
Glu
Arg
Lys
Val
140
Thr
Lys
Thr
Lys
Gly
220
Thr
Ser
Leu
Thr
Ala
300
Glu

Ser

Cys
Val
Ser
45

Ala
Val
Leu
Glu
Gln
125
Leu
Leu
Pro
Lys
Gln
205
Leu
Phe
Ser
Leu
Lys
285
Tyr

Asp

Leu

Leu
Thr
30

Arg
Gly
Val
Gln
Thr
110
Leu
Asp
Tyr
Lys
Asp
190
Met
Val
Lys
Lys
Lys
270
Lys
Leu

Val

Arg

1215

Ser
15

Ile
Asp
Lys
Tyr
Gln
95

Leu
Glu
Pro
Pro
Asn
175
Val
Val
Leu
Glu
Ile
255
Leu
Asn
Leu

Ser

Ser

1200

His
Val
Gln
Ser
Thr
80

Val
Gly
Cys
Pro
Ser
160
Pro
Glu
Trp
Met
Thr
240
Lys
Asn
Met
Trp
Ala

320
Ile
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Trp
Asp
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465
Gly
Gly
Trp
Gly
Lys
545
Glu
Glu
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Phe
625
Leu
Thr
Lys
Phe
Lys
705
Gly
Arg
Arg

Ser

Trp

Arg
Ile
His
370
Pro
Phe
Asp
Pro
Gly

450
Gly

Gly
Leu
Phe
530
Val
Tyr
Gly
Lys
Thr
610
Lys
Asn
Pro
Arg
Gln
690
Glu
Asp
Ser
Thr
His

770
Thr

His
Pro
355
Gln
Ala
Ile
Asp
Val
435
Tyr
Asp
Gly
Ile
Ala
515
Asp
Thr
Leu
Thr
Trp
595
Ile
Ile
Ser
Leu
Phe
675
Glu
Ala
Ile
Phe
Asp
755
Arg

Ala

Ala
340
Ser
Asp
Ile
Tyr
Phe
420
Pro
Cys
Cys
Thr
Asn
500
Asp
Ala
Leu
Ser
Tyr
580
Lys
Tyr
Gln
Thr
Pro
660
Pro
Glu
Gln
Thr
Leu
740
Glu
Arg

Pro

325
Pro

Trp
Ile
Glu
Leu
405
Tyr
Asn
Asp
Ser
Gly
485
Thr
Lys
Gly
Leu
Tyr
565
Ser
Thr
Phe
Ile
Thr
645
Gln
Lys
Val
Val
Leu
725
Gly
Thr

Pro

Ala

Trp
Leu
Phe
Ser
390
Asn
Ser
Cys
Lys
Gly
470
Asn
Ile
Phe
Asp
Pro
550
Phe
Asp
Ile
Asn
Ala
630
Gln
Ala
Ile
Lys
Arg
710
Lys
Asn
Lys
His

Glu

Val
Asn
Gln
375
His
Asp
His
Ala
Ala
455
Asn
Ile
Ser
Cys
Cys
535
Asn
Ser
Asn
His
Leu
615
Val
Lys
Asp
Arg
Ile
695
Leu
Gly
Ser
Gly
Gly

775
Thr

Arg
Leu
360
Asn
Ile
Asp
Ser
Glu
440
Cys
Thr
Gly
Tyr
Asp
520
Gly
Gln
Phe
Pro
Leu
600
Thr
Glu
Ala
Val
Arg
680
Pro
Ser
Tyr
Leu
Asn
760
Phe

Val
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Asn
345
Asp
Leu
His
Val
Lys
425
Gly
Asn
Ala
Ala
Cys
505
Gln
Gln
Thr
Ala
Ile
585
Ile
Leu
Val
Tyr
Pro
665
His
Arg
Asn
Asn
Asp
745
Leu

Ala

Thr

330
Ile

Asn
Ser
Arg
Met
410
Gly
Cys
Asn
Gly
Gly
490
Asn
Ala
Asp
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Asn
570
Ile
Met
Gln
Asp
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650
Phe
Asp
Val
Leu
Leu
730
Thr
Glu
Gly

Val

Phe
Pro
His
Ile
395
Phe
Gln
Pro
Ser
Asn
475
Gln
Gln
Cys
His
Tyr
555
Ile
Arg
His
Asn
Thr
635
Ser
Glu
Val
Asn
Asp
715
Ser
Lys
Val

Glu

Lys

29

Ile
Arg
Leu
380
Glu
Gly
Lys
Gly
Ala
460
Arg
His
Gly
Asn
Phe
540
Val
Ala
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Ser
Ala
620
Arg
Leu
Asp
Asn
Ile
700
Leu
Lys
Ile
Pro
His

780
Gly

Val
Val
365
Pro
Gly
Lys
Val
Ser
445
Cys
Phe
Trp
Cys
Val
525
His
Val
Arg
Ala
Gly
605
Asn
Glu
Val
Val
Ala
685
Ser
Gln
Ser
Lys
Gln
765
Arg

Arg

Thr
350
Thr
Thr
Leu
Asp
Tyr
430
Trp
Asp
Val
Gln
Ala
510
Leu
Glu
Pro
Arg
Ser
590
Met
Asp
Ala
Ser
Pro
670
Thr
Leu
Leu
Ala
Pro
750
Glu

Ser

Asp

335
Asn

Ile
Phe
Ser
Val
415
Leu
Ile
Trp
Ala
Phe
495
Asn
Ser
Leu
Lys
Gly
575
Ile
Asn
Glu
Pro
Pro
655
Lys
Gly
Leu
Glu
Leu
735
Gln
Asn

Glu

His

Val
Ser
Gln
400
Trp
Thr
Lys
Asp
Gly
480
Gly
Ser
Cys
Tyr
Gly
560
Val
Ala
Ala
Glu
Lys
640
Val
Glu
Arg
Pro
Arg
720
Leu
Ala
Pro

Arg

Ala
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Leu Asn Pro

Thr Leu Gly
Glu
835

Ala

Pro Pro

Gly Asn
850
Gln Asn
865

Asp

Tyr

Leu Leu

Thr Asp Ser

Ser Leu Arg

915

Ser Arg Lys
930

Met Gln Glu

945

Phe His Lys

Phe Tyr Tyr

Phe Glu
995
Thr

His
Ile Arg
1010
Asp Leu Thr
1025

Pro Ala Asn

Tyr Tyr Asp

Pro
Val
820
Ser
Val
Pro
Asp
Lys
900
Tyr
Val
Leu
Val
Leu
980
Val
Leu
Gly

Ile

Pro
1060

790

Pro Val Leu

805
Thr

Val Ser

His Leu Pro

Pro val Lys
855
Phe Leu
870

Glu

Gly

Glu
885
His

Glu

Thr Gly

Val Asn Lys

Ala His
935
Met

Pro

Gln Asp

950

Arg His Ser

965

Met Ser Ala

Asp Thr Asp

Ala Thr Arg

1015

Glu His
1030
Thr Gln Leu
1045

Asn Leu Pro

Leu

Cys Lys Pro Val Thr Asp Lys

1075
Lys Tyr Arg
1090
Ile Arg Thr
1105
Lys Asn Pro

His Lys Asp

Ser Met Phe
1155
Asn Arg Phe
1170
Asp Lys Leu
1185
Phe Thr Ile

Lys Ile Phe

Ile Arg Val
1235

Phe
Asn
Arg
Ala
1140
Pro
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1220

Glu Ile Met

1095

Val Ser His
1110
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1125

Arg Thr Val

Ile Pro Ser
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1175

Phe Trp Thr
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Ser Phe Phe

1205

Arg Arg Arg
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Glu Thr Asn
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Lys
Lys Glu
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Gln Leu
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Met
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985
Gln Ser
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Asn Asn Ile
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795

Ala Arg Leu
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845
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860
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Thr

Lys
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Phe
925

Asp
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Ile
940
Phe

Met
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Asp
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Pro Leu
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830
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Gly
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1180
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1215
Asp Arg
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REIVINDICACIONES

1. Una particula virica adenoasociada recombinante (rAAV) para su uso en un método para tratar la mucolipidosis de
tipo Il (ML 1) o la mucolipidosis de tipo 11l (ML Ill} en un mamifero,

en donde la particula de rAAV comprende un vector rAAV, en donde el vector rAAV comprende &cido nucleico que
codifica N-acetilglucosamina-1-fosfato transferasa (GNPTAB), al menos una repeticion terminal invertida (ITR) de AAV
y un intrén de virus diminuto de ratones (MVMj),

en donde GNPTAB esta unida de forma funcional a un promotor, en donde el promotor es un potenciador de
citomegalovirus (CMV)/promotor de beta-actina de pollo (CBA),

en donde el potenciador de CMV es un potenciador acortado y el promotor de CBA es un promotor de CBA truncado.

2. La particula de rAAV para el uso de la reivindicacion 1, en donde el tratamiento mejora uno o mas sintomas de ML
Il'o ML Ill, en donde el uno o mas sintomas de ML 11 o ML |1l son defectos esqueléticos, deficiencias cognitivas, retrasos
en el desarrollo de habilidades motoras gruesas y finas, pérdida de audicién, falta de tono muscular, abdomen
sobresaliente, hernias umbilicales, engrosamiento mucoso progresivo de las vias respiratorias, infecciones
respiratorias frecuentes, engrosamiento e insuficiencia de la valvula mitral, estrefiimiento o diarrea.

3. La particula de rAAV para el uso de la reivindicacion 1, en donde el tratamiento retarda la progresion de uno o mas
sintomas de ML Il o ML I, en donde el uno o mas sintomas de ML Il o ML Ill son defectos esqueléticos, deficiencias
coghnitivas, retrasos en el desarrollo de habilidades motoras gruesas y finas, pérdida de audicién, falta de tono
muscular, abdomen sobresaliente, hernias umbilicales, engrosamiento mucoso progresivo de las vias respiratorias,
infecciones respiratorias frecuentes, engrosamiento e insuficiencia de la valvula mitral, estrefiimiento o diarrea.

4. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde

a) la GNPTAB es una GNPTAB humana; y/o

b) la GNPTAB comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos aproximadamente un 80 % idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; y/o

c) la GNPTAB comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1.

5. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el vector comprende:

a) una secuencia de poliadenilacion preferiblemente en donde la secuencia de poliadenilacion es una secuencia de
poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina; y/o

b) dos ITR.

6. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la repeticion terminal de
AAV es una ITR de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS8, AAVrh8, AAVrh8R, AAV9, AAV10,
AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV DJ, AAV de cabra, AAV bovino o AAV de ratén.

7. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la particula de AAV
comprende:

a) una capside de serotipo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh8, AAVrh8R, AAVY, AAV10,
AAVrh10, AAV11, AAV12, AAV2R471A, AAV2/2-7m8, AAV DJ, AAV2 N587A, AAV2 E548A, AAV2 N708A, AAV V708K,
AAV de cabra, AAV1/AAV2 quimérico, AAV bovino, AAV de ratdén o rAAV2/HBoV1; y/o

b) una o mas ITR y capside derivada del mismo serotipo de AAV; 0 una o mas ITR derivadas de un serotipo de AAV
diferente del de la capside de las particulas viricas de rAAV, preferiblemente en donde la particula de rAAV comprende
una cépside de AAV8 y en donde el vector comprende ITR de AAV2.

8. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la particula de rAAV se
produce transfectando una célula hospedadora con acido nucleico que codifica el vector rAAV y acido nucleico que
codifica las funciones rep y cap de AAV, y proporcionando acido nucleico que codifica funciones auxiliares de AAV.

9. La particula de AAV para el uso de la reivindicacién 8, en donde las funciones auxiliares de AAV se proporcionan
transfectando la célula hospedadora con acido nucleico que codifica las funciones auxiliares de AAV, preferiblemente,
en donde las funciones auxiliares de AAV se proporcionan infectando la célula hospedadora con un virus auxiliar de
AAV que proporciona las funciones auxiliares de AAV, preferiblemente, en donde el virus auxiliar de AAV es un
adenovirus, un virus del herpes simple 0 un baculovirus.

10. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la particula de rAAV se
produce por una célula productora de AAV que comprende acido nucleico que codifica el vector rAAV y acido nucleico
que codifica las funciones rep y cap de AAV, y proporcionando acido nucleico que codifica funciones auxiliares de AAV.

11. La particula de AAV para el uso de la reivindicacion 10, en donde la célula productora de AAV comprende acido
nucleico que codifica funciones auxiliares de AAV,

preferiblemente, en donde las funciones auxiliares de AAV se proporcionan infectando las células productoras de AAV
con un virus auxiliar de AAV que proporciona las funciones auxiliares de AAV, preferiblemente, en donde el virus auxiliar
de AAV es un adenovirus, un virus del herpes simple o un baculovirus.
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12. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el mamifero es un ser
humano, preferiblemente en donde el ser humano es un sujeto pediatrico o un adulto joven.

13. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en donde la particula de rAAV se
administra por via intravenosa, intraperitoneal, intraarterial, intramuscular, subcutanea o intrahepatica, preferiblemente
en donde la particula de rAAV se administra por via intravenosa.

14. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el rAAV se administra a
mas de una ubicacién, y/o en donde se repite la administracion.

15. La particula de AAV para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde las particulas viricas de

rAAV estan en una composicién farmacéutica, preferiblemente en donde la composicién farmacéutica comprende
ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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