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DESCRIPCION
Virus adenoasociado para el suministro terapéutico al sistema nervioso central
Antecedentes

Las mucopolisacaridosis (MPS) son un grupo de 11 enfermedades de almacenamiento provocadas por alteraciones
en el catabolismo de los glucosaminoglicanos (GAG), que conducen a su acumulacion en lisosomas (Muenzer,
2004; Mufioz-Rojas y otros, 2008). Las manifestaciones de gravedad variable incluyen organomegalia, displasias
esqueléticas, obstruccion cardiaca y pulmonar y deterioro neurolégico. Para la MPS |, la deficiencia de iduronidasa
(IDUA), la gravedad varia de leve (sindrome de Scheie) a moderada (Hurler-Scheie) a grave (sindrome de Hurler), y
esta ultima da como resultado deficiencia neurolégica y muerte a los 15 afios (Muenzer, 2004; Mufioz-Rojas y otros,
2008). Las terapias para las MPS han sido en su mayor parte paliativas. Sin embargo, existen algunas de las
enfermedades MPS, lo que incluye el sindrome de Hurler, para las que el trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas (HSCT) ha mostrado eficacia (Krivit, 2004; Orchard y otros, 2007; Peters y otros, 2003).
Adicionalmente, para cada vez mas enfermedades MPS, se dispone ahora de la terapia de reemplazo enzimatico
(ERT) (Brady, 2006). En general, el HSCT y la ERT dan como resultado el aclaramiento de los materiales de
almacenamiento y la mejora de las condiciones periféricas, aunque persisten algunos problemas después del
tratamiento (esqueléticos, cardiacos, opacidad corneal). El principal desafio en estas terapias celulares y
enzimaticas es la eficacia para abordar las manifestaciones neurolégicas, ya que la enzima administrada
periféricamente no penetra la barrera hematoencefalica y se ha descubierto que el HSCT es beneficioso para
algunas MPS, pero no para todas.

La MPS | ha sido una de las enfermedades MPS mas ampliamente estudiadas para el desarrollo de terapias
celulares y moleculares. La eficacia del HSCT alogénico es probablemente el resultado de la correccion cruzada
metabdlica, por la cual la enzima faltante se libera de las células derivadas del donante y posteriormente es captada
por las células huésped y transportada a los lisosomas, donde la enzima contribuye al metabolismo lisosémico
(Fratantoni y otros, 1968). Posteriormente se observa el aclaramiento de los materiales de almacenamiento GAG en
organos periféricos tales como el higado y el bazo, existe alivio de la obstrucciéon cardiopulmonar y mejoria en la
opacidad corneal (Orchard y otros, 2007). Es de particular importancia el efecto del trasplante alogénico de células
madre sobre la aparicion de manifestaciones neuroldgicas en las enfermedades MPS. En este sentido, existe
evidencia en varias enfermedades MPS de que los individuos injertados con células madre alogénicas afrontan un
mejor resultado en comparacion con los pacientes no trasplantados (Bjoraker y otros, 2006; Krivit, 2004; Orchard y
otros, 2007; Peters y otros, 2003). Una hipotesis central que explica el beneficio neuroldgico del trasplante alogénico
de células madre hematopoyéticas es la penetracion de las células hematopoyéticas derivadas del donante (muy
probablemente microglia) (Hess y otros, 2004; Unger y otros, 1993) en el sistema nervioso central, donde la enzima
faltante es expresada por las células injertadas, desde ese momento la enzima se difunde hacia los tejidos del CNS
y participa en el aclaramiento de los materiales de almacenamiento. Por tanto, el nivel de enzima proporcionado a
los tejidos del CNS se limita a la cantidad expresada y liberada de las células derivadas del donante que se injertan
en el cerebro. Si bien dicho injerto es de gran beneficio para la MPS |, los receptores, no obstante, contintian
mostrando un coeficiente intelectual por debajo del normal y una capacidad neurocognitiva deteriorada (Ziegler y
Shapiro, 2007).

El fenédmeno de la correccion cruzada metabdlica también explica la eficacia de la ERT para varias enfermedades de
almacenamiento lisosémico (Brady, 2006), mas marcadamente la MPS I. Sin embargo, debido al requisito de
penetracion de la barrera hematoencefalica (BBB) por la enzima faltante en la enfermedad de almacenamiento
lisosémico (LSD) en particular para alcanzar eficazmente el CNS, no se ha observado eficacia de la terapia
enzimatica para las manifestaciones neurolégicas de la enfermedad de almacenamiento lisosémico (LSD) (Brady,
2006). Las enzimas son casi siempre demasiado grandes y, en general, demasiado cargadas para cruzar
eficazmente la BBB. Esto ha motivado investigaciones sobre la administracion intratecal invasiva de enzimas
(Dickson y otros, 2007), cuya eficacia se ha demostrado en un modelo canino de MPS | (Kakkis y otros, 2004) y para
las que se estan iniciando ensayos clinicos en humanos para la MPS | (Pastores, 2008; Mufioz-Rojas y otros, 2008).
Las desventajas claves de la terapia enzimatica incluyen su elevado coste (> $ 200 000 por afio) y el requisito de
infusiones repetidas de proteina recombinante. Los ensayos clinicos actuales de administracion intratecal de IDUA
estan disefiados para inyectar la enzima solo una vez cada tres meses, por lo que la eficacia de este régimen de
dosificacién permanece incierta. EI documento W02014/186579 también describe la idea de usar el AAV9 como
vector para tratar diferentes tipos de enfermedades de almacenamiento lisosémico. Sin embargo, el documento WO
2014/186579 no menciona la neurocognicion en el contexto de la terapia génica.

Resumen de la invencion
La invencion se define en las reivindicaciones.
Los vectores de AAV empleados en los métodos de la invencién son Utiles para suministrar genes al CNS. En una

modalidad, la invencién proporciona el suministro intranasal al CNS de proteinas terapéuticas por medio de AAV, por
ejemplo, para prevenir, inhibir o tratar la disfuncién neurocognitiva o la enfermedad neurolégica. Como se describe
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en la presente descripcion, el suministro intranasal del vector condujo a la transduccion del prosencéfalo (bulbo
olfatorio) y la expresion de la proteina terapéutica. La proteina se difundié a todas las areas del cerebro. Por tanto, el
uso de vectores de AAV por suministro intranasal para expresar, por ejemplo, una proteina secretada, permite el
tratamiento de muchos trastornos neurolégicos diferentes, por ejemplo, MPS |, MPS 1, MPS lll, otras enfermedades
metabdlicas, lo que incluye la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer, y similares. Por ejemplo, el
analisis de extractos de todas las partes microdiseccionadas del cerebro muestra una distribucion generalizada en
todo el cerebro de la alfa-L-iduronidasa suministrada por el rAAV.

En una modalidad, el rAAV se suministra a un mamifero por via intratecal (IT), endovascular (1V), cerebroventricular
(ICV) o intranasal (IN) para prevenir, inhibir o tratar la disfuncién neurocognitiva o la enfermedad neuroldgica. En una
modalidad, la administracion intranasal da como resultado una administracion directa no invasiva al CNS con
correccion cruzada metabdlica. En una modalidad, el mamifero se somete a inmunosupresiéon. En una modalidad, el
mamifero se somete a la induccién de tolerancia.

En un aspecto de la descripcion, la enfermedad que se va a prevenir, inhibir o tratar con un gen en particular incluye,
MPS | (IDUA), MPS 1l (IDS), MPS IlIA (Heparan®-N-sulfatasa; sulfaminidasa), MPS IlIIB (alfa-N-acetil-
glucosaminidasa), MPS [lIC (Acetil-CoA:alfa-N-acetil-glucosaminida acetiltransferasa), MPS IlID (N-
acetilglucosamina 6-sulfatasa), MPS VII (beta-glucoronidasa), Gaucher (betaglucosidasa acida), alfamanosidosis
(alfamanosidasa), betamanosidosis (betamanosidasa), alfafucosidosis (alfafucosidasa), sialidosis (alfasialidasa),
galactosialidosis  (catepsina A), aspartilglucosaminuria  (aspartilglucosaminidasa), gangliosidosis GM1
(betagalactosidasa), Tay-Sachs (subunidad alfa de betahexosaminidasa), Sandhoff (subunidad beta de
betahexosaminidasa), gangliosidosis = GM2/variante =~ AB  (proteina  activadora de GM2), Krabbe
(galactocerebrosidasa), leucodistrofia metacromatica (arilsulfatasa A), y otros trastornos neuroldégicos, lo que incluye
la enfermedad de Alzheimer (expresidon de un anticuerpo, tal como un anticuerpo contra el beta-amiloide, o una
enzima que ataca las placas y las fibrillas asociadas con el Alzheimer), o las enfermedades de Alzheimer y
Parkinson (expresion de proteinas neuroprotectoras, lo que incluye GDNF o neurturina).

Por tanto, se describen métodos para prevenir, inhibir y/o tratar, por ejemplo, uno o mas sintomas asociados con
una enfermedad del sistema nervioso central (CNS) en un mamifero que lo necesita. Los métodos implican
suministrar al CNS de un mamifero que necesita tratamiento una composicién que comprende una cantidad eficaz
de un vector de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un marco abierto de lectura que codifica
un producto génico, por ejemplo, un producto génico terapéutico. Los productos génicos objetivo que pueden ser
codificados por un vector de rAAV incluyen alfa-L-iduronidasa, iduronato-2-sulfatasa, heparan sulfato sulfatasa, N-
acetil-alfa-D-glucosaminidasa, betahexosaminidasa, alfagalactosidasa, betagalactosidasa, betaglucuronidasa o
glucocerebrosidasa, asi como también los descritos anteriormente. Las enfermedades que pueden prevenirse,
inhibirse o tratarse mediante el uso de los métodos descritos en la presente descripcion incluyen, trastorno de
mucopolisacaridosis tipo |, trastorno de mucopolisacaridosis tipo Il o trastorno de mucopolisacaridosis tipo VII, asi
como también los trastornos enumerados anteriormente. El vector de AAV puede administrarse de diversas formas
para asegurar que se suministra al CNS/cerebro y que el transgén se transduce con éxito en el CNS/cerebro del
sujeto. Las vias de suministro al CNS/cerebro incluyen administracion intratecal, administracion intracraneal, por
ejemplo, administracion intracerebroventricular o administracion cerebroventricular lateral, administracion intranasal,
administracion endovascular y administracion intraparenquimatosa.

En un aspecto de la descripcion, los métodos implican suministrar al CNS de un mamifero adulto que necesita
tratamiento una composicién que comprende una cantidad eficaz de un vector de rAAV serotipo 9 (rAAV9) que
comprende un marco abierto de lectura que codifica un gen. En un aspecto de la descripcion, los métodos implican
suministrar al CNS de un mamifero adulto que necesita tratamiento una composiciéon que comprende una cantidad
eficaz de un vector de rAAV9 que comprende un marco abierto de lectura que codifica IDUA. Estos métodos se
basan, en parte, en el descubrimiento de que un vector de AAV9 puede transducir eficientemente el transgén
terapéutico en el cerebro/CNS de sujetos adultos, lo que restaura los niveles de enzima a los niveles de tipo silvestre
(ver la Figura 15, infra). Los resultados logrados mediante el uso de AAV9 son sorprendentes en vista de trabajos
previos que demostraron que el suministro intravascular de AAV9 en ratones adultos no logra un direccionamiento
neuronal directo generalizado (ver Foust y otros, 2009), asi como también datos adicionales que muestran que la
inyeccion directa de AAV8-IDUA en el CNS de ratones adultos con deficiencia de IDUA dio como resultado una
expresion deficiente del transgén (Figura 18). Los ejemplos descritos en la presente descripcion usan un modelo
preclinico para el tratamiento de la MPS1, un trastorno metabdlico hereditario provocado por la deficiencia de la
enzima lisosémica alfa-L-iduronidasa (IDUA). Los ejemplos demuestran que la aplicacion directa de AAV9-IDUA en
el CNS de ratones adultos inmunocompetentes con deficiencia de IDUA dio como resultado una expresion y
actividad de la enzima IDUA que es igual o superior a la expresion y actividad de la enzima IDUA en ratones adultos
de tipo silvestre (ver la Figura 15, infra).

Los ejemplos también demuestran que la terapia combinada para inducir inmunosupresion o inmunotolerancia, o el
tratamiento de animales inmunodeficientes, puede lograr niveles ain mas altos de expresion y actividad de la
enzima IDUA. Los pacientes con genotipos que promueven una respuesta inmunitaria que neutraliza la actividad
enzimatica (ver, por ejemplo, Barbier y otros, 2013) se tratan con un inmunosupresor ademas del vector de rAAV
que comprende un marco abierto de lectura que codifica un producto génico, tal como IDUA.
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Los ratones IDUA’- neonatales son inmunologicamente virgenes. La administracion de AAV8-IDUA a ratones IDUA™
neonatales dio como resultado la expresion de IDUA (Wolf y otros, 2011), lo que indujo la tolerancia de los animales
a IDUA. Como se describe en la presente descripcion, se demostrd la aplicabilidad de la transferencia génica
mediada por AAV a ratones adultos (inmunocompetentes) mediante la infusion directa de AAV al sistema nervioso
central mediante el uso de diferentes vias de administracion. Por ejemplo, el AAV9-IDUA se administr6 mediante
inyeccion directa en los ventriculos laterales de ratones adultos con deficiencia de IDUA que eran
inmunocompetentes, inmunodeficientes (NODSCID/IDUA-/-), inmunosuprimidos con ciclofosfamida (CP) o con
induccion de inmunotolerancia mediante la inyeccion semanal de proteina iduronidasa humana (Aldurazyme) a partir
del nacimiento. A los animales inmunodeprimidos con CP también se les administr6 AAV9-IDUA mediante infusion
intranasal, mediante inyeccion intratecal y mediante infusion endovascular con y sin manitol para alterar la barrera
hematoencefalica. Los animales se sacrificaron 8 semanas después de la administracion del vector, y los cerebros
se cosecharon y microdiseccionaron para la evaluacion de la actividad enzimatica de IDUA, glucosaminoglicanos
tisulares y secuencias del vector de IDUA en comparacion con ratones de control normales y afectados. Los
resultados de estos estudios muestran que pueden emplearse numerosas vias para la administracion del vector de
AAV directamente al CNS, por ejemplo, para lograr niveles mas altos de suministro de proteinas y/o actividad
enzimatica en el CNS. Ademas, aunque el cerebro es un sitio inmunoprivilegiado, la administracion de un
inmunosupresor o la induccién de inmunotolerancia pueden aumentar la actividad encontrada en el cerebro después
de la administracion del AAV. Los niveles mas altos de expresion por administracion y/o las vias de administracion
menos invasivas son clinicamente mas agradables para los pacientes.

Por tanto, la invencion incluye el uso de vectores de AAV recombinantes (rAAV) que codifican un producto génico
con efectos terapéuticos cuando se expresan en el CNS de un mamifero. EI mamifero es un mamifero
inmunocompetente con una enfermedad o trastorno del CNS (una enfermedad neuroldgica). Un mamifero
"inmunocompetente”, como se usa en la presente descripcién, es un mamifero de una edad en la que se provocan
respuestas inmunitarias tanto celulares como humorales después de la exposicion a un estimulo antigénico,
mediante la regulacion positiva de las funciones Th1 o la produccion de IFN-y en respuesta a estimulos policlonales,
por el contrario a un recién nacido que tiene inmunidad innata e inmunidad derivada de la madre, por ejemplo,
durante la gestacion o a través de la lactancia. Un mamifero adulto que no tiene una enfermedad de
inmunodeficiencia es un ejemplo de un mamifero inmunocompetente. Por ejemplo, un ser humano
inmunocompetente tiene tipicamente al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 meses de edad, e incluye humanos adultos sin una
enfermedad de inmunodeficiencia. En una modalidad, el AAV se administra por via intratecal. En una modalidad, el
AAV se administra por via intracraneal (por ejemplo, por via intracerebroventricular). En una modalidad, el AAV se
administra por via intranasal, con o sin un potenciador de la penetracién. En una modalidad, el AAV se administra
por via endovascular, por ejemplo, la administracion por la arteria carétida, con o sin un potenciador de la
penetracion. En una modalidad, el mamifero al que se le administra el AAV es inmunodeficiente o se somete a
inmunosupresion o induccién de inmunotolerancia, por ejemplo, para inducir niveles mas altos de expresion de
proteina terapéutica con respecto a un mamifero correspondiente al que se le administra el AAV pero que no se
somete a inmunosupresion o induccion de inmunotolerancia. En una modalidad, se administra un agente
inmunosupresor para inducir la inmunosupresion. En una modalidad, el mamifero al que se administra el AAV no se
somete a inmunosupresion o induccién de inmunotolerancia (por ejemplo, la administracion del AAV solo
proporciona el efecto terapéutico).

En una modalidad, la invencién proporciona un método para aumentar la proteina secretada en el sistema nervioso
central de un mamifero que tiene una enfermedad neurolégica, que puede incluir una disfuncidon neurocognitiva. El
método incluye administrar por via intranasal al mamifero una composicion que comprende una cantidad eficaz de
un vector de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un marco abierto de lectura que codifica la
proteina secretada, cuya expresion en el mamifero disminuye la neuropatologia y/o potencia la neurocognicion en
todo el cerebro con respecto a un mamifero con la enfermedad o disfunciéon pero al que no se le ha administrado el
rAAV. En una modalidad, la proteina codificada comprende una proteina neuroprotectora, por ejemplo, GDNF o
neurturina. En una modalidad, la proteina codificada comprende un anticuerpo, por ejemplo, uno que se une a beta-
amiloide. En una modalidad, la proteina es una enzima que escinde la placa o las fibrillas asociadas con la
enfermedad de Alzheimer. En una modalidad, el mamifero no se trata con un inmunosupresor. En otra modalidad,
por ejemplo, en sujetos que pueden generar una respuesta inmunitaria que neutraliza la actividad de la proteina
terapéutica, el mamifero se trata con un inmunosupresor, por ejemplo, un glucocorticoide, agentes citostaticos, lo
que incluye un agente alquilante, un antimetabolito, un antibiético citotdxico, un anticuerpo o un agente activo sobre
la inmunofilina, tal como una mostaza nitrogenada, nitrosourea, compuesto de platino, metotrexato, azatioprina,
mercaptopurina, fluorouracilo, dactinomicina, una antraciclina, mitomicina C, bleomicina, mitramicina, anticuerpos
dirigidos contra CD3 o el receptor de IL-2 (CD25-), anticuerpos anti-IL-2, ciclosporina, tacrolimus, sirolimus, IFN-3,
IFN-y, un opioide, o un agente de union al TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa). En una modalidad, el rAAV vy el
inmunosupresor se administran conjuntamente o el inmunosupresor se administra después del rAAV. En una
modalidad, el inmunosupresor se administra por via intratecal. En una modalidad, el inmunosupresor se administra
por via intracerebroventricular. En un aspecto de la descripcién, el vector de rAAV es un vector rAAV1, rAAV3,
rAAV4, rAAVS5, rAA rh10 o rAAV9. En una modalidad, antes de la administracion de la composicion, se induce
inmunotolerancia al mamifero.
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En una modalidad, la invencién proporciona un método para prevenir, inhibir o tratar una enfermedad neurolégica,
que puede incluir disfuncion neurocognitiva en un mamifero. El método incluye administrar por via intranasal al
mamifero una composicion que comprende una cantidad eficaz de un vector de virus adenoasociado recombinante
(rAAV) que comprende un marco abierto de lectura que codifica una proteina, cuya expresion en el mamifero
previene, inhibe o trata la neuropatologia y/o disfuncidon neurocognitiva. En una modalidad, la proteina codificada
comprende una proteina neuroprotectora, por ejemplo, GDNF o neurturina. En una modalidad, la proteina codificada
comprende un anticuerpo, por ejemplo, uno que se une a beta-amiloide. En una modalidad, la proteina es una
enzima que escinde la placa o las fibrillas asociadas con la enfermedad de Alzheimer. En una modalidad, el
mamifero no se trata con un inmunosupresor. En otra modalidad, por ejemplo, en sujetos que pueden generar una
respuesta inmunitaria que neutraliza la actividad de la proteina terapéutica, el mamifero se trata con un
inmunosupresor, por ejemplo, un glucocorticoide, agentes citostaticos, lo que incluye un agente alquilante, un
antimetabolito, un antibidtico citotoxico, un anticuerpo o un agente activo sobre la inmunofilina, tal como un mostaza
nitrogenada, nitrosourea, compuesto de platino, metotrexato, azatioprina, mercaptopurina, fluorouracilo,
dactinomicina, una antraciclina, mitomicina C, bleomicina, mitramicina, anticuerpos dirigidos contra CD3 o el receptor
de IL-2 (CD25-), anticuerpos anti-IL-2, ciclosporina, tacrolimus, sirolimus, IFN-B, IFN-y, un opioide, o un agente de
union al TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa). En una modalidad, el rAAV y el inmunosupresor se administran
conjuntamente o el inmunosupresor se administra después del rAAV. En una modalidad, el inmunosupresor se
administra por via intratecal. En una modalidad, el inmunosupresor se administra por via intracerebroventricular. En
un aspecto de la descripcion, el vector de rAAV es un vector rAAV1, rAAV3, rAAV4, rAAV5, rAAVrh10 o rAAV9. En
una modalidad, antes de la administraciéon de la composicién, se induce inmunotolerancia al mamifero. En un
aspecto de la descripcion, el mamifero tiene la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Parkinson.

En un aspecto de la descripcion, la invencion proporciona un método para proporcionar la correccion cruzada de una
proteina secretada en el sistema nervioso central en un mamifero que tiene una enfermedad neuroldgica, que puede
incluir disfunciéon neurocognitiva. EI método incluye: administrar por via intranasal, intratecal, intracerebrovascular o
intravenosa al mamifero una cantidad eficaz de una composicién que comprende una cantidad eficaz de un vector
de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un marco abierto de lectura que codifica la proteina
secretada, cuya expresion en el mamifero proporciona correccion cruzada. En un aspecto de la descripcion, la
proteina codificada comprende una proteina neuroprotectora, por ejemplo, GDNF o neurturina. En un aspecto de la
descripcion, la proteina codificada comprende un anticuerpo, por ejemplo, uno que se une a beta-amiloide. En un
aspecto de la descripcion, la proteina es una enzima que escinde la placa o las fibrillas asociadas con la enfermedad
de Alzheimer. En un aspecto de la descripcion, el mamifero no se trata con un inmunosupresor. En un aspecto de la
descripcion, por ejemplo, en sujetos que pueden generar una respuesta inmunitaria que neutraliza la actividad de la
proteina terapéutica, el mamifero se trata con un inmunosupresor, por ejemplo, un glucocorticoide, agentes
citostaticos, lo que incluye un agente alquilante, un antimetabolito, un antibidtico citotéxico, un anticuerpo o un
agente activo sobre la inmunofilina, tal como una mostaza nitrogenada, nitrosourea, compuesto de platino,
metotrexato, azatioprina, mercaptopurina, fluorouracilo, dactinomicina, una antraciclina, mitomicina C, bleomicina,
mitramicina, anticuerpos dirigidos contra CD3 o el receptor de IL-2 (CD25-), anticuerpos anti-IL-2, ciclosporina,
tacrolimus, sirolimus, IFN-B, IFN-y, un opioide, o un agente de union al TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa). En un
aspecto de la descripcion, el rAAV y el inmunosupresor se administran conjuntamente o el inmunosupresor se
administra después del rAAV. En un aspecto de la descripcion, el inmunosupresor se administra por via intratecal.
En un aspecto de la descripcién, el inmunosupresor se administra por via intracerebroventricular. En un aspecto de
la descripcion, el vector de rAAV es un vector rAAV1, rAAV3, rAAV4, rAAV5, rAAVrh10 o rAAV9. En un aspecto de
la descripcidn, antes de la administracion de la composicion, se induce inmunotolerancia al mamifero.

La invencién proporciona un método para prevenir, inhibir o tratar la disfuncion neurocognitiva asociada con una
enfermedad o trastorno del sistema nervioso central en un mamifero que lo necesita. EI método incluye administrar
al mamifero por via intratecal, por ejemplo, en la regién lumbar, o intracerebroventricular, por ejemplo, en el
ventriculo lateral, una composicion que comprende una cantidad eficaz de un vector de rAAV que comprende un
marco abierto de lectura que codifica un producto génico, cuya expresion en el sistema nervioso central del
mamifero previene, inhibe o trata la disfunciéon neurocognitiva. En un aspecto de la descripcion, el producto génico
es una enzima de almacenamiento lisosdmico. En un aspecto de la descripciéon, el mamifero es un adulto
inmunocompetente. En un aspecto de la descripcion, el vector de rAAV es un vector AAV1, AAV2, AAV3, AAV4,
AAVS5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh10 o AAV9. En un aspecto de la descripcion, el mamifero es un ser humano. En
un aspecto de la descripcidon, se administran multiples dosis. En un aspecto de la descripcién, la composicion se
administra semanalmente, mensualmente o con dos o0 mas meses de diferencia.

En un aspecto de la descripcion, el método incluye administrar a un mamifero por via intratecal, por ejemplo, en la
region lumbar, una composicion que comprende una cantidad eficaz de un vector de rAAV que comprende un marco
abierto de lectura que codifica un producto génico, cuya expresion en el sistema nervioso central del mamifero
previene, inhibe o trata la disfunciéon neurocognitiva, y opcionalmente, administrar un potenciador de la penetracion.
En un aspecto de la descripcién, el potenciador de la penetracion se administra antes que la composicion. En un
aspecto de la descripcion, la composicion comprende un potenciador de la penetracion. En un aspecto de la
descripcién, el potenciador de la penetracion se administra después de la composicién. En un aspecto de la
descripcion, el producto génico es una enzima de almacenamiento lisosémico. En un aspecto de la descripcion, el
mamifero es un adulto inmunocompetente. En un aspecto de la descripcion, el vector de rAAV es un vector AAV-1,
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AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8, AAVrh10 o AAV-9. En un aspecto de la descripcién, el mamifero es
un ser humano. En un aspecto de la descripcion, se administran multiples dosis. En un aspecto de la descripcion, la
composicion se administra semanalmente, mensualmente o con dos o0 mas meses de diferencia. En un aspecto de
la descripcion, el mamifero al que se le administra por via intratecal el AAV no se somete a inmunosupresion o
induccion de inmunotolerancia (por ejemplo, la administracion del AAV solo proporciona el efecto terapéutico). En un
aspecto de la descripcidn, el mamifero al que se le administra por via intratecal el AAV es inmunodeficiente o se
somete a inmunosupresion o induccién de inmunotolerancia, por ejemplo, para inducir niveles mas altos de
expresion de proteina terapéutica con respecto a un mamifero correspondiente al que se le administra por via
intratecal el AAV pero no se somete a inmunosupresion o induccién de inmunotolerancia.

En un aspecto de la descripcion, el método incluye administrar a un mamifero inmunocompetente por via
intracerebroventricular, por ejemplo, al ventriculo lateral, una composicién que comprende una cantidad eficaz de un
vector de rAAV que comprende un marco abierto de lectura que codifica un producto génico, cuya expresion en el
sistema nervioso central del mamifero previene, inhibe o trata la disfuncion neurocognitiva. En un aspecto de la
descripcion, el producto génico es una enzima de almacenamiento lisosémico. En un aspecto de la descripcion, el
vector de rAAV es un vector AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh10 o AAV9. En un
aspecto de la descripcion, el vector de rAAV no es un vector rAAV5. En un aspecto de la descripcién, el mamifero es
un ser humano. En un aspecto de la descripcion, se administran multiples dosis. En un aspecto de la descripcion, la
composicion se administra semanalmente, mensualmente o con dos 0 mas meses de diferencia. En un aspecto de
la descripcion, el mamifero al que se le administra el AAV por via intracerebroventricular no se somete a
inmunosupresion o induccion de inmunotolerancia (por ejemplo, la administracion del AAV solo proporciona el efecto
terapéutico). En un aspecto de la descripcion, el mamifero al que se le administra el AAV por via
intracerebroventricular es inmunodeficiente o se somete a inmunosupresioén o induccién de inmunotolerancia, por
ejemplo, para inducir niveles mas altos de expresion de proteina terapéutica con respecto a un mamifero
correspondiente al que se le administra el AAV por via intracerebroventricular pero no se somete a inmunosupresion
o induccién de inmunotolerancia En un aspecto de la descripcion, al mamifero se le induce inmunotolerancia al
producto génico antes de administrar la composicién que comprende el AAV.

Se proporciona ademas un método para prevenir, inhibir o tratar la disfuncién neurocognitiva asociada con una
enfermedad o trastorno del sistema nervioso central en un mamifero que lo necesita. El método incluye administrar
por via endovascular al mamifero una composicion que comprende una cantidad eficaz de un vector de rAAV que
comprende un marco abierto de lectura que codifica un producto génico, cuya expresion en el sistema nervioso
central del mamifero previene, inhibe o trata la disfuncion, y un cantidad eficaz de un potenciador de la penetracion.
En un aspecto de la descripcién, la composicién comprende el potenciador de la penetracién. En un aspecto de la
descripcion, el potenciador de la penetraciéon comprende manitol, glicocolato de sodio, taurocolato de sodio,
desoxicolato de sodio, salicilato de sodio, caprilato de sodio, caprato de sodio, lauril sulfato de sodio, polioxietilen-9-
lauril éter o EDTA. En un aspecto de la descripcion, el producto génico es una enzima de almacenamiento
lisosémico. En un aspecto de la descripcion, el mamifero es un adulto inmunocompetente. En un aspecto de la
descripcion, el vector de rAAV es un vector AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS8, AAVrh10 o
AAV9. En un aspecto de la descripcion, el vector de rAAV no es un vector rAAV5. En un aspecto de la descripcion,
el mamifero es un ser humano. En un aspecto de la descripcion, se administran multiples dosis. En un aspecto de la
descripcion, la composicion se administra semanalmente. En un aspecto de la descripcién, la composicion se
administra semanalmente, mensualmente o con dos o mas meses de diferencia. En un aspecto de la descripcion, el
mamifero al que se le administra por via endovascular el AAV no se somete a inmunosupresion o inducciéon de
inmunotolerancia (por ejemplo, la administracion del AAV proporciona el efecto terapéutico). En un aspecto de la
descripcién, el mamifero al que se le administra por via endovascular el AAV es inmunodeficiente o se somete a
inmunosupresion o induccién de inmunotolerancia, por ejemplo, para inducir niveles mas altos de expresion de
proteina terapéutica con respecto a un mamifero correspondiente al que se le administra por via endovascular el
AAV pero no se somete a inmunosupresion o induccién de inmunotolerancia.

En un aspecto de la descripcion, el método incluye administrar por via intranasal a un mamifero una composicion
que comprende una cantidad eficaz de un vector de rAAV9 que comprende un marco abierto de lectura que codifica
un producto génico, cuya expresion en el sistema nervioso central del mamifero previene, inhibe o trata la disfuncion
neurocognitiva, y opcionalmente, administrar un potenciador de la penetracion. En un aspecto de la descripcion, el
suministro intranasal puede lograrse como se describe en la Patente de los Estados Unidos Num. 8,609,088, cuya
descripcién se incorpora en la presente descripcion como referencia. En un aspecto de la descripcion, el potenciador
de la penetracion se administra antes que la composicion. En un aspecto de la descripciéon, la composicion
comprende un potenciador de la penetracién. En un aspecto de la descripcion, el potenciador de la penetracion se
administra después de la composicion. En un aspecto de la descripcion, el producto génico es una enzima de
almacenamiento lisosémico. En un aspecto de la descripcién, el mamifero es un adulto inmunocompetente. En un
aspecto de la descripcion, el mamifero es un ser humano. En un aspecto de la descripcién, se administran multiples
dosis. En un aspecto de la descripcién, la composicién se administra semanalmente, mensualmente o con dos o
mas meses de diferencia. En un aspecto de la descripcion, el mamifero al que se le administra el AAV por via
intranasal no se somete a inmunosupresion o induccién de inmunotolerancia. En un aspecto de la descripcion, el
mamifero al que se le administra el AAV por via intranasal se somete a inmunosupresion o inducciéon de
inmunotolerancia, por ejemplo, para inducir niveles mas altos de expresion de la proteina IDUA con respecto a un
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mamifero correspondiente al que se le administra el AAV por via intranasal pero no se somete a inmunosupresion o
induccion de inmunotolerancia.

También se proporciona un método para prevenir, inhibir o tratar la disfuncion neurocognitiva asociada con una
enfermedad del sistema nervioso central en un mamifero que lo necesita. El método incluye administrar al mamifero
una composicién que comprende una cantidad eficaz de un vector de rAAV que comprende un marco abierto de
lectura que codifica un producto génico, cuya expresion en el sistema nervioso central del mamifero previene, inhibe
o trata, y un inmunosupresor. En una modalidad, el inmunosupresor comprende ciclofosfamida. En una modalidad,
el inmunosupresor comprende un glucocorticoide, agentes citostaticos, lo que incluye un agente alquilante o un
antimetabolito tal como metotrexato, azatioprina, mercaptopurina o un antibiético citotéxico, un anticuerpo o un
agente activo sobre la inmunofilina. En una modalidad, el inmunosupresor comprende una mostaza nitrogenada,
nitrosourea, un compuesto de platino, metotrexato, azatioprina, mercaptopurina, fluorouracilo, dactinomicina, una
antraciclina, mitomicina C, bleomicina, mitramicina, anticuerpos dirigidos contra CD3 o el receptor de IL-2 (CD25-),
anticuerpos anti-IL-2, ciclosporina, tacrolimus, sirolimus, IFN-B, IFN-y, un opioide o agentes de union al TNF-a (factor
de necrosis tumoral alfa) tales como infliximab (Remicade), etanercept (Enbrel) o adalimumab (Humira). En una
modalidad, el rAAV y el inmunosupresor se administran conjuntamente. En una modalidad, el rAAV se administra
antes, y opcionalmente, después del inmunosupresor. En una modalidad, el inmunosupresor se administra antes
que el rAAV. En una modalidad, el rAAV y el inmunosupresor se administran por via intratecal. En una modalidad, el
rAAV y el inmunosupresor se administran por via intracerebroventricular. En una modalidad, el rAAV se administra
por via intratecal y el inmunosupresor se administra por via intravenosa. En un aspecto de la descripcion, el producto
génico es una enzima de almacenamiento lisosémico. En una modalidad, el mamifero es un adulto. En un aspecto
de la descripcion, el vector de rAAV es un vector AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAVrh10 o
AAV9. En una modalidad, el mamifero es un ser humano. En una modalidad, se administran multiples dosis. En una
modalidad, la composicion se administra semanalmente. En una modalidad, la composicién se administra
semanalmente, mensualmente o con dos o mas meses de diferencia.

La invencion proporciona también un método para prevenir, inhibir o tratar la disfuncién neurocognitiva asociada con
una enfermedad del sistema nervioso central en un mamifero que lo necesita. A un mamifero con inducciéon de
inmunotolerancia a un producto génico que esta asociado con la enfermedad se le administra una composicion que
comprende una cantidad eficaz de un vector de rAAV que comprende un marco abierto de lectura que codifica un
producto génico, cuya expresion en el sistema nervioso central del mamifero previene, inhibe o trata uno o mas
sintomas. En un aspecto de la descripcion, el producto génico es una enzima de almacenamiento lisosémico. En un
aspecto de la descripcién, el mamifero es un adulto. En un aspecto de la descripcién, el vector de rAAV es un vector
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAVS, AAVrh10 o AAV9. En un aspecto de la descripcion, el
mamifero es un ser humano. En un aspecto de la descripcién, se administran multiples dosis. En un aspecto de la
descripcioén, la composicién se administra semanalmente.

Los productos génicos que pueden ser codificados por los vectores de rAAV incluyen, alfa-L-iduronidasa, iduronato-
2-sulfatasa, heparan sulfato sulfatasa, N-acetil-alfa-D-glucosaminidasa, betahexosaminidasa, alfagalactosidasa,
betagalactosidasa, betaglucuronidasa, glucocerebrosidasa, factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2), factor de
crecimiento derivado del cerebro (BDGF), neurturina, factor de crecimiento derivado de la glia (GDGF), tirosina
hidroxilasa, dopamina descarboxilasa o acido glutamico descarboxilasa.

Las enfermedades que pueden presentar sintomas neurolégicos o disfuncién neurocognitiva que pueden prevenirse,
inhibirse o tratarse mediante el uso de los métodos descritos en la presente descripcion incluyen,
adrenoleucodistrofia, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, sindrome de Angelman, ataxia
telangiectasia, sindrome de Charcot-Marie-Tooth, sindrome de Cockayne, sordera, distrofia muscular de Duchenne,
epilepsia, temblor esencial, sindrome X fragil, ataxia de Friedreich, enfermedad de Gaucher, enfermedad de
Huntington, sindrome de Lesch-Nyhan, enfermedad de la orina con olor a jarabe de arce, sindrome de Menkes,
distrofia mioténica, narcolepsia, neurofiboromatosis, enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de Parkinson,
fenilcetonuria, sindrome de Prader-Willi, enfermedad de Refsum, sindrome de Rett, atrofia muscular espinal, ataxia
espinocerebelosa, enfermedad de Tangier, enfermedad de Tay-Sachs, esclerosis tuberosa, sindrome de Von Hippel-
Lindau, sindrome de Williams, enfermedad de Wilson o sindrome de Zellweger. En un aspecto de la descripcion, la
enfermedad es una enfermedad de almacenamiento lisosémico, por ejemplo, una falta o deficiencia en una enzima
de almacenamiento lisosémico. Las enfermedades de almacenamiento lisosomico incluyen, enfermedades de
mucopolisacaridosis (MPS), por ejemplo, mucopolisacaridosis tipo I, por ejemplo, sindrome de Hurler y las variantes
sindrome de Scheie y sindrome de Hurler-Scheie (una deficiencia en alfa-L-iduronidasa); sindrome de Hunter (una
deficiencia de iduronato-2-sulfatasa); mucopolisacaridosis tipo I, por ejemplo, sindrome de Sanfilippo (A, B, C o D;
una deficiencia de heparan sulfato sulfatasa, N-acetil-alfa-D-glucosaminidasa, acetil CoA:alfa-glucosaminida N-acetil
transferasa o N-acetilglucosamina-6-sulfato sulfatasa); mucopolisacaridosis tipo IV, por ejemplo, sindrome de
Morquio (una deficiencia de galactosamina-6-sulfato sulfatasa o beta-galactosidasa); mucopolisacaridosis tipo VI,
por ejemplo, sindrome de Maroteaux-Lamy (una deficiencia de arilsulfatasa B); mucopolisacaridosis tipo II;
mucopolisacaridosis tipo Ill (A, B, C o D; una deficiencia de heparan sulfato sulfatasa, N-acetil-alfa-D-
glucosaminidasa, acetil CoA:alfa-glucosaminida N-acetil transferasa o N-acetilglucosamina-6-sulfato sulfatasa);
mucopolisacaridosis tipo IV (A o B; una deficiencia de galactosamina-6-sulfatasa y beta-galatacosidasa);
mucopolisacaridosis tipo VI (una deficiencia de arilsulfatasa B); mucopolisacaridosis tipo VIl (una deficiencia de beta-
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glucuronidasa); mucopolisacaridosis tipo VIII  (una deficiencia de glucosamina-6-sulfato sulfatasa);
mucopolisacaridosis tipo IX (una deficiencia de hialuronidasa); enfermedad de Tay-Sachs (una deficiencia en la
subunidad alfa de la beta-hexosaminidasa); enfermedad de Sandhoff (una deficiencia en las subunidades alfa y beta
de la betahexosaminidasa); gangliosidosis GM1 (tipo | o tipo Il); enfermedad de Fabry (una deficiencia de alfa
galactosidasa); leucodistrofia metacromatica (una deficiencia de aril sulfatasa A); enfermedad de Pompe (una
deficiencia de maltasa acida); fucosidosis (una deficiencia de fucosidasa); alfamanosidosis (una deficiencia de alfa-
manosidasa); betamanosidosis (una deficiencia de betamanosidasa), lipofuscinosis ceroide y enfermedad de
Gaucher (tipos I, Il y 1ll; una deficiencia de glucocerebrosidasa), asi como también trastornos tales como el sindrome
de Hermansky-Pudlak; idiotez amaurética; enfermedad de Tanger; aspartilglucosaminuria; trastorno congénito de la
glicosilacion, tipo la; sindrome de Chediak-Higashi; distrofia macular, corneal, 1; cistinosis, nefropatica; sindrome de
Fanconi-Bickel; lipogranulomatosis de Farber; fibromatosis; displasia geleofisica; enfermedad de almacenamiento de
glucogeno |; enfermedad de almacenamiento de glucdgeno Ib; enfermedad de almacenamiento de glucégeno Ic;
enfermedad de almacenamiento de glucdgeno lll; enfermedad de almacenamiento de glucégeno IV; enfermedad de
almacenamiento de glucégeno V; enfermedad de almacenamiento de glucégeno VI; enfermedad de almacenamiento
de glucogeno VII; enfermedad de almacenamiento de glucdgeno 0; displasia inmunodsea, tipo Schimke; lipidosis;
lipasa b; mucolipidosis IlI; mucolipidosis Il, lo que incluye la forma variante; mucolipidosis IV; deficiencia de
neuraminidasa con deficiencia de beta-galactosidasa; mucolipidosis |; enfermedad de Niemann-Pick (una deficiencia
de esfingomielinasa); enfermedad de Niemann-Pick sin deficiencia de esfingomielinasa (una deficiencia de un gen
npc1 que codifica una enzima metabolizadora del colesterol); enfermedad de Refsum; enfermedad de los histiocitos
azul marino; trastorno de almacenamiento del acido sidlico infantil; sialuria; deficiencia multiple de sulfatasa;
enfermedad de almacenamiento de triglicéridos con alteracion de la oxidaciéon de acidos grasos de cadena larga;
enfermedad de Winchester; enfermedad de Wolman (una deficiencia de éster hidrolasa de colesterol); trastorno de
tipo desoxirribonucleasa | 1; trastorno de arilsulfatasa E; trastorno de la subunidad 1 lisosémica de transporte de H+
y ATPasa; enfermedad de almacenamiento de glucogeno llb; trastorno de la proteina rab9 asociada a Ras;
condrodisplasia punctata 1, trastorno recesivo ligado al cromosoma X; enfermedad de almacenamiento de
glucogeno VIlI; trastorno de la proteina de membrana 2 asociado a lisosomas; sindrome de Menkes; trastorno
congénito de la glicosilacion, tipo Ic; y sialuria. El reemplazo de niveles de menos del 20 %, por ejemplo, menos del
10 % o aproximadamente del 1 % al 5 % de enzima de almacenamiento lisosdbmico encontrado en mamiferos no
enfermos, puede prevenir, inhibir o tratar sintomas neurolégicos tales como la degeneracidon neuroldgica en
mamiferos.

En un aspecto de la descripcion, los métodos descritos en la presente descripcién implican suministrar al CNS de un
ser humano inmunocompetente que necesita tratamiento una composicién que comprende una cantidad eficaz de
un vector rAAV9 que comprende un marco abierto de lectura que codifica una IDUA. Las vias de administracién al
CNS/cerebro incluyen administracion intratecal, administracion intracraneal, por ejemplo, administracion
intracerebroventricular o administracién cerebroventricular lateral, administracion intranasal, administracion
endovascular y administracion intraparenquimatosa.

Pueden emplearse otros vectores virales en los métodos de la invencion, por ejemplo, vectores virales tales como
vectores de retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus del bosque semliki o virus del herpes simple.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Disefio experimental para ratones con deficiencia de iduronidasa a los que se administr6 AAV9-IDUA por
via intracerebroventricular (ICV) o intratecal. Para prevenir la respuesta inmunitaria, los animales se
inmunosuprimieron con ciclofosfamida (CP), se les indujo inmunotolerancia al nacer mediante la administracion
intravenosa de proteina iduronidasa humana (aldurazyme), o las inyecciones se llevaron a cabo en ratones
inmunodeficientes NOD-SCID que también tenian deficiencia de iduronidasa. Los animales se sacrificaron en el
tiempo indicado después del tratamiento, los cerebros se microdiseccionaron y los extractos se analizaron para
determinar la actividad de iduronidasa.

Figura 2. Actividad de IDUA en animales inmunodeficientes con deficiencia de IDUA.

Figura 3. Actividad de IDUA en animales inmunosuprimidos a los que se les administré el vector de AAV por via ICV.
Figura 4. Actividad de IDUA en animales inmunosuprimidos a los que se les administré el vector de AAV por via IT.
Figura 5. Actividad de IDUA en animales con induccién de inmunotolerancia a los que se administré el vector de
AAV ICV.

Figura 6. Compilacion de todos los niveles medios de actividad de IDUA para comparacion directa.

Figura 7. Los datos estan agrupados de acuerdo con el area del cerebro.

Figura 8. Analisis del material de almacenamiento GAG en los diferentes cortes de cerebro para los cuatro grupos de
prueba.

Figura 9. Esquema del disefio experimental.

Figura 10. Infusion intracraneal de AAV9-IDUA en ratones con MPS | inmunodeficientes. Se inyectaron 10"
genomas de vector a animales adultos y se evalud la expresion de iduronidasa en el cerebro después de 10
semanas. Los niveles de actividad enzimatica en el cerebro fueron significativamente mas altos que en los cerebros
de los animales de tipo silvestre y variaron de 30 a 300 veces mas altos que los de tipo silvestre.

Figura 11. Administracion intracraneal de AAV9-IDUA en ratones inmunocompetentes con deficiencia de IDUA. A los
animales adultos se les inyectaron 10" genomas de vector y se inmunosuprimieron mediante la inyeccién semanal
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de ciclofosfamida (CP). Las inyecciones de CP se interrumpieron 6 semanas después de la inyeccion del vector
debido a la salud deficiente, y los animales se sacrificaron 8 semanas después de la inyeccion. Los cerebros se
microdiseccionaron y analizaron para determinar la actividad enzimatica de IDUA.

Figura 12. Infusién intracraneal de AAV9-IDUA en ratones con MPS | con induccién de inmunotolerancia. Se indujo
tolerancia a los ratones con MPS 1 con una sola dosis de Aldurazyme al nacer o con multiples dosis administradas
semanalmente, a partir del nacimiento. Los ratones se infundieron con vector a los 4 meses y se sacrificaron 11
semanas después de la inyeccion. Los cerebros se microdiseccionaron y analizaron para determinar la expresion de
iduronidasa. Las actividades de la enzima variaron de un promedio de 10 a 1000 veces mas alta que los niveles de
tipo silvestre.

Figura 13. Administracion intratecal de AAV9-IDUA en animales inmunocompetentes con deficiencia de IDUA. Se
inyectaron ratones con MPS | adultos con AAV9-IDUA por via intratecal, seguido de un régimen inmunosupresor
semanal de ciclofosfamida. Los animales se sacrificaron 11 semanas después de la inyeccion, y después se
analizaron los cerebros y las médulas espinales para determinar la actividad enzimatica de IDUA.

Figura 14. Infusion intratecal de AAV9-IDUA en ratones con MPS | con inducciéon de inmunotolerancia. A animales
con deficiencia de IDUA se les indujo tolerancia al nacer con una dosis Unica de Aldurazyme o dosis multiples
administradas semanalmente a partir del nacimiento. A los 4 meses de edad, los animales se infundieron
intratecalmente con el vector AAV9-IDUA, y a las 10 semanas después de la inyeccién se sacrificaron los animales,
se microdiseccionaron los cerebros y se analizd la actividad de iduronidasa. Existié restauracion de la actividad
enzimatica en todas las partes del cerebro, con actividades en el cerebelo que variaron de 200 a 1500 veces mas
altas que los niveles de tipo silvestre. Los niveles de actividad enzimatica en el bulbo olfatorio y el cerebelo (a la
derecha de la linea discontinua) corresponden al eje Y derecho.

Figura 15. Infusion intratecal de AAV9-IDUA en animales con MPS | inmunocompetentes. A los animales con MPS |
de control se les inyecto el vector AAV9-IDUA, pero no se inmunosuprimieron ni se les indujo inmunotolerancia. Los
animales se sacrificaron 11 semanas después de la inyecciéon del vector, y después se analiz6 la actividad de
iduronidasa en sus cerebros. Los niveles de enzima se restauraron a los niveles de tipo silvestre en todas las partes
del cerebro, pero fueron significativamente mas bajos que en los animales que estaban inmunosuprimidos o con
inmunotolerancia.

Figura 16. Normalizaciéon de los niveles de glucosaminoglicanos (GAG) tras la infusién intracraneal o intratecal de
AAV9. Se inyectdé AAV9-IDUA por via intracraneal o intratecal en ratones MPS | inmunodeficientes,
inmunosuprimidos o con induccién de inmunotolerancia como se indica. Los animales se sacrificaron 8-11 semanas
después de la inyeccion, después se microdiseccionaron los cerebros y se analizaron para determinar los niveles de
GAG. El almacenamiento de GAG se restaurd a los niveles de tipo silvestre o cercanos a los de tipo silvestre en
todos los grupos analizados.

Figura 17. Copias del vector de IDUA en el cerebro. Los cerebros microdiseccionados se analizaron para determinar
las secuencias de vector de IDUA mediante QPCR. El numero de copias en ratones inyectados por via intracraneal
e intratecal se correlaciona con los niveles de actividad enzimatica representados en las Figuras 11y 13.

Figura 18. Infusion ICV de AAV8-MCI en animales adultos.

Figura 19. Administracion intranasal de AAV9-IDUA en animales inmunocompetentes con deficiencia de IDUA. Se
infundieron ratones con MPS | adultos con AAV9-IDUA por via intranasal, seguido de un régimen inmunosupresor
semanal de ciclofosfamida. Los animales se sacrificaron 12 semanas después de la inyeccion y se analizaron los
cerebros para determinar la actividad enzimatica de IDUA.

Figura 20. Copias del vector de IDUA en el cerebro. Los cerebros microdiseccionados se analizaron para determinar
las secuencias de vector de IDUA mediante QPCR. Los numeros de copias en ratones inyectados por via intranasal
se correlacionan con los niveles de enzima en la Figura 19.

Figura 21. Protocolo con inmunosupresor o induccion de tolerancia mediante el uso del suministro IN de AAV9-
IDUA.

Figura 22. Restauracion de la actividad de IDUA después del suministro IN de AAV9-IDUA.

Figura 23. Actividad de GAG después del suministro IN de AAV9-IDUA.

Figura 24. Inmunofluorescencia de IDUA en el cerebro después del suministro IN de AAV9-IDUA.

Figura 25. Inmunofluorescencia de GFP en el cerebro después del suministro IN de AAV9-GFP.

Figuras 26A-D. A) Tincidon con azul de toluidina. B) Resumen de la patologia de tejidos en ratones con MPS |
heterocigotos y homocigotos de control y ratones tratados con suministro IN de AAV9-MCI de IDUA. C) Laberinto de
Barnes. D) Datos del laberinto de Barnes.

Figuras 27A-B. A) Esquema de los vectores AAV9. B) Resumen de los grupos de prueba in vivo para el suministro
IV e IT de vectores AAV9.hIDS.

Figura 28. Actividad de IDS en plasma de ratones a los que se les administré vectores AAV9-hIDS por las vias IT e
V.

Figura 29. Actividad de IDS en el CNS después de la inyeccion IT de AAV9-hIDS. Para cada grupo de ratones, los
datos de los siguientes tejidos se presentan de izquierda a derecha: médula espinal, talamo/tronco encefalico,
cerebelo, corteza, hipocampo y cuerpo estriado.

Figuras 30A-D. A) Actividad de IDS en el CNS después de la inyeccion ICV de AAV9-hIDS. Para cada grupo de
ratones, los datos de los siguientes tejidos se presentan de izquierda a derecha: médula espinal; talamo/tronco
encefalico, el cerebelo, la corteza, el hipocampo, el cuerpo estriado, el bulbo olfatorio del lado izquierdo y el bulbo
olfatorio, el cuerpo estriado, el hipocampo, la corteza, el cerebelo y el talamo/tronco encefalico del lado derecho. B)
Actividad de IDS en plasma después de la inyeccion ICV de AAV9-hIDS. C) Actividad de IDS en drganos periféricos
después de la inyeccion ICV de AAV9-hIDS. Para cada grupo de ratones, los datos de los siguientes 6rganos se
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presentan de izquierda a derecha: higado, corazén, pulmoén, bazo y rifion. D) Contenido de GAG después de la
inyeccion ICV. Para cada grupo de ratones, los datos de los siguientes tejidos se presentan de izquierda a derecha:
médula espinal, resto, cerebelo, corteza, hipocampo, cuerpo estriado y bulbo olfatorio.

Figuras 31A-B. A) Laberinto de Barnes. B) Desempefio el dia 1 y el dia 4.

Figura 32. Comparacion de la funcién neurolégica de ratones de tipo silvestre y con MPS 1.

Figura 33. Disefio experimental para el suministro de genes IV mediante el uso de AAV9 o AAVrh10.

Figuras 34A-C. Restauracion de la actividad de IDUA en plasma (A), tejidos periféricos (B) y CNS (C) y después de
la administracion 1V.

Figuras 35A-C. Actividad de GAG en orina (A), tejidos periféricos (B) y CNS (C).

Figuras 36A-F. Inmunofluorescencia de IDUA en cortes de tejido. A) Higado. B) Corazén. C) Pulmén. D) Talamo. E)
Hipocampo. F) Cerebelo.

Figura 37. Niveles de actividad enzimatica de IDUA después de la infusion IN de AAV9-IDUA. Se observaron altos
niveles de actividad enzimatica de IDUA en el bulbo olfatorio (10-100 veces mas alto de lo normal) y niveles
normalizados (wt) en otras partes del cerebro.

Figura 38. Reduccién de material de almacenamiento en ratones tratados.

Figuras 39A-D. IDUA (A), GFP (B); e inmunofluorescencia del bulbo olfatorio (C). (D) Tincién conjunta con proteina
marcadora olfatoria en bulbo olfatorio.

Figura 40. Funcion neurocognitiva mejorada en ratones tratados IN.

Figuras 41A-B. Perfiles neuroquimicos en cerebelo (A) e hipocampo (B). El control (CTR) es la barra a la izquierda,
MPS | (no tratado) es la barra central y MPS | tratado es la barra a la derecha, para cada perfil neuroquimico.

Figura 42. Tincion del plexo coroideo después del suministro IN de AAVrh10-GFP.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Como se usa en la presente descripcion, "individuo" (como en el sujeto del tratamiento) significa un mamifero. Los
mamiferos incluyen, por ejemplo, seres humanos; primates no humanos, por ejemplo, simios y monos; y no
primates, por ejemplo, perros, gatos, ratas, ratones, vacas, caballos, ovejas y cabras. Los no mamiferos incluyen,
por ejemplo, peces y aves.

Los términos "enfermedad" o "trastorno" se usan indistintamente y se usan para referirse a enfermedades o
afecciones en las que la falta o cantidades reducidas de un producto génico especifico, por ejemplo, una enzima de
almacenamiento lisosémico, desempefia un papel en la enfermedad de manera que puede lograrse un efecto
terapéuticamente beneficioso complementando, por ejemplo, hasta al menos el 1 % de los niveles normales.

"Sustancialmente”, como se usa el término en la presente descripcion, significa completamente o casi
completamente; por ejemplo, una composicién que esta "sustancialmente libre" de un componente o bien no tiene
ninguno de los componentes o contiene una cantidad tan traza que cualquier propiedad funcional relevante de la
composicion no se ve afectada por la presencia de la cantidad traza, o un compuesto es "sustancialmente puro” si
solo existen rastros insignificantes de impurezas presentes.

"Tratar" o "tratamiento" dentro del significado en la presente descripcion se refiere a un alivio de los sintomas
asociados con un trastorno o enfermedad, "inhibir" significa inhibir la progresion o empeoramiento adicional de los
sintomas asociados con el trastorno o enfermedad, y "prevenir" se refiere a la prevencién de los sintomas asociados
con el trastorno o enfermedad.

Como se usa en la presente descripcidon, una "cantidad eficaz" o una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un
agente de la invencion, por ejemplo, un AAV recombinante que codifica un producto génico, se refiere a una
cantidad del agente que alivia, en su totalidad o en parte, los sintomas asociados con el trastorno o afeccion, o
detiene o ralentiza la progresion o empeoramiento adicional de esos sintomas, o previene o proporciona profilaxis
para el trastorno o afeccion, por ejemplo, una cantidad que es eficaz para prevenir, inhibir o tratar en el individuo uno
0 mas sintomas neuroldgicos.

En particular, una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, en las dosis y durante los
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz
es también una en la que cualquiera de los efectos toxicos o perjudiciales de los compuestos de la invencion se
compensan por los efectos terapéuticamente beneficiosos.

Un "vector", como se usa en la presente descripcion, se refiere a una macromolécula o asociaciéon de
macromoléculas que comprende o se asocia con un polinucleétido y que puede usarse para mediar en el suministro
del polinucleétido a una célula, ya sea in vitro o in vivo. Los vectores ilustrativos incluyen, por ejemplo, plasmidos,
vectores virales, liposomas y otros vehiculos para el suministro de genes. El polinucleétido que se va a suministrar, a
veces denominado como "polinucleétido objetivo" o "transgén”, puede comprender una secuencia codificante de
interés en terapia génica (tal como un gen que codifica una proteina de interés terapéutico) y/o un marcador
seleccionable o detectable.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2901 766 T3

"AAV" es virus adenoasociado, y puede usarse para referirse al virus mismo o derivados del mismo. El término cubre
todos los subtipos, serotipos y pseudotipos, y formas tanto de origen natural como recombinantes, excepto cuando
se requiera de cualquier otra manera. Como se usa en la presente descripcion, el término "serotipo” se refiere a un
AAV que se identifica y se distingue de otros AAV basado en sus propiedades de union, por ejemplo, existen once
serotipos de AAV, AAV1-AAV11, lo que incluye AAV2, AAV5, AAVS8, AAV9 y AAVrh10, y el término abarca
pseudotipos con las mismas propiedades de union. De esta forma, por ejemplo, los serotipos de AAV9 incluyen AAV
con las propiedades de union de AAV9, por ejemplo, un AAV pseudotipado que comprende la capside de AAV9 y un
genoma de rAAV que no se deriva ni se obtiene de AAV9 o cuyo genoma es quimérico. La abreviatura "rAAV" se
refiere a un virus adenoasociado recombinante, también denominado vector de AAV recombinante (o "vector de
rAAV").

Un "virus de AAV" se refiere a una particula viral compuesta por al menos una proteina de la capside de AAV y un
polinucleétido encapsidado. Si la particula comprende un polinucledtido heterdlogo (es decir, un polinucleétido
distinto de un genoma de AAV de tipo silvestre tal como un transgén que se suministrara a una célula de mamifero),
se denomina tipicamente "rAAV". Una "proteina de la capside" de AAV incluye una proteina de la capside de un AAV
de tipo silvestre, asi como también formas modificadas de una proteina de la capside de AAV que son estructural y
funcionalmente capaces de empaquetar un genoma de rAAV y unirse a al menos un receptor celular especifico que
puede ser diferente de un receptor empleado por el AAV de tipo silvestre. Una proteina de la capside de AAV
modificada incluye una proteina de la capside de AAV quimérica, tal como una que tiene secuencias de aminoacidos
de dos o mas serotipos de AAV, por ejemplo, una proteina de la capside formada a partir de una porcién de la
proteina de la capside de AAV9 fusionada o unida a una porcién de la proteina de la capside de AAV-2, y una
proteina de la capside de AAV que tiene una etiqueta u otro péptido o proteina detectable de la capside que no es
AAYV fusionada o unida a la proteina de la capside de AAV, por ejemplo, una porcidon de una molécula de anticuerpo
que se une a un receptor diferente al receptor para AAV9, tal como el receptor de transferrina, puede fusionarse de
forma recombinante con la proteina de la capside del AAV9.

Un rAAV "pseudotipado” es un virus infeccioso que tiene cualquier combinaciéon de una proteina de la capside de
AAV y un genoma de AAV. Las proteinas de la capside de cualquier serotipo de AAV pueden emplearse con un
genoma de AAV que se deriva o puede obtenerse de un genoma de AAV de tipo silvestre de un serotipo diferente o
que es un genoma quimérico, es decir, formado a partir de ADN de AAV de dos o mas serotipos diferentes, por
ejemplo, un genoma quimérico que tiene 2 repeticiones terminales invertidas (ITR), cada ITR de un serotipo
diferente o ITR quiméricas. El uso de genomas quiméricos tales como los que comprenden ITR de dos serotipos de
AAV o ITR quiméricas puede dar como resultado una recombinacion direccional que puede potenciar aiun mas la
produccion de concatémeros intermoleculares transcripcionalmente activos. Por tanto, las ITR 5' y 3' dentro de un
vector de rAAV de la invencion pueden ser homadlogas, es decir, del mismo serotipo, heterdlogas, es decir, de
diferentes serotipos, o quiméricas, es decir, una ITR que tiene secuencias de ITR de mas de un serotipo de AAV.

Vectores de rAAV

Los virus adenoasociados de cualquier serotipo son adecuados para preparar rAAV, ya que los diversos serotipos
estan relacionados funcional y estructuralmente, incluso a nivel genético. Todos los serotipos de AAV exhiben
aparentemente propiedades de replicacion similares mediadas por genes rep homologos; y todos portan
generalmente tres proteinas de la capside relacionadas, tales como las expresadas en AAV2. El grado de
parentesco lo sugiere ademas el analisis de heteroduplex que revela una hibridaciéon cruzada extensa entre
serotipos a lo largo del genoma; y la presencia de segmentos de autohibridacién analogos en los extremos que
corresponden a los ITR. Los patrones de infectividad similares también sugieren que las funciones de replicacion en
cada serotipo estan bajo un control regulador similar. Entre los diversos serotipos de AAV, el AAV2 es el mas
empleado cominmente.

Un vector de AAV de la invencion comprende tipicamente un polinucleétido que es heterdlogo de AAV. El
polinucledtido es tipicamente de interés debido a la capacidad de proporcionar una funcién a una célula objetivo en
el contexto de la terapia génica, tal como la regulacion positiva o negativa de la expresion de un determinado
fenotipo. Dicho polinucleétido heterdlogo o "transgén" tiene generalmente una longitud suficiente para proporcionar
la funcién o secuencia codificante deseada.

Cuando se desea la transcripcion del polinucledtido heterélogo en la célula objetivo pretendida, puede unirse
operativamente a su propio promotor o a un promotor heterélogo, en dependencia, por ejemplo, del nivel y/o la
especificidad de la transcripcion deseado dentro de la célula objetivo, como se conoce en la técnica. Diversos tipos
de promotores y potenciadores son adecuados para su uso en este contexto. Los promotores constitutivos
proporcionan un nivel continuo de transcripcion génica y pueden preferirse cuando se desea que el polinucleétido
terapéutico o profilactico se exprese de manera continua. Los promotores inducibles generalmente muestran una
baja actividad en ausencia del inductor y se regulan positivamente en presencia del inductor. Pueden preferirse
cuando se desea la expresion solo en determinados momentos o en determinadas localizaciones, o cuando es
conveniente valorar el nivel de expresion mediante el uso de un agente inductor. Los promotores y potenciadores
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también pueden ser especificos de tejido: es decir, muestran su actividad solo en determinados tipos de células,
presumiblemente debido a elementos reguladores de genes que se encuentran Unicamente en esas células.
Ejemplos ilustrativos de promotores son el promotor tardio de SV40 del virus simio 40, el elemento
potenciador/promotor de poliedro de baculovirus, la timidina quinasa del virus del herpes simple (HSV tk), el
promotor temprano inmediato del citomegalovirus (CMV) y diversos promotores retrovirales, lo que incluye los
elementos LTR. Los promotores inducibles incluyen promotores inducibles por iones de metales pesados (tales
como el promotor del virus del tumor mamario de raton (mMTV) o diversos promotores de hormonas de crecimiento)
y los promotores del fago T7 que son activos en presencia de la ARN polimerasa T7. A modo de ilustracion, los
ejemplos de promotores especificos de tejido incluyen diversos promotores de surfactina (para la expresion en el
pulmén), promotores de miosina (para la expresion en musculo) y promotores de albumina (para la expresion en
higado). Se conoce una gran variedad de otros promotores y estan generalmente disponibles en la técnica, y las
secuencias de muchos de dichos promotores estan disponibles en bases de datos de secuencias tales como la base
de datos GenBank.

Cuando también se desea la traduccion en la célula objetivo pretendida, el polinucledtido heterdlogo también
comprendera, preferentemente, elementos de control que facilitan la traduccion (tales como un sitio de union al
ribosoma o "RBS" y una sefial de poliadenilacion). En consecuencia, el polinucleétido heterdlogo comprende
generalmente al menos una region codificante unida operativamente a un promotor adecuado y también puede
comprender, por ejemplo, un potenciador unido operativamente, un sitio de unién al ribosoma y una sefial de poli-A.
El polinucleétido heterélogo puede comprender una region codificante o mas de una region codificante bajo el
control de los mismos o diferentes promotores. La unidad completa, que contiene una combinacién de elementos de
control y region codificante, se denomina a menudo casete de expresion.

El polinucleétido heterdlogo se integra mediante técnicas recombinantes en o en lugar de la region codificante
gendmica del AAV (es decir, en lugar de los genes rep y cap de AAV), pero generalmente esta flanqueado a ambos
lados por regiones de repeticiones terminales invertidas (ITR) del AAV. Esto significa que una ITR aparece tanto
aguas arriba como aguas abajo de la secuencia codificante, ya sea en yuxtaposicion directa, por ejemplo, (aunque
no necesariamente) sin ninguna secuencia intermedia de origen AAV para reducir la probabilidad de recombinacion
que podria regenerar un genoma de AAV competente para la replicacion. Sin embargo, una sola ITR puede ser
suficiente para llevar a cabo las funciones asociadas normalmente con las configuraciones que comprenden dos ITR
(ver, por ejemplo, el documento WO 94/13788), y los constructos de vector con solo una ITR pueden, por tanto,
emplearse junto con los métodos de empaquetamiento y produccion de la presente invencion.

Los promotores nativos de rep se autorregulan y pueden limitar la cantidad de particulas de AAV producidas. El gen
rep también puede unirse operativamente a un promotor heterélogo, ya sea que rep se proporcione como parte del
constructo del vector o por separado. Es adecuado cualquier promotor heterdlogo que no esté fuertemente regulado
negativamente por la expresion del gen rep; pero pueden preferirse los promotores inducibles porque la expresion
constitutiva del gen rep puede tener un impacto negativo en la célula huésped. Se conoce en la técnica una gran
variedad de promotores inducibles; lo que incluye, a modo de ilustracion, promotores inducibles por iones de metales
pesados (tales como promotores de metalotioneina); promotores inducibles por hormonas esteroideas (tales como el
promotor de MMTV o promotores de hormonas de crecimiento); y promotores tales como los del fago T7 que son
activos en presencia de la ARN polimerasa T7. Una subclase de promotores inducibles son aquellos que son
inducidos por el virus auxiliar que se usa para complementar la replicacion y empaquetamiento del vector de rAAV.
También se han descrito varios promotores inducibles por virus auxiliares, lo que incluye el promotor génico
temprano de adenovirus que es inducible por la proteina E1A de adenovirus; el promotor tardio principal de
adenovirus; el promotor del virus del herpes que es inducible por proteinas del virus del herpes tales como VP16 o
1CP4; asi como también promotores inducibles por vaccinia o poxvirus.

Se han descrito métodos para identificar y someter a prueba los promotores inducibles por virus auxiliares (ver, por
ejemplo, el documento WO 96/17947). Por tanto, se conocen métodos en la técnica para determinar si los
promotores candidatos son o no inducibles por virus auxiliares, y si seran utiles o no en la generacion de células de
empaquetamiento de alta eficiencia. Brevemente, uno de dichos métodos implica reemplazar el promotor p5 del gen
rep de AAV con el promotor inducible por virus auxiliar putativo (conocido en la técnica o identificado mediante el uso
de técnicas bien conocidas tales como el enlace a genes "informadores" sin promotor). Los genes rep-cap de AAV
(con p5 reemplazado), por ejemplo, unidos a un marcador seleccionable positivo tal como un gen de resistencia a
antibioticos, se integran después de forma estable en una célula huésped adecuada (tales como las células HelLa o
A549 ejemplificadas mas abajo). Las células que son capaces de crecer relativamente bien en condiciones de
seleccion (por ejemplo, en presencia del antibiético) se someten a prueba a continuaciéon para determinar su
capacidad para expresar los genes rep y cap tras la adicion de un virus auxiliar. Como prueba inicial para la
expresion de rep y/o cap, las células pueden tamizarse facilmente mediante el uso de inmunofluorescencia para
detectar las proteinas Rep y/o Cap. La confirmacion de las capacidades y eficiencias de empaquetamiento pueden
determinarse mediante pruebas funcionales para determinar la replicacién y el empaquetamiento de los nuevos
vectores de rAAV. Mediante el uso de esta metodologia, un promotor inducible por virus auxiliar derivado del gen de
la metalotioneina de ratén se ha identificado como un reemplazo adecuado para el promotor p5, y se ha usado para
producir altos titulos de particulas de rAAV (como se describe en el documento WO 96/17947).
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En cualquier caso, es conveniente la eliminaciéon de uno o mas genes de AAV, para reducir la probabilidad de
generar AAV competentes para la replicacion ("RCA"). En consecuencia, las secuencias codificantes o promotoras
de rep, cap o ambos, pueden eliminarse, ya que las funciones proporcionadas por estos genes pueden
proporcionarse en trans, por ejemplo, en una linea estable o a través de cotransfeccion.

El vector resultante se denomina como que es "defectuoso" en estas funciones. Para replicar y empaquetar el
vector, las funciones faltantes se complementan con un gen de empaquetamiento, o una pluralidad de los mismos,
que codifican juntos las funciones necesarias para los diversos productos génicos rep y/o cap faltantes. En una
modalidad, los genes de empaquetamiento o casetes de genes no estan flanqueados por ITR de AAV y, en una
modalidad, no comparten ninguna homologia sustancial con el genoma de rAAV. Por tanto, para minimizar la
recombinacion homologa durante la replicacion entre la secuencia del vector y los genes de empaquetamiento
proporcionados por separado, es conveniente evitar la superposicién de las dos secuencias de polinucledétidos. El
nivel de homologia y la frecuencia correspondiente de recombinacién aumentan con el aumento de la longitud de las
secuencias homologas y con su nivel de identidad compartida. El nivel de homologia que planteara una
preocupacion en un sistema dado puede determinarse tedricamente y confirmarse experimentalmente, como se
conoce en la técnica. Tipicamente, sin embargo, la recombinacion puede reducirse o eliminarse sustancialmente si
la secuencia superpuesta es menos de aproximadamente una secuencia de 25 nucleétidos si es al menos un 80 %
idéntica en toda su longitud, o menos de aproximadamente una secuencia de 50 nucleétidos si es al menos un 70 %
idéntica en toda su longitud. Por supuesto, se prefieren niveles incluso mas bajos de homologia, ya que reduciran
aun mas la probabilidad de recombinacion. Parece que, incluso sin ninguna homologia superpuesta, existe cierta
frecuencia residual de generacion de RCA. Incluso pueden obtenerse reducciones adicionales en la frecuencia de
generacion de RCA (por ejemplo, mediante recombinacién no homadloga) al "dividir" las funciones de replicacion y
encapsidacion de AAV, como describen Allen y otros, documento WO 98/27204).

El constructo del vector de rAAV y los constructos de genes de empaquetamiento complementarios pueden
implementarse en esta invencion en varias formas diferentes. Pueden usarse particulas virales, plasmidos y células
huésped transformadas de manera estable para introducir dichos constructos en la célula de empaquetamiento, ya
sea de forma transitoria o estable.

En determinadas modalidades de esta invencién, el vector de AAV y el gen o genes de empaquetamiento
complementarios, si los hay, se proporcionan en forma de plasmidos bacterianos, particulas de AAV o cualquier
combinacién de los mismos. En otras modalidades, la secuencia del vector de AAV, el gen o los genes de
empaquetamiento, o ambos, se proporcionan en forma de células eucariotas genéticamente alteradas
(preferentemente, alteradas de forma hereditaria). El desarrollo de células huésped alteradas de forma hereditaria
para expresar la secuencia del vector de AAV, los genes de empaquetamiento de AAV, o ambos, proporciona una
fuente establecida del material que se expresa a un nivel fiable.

Por tanto, puede usarse una variedad de diferentes células genéticamente alteradas en el contexto de esta
invencion. A modo de ilustraciéon, puede usarse una célula huésped de mamifero con al menos una copia intacta de
un vector de rAAV integrado de forma estable. Puede usarse un plasmido de empaquetamiento de AAV que
comprende al menos un gen rep de AAV unido operativamente a un promotor para suministrar funciones de
replicaciéon (como se describe en la Patente de los Estados Unidos 5,658,776). De forma alternativa, puede usarse
una linea celular estable de mamifero con un gen rep de AAV unido operativamente a un promotor para suministrar
funciones de replicacion (ver, por ejemplo, Trempe y otros, documento WO 95/13392); Burstein y otros. (documento
WO 98/23018); y Johnson vy otros. (EE. UU. num. 5,656,785). El gen cap de AAV, que proporciona las proteinas de
encapsidacion como se describié anteriormente, puede proporcionarse junto con un gen rep de AAV o por separado
(ver, por ejemplo, las solicitudes y patentes referidas anteriormente, asi como también Allen y otros. (documento WO
98/27204). Son posibles otras combinaciones y se incluyen dentro del alcance de esta invencion.

Vias para el suministro

A pesar de la inmensa red de la vasculatura cerebral, el suministro sistémico de agentes terapéuticos al sistema
nervioso central (CNS) no es eficaz para mas del 98 % de las moléculas pequefias y para casi el 100 % de las
moléculas grandes (Partridge, 2005). La falta de eficacia se debe a la presencia de la barrera hematoencefalica
(BBB), que impide que la mayoria de las sustancias extrafias, incluso muchos agentes terapéuticos beneficiosos,
entren en el cerebro desde la sangre circulante. Si bien determinados agentes terapéuticos de moléculas pequefias,
péptidos y proteinas administrados sistémicamente alcanzan el parénquima cerebral al cruzar la BBB (Banks, 2008),
se necesitan generalmente dosis sistémicas altas para lograr niveles terapéuticos, lo que puede conducir a efectos
adversos en el cuerpo. Los agentes terapéuticos pueden introducirse directamente en el CNS mediante inyecciones
intracerebroventriculares o intraparenquimatosas. El suministro intranasal evita la BHE y dirige los agentes
terapéuticos directamente al CNS mediante el uso de vias a lo largo de los nervios olfatorio y trigémino que inervan
los conductos nasales (Frey Il, 2002; Thorne y otros, 2004; Dhanda y otros, 2005).

Puede emplearse cualquier via de administracion de rAAV siempre que esa via y la cantidad administrada sean

profilacticamente o terapéuticamente utiles. En un ejemplo, las vias de administracion al CNS incluyen la intratecal y
la intracraneal. La administracion intracraneal puede ser a la cisterna magna o al ventriculo. El término "cisterna
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magna" pretende incluir el acceso al espacio alrededor y debajo del cerebelo a través de la abertura entre el craneo
y la parte superior de la columna vertebral. El término "ventriculo cerebral" pretende incluir las cavidades del cerebro
que son continuas con el canal central de la médula espinal. La administracion intracraneal es a través de inyeccion
o infusién y los intervalos de dosis adecuados para la administracion intracraneal son generalmente de
aproximadamente 10 a 10"® unidades infecciosas de vector viral por microlitro suministradas en 1 a 3000 microlitros
de volumen de inyeccion unica. Por ejemplo, los genomas virales o unidades infecciosas de vector por microlitro
contendran generalmente aproximadamente 104, 105, 10°, 107, 108, 10°, 10'°, 10", 102, 103, 10", 10'%, 10" 0 10"
genomas virales o unidades infecciosas de vector viral suministradas en aproximadamente 10, 50, 100, 200, 500,
1000 o 2000 microlitros. Debe entenderse que la dosificacidon antes mencionada es simplemente una dosificacion
ilustrativa y los expertos en la técnica entenderan que esta dosificacion puede variarse. Las dosis eficaces pueden
extrapolarse a partir de curvas de respuesta a la dosis derivadas de sistemas de prueba in vitro o in vivo.

El AAV suministrado en los métodos de tratamiento intratecales de la presente invencién puede administrarse
mediante cualquier via conveniente usada comuUnmente para la administracion intratecal. Por ejemplo, la
administracion intratecal puede realizarse a través de una infusién lenta de la formulacién durante aproximadamente
una hora. La administracion intratecal es a través de inyeccion o infusion y los intervalos de dosis adecuados para la
administracion intratecal son generalmente de aproximadamente 103 a 10" unidades infecciosas de vector viral por
microlitro suministrado, por ejemplo, en 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75 o 100 o mas mililitros, por ejemplo, 1 a 10 000 mililitros
o 0,5 a 15 mililitros, de volumen de inyeccion unica. Por ejemplo, los genomas virales o unidades infecciosas de
vector por microlitro contienen generalmente aproximadamente 104, 105, 108, 107, 108, 10°, 10'°, 10", 10'2, 10" o
104 genomas virales o unidades infecciosas de vector viral.

El AAV suministrado en los métodos de tratamiento intranasales de la presente invencién puede administrarse en
intervalos de dosis adecuados, generalmente aproximadamente 10% a 10'® unidades infecciosas de vector viral por
microlitro suministrado, por ejemplo, en 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75 o 100 o mas mililitros, por ejemplo, 1 a 10 000 mililitros
o 0,5 a 15 mililitros. Por ejemplo, los genomas virales o unidades infecciosas de vector por microlitro contienen
generalmente aproximadamente 104, 105, 10°, 107, 108, 10°, 10", 10", 102, 10"3, 104, 10'®, 10'® 0 10'” genomas
virales o unidades infecciosas de vector viral, por ejemplo, al menos 1,2 x 10" genomas o unidades infecciosas, por
ejemplo, al menos 2 x 10"" hasta aproximadamente 2 x 10> genomas o unidades infecciosas o aproximadamente
1 x 10" a aproximadamente 5 x 10'® genomas o unidades infecciosas. En una modalidad, el AAV empleado para el
suministro intranasal es uno que se une a glicanos con residuos terminales de galactosa y en una modalidad la dosis
es de 2 a 8 veces mayor que 9 x 10'° a menos de 1 x 10"" genomas o unidades infecciosas de vector viral de AAVS.

La terapia, si se expresa una enzima de almacenamiento lisosémico tal como IDUA, da como resultado la
normalizacion de los granulos de almacenamiento lisosémico en el tejido neuronal y/o meningeo de los sujetos como
se analiz6 anteriormente. Se contempla que la deposicion de los granulos de almacenamiento mejore a partir del
tejido neuronal y glial, lo que alivia de esta manera el retardo del desarrollo y la regresion observados en individuos
que padecen la enfermedad de almacenamiento lisosdémico. Otros efectos de la terapia pueden incluir la
normalizacion de los granulos de almacenamiento lisosémico en las meninges cerebrales cerca de la granulacion
aracnoidea, cuya presencia en la enfermedad de almacenamiento lisosdmico da como resultado hidrocefalia de
presion alta. Los métodos de la invencion también pueden usarse para tratar la compresion de la médula espinal que
se produce como resultado de la presencia de granulos de almacenamiento lisosémico en las meninges cervicales
cerca de la médula en C1-C5 o en cualquier otra parte de la médula espinal. Los métodos de la invencién también
estan dirigidos al tratamiento de quistes que son provocados por el almacenamiento perivascular de granulos de
almacenamiento lisosémico alrededor de los vasos del cerebro. En otras modalidades, la terapia también puede dar
como resultado ventajosamente la normalizacion del volumen hepatico y la excrecion urinaria de
glucosaminoglicanos, reduccion del tamafio del bazo y eventos de apnea/hipopnea, aumento de la altura y velocidad
de crecimiento en sujetos prepuberes, aumento de la flexion del hombro y extension del codo y la rodilla, y reduccion
de la regurgitacion tricuspidea o la regurgitacion pulmonar.

La administracion intratecal de la presente invencion puede comprender introducir la composicién en el area lumbar.
Cualquier administracion de este tipo puede ser a través de una inyeccion en bolo. En dependencia de la gravedad
de los sintomas y la capacidad de respuesta del sujeto a la terapia, la inyeccion en bolo puede administrarse una
vez por semana, una vez al mes, una vez cada 6 meses o anualmente. En otras modalidades, la administracion
intratecal se logra mediante el uso de una bomba de infusion. Los expertos en la técnica conocen los dispositivos
que pueden usarse para efectuar la administracion intratecal de una composiciéon. La composicion puede
administrarse por via intratecal, por ejemplo, mediante una Unica inyeccién o infusion continua. Debe entenderse
que el tratamiento de dosificacién puede ser en forma de administraciéon de dosis Unica o de dosis multiples.

Como se usa en la presente descripcion, el término "administracion intratecal" pretende incluir suministrar una
composicion farmacéutica directamente en el liquido cefalorraquideo de un sujeto, mediante técnicas que incluyen la
inyeccion cerebroventricular lateral a través de un agujero de trépano o puncién cisternal o lumbar o similares. El
término "region lumbar" pretende incluir el area entre la tercera y cuarta vértebras lumbares (espalda baja) y, de
forma mas inclusiva, la region L2-S1 de la columna vertebral.
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La administracion de una composiciéon de acuerdo con la presente invencién a cualquiera de los sitios mencionados
anteriormente puede lograrse mediante inyeccion directa de la composicion o mediante el uso de bombas de
infusion. Para la inyeccion, la composicion puede formularse en soluciones liquidas, por ejemplo, en tampones
fisioldgicamente compatibles tales como solucién de Hank, solucién de Ringer o tampén fosfato. Ademas, la enzima
puede formularse en forma soélida y volver a disolverse o suspenderse inmediatamente antes de su uso. También se
incluyen las formas liofilizadas. La inyeccidon puede ser, por ejemplo, en forma de una inyeccion en bolo o infusién
continua (por ejemplo, mediante el uso de bombas de infusion) de la enzima.

En una modalidad de la invencion, el rAAV se administra mediante inyeccién cerebroventricular lateral en el cerebro
de un sujeto. La inyeccion puede realizarse, por ejemplo, a través de un orificio de trépano hecho en el craneo del
sujeto. En otra modalidad, la enzima y/u otra formulacion farmacéutica se administra a través de una derivacion
insertada quirdrgicamente en el ventriculo cerebral de un sujeto. Por ejemplo, la inyeccion puede realizarse en los
ventriculos laterales, que son mas grandes, aunque también puede realizarse la inyeccion en el tercer y cuarto
ventriculos mas pequefios. En otra modalidad mas, las composiciones usadas en la presente invencion se
administran mediante inyeccion en la cisterna magna o el area lumbar de un sujeto.

Si bien los mecanismos exactos subyacentes al suministro intranasal de farmacos al CNS no se comprenden por
completo, un conjunto de pruebas acumuladas demuestra que las vias que involucran los nervios que conectan los
conductos nasales con el cerebro y la médula espinal son importantes. Ademas, las vias que involucran la
vasculatura, el liquido cefalorraquideo y el sistema linfatico se han implicado en el transporte de moléculas desde la
cavidad nasal al CNS. Es probable que una combinacién de estas vias sea responsable, aunque puede predominar
una via, en dependencia de las propiedades del agente terapéutico, las caracteristicas de la formulacion y el
dispositivo de suministro usado.

Los agentes terapéuticos pueden acceder rapidamente al CNS después de la administracion intranasal a lo largo de
las vias del nervio olfatorio que conducen desde la cavidad nasal directamente al CNS. Las vias del nervio olfatorio
son un componente importante del suministro intranasal, evidenciado por el hecho de que los marcadores
fluorescentes se asocian con los nervios olfatorios a medida que atraviesan la placa cribiforme (Jansson y otros,
2002), las concentraciones de farmaco en los bulbos olfatorios se encuentran generalmente entre las
concentraciones mas altas observadas en el CNS (Thorne y otros, 2004; Banks y otros, 2004; Graff y otros, 20053;
Nonaka y otros, 2008; Ross y otros, 2004; Ross y otros, 2008; Thorne y otros, 2008), y existe una fuerte correlacion
positiva entre las concentraciones en el epitelio olfatorio y los bulbos olfatorios (Dhuria y otros, 2009a).

Las vias olfatorias surgen en la porcién superior de los conductos nasales, en la region olfatoria, donde las neuronas
del receptor olfatorio (ORN) estan intercaladas entre las células de sostén (células sustentaculares), las células con
microvellosidades y las células basales. Las ORN median el sentido del olfato al transmitir informacion sensorial
desde el entorno periférico al CNS (Clerico y otros, 2003). Debajo del epitelio, la lamina propia contiene las
glandulas de Bowman que secretan moco, axones, vasos sanguineos, vasos linfaticos y tejido conectivo. Las
dendritas de las ORN se extienden hacia la capa mucosa del epitelio olfatorio, mientras que los axones de estas
neuronas bipolares se extienden centralmente a través de la lamina propia y a través de perforaciones en la placa
cribiforme del hueso etmoides, que separa las cavidades nasal y craneal. Los axones de las ORN pasan a través del
espacio subaracnoideo que contiene CSF y terminan en las células mitrales en los bulbos olfatorios. Desde alli, las
proyecciones neurales se extienden a multiples regiones del cerebro, lo que incluye el tracto olfatorio, el nucleo
olfatorio anterior, la corteza piriforme, la amigdala y el hipotalamo (Buck, 2000). Ademas de las ORN, las neuronas
quimiosensoriales localizadas en la punta anterior de la cavidad nasal en el ganglio de Grueneberg conducen a los
bulbos olfatorios (Fuss y otros, 2005; Koos y otros, 2005).

Las caracteristicas Unicas de las ORN contribuyen a un entorno celular dinamico fundamental para el suministro
intranasal al CNS. Debido al contacto directo con las toxinas en el entorno externo, las ORN se regeneran cada 3-4
semanas a partir de las células basales que residen en el epitelio olfatorio (Mackay-Sim, 2003). Las células
especiales similares a las células de Schwann, denominadas células olfatorias envainadas (OEC), envuelven los
axones de las ORN y tienen un papel importante en la regeneracion, el recrecimiento y la remielinizacion axonales
(Field y otros, 2003; Li y otros, 2005a; Li y otros, 2005b). Las OEC crean canales perineurales continuos llenos de
liquido que, curiosamente, permanecen abiertos, a pesar de la degeneracion y regeneracion de las ORN (Williams y
otros, 2004).

Dado el entorno unico del epitelio olfatorio, es posible que los agentes terapéuticos administrados por via intranasal
alcancen el CNS a través de mecanismos de transporte extracelulares o intracelulares a lo largo de los nervios
olfatorios. Los mecanismos de transporte extracelular involucran el movimiento rapido de moléculas entre las células
en el epitelio nasal, lo que requiere solo de varios minutos a 30 minutos para que un farmaco alcance los bulbos
olfatorios y otras areas del CNS después de la administracion intranasal (Frey I, 2002; Balin y otros, 1986). El
transporte implica probablemente mecanismos de flujo masico (Thorne y otros, 2004; Thorne y otros, 2001) dentro
de los canales creados por las OEC. Los farmacos también pueden ser propulsados dentro de estos canales por los
cambios estructurales que se producen durante la despolarizacion y la propagacion axonal del potencial de acciéon
en axones adyacentes (Luzzati y otros, 2004). Los mecanismos de transporte intracelular implican la captacion de
moléculas en las ORN mediante difusiéon pasiva, endocitosis mediada por receptores o endocitosis adsortiva,
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seguida de un transporte axonal mas lento, por lo que tarda varias horas o dias en aparecer un farmaco en los
bulbos olfatorios y otras areas del cerebro (Baker y otros, 1986; Broadwell y otros, 1985; Kristensson y otros, 1971).
Se ha demostrado el transporte intracelular en las ORN para moléculas pequefias y lipofilas tales como particulas de
oro (de Lorenzo, 1970; Gopinath y otros, 1978), sales de aluminio (Perl y otros, 1987) y para sustancias con
receptores en las ORN tales como WGA-HRP (Thorne y otros, 1995; Baker y otros, 1986; Itaya y otros, 1986;
Shipley, 1985). Los mecanismos intracelulares, si bien son importantes para determinados agentes terapéuticos, no
es probable que sean el modo de transporte predominante hacia el CNS. Mientras que algunas moléculas grandes,
tales como el péptido similar a la galanina (GALP), muestran vias de transporte saturables hacia el CNS (Nonaka y
otros, 2008), para otras moléculas grandes tales como el NGF y el factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-I),
el suministro intranasal en el cerebro no es saturable y no estda mediado por receptores (Thorne y otros, 2004; Chen
y otros, 1998; Zhao y otros, 2004),

Una via importante, que a menudo se pasa por alto, que conecta los conductos nasales con el CNS involucra al
nervio trigémino, que inerva el epitelio respiratorio y olfatorio de los conductos nasales y entra al CNS en la
protuberancia (Clerico y otros, 2003; Graff y otros, 2003). Curiosamente, una pequefia porcion del nervio trigémino
también termina en los bulbos olfatorios (Schaefer y otros, 2002). La composicion celular de la region respiratoria de
los conductos nasales es diferente de la de la region olfatoria, con células epiteliales ciliadas distribuidas entre las
células caliciformes secretoras de moco. Estas células contribuyen a los mecanismos de aclaramiento mucociliar
que eliminan el moco junto con las sustancias extrafias de la cavidad nasal a la nasofaringe. El nervio trigémino
transmite informacion sensorial desde la cavidad nasal, la cavidad oral, los parpados y la cérnea, al CNS a través de
la division oftalmica (V1), la division maxilar (V2) o la division mandibular (V3) del nervio trigémino (Clerico y otros,
2003; Gray, 1978). Las ramas de la division oftalmica del nervio trigémino proporcionan inervacion a la mucosa nasal
dorsal y la porcién anterior de la nariz, mientras que las ramas de la divisién maxilar proporcionan inervacion a las
paredes laterales de la mucosa nasal. La division mandibular del nervio trigémino se extiende a la mandibula inferior
y los dientes, sin entradas neurales directas a la cavidad nasal. Las tres ramas del nervio trigémino se unen en el
ganglio trigémino y se extienden hacia el centro para ingresar al cerebro al nivel de la protuberancia, y terminan en
los nucleos espinales del trigémino en el tronco encefalico. Una caracteristica Unica del nervio trigémino es que
ingresa al cerebro desde el epitelio respiratorio de los conductos nasales en dos sitios: (1) a través del foramen
lacerado anterior cerca de la protuberancia y (2) a través de la placa cribiforme cerca de los bulbos olfatorios, lo que
crea puntos de entrada en las areas cerebrales caudal y rostral después de la administracion intranasal. También es
probable que otros nervios que inervan la cara y la cabeza, tales como el nervio facial, u otras estructuras
sensoriales en la cavidad nasal, tales como el ganglio de Grueneberg, puedan proporcionar puntos de entrada para
los agentes terapéuticos aplicados por via intranasal hacia el CNS.

Tradicionalmente, la via de administraciéon intranasal se ha utilizado para suministrar farmacos a la circulacion
sistémica a través de la absorcion en los vasos sanguineos capilares que se encuentran debajo de la mucosa nasal.
La mucosa nasal es muy vascularizada y recibe su riego sanguineo de las ramas de las arterias maxilar, oftalmica y
facial, que surgen de la arteria carétida (Clerico y otros, 2003; Cauna, 1982). La mucosa olfatoria recibe sangre de
pequefas ramas de la arteria oftalmica, mientras que la mucosa respiratoria recibe sangre de una rama arterial de
gran calibre de la arteria maxilar (DeSesso, 1993). La densidad relativa de los vasos sanguineos es mayor en la
mucosa respiratoria en comparacion con la mucosa olfatoria, lo que hace que la primera regién sea un sitio ideal
para la absorcion en la sangre (DeSesso, 1993). La vasculatura de la region respiratoria contiene una mezcla de
endotelios continuos y fenestrados (Grevers y otros, 1987; Van Diest y otros, 1979), lo que permite que tanto
moléculas pequefias como grandes entren en la circulacion sistémica después de la administracion nasal.

Es posible el suministro al CNS después de la absorcion en la circulacion sistémica y el transporte posterior a través
de la BBB, especialmente para farmacos lipofilos pequefios, que entran mas facilmente en el torrente sanguineo y
atraviesan la BBB en comparacion con los agentes terapéuticos hidrofilos grandes tales como péptidos y proteinas.

Surge cada vez mas evidencia que sugiere que los mecanismos que involucran canales asociados con los vasos
sanguineos, o canales perivasculares, estan implicados en el suministro intranasal de farmacos al CNS. Los
espacios perivasculares estan limitados por la capa mas externa de vasos sanguineos y la membrana basal del
tejido circundante (Pollock y otros, 1997). Estos espacios perivasculares actian como un sistema linfatico para el
cerebro, donde las sustancias derivadas de las neuronas se eliminan del liquido intersticial del cerebro al ingresar a
los canales perivasculares asociados con los vasos sanguineos cerebrales. El transporte perivascular se debe a
mecanismos de flujo masico, por el contrario a la difusion sola (Cserr y otros, 1981; Groothuis y otros, 2007), y las
pulsaciones arteriales también son una fuerza impulsora para el transporte perivascular (Rennels y otros, 1985;
Rennels y otros, 1985). Los farmacos aplicados por via intranasal pueden moverse hacia los espacios
perivasculares en los conductos nasales o después alcanzar el cerebro y la distribucion generalizada observada
dentro del CNS podria deberse a mecanismos de transporte perivascular (Thorne y otros, 2004).

Las vias que conectan el espacio subaracnoideo que contiene CSF, los espacios perineuriales que abarcan los
nervios olfatorios y los linfaticos nasales son importantes para el drenaje del CSF y estas mismas vias proporcionan
acceso para los agentes terapéuticos aplicados por via intranasal al CSF y otras areas del CNS. Varios estudios
documentan que los marcadores inyectados en el CSF en los ventriculos cerebrales o el espacio subaracnoideo
drenan hacia la parte inferior de los bulbos olfatorios en canales asociados con los nervios olfatorios que atraviesan
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la placa cribiforme y alcanzan el sistema linfatico nasal y los ganglios linfaticos cervicales (Bradbury y otros, 1983;
Hatterer y otros, 2006; Johnston y otros, 2004a; Kida y otros, 1993; Walter y otros, 2006a; Walter y otros, 2006b).
Los farmacos pueden acceder al CNS a través de estas mismas vias después de la administracién intranasal, se
mueven de los conductos nasales al CSF, a los espacios intersticiales del cerebro y los espacios perivasculares para
su distribucion por todo el cerebro. Estas vias de drenaje son significativas en varias especies animales (ovejas,
conejos y ratas) y representan aproximadamente el 50 % del aclaramiento del CSF (Bradbury y otros, 1981; Boulton
y otros, 1999; Boulton y otros, 1996; Cserr y otros, 1992). Las vias entre los conductos nasales y el CSF aun son
importantes y funcionales en los seres humanos, como lo evidencia el hecho de que los agentes terapéuticos se
suministran directamente al CSF después del suministro intranasal, sin entrar en la sangre en un grado apreciable
(Born y otros, 2002). Varios estudios intranasales demuestran que los farmacos obtienen acceso directo al CSF
desde la cavidad nasal, seguido de una distribucién posterior al cerebro y la médula espinal. Muchas moléculas
aplicadas por via intranasal ingresan rapidamente al CSF y este transporte depende de la lipofilicidad, el peso
molecular y el grado de ionizacion de las moléculas (Dhanda y otros, 2005; Born y otros, 2002; Kumar y otros, 1974;
Sakane y otros, 1995; Sakane y otros, 1994; Wang y otros, 2007). La evaluacion de la distribucion en el CSF puede
proporcionar informacién sobre el mecanismo de suministro intranasal.

El suministro éptimo al CNS a lo largo de las vias neurales se asocia con el suministro del agente al tercio superior
de la cavidad nasal (Hanson y otros, 2008). Aunque puede emplearse una posicidon supina, otra posicion para
dirigirse a la region olfatoria es con la posicion de "rezar a la Meca", con la cabeza hacia abajo y hacia adelante. Una
posiciéon supina con el angulo de la cabeza a 70° o 90° puede ser adecuada para un suministro eficiente al CSF
mediante el uso de un tubo insertado en las fosas nasales para suministrar el farmaco a través de la administracion
intranasal (van den Berg y otros, (2002)).

Para la administracion intranasal de farmacos, pueden administrarse gotas nasales durante un periodo de 10-20
minutos en fosas nasales alternas cada 1-2 minutos para permitir que la solucidon se absorba en el epitelio nasal
(Thorne y otros, 2004; Capsoni y otros, 2002; Ross y otros, 2004; Ross y otros, 2008; Dhuria y otros, 2009a; Dhuria
y otros, 2009b; Francis y otros, 2008; Martinez y otros, 2008). Este método no invasivo no implica insertar el
dispositivo en la fosa nasal. En cambio, se colocan gotas en la abertura de la fosa nasal, lo que permite que la
persona inhale la gota hacia la cavidad nasal. Otros métodos de administracion en individuos anestesiados implican
sellar el esofago e insertar un tubo de respiracion en la traquea para evitar que ingieran la formulacion nasal y
eliminar los problemas relacionados con la dificultad respiratoria (Chow y otros, 1999; Chow y otros, 2001; Fliedner y
otros, 2006; Dahlin y otros, 2001). Puede insertarse un tubo flexible en las fosas nasales para el suministro
localizado de un pequefio volumen de la solucién del farmaco al epitelio respiratorio u olfatorio, en dependencia de la
longitud del tubo (Chow y otros, 1999; Van den Berg y otros, 2003; van den Berg y otros, 2004a; Banks y otros,
2004; van den Berg y otros, 2002; Vyas y otros, 2006a; Charlton y otros, 2007a; Gao y otros, 2007a).

Pueden emplearse dispositivos de suministro nasal, tales como pulverizadores, goteros nasales o jeringas sin aguja,
para dirigir el agente a diferentes regiones de la cavidad nasal. OptiMist™ es un dispositivo accionado por la
respiracion que dirige formulaciones nasales liquidas o en polvo a la cavidad nasal, lo que incluye la region olfatoria,
sin deposicion en los pulmones o el eséfago (Djupesland y otros, 2006). También puede usarse el dispositivo
ViaNase™ para dirigir un aerosol nasal al epitelio olfativo y respiratorio de la cavidad nasal. Las gotas nasales
tienden a depositarse en el piso nasal y estan sujetas a un rapido aclaramiento mucociliar, mientras que los
aerosoles nasales se distribuyen al meato medio de la mucosa nasal (Scheibe y otros, 2008).

El agente inmunosupresor o inductor de inmunotolerancia puede administrarse por cualquier via, lo que incluye la
via parenteral. En una modalidad, el agente inmunosupresor o inductor de inmunotolerancia puede administrarse
mediante inyeccidon subcutanea, intramuscular o intravenosa, por via oral, intratecal, intracraneal o intranasal, o
mediante liberacion sostenida, por ejemplo, mediante el uso de un implante subcutaneo. El agente inmunosupresor
o inductor de inmunotolerancia puede disolverse o dispersarse en un vehiculo portador liquido. Para la
administracion parenteral, el material activo puede mezclarse adecuadamente con un vehiculo aceptable, por
ejemplo, de la variedad de aceites vegetales, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén y
similares. También pueden usarse otros vehiculos parenterales tales como composiciones organicas que usan
formulaciones parenterales de solcetal, glicerol formal y acuosas. Para la aplicacion parenteral por inyeccion, las
composiciones pueden comprender una solucion acuosa de una sal soluble en agua farmacéuticamente aceptable
de los acidos activos de acuerdo con la invencion, convenientemente en una concentracion de 0,01-10 %, y
opcionalmente, también un agente estabilizante y/o sustancias tampon en solucidon acuosa. Ventajosamente, las
unidades de dosificacion de la soluciéon pueden encerrarse en ampollas.

La composicion, por ejemplo, la composicién que contiene rAAV, la composicidon que contiene inmunosupresores o
la composicion que induce inmunotolerancia, puede estar en forma de una dosis unitaria inyectable. Ejemplos de
portadores o diluyentes utilizables para preparar dichas dosis inyectables incluyen diluyentes tales como agua,
alcohol etilico, macrogol, propilenglicol, alcohol isoestearilico etoxilado, alcohol polioxiisoestearilico y ésteres de
acidos grasos de polioxietilensorbitan, agentes de ajuste del pH o tampones tales como citrato de sodio, acetato de
sodio y fosfato de sodio, estabilizadores tales como pirosulfito de sodio, EDTA, acido tioglicélico y acido tiolactico,
agentes isotdnicos tales como cloruro de sodio y glucosa, anestésicos locales tales como clorhidrato de procaina 'y
clorhidrato de lidocaina. Ademas, pueden afiadirse agentes solubilizantes y analgésicos habituales. Las inyecciones
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pueden prepararse mediante la adicion de dichos portadores a la enzima u otro activo, mediante procedimientos
bien conocidos por los expertos en la técnica. Un andlisis detallado de los excipientes farmacéuticamente aceptables
esta disponible en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N.J. 1991). Las formulaciones
farmacéuticamente aceptables pueden suspenderse facilmente en vehiculos acuosos e introducirse mediante agujas
hipodérmicas convencionales o mediante el uso de bombas de infusién. Antes de la introduccion, las formulaciones
pueden esterilizarse, preferentemente, con radiacién gamma o esterilizacion por haz de electrones.

Cuando el agente inmunosupresor o inductor de inmunotolerancia se administra en forma de un implante
subcutaneo, el compuesto se suspende o disuelve en un material de dispersion lenta conocido por los expertos en la
técnica, o se administra en un dispositivo que libera lentamente el material activo mediante el uso de una fuerza
impulsora constante tal como una bomba osmética. En dichos casos, es posible la administracién durante un
periodo de tiempo prolongado.

La dosis a la que se administra la composicion que contiene el agente inmunosupresor o inductor de
inmunotolerancia puede variar dentro de un amplio intervalo y dependera de diversos factores tales como la
gravedad de la enfermedad, la edad del paciente, etc., y puede tener que ajustarse individualmente. Un intervalo
posible para la cantidad que puede administrarse por dia es de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente
2000 mg o de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 2000 mg. Las composiciones que contienen el agente
inmunosupresor o inductor de inmunotolerancia pueden formularse adecuadamente de modo que proporcionen
dosis dentro de estos intervalos, ya sea como unidades de dosificacion Unicas o como unidades de dosificacion
multiples. Ademas de contener un inmunosupresor, las formulaciones objeto pueden contener uno o mas rAAV que
codifican un producto génico terapéutico.

Las composiciones descritas en la presente descripcidon pueden emplearse en combinaciéon con otro medicamento.
Las composiciones pueden aparecer en formas convencionales, por ejemplo, aerosoles, soluciones, suspensiones o
aplicaciones topicas, o en forma liofilizada.

Las composiciones tipicas incluyen un rAAV, un inmunosupresor, un potenciador de la penetracion o una
combinacioén de los mismos, y un excipiente farmacéuticamente aceptable que puede ser un portador o un diluyente.
Por ejemplo, el(los) agente(s) activo(s) puede(n) mezclarse con un portador, o diluirse con un portador, o encerrarse
dentro de un portador. Cuando el agente activo se mezcla con un portador, o cuando el portador sirve como
diluyente, puede ser un material sélido, semisolido o liquido que actia como vehiculo, excipiente o medio para el
agente activo. Algunos ejemplos de portadores adecuados son agua, soluciones salinas, alcoholes,
polietilenglicoles, aceite de ricino polihidroxietoxilado, aceite de cacahuete, aceite de oliva, gelatina, lactosa, terra
alba, sacarosa, dextrina, carbonato de magnesio, azucar, ciclodextrina, amilosa, estearato de magnesio, talco,
gelatina, agar, pectina, goma arabiga, acido estearico o éteres de alquilo inferior de celulosa, acido silicico, acidos
grasos, aminas de acidos grasos, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, ésteres de acidos grasos de
pentaeritritol, polioxietileno, hidroximetilcelulosa y polivinilpirrolidona. De manera similar, el portador o diluyente
puede incluir cualquier material de liberacién sostenida conocido en la técnica, tal como monoestearato de glicerilo o
diestearato de glicerilo, solo o0 mezclado con una cera.

Las formulaciones pueden mezclarse con agentes auxiliares que no reaccionen de forma perjudicial con el agente o
los agentes activos. Dichos aditivos pueden incluir agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension,
sal para influir en la presion osmotica, tampones y/o agentes conservantes de sustancias colorantes, agentes
edulcorantes o agentes saborizantes. Las composiciones también pueden esterilizarse si se desea.

Si se usa un portador liquido, la preparacién puede estar en forma de un liquido tal como una suspension o solucién
liquida acuosa. Los solventes o vehiculos aceptables incluyen agua esterilizada, solucién de Ringer o una solucion
salina acuosa isotonica.

El(los) agente(s) puede(n) proporcionarse como un polvo adecuado para la reconstitucion con una solucion
apropiada como se describié anteriormente. Ejemplos de estos incluyen polvos liofilizados, secados por rotacion o
secados por pulverizacion, polvos amorfos, granulos, precipitados o particulas. La composicion puede contener
opcionalmente estabilizadores, modificadores del pH, tensioactivos, modificadores de la biodisponibilidad y
combinaciones de los mismos. Una forma de dosificacién unitaria puede estar en contenedores individuales o en
contenedores multidosis.

Las composiciones contempladas por la presente invencidon pueden incluir, por ejemplo, micelas o liposomas, o
alguna otra forma encapsulada, o pueden administrarse en una forma de liberacién prolongada para proporcionar un
almacenamiento prolongado y/o efecto de suministro, por ejemplo, mediante el uso de polimeros biodegradables,
por ejemplo, polilactida-poliglicélido. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y
poli(anhidridos).

Las nanoparticulas poliméricas, por ejemplo, compuestas por un nucleo hidréfobo de acido polilactico (PLA) y una
cubierta hidrofila de metoxi-poli(etilenglicol) (MPEG), pueden tener una mejor solubilidad y direccionamiento al CNS.
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Las diferencias regionales en el direccionamiento entre las formulaciones de microemulsién y de nanoparticulas
pueden deberse a diferencias en el tamaio de las particulas.

Los liposomas son estructuras muy simples que consisten en una o mas bicapas lipidicas de lipidos anfifilicos, es
decir, fosfolipidos o colesterol. El resto lipéfilo de las bicapas gira sobre si y crea un entorno hidréfobo interno en la
membrana. Los liposomas son portadores de farmacos adecuados para algunos farmacos lipdfilos que pueden
asociarse con las partes no polares de las bicapas lipidicas si se ajustan en tamafio y geometria. El tamafio de los
liposomas varia de 20 nm a unos pocos um.

Las micelas mixtas son estructuras detergentes eficientes que se componen de sales biliares, fosfolipidos, tri, di y
monoglicéridos, acidos grasos, colesterol libre y micronutrientes liposolubles. Como se conoce que los fosfolipidos
de cadena larga forman bicapas cuando se dispersan en agua, la fase preferida de los analogos de cadena corta es
la fase micelar esférica. Una solucién micelar es un sistema termodinamicamente estable formado espontaneamente
en agua y solventes organicos. La interaccion entre las micelas y los farmacos hidréfobos/lipéfilos conduce a la
formacion de micelas mixtas (MM), también denominadas micelas deglutidas. En el cuerpo humano, incorporan
compuestos hidréfobos con baja solubilidad en agua y actian como depdsito de productos de la digestion, por
ejemplo, monoglicéridos.

Las microparticulas lipidicas incluyen nano y microesferas lipidicas. Las microesferas se definen generalmente como
pequefas particulas esféricas fabricadas de cualquier material que tengan un tamafio de aproximadamente 0,2 a
100 um. Las esferas mas pequefias por debajo de 200 nm se denominan generalmente nanoesferas. Las
microesferas lipidicas son microemulsiones de aceite/agua homogéneas similares a las emulsiones de grasas
disponibles comercialmente y se preparan mediante un procedimiento de sonicacion intensiva o métodos de
emulsificacion a alta presion (métodos de trituracion). El tensioactivo natural lecitina reduce la tension superficial del
liquido, por lo que actia como un emulsionante para formar una emulsiéon estable. La estructura y composicion de
las nanoesferas lipidicas es similar a la de las microesferas lipidicas, pero con un diametro menor.

Las nanoparticulas poliméricas sirven como portadores para una amplia variedad de ingredientes. Los componentes
activos pueden estar disueltos en la matriz polimérica o atrapados o adsorbidos sobre la superficie de la particula.
Los polimeros adecuados para la preparacion de nanoparticulas organicas incluyen derivados de celulosa y
poliésteres tales como poli(acido lactico), poli(acido glicélico) y su copolimero. Debido a su pequefio tamafio, su gran
relacion area superficial/volumen y la posibilidad de funcionalizaciéon de la interfaz, las nanoparticulas poliméricas
son sistemas portadores y de liberacion ideales. Si el tamafio de particula es inferior a 50 nm, muchas capas de
barrera biolégicas y también sintéticas ya no las reconocen como particulas, sino que actidan de forma similar a
sistemas molecularmente dispersos.

Por tanto, la composiciéon de la invencién puede formularse para proporcionar una liberacion rapida, sostenida,
controlada o retardada, o cualquier combinacion de las mismas, del agente activo después de la administracion al
individuo mediante el empleo de procedimientos bien conocidos en la técnica. En una modalidad, la enzima esta en
una solucién isoténica o hipoténica. En una modalidad, para las enzimas que no son solubles en agua, puede
emplearse un vehiculo de suministro basado en lipidos, por ejemplo, una microemulsion tal como la descrita en el
documento WO 2008/049588 o liposomas.

En una modalidad, la preparacion puede contener un agente, disuelto o suspendido en un portador liquido, tal como
un vehiculo acuoso, para su aplicacién en aerosol. El portador puede contener aditivos tales como agentes
solubilizantes, por ejemplo, propilenglicol, tensioactivos, potenciadores de la absorcién tales como lecitina
(fosfatidilcolina) o ciclodextrina, o conservantes tales como parabenos. Por ejemplo, ademas de la solubilidad, el
suministro eficiente al CNS después de la administracion intranasal puede depender de la permeabilidad de la
membrana. Para las enzimas en las que el transporte paracelular se ve obstaculizado debido al tamafio y la
polaridad, la mejora de la permeabilidad de la membrana puede potenciar los mecanismos extracelulares de
transporte al CNS a lo largo de los nervios olfatorio y trigémino. Un enfoque para modificar la permeabilidad de la
membrana dentro del epitelio nasal es mediante el uso de potenciadores de la penetracion, tales como tensioactivos,
por ejemplo, lauroilcarnitina (LC), sales biliares, lipidos, ciclodextrinas, polimeros o modificadores de la unidn
estrecha.

Generalmente, los agentes activos se dispensan en forma de dosificacion unitaria que incluye el ingrediente activo
junto con un portador farmacéuticamente aceptable por dosificacion unitaria. Generalmente, las formas de
dosificacién adecuadas para la administracién nasal incluyen de aproximadamente 125 pg a aproximadamente
125 mg, por ejemplo, de aproximadamente 250 ug a aproximadamente 50 mg, o de aproximadamente 2,5 mg a
aproximadamente 25 mg, de los compuestos mezclados con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Las formas de dosificaciéon pueden administrarse diariamente o mas de una vez al dia, tal como dos o tres veces al
dia. De forma alternativa, las formas de dosificacién pueden administrarse con menos frecuencia que a diario, tal
como en dias alternos, o semanalmente, si el médico que prescribe lo considera aconsejable.

Ejemplo |
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Suministro de genes de iduronidasa mediado por vectores de AAV en un modelo murino de mucopolisacaridosis tipo
I: comparacién de diferentes vias de suministro al CNS

La mucopolisacaridosis tipo | (MPS I) es un trastorno metabdlico hereditario provocado por la deficiencia de la
enzima lisosdmica alfa-L-iduronidasa (IDUA). La acumulacion sistémica y anormal de glucosaminoglicanos se asocia
con retardo del crecimiento, organomegalia, displasia esquelética y enfermedad cardiopulmonar. Las personas con
la forma mas grave de la enfermedad (sindrome de Hurler) padecen de neurodegeneracion, retraso mental y muerte
prematura. Los dos tratamientos actuales para la MPS | (trasplante de células madre hematopoyéticas y terapia de
reemplazo enzimatico) no pueden tratar eficazmente todas las manifestaciones de la enfermedad en el sistema
nervioso central (CNS).

Con respecto a la terapia génica, se demostré previamente que el suministro intravascular de AAV9 en ratones
adultos no logra un direccionamiento neuronal directo generalizado (ver Foust y otros, 2009). El trabajo previo
también mostré que la inyeccion directa de AAV8-IDUA en el CNS de ratones adultos con deficiencia de IDUA dio
como resultado una baja frecuencia o un bajo nivel de expresion del transgén (ver la Figura 18). Los siguientes
ejemplos, que usan un modelo preclinico para el tratamiento de la MPS1, demuestran sorprendentemente que la
inyeccion directa de AAV9-IDUA en el CNS de ratones adultos inmunocompetentes con deficiencia de IDUA dio
como resultado una expresion y actividad de la enzima IDUA que es igual o superior a la expresion y actividad de la
enzima IDUA en ratones adultos de tipo silvestre (ver la Figura 15, infra).

Métodos

Preparacion de AAV9-IDUA. El constructo del vector AAV-IDUA (MCI) se ha descrito previamente (Wolf y otros,
2011) (promotor mCags). El ADN plasmidico de AAV-IDUA se empaquetd en viriones de AAV9 en el centro de
vectores de la Universidad de la Florida, con un rendimiento de un titulo de 3 x 10" genomas de vector por mililitro.

Infusiones ICV. Se anestesiaron ratones adultos Idua-/- mediante el uso de un céctel de ketamina y xilazina (100 mg
de ketamina + 10 mg de xilazina por kg) y se colocaron en un marco estereotactico. Se infundieron diez microlitros
de AAV9-IDUA en el ventriculo lateral derecho (coordenadas estereotacticas AP 0,4, ML 0,8, DV 2,4 mm desde el
bregma) mediante el uso de una jeringa Hamilton. Los animales se devolvieron a sus jaulas sobre almohadillas
térmicas para su recuperacion.

Infusiones intratecales. Las infusiones en ratones adultos jovenes se llevaron a cabo mediante la inyeccion de 10 pl
de una solucion que contenia el vector de AAV entre las vértebras L5 y L6 20 minutos después de la inyeccion
intravenosa de 0,2 ml de manitol al 25 %.

Induccion de inmunotolerancia. Se inyectaron ratones con deficiencia de IDUA recién nacidos a través de la vena
temporal facial con 5 pl que contenian 5,8 ug de proteina iduronidasa recombinante (Aldurazyme), y después los
animales se devolvieron a su jaula.

Inmunosupresién con ciclofosfamida. Para la inmunosupresion, a los animales se les administré ciclofosfamida una
vez por semana a una dosis de 120 mg/kg, con inicio un dia después de la infusion con el vector AAV9-IDUA.

Animales. Los animales se anestesiaron con ketamina/xilazina (100 mg de ketamina + 10 mg de xilazina por kg) y se
perfundieron por via transcardial con 70 ml de PBS antes del sacrificio. Los cerebros se cosecharon y se
microdiseccionaron en hielo en cerebelo, hipocampo, cuerpo estriado, corteza y tronco encefalico/talamo ("resto").
Las muestras se congelaron en hielo seco y después se almacenaron a -80 °C. Las muestras se descongelaron y
homogeneizaron en 1 ml de PBS mediante el uso de un mortero motorizado y se permeabilizaron con Triton X-100
al 0,1 %. La actividad de IDUA se determind por un ensayo fluorométrico mediante el uso de 4MU-iduronida como
sustrato. La actividad se expresa en unidades (por ciento de sustrato convertido en producto por minuto) por mg de
proteina segun se determina mediante el ensayo de Bradford (BioRad).

Tejidos. Los homogeneizados de tejido se clarificaron por centrifugacion durante 3 minutos a 13 000 rpm mediante el
uso de una centrifuga de mesa Eppendorf modelo 5415D (Eppendorf) y se incubaron durante la noche con
proteinasa K, ADNasal y ARNasa. La concentraciéon de GAG se determindé mediante el uso del ensayo de
glucosaminoglicano sulfatado Blyscan (Accurate Chemical) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Resultados

La Figura 1 muestra el disefio experimental para ratones con deficiencia de iduronidasa a los que se les administrd
AAV por via intracerebroventricular (ICV) o por via intratecal (IT). Para prevenir la respuesta inmunitaria, los
animales se inmunosuprimieron con ciclofosfamida (CP), se les indujo inmunotolerancia al nacer mediante la
administracion intravenosa de proteina iduronidasa humana (aldurazyme), o las inyecciones se llevaron a cabo en
ratones inmunodeficientes NOD-SCID que también tenian deficiencia de iduronidasa. Los animales se sacrificaron
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en el tiempo indicado después del tratamiento, los cerebros se microdiseccionaron y los extractos se analizaron para
determinar la actividad de iduronidasa.

La Figura 2 ilustra los datos para animales inmunodeficientes con deficiencia de IDUA, inyectados ICV con el vector
AAV-IDUA. Esos animales mostraron altos niveles de expresion de IDUA (de 10 a 100 veces la del tipo silvestre) en
todas las areas del cerebro, con el nivel mas alto observado en el tronco encefalico y el talamo ("resto").

Los animales inmunosuprimidos a los que se les administré6 el vector de AAV por via ICV tenian un nivel
relativamente mas bajo de enzima en el cerebro en comparacioén con los animales inmunodeficientes (Figura 3).
Tenga en cuenta que la inmunosupresiéon puede haberse visto comprometida en estos animales porque la CP se
retird 2 semanas antes del sacrificio debido a salud deficiente.

La Figura 4 muestra los datos para animales inmunosuprimidos a los que se les administrd el vector de AAV por la
via IT. Los animales con induccién de inmunotolerancia a los que se administré ICV el vector de AAV mostraron una
actividad de IDUA generalizada en todas las partes del cerebro (Figura 5), similar a la observada en los animales
inmunodeficientes, lo que indica la eficacia del procedimiento de inducciéon de inmunotolerancia.

La Figura 6 es una compilaciéon de todos los niveles medios de actividad de IDUA para la comparacion directa, y la
Figura 7 son los datos agrupados de acuerdo con el area del cerebro.

El material de almacenamiento de GAG se analizé en los diferentes cortes de cerebro para los cuatro grupos de
prueba. Para cada grupo, la media de cada porcion del cerebro se muestra a la izquierda, los valores para cada uno
de los animales individuales se muestran a la derecha (Figura 8). Los animales con deficiencia de IDUA (extremo
izquierdo) contenian altos niveles de GAG en comparacion con los animales de tipo silvestre (barra magenta). Los
niveles de GAG fueron como los de tipo silvestre o mas bajos que en el tipo silvestre para todas las porciones del
cerebro en todos los grupos de animales tratados con AAV. Los niveles de GAG fueron ligeramente, aunque no
significativamente mas altos que los de tipo silvestre en la corteza y el tronco encefalico de los animales a los que se
les administro AAV9-IDUA por via intratecal.

Conclusiones

Los resultados muestran una distribucion alta y generalizada de IDUA en el cerebro independientemente de la via de
suministro (ICV o IT), aunque la expresion de IDUA en el cuerpo estriado y el hipocampo fue menor en los animales
inyectados IT frente a ICV. Parece haber una respuesta inmunitaria ya que los ratones inmunodeficientes tienen
niveles mas altos de expresion que los ratones inmunocompetentes. Con respecto a la inyeccion ICV, cuando la CP
se retiré tempranamente, la expresion de IDUA es menor. Ademas, la induccién de inmunotolerancia fue eficaz para
restaurar altos niveles de actividad enzimatica. Ademas, los niveles de GAG se retornaron a la normalidad en todos
los grupos experimentales de ratones tratados.

Ejemplo Il

Métodos

Preparacion de AAV9-IDUA. El plasmido de AAV-IDUA se empaquetd en viriones AAV9 en el centro de vectores de
la Universidad de Florida o en el centro de vectores de la Universidad de Pensilvania, con un rendimiento de un titulo
de 1-3 x 10" genomas del vector por mililitro.

Infusiones ICV. Ver el Ejemplo .

Infusiones intratecales. Ver el Ejemplo |.

Induccion de inmunotolerancia. Como en el Ejemplo | excepto: para mdltiples inducciones de tolerancia, se
inyectaron ratones recién nacidos con deficiencia de IDUA la primera dosis de Aldurazyme en la vena temporal
facial, seguida de 6 inyecciones semanales administradas por via intraperitoneal.

Inmunosupresion con ciclofosfamida. Ver el Ejemplo 1.

Animales. Los animales se anestesiaron con ketamina/xilazina (100 mg de ketamina + 10 mg de xilazina por kg) y se
perfundieron por via transcardial con 70 ml de PBS antes del sacrificio. Los cerebros se cosecharon y se
microdiseccionaron en hielo en cerebelo, hipocampo, cuerpo estriado, corteza y tronco encefalico/talamo ("resto").
Las muestras se congelaron en hielo seco y después se almacenaron a -80 °C.

Actividad tisular de IDUA. Las muestras de tejido se descongelaron y homogeneizaron en solucion salina en un
homogeneizador de tejidos. Los homogeneizados de tejido se clarificaron mediante centrifugacion a 15 000 rpm en

una centrifuga Eppendorf de mesa a 4 °C durante 15 minutos. Se recolectaron lisados de tejido (sobrenadante) y se
analizaron para determinar la actividad de IDUA y los niveles de almacenamiento de GAG.
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Niveles de GAG en tejidos. Los lisados de tejido se incubaron durante la noche con proteinasa K, ARNasa y
ADNasa. Los niveles de GAG se analizaron mediante el uso del ensayo de glucosaminoglicanos sulfatados Blyscan
de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Copias de vector de IDUA. Se usaron homogeneizados de tejido para el aislamiento de ADN y la QPCR posterior,
como se describe en Wolf y otros (2011).

Resultados

La Figura 9 ilustra el disefio experimental y los grupos. A los animales se les administré el vector AAV9-IDUA
mediante infusion intracerebroventricular (ICV) o intratecal (IT). La administracion del vector se llevd a cabo en
ratones inmunodeficientes (ID) NOD-SCID que también tenian deficiencia de IDUA, o en ratones con deficiencia de
IDUA que se inmunosuprimieron con ciclofosfamida (CP) o se les indujo inmunotolerancia al nacer mediante
inyecciones Unicas o multiples de proteina iduronidasa humana (Aldurazyme). Los tiempos de tratamiento con vector
y el sacrificio son los indicados en la Figura 9. Todas las administraciones del vector se llevaron a cabo en animales
adultos con edades comprendidas entre 3-4,5 meses. Se inyectaron a los animales 10 pl de vector a una dosis de
3 x 10" genomas de vector por 10 microlitros.

La Figura 10 muestra las actividades de la enzima IDUA en ratones inmunodeficientes con deficiencia de IDUA
infundidos por via intracraneal. Se observaron altos niveles de actividad enzimatica en todas las areas del cerebro,
que variaron de 30 a 300 veces mas altos que los niveles de tipo silvestre. Las mayores expresiones enzimaticas se
observaron en el talamo y el tronco encefalico, y en el hipocampo.

Los animales que se inyectaron por via intracraneal y se inmunosuprimieron con ciclofosfamida (CP) demostraron
niveles significativamente mas bajos de actividad enzimatica que otros grupos (Figura 11). Sin embargo, la
administracion de CP en este caso tuvo que retirarse 2 semanas antes del sacrificio debido a salud deficiente de los
animales.

Los niveles de enzima IDUA en animales con induccion de tolerancia al nacer con proteina IDUA (Aldurazyme) y
administrados por via intracraneal con el vector se representan en la Figura 12. Todos los animales mostraron
niveles altos de enzimas en todas las partes del cerebro, que variaron de 10 a 1000 veces mas altos que los niveles
de tipo silvestre, similares a los niveles logrados en animales inmunodeficientes, lo que indica la eficacia del
procedimiento de induccién de inmunotolerancia.

La Figura 13 representa los niveles de enzima IDUA en ratones que se inyectaron por via intratecal y se les
administr6 CP semanalmente. Se observaron niveles elevados de IDUA en todas las partes del cerebro,
especialmente en el cerebelo y la médula espinal. Los niveles de enzima fueron los mas bajos en el cuerpo estriado
y el hipocampo con actividades a los niveles de los de tipo silvestre.

Se indujo tolerancia a ratones con deficiencia de IDUA con Aldurazyme como se describid, y se les inyecto el vector
por via intratecal (Figura 14). Existié6 una actividad generalizada de la enzima IDUA en todas las partes del cerebro,
con los niveles mas altos de actividad en el tronco encefalico y el talamo, el bulbo olfatorio, la médula espinal y el
cerebelo. De manera similar a los datos de la Figura 13, los niveles mas bajos de actividad enzimatica se observaron
en el cuerpo estriado, la corteza y el hipocampo.

Los animales de control inmunocompetentes con deficiencia de IDUA se infundieron con el vector por via intratecal,
sin inmunosupresion o induccion de inmunotolerancia (Figura 15). Los resultados indican que aunque las actividades
de las enzimas fueron como los niveles de tipo silvestre o ligeramente mas altas, son significativamente mas bajas
que las observadas en los animales que se sometieron a inmunomodulacién. Las disminuciones en los niveles de
enzima fueron especialmente significativas en el cerebelo, bulbo olfatorio y talamo y tronco encefalico, areas que
expresaron los niveles mas altos de enzima en los animales inmunomodulados.

Los animales se analizaron para determinar el material de almacenamiento de GAG, como se muestra en la Figura
16. Todos los grupos demostraron aclaramiento del almacenamiento de GAG, con niveles de GAG similares a los
observados en los animales de tipo silvestre. Los animales que se inmunosuprimieron y se inyectaron con el vector
AAV9-IDUA por via intratecal tenian niveles de GAG en la corteza que eran ligeramente mas altos que los de tipo
silvestre, pero aun mucho mas bajos que los ratones con deficiencia de IDUA no tratados.

La presencia del vector AAV9-IDUA en animales en los que se indujo inmunotolerancia y se inyectaron con el vector
por via intracraneal o intratecal se evalué mediante QPCR, como se ilustra en la Figura 16. Las copias de IDUA por
célula fueron mayores en los animales infundidos por via intracraneal en comparacion con los animales infundidos
por via intratecal, lo cual es consistente con el nivel mas alto de actividad enzimatica observado en los animales
inyectados por via intracraneal.
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Conclusiones

Se observaron niveles altos, generalizados y terapéuticos de IDUA en todas las areas del cerebro después de las
vias intracerebroventriculares e intratecales de administracion de AAV9-IDUA en ratones adultos. Las actividades
enzimaticas se restauraron a los niveles de tipo silvestre o ligeramente superiores en animales inmunocompetentes
con deficiencia de IDUA infundidos con AAV-IDUA por via intratecal. Se observaron niveles significativamente mas
altos de enzima IDUA para ambas vias de inyeccion del vector en animales con induccion de inmunotolerancia al
nacer mediante la administracion de proteina IDUA.

Ejemplo lll

Se anestesiaron ratones adultos inmunocompetentes con deficiencia de IDUA (12 semanas de edad) con
ketamina/xilazina, seguido de la infusidn intranasal del vector AAV9-IDUA. El vector se administr6 mediante la
aplicacion de ocho gotas de 3 pl con una micropipeta en la cavidad intranasal, con alternancia entre fosas nasales, a
intervalos de 2 minutos entre cada aplicacion. Se administré un total de 2,4-7 x 10" genomas de vector a cada
animal adulto, en dependencia de la fuente del vector. Para suprimir la respuesta inmunitaria del ratén a la IDUA
humana producida por el vector AAV9-IDUA, los animales se inmunosuprimieron con 120 mg/kg de ciclofosfamida
administrada semanalmente, con inicio el dia después de la administracion del vector. Sin embargo, la
inmunosupresion en sujetos humanos es opcional y el experto en la técnica, de acuerdo con la buena/estandar
practica médica, sabria cuando emplearla. Los ratones se sacrificaron a las 12 semanas después de la infusion del
vector, los animales se analizaron para determinar la expresion de la enzima IDUA y las copias del vector en el
cerebro (Figuras 19 y 20).

Ejemplo IV

A ratones con deficiencia de iduronidasa, un modelo para la mucopolisacaridosis humana tipo | (MPS 1), se les
administro aproximadamente 10'" copias del vector de AAV9-IDUA por via intranasal. Cuatro semanas mas tarde,
los animales se sacrificaron y el cerebro se microdisecciond y se extrajo para el andlisis de la enzima iduronidasa.
Como se muestra en la Figura 22 (medias +/- d.e. a la izquierda, animales individuales a la derecha), se observé un
alto nivel de actividad de la enzima IDUA (casi 100 veces mayor que la del tipo silvestre) en el bulbo olfatorio, con
niveles de enzima de tipo silvestre observados en todas las demas areas del cerebro. La Figura 23 muestra la
actividad de GAG.

Animales tratados de manera similar se sacrificaron y los cortes de tejido se tifieron para determinar la presencia de
la proteina IDUA humana mediante el uso de un anticuerpo anti-IDUA. Como se muestra en la Figura 24, se observo
una tincién robusta de la proteina IDUA en el epitelio nasal y en el bulbo olfatorio de los cuatro animales tratados con
vector intranasal a la izquierda, mientras que no se observé tincidon en los animales de control normales no
administrados o con deficiencia de IDUA a la derecha. No se observé tincion en otras partes de los cerebros
(hipocampo, cerebelo, corteza, cuerpo estriado, tdlamo y tronco encefalico) de los animales tratados con AAV-MCI,
lo que demuestra que la transduccion se limité al bulbo olfatorio y al epitelio nasal.

Los animales se trataron por via intranasal con aproximadamente 10" genomas de vector del vector AAV9-GFP
como sistema indicador para identificar la localizacion de la célula transducida). Los animales se sacrificaron dos
semanas mas tarde, se recolectaron los tejidos y se tifieron los cortes para determinar la expresion de GFP
mediante el uso de un anticuerpo anti-GFP (verde) junto con tincion DAPI (azul) para identificar los nucleos celulares
(Figura 25). Se observé una tincién robusta de la proteina GFP tanto en el epitelio olfatorio (los dos paneles a la
izquierda) como en el bulbo olfatorio (los dos paneles superiores) de los animales tratados en comparacién con los
controles no tratados (paneles a la derecha para el epitelio olfatorio y panel inferior para el bulbo olfatorio). No se
observo tincién de GFP en ninguna otra parte del cerebro. Estos resultados son consistentes con los resultados de
la tincion de IDUA, lo que demuestra que la transferencia y expresion génica mediada por AAV se limitd al epitelio
nasal y al bulbo olfatorio después de la administracion intranasal del vector AAV9-MCI. Estos resultados implican la
difusién de IDUA expresada a altos niveles en el prosencéfalo como el mecanismo por el cual se logran niveles de
tipo silvestre de IDUA en todas las areas del cerebro después de la administracién intranasal del vector AAV9-MCI.
Este enfoque para lograr un alto nivel de expresion de proteinas terapéuticas en el prosencéfalo mediante la
administracién de un vector de AAV por via intranasal no invasiva con posterior difusiéon por todo el cerebro es
aplicable no solo al tratamiento de la MPS y enfermedades metabdlicas relacionadas, sino también al tratamiento de
otros trastornos neurolégicos mas comunes tales como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo V

La mucopolisacaridosis tipo Il (MPS II; sindrome de Hunter) es una enfermedad de almacenamiento lisosémico
hereditaria recesiva ligada al cromosoma X provocada por la deficiencia de iduronato-2-sulfatasa (IDS) y la
acumulacion posterior de glucosaminoglicanos (GAG) dermatan y heparan sulfato. Los individuos afectados
muestran un rango en la gravedad de manifestaciones fisicas, neuroldgicas y reduccion de la esperanza de vida. Por
ejemplo, los individuos afectados muestran un rango en la gravedad de manifestaciones tales como organomegalia,
displasias esqueléticas, obstruccion cardiopulmonar, déficit neurocognitivo y reduccion de la esperanza de vida. No
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existe cura para la MPS Il en este momento. El estandar actual de atencion es la terapia de reemplazo enzimatico
(ELAPSRASE; idursulfasa), que se usa para controlar la progresion de la enfermedad. Sin embargo, la terapia de
reemplazo enzimatico (ERT) no da como resultado una mejoria neurologica. Dado que el trasplante de células
madre hematopoyéticas (HSCT) no ha mostrado beneficios neuroldgicos para la MPS II, actualmente no existe un
recurso clinico para los pacientes que muestran manifestaciones neurolégicas de esta enfermedad y se necesitan
desesperadamente nuevas terapias.

Los vectores AAV9 se desarrollan para el suministro de la secuencia codificante de IDS humana (AAV9-hIDS) en el
sistema nervioso central de ratones con MPS Il para restaurar los niveles de IDS en el cerebro y prevenir la
aparicion de déficits neurocognitivos en los animales tratados (Figura 27A). En particular, se generdé una serie de
vectores que codifican la IDS humana con o sin el factor modificador de sulfatasa 1 humano (SUMF-1), requerido
para la activacion del sitio activo de la sulfatasa. En estos experimentos se usaron tres vias de administracion:
intratecal (IT) (Figuras 28-29), intracerebroventricular (ICV) (Figuras 30A-D) e intravenosa (IV) (Figuras 28-29). No se
encontré una diferencia significativa en el nivel de enzima entre los ratones que se trataron con el vector AAV9 que
transduce hIDS sola y los ratones que se trataron con el vector AAV9 que codifica IDS humana y SUMF-1,
independientemente de la via de administracion. NOD.SCID (IDS Y+) y C57BL/6 (IDS Y+) administrados por via IT
no mostraron una actividad elevada de IDS en el cerebro y la médula espinal en comparacién con los animales no
tratados, mientras que el plasma mostroé niveles diez veces mas altos (NOD.SCID) y 150 veces (C57BL/6) mas altos
que los de los animales no tratados. Los ratones con deficiencia de IDS a los que se administré por via intravenosa
AAV9-hIDS mostraron actividades de IDS en todos los érganos que eran comparables a las de tipo silvestre.
Ademas, el plasma de los animales inyectados por via IV mostré una actividad enzimatica 100 veces mas alta que la
del tipo silvestre. Los ratones con deficiencia de IDS a los que se les administré AAV9-hIDUA ICV mostraron
actividades de IDS comparables a las de tipo silvestre en la mayoria de las areas del cerebro y tejidos periféricos,
mientras que algunas porciones del cerebro mostraron una actividad de dos a cuatro veces mas alta que la de tipo
silvestre. Ademas, la actividad de IDS en plasma fue 200 veces mas alta que la de tipo silvestre.
Sorprendentemente, la actividad de la enzima IDS en el plasma de todos los animales tratados mostré persistencia
durante al menos 12 semanas después de la inyeccion; por lo tanto, la enzima IDS no fue inmunogénica al menos
en el fondo murino C57BL/6. Se llevaron a cabo pruebas neuroconductuales adicionales mediante el uso del
laberinto de Barnes para diferenciar los déficits neurocognitivos de los animales con MPS |l no tratados de los de las
crias de la misma camada de tipo silvestre. Se encontré que la capacidad de aprendizaje de los animales afectados
es distintivamente mas lenta que la observada en las crias de la misma camada. Por tanto, el laberinto de Barnes se
usa para abordar el beneficio de estas terapias en el modelo murino de MPS |l (Figuras 31A-B y 32). Estos
resultados indican un potencial de beneficio terapéutico de la transferencia del gen de IDS humana mediada por
AAV9 al CNS para prevenir la deficiencia neurolégica en la MPS I.

En resumen, la inyeccion intracerebroventricular (ICV) de AAV9-hIDS dio como resultado una correccion sistémica
de la deficiencia de la enzima IDS, lo que incluye los niveles de IDS de tipo silvestre en el cerebro. El suministro de
conjunto de hIDS con hSUMF-1 no aumentod la actividad de IDS en los tejidos. La expresion de hIDS no fue
inmunogénica en ratones C57BL/6 WT y con MPS ILI.

Ejemplo VI

La mucopolisacaridosis tipo | (MPS 1) es una enfermedad metabdlica autosémica recesiva hereditaria provocada por
la deficiencia de a-L-iduronidasa (IDUA), que da como resultado la acumulacion de heparina y glucosaminoglicanos
de dermatan sulfato (GAG). Los individuos con la forma mas grave de la enfermedad (sindrome de Hurler) padecen
de neurodegeneracion, retraso mental y muerte a los 10 afios de edad. Los tratamientos actuales para esta
enfermedad incluyen el trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas (HSCT) y la terapia de reemplazo
enzimatico (ERT). Sin embargo, estos tratamientos no son suficientemente eficaces para abordar las
manifestaciones de la enfermedad en el CNS.

El objetivo es mejorar la terapia para la MPS | grave al complementar la ERT y el HSCT actuales con la
transferencia del gen IDUA al CNS, lo que previene de esta manera las manifestaciones neurologicas de la
enfermedad. En este estudio, se sometié a prueba la capacidad de los serotipos 9 y rh10 de AAV (AAV9 y AAVrh10)
administrados por via intravenosa para cruzar la barrera hematoencefalica para el suministro y expresion del gen
IDUA en el CNS (Figura 33). Se infundieron por via intravenosa a través de la vena de la cola animales con MPS |
adultos de 4-5 meses con un vector AAV9 o AAVrh10 que codifican el gen IDUA humano. Se recolectaron muestras
de sangre y orina semanalmente hasta que los animales se sacrificaron 10 semanas después de la inyeccion. Las
actividades de IDUA en plasma en los animales tratados fueron cerca de 1000 veces mas altas que las de los
controles heterocigotos 3 semanas después de la inyeccion (Figura 34). Se analizaron los cerebros, médulas
espinales y érganos periféricos para determinar la actividad de IDUA, el aclaramiento de la acumulacion de GAG y la
inmunofluorescencia de IDUA de los cortes de tejido (Figuras 34-36). Los animales tratados demostraron una
restauracion generalizada de la actividad de la enzima IDUA en todos los 6rganos, lo que incluye el CNS. Estos
datos demuestran la eficacia de la infusion sistémica de los vectores AAV9 y AAVrh10 para contrarrestar las
manifestaciones de la MPS | en el CNS.
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Ejemplo VII

La mucopolisacaridosis tipo | (MPS 1) es una enfermedad metabdlica hereditaria progresiva multisistémica,
provocada por la deficiencia de la a-L-iduronidasa (IDUA). La forma mas grave de esta enfermedad (sindrome de
Hurler) da como resultado la muerte a los 10 afios de edad. Los tratamientos actuales para esta enfermedad son
ineficaces en el tratamiento de la enfermedad en el CNS debido a la incapacidad de las enzimas lisosémicas para
atravesar la barrera hematoencefalica. El objetivo es complementar la terapia actual y tratar las manifestaciones de
la enfermedad en el CNS mediante el suministro de genes mediado por AAV y la expresion de IDUA.

Se adoptd un enfoque no invasivo y eficaz para el tratamiento de la enfermedad en el CNS mediante la
administracion intranasal de un vector AAV9 que codifica la IDUA. Se les indujo inmunotolerancia a ratones adultos
con deficiencia de IDUA al nacer con iduronidasa humana, para prevenir la respuesta inmunitaria anti-IDUA, y a los
3 meses de edad se les infundié por via intranasal un vector AAV9-IDUA regulado por CAGS (potenciador de
CMV/promotor de B-actina/intron de globina). Los animales sacrificados 3 meses después de la infusién mostraron
niveles de actividad enzimatica de IDUA que eran 100 veces mas altos que los de tipo silvestre en el bulbo olfatorio,
con los niveles de enzima de tipo silvestre restaurados en todas las demas partes del cerebro (Figura 37). El
tratamiento intranasal con AAV9-IDUA también dio como resultado la reduccion de los materiales de
almacenamiento de GAG en los tejidos en todas las partes del cerebro (Figura 38). Las pruebas neurocognitivas
mediante el uso del laberinto de Barnes demostraron que los ratones con deficiencia de IDUA tratados no eran
diferentes de los animales de control normales, mientras que los ratones con deficiencia de IDUA no tratados
mostraron un déficit de aprendizaje significativo (Figura 40). Los animales heterocigotos no afectados mostraron un
rendimiento mejorado en esta prueba, mientras que los ratones con MPS | mostraron un déficit en la localizacion del
escape. Sorprendentemente, los ratones con MPS | tratados por via intranasal con AAV9-IDUA mostraron un
comportamiento similar al de los controles heterocigotos, lo que demuestra la prevencion del déficit neurocognitivo
observado en los animales con MPS | no tratados (Figura 40D).

Se observé una fuerte tincion de inmunofluorescencia de IDUA en cortes de tejido del epitelio nasal y bulbo olfatorio,
pero no se observd tincion en otras porciones del cerebro (Figuras 39A-B). Esto indica que la distribucion
generalizada de la enzima IDUA mas probablemente fue el resultado de la difusion de la enzima desde los sitios de
transduccion y expresion de IDUA en el bulbo olfatorio y el epitelio nasal hacia areas mas profundas del cerebro.
Para aumentar el acceso, el suministro y la distribucion del vector por todo el cerebro, los animales con deficiencia
de IDUA se trataron previamente con infusiones intranasales de un potenciador de la absorcién. En diferentes
puntos temporales después del pretratamiento, se infundieron los animales por via intranasal con el vector AAV9 o
AAVrh10 que codifica la IDUA. Los animales se sacrificaron 2 meses después de la infusién, los cerebros se
microdiseccionaron y se analizaron para determinar la actividad enzimatica de IDUA, el aclaramiento de
glucosaminoglicanos y la tincion de inmunofluorescencia para IDUA y GFP. Esta nueva estrategia no invasiva para
la administracién intranasal de AAV9-IDUA podria usarse potencialmente para tratar las manifestaciones en el CNS
de la MPS | y otras enfermedades lisosémicas.

Ejemplo VIII

La mucopolisacaridosis tipo | (MPS 1) es una enfermedad de almacenamiento lisosémico autosémica recesiva
provocada por la deficiencia de alfa-L-iduronidasa (IDUA), que da como resultado la acumulacién de
glucosaminoglicanos. Las manifestaciones de la enfermedad incluyen trastornos multisistémicos y, en la forma grave
de la enfermedad (sindrome de Hurler), la muerte a los diez afios de edad. Los tratamientos que se usan
actualmente, tales como la terapia de reemplazo enzimatico y el trasplante alogénico de células madre
hematopoyéticas, parecen ser ineficaces para el tratamiento en el CNS. En este estudio hemos usado el suministro
intratecal de un vector de virus adenoasociado del serotipo 9 que transduce el gen IDUA (AAV9-IDUA) al CNS en un
modelo de ratén con inactivacion génica de MPS |. El propdsito de este estudio fue evaluar la capacidad de la
terapia génica mediada por AAV para prevenir los cambios neuroquimicos patolégicos asociados con la enfermedad
MPS 1.

Métodos

Se usaron ratones C57BL/6 con inactivacion génica con deficiencia de IDUA como un modelo bien establecido del
sindrome de Hurler. El vector AAV9-IDUA se suministrd por via intratecal a ratones con MPS | a las 12 semanas de
edad. Antes de la administraciéon del AAV, los ratones se inyectaron con manitol para abrir la barrera
hematoencefalica y se les indujo inmunotolerancia con laronidasa para prevenir la respuesta inmunitaria anti-IDUA.
Los espectros de RM 'H in vivo se adquirieron del hipocampo y el cerebelo de ratones con MPS | tratados con el gen
AAV9-IDUA (tratados con MPS I, N = 11), ratones con MPS | no tratados (MPS |, N = 12) y crias de la misma
camada heterocigotos (control, N = 12) a los 9 meses de edad. Los datos de espectros de RM 'H se adquirieron a
9,4 T mediante el uso de la secuencia de localizacion con ajuste de la homogeneidad FASTMAP y TE STEAM
ultracorta (TE = 2 ms) combinada con supresion de agua VAPOR. Los metabolitos se cuantificaron mediante el uso
de LCModel con el espectro de macromoléculas de relajacion rapida incluido en el conjunto basico. Animales que
respiraban espontaneamente se anestesiaron con isoflurano al 1,0 - 1,5 %.
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Resultados

La calidad espectral lograda consistentemente en este estudio permiti6 una cuantificacion fiable de quince
metabolitos cerebrales. Se observaron aumentos pequefios pero significativos en las concentraciones de ascorbato
(Asc, +0,6 umol/g, p = 0,003) y N-acetilaspartilglutamato (NAAG, +0,3 mol/g, p = 0,015) en el hipocampo de ratones
con MPS | no tratados con respecto a los controles. Ademas, se ha observado una tendencia de aumento del nivel
de glutation (GSH, +0,2 pmol/g, p = 0,054). Las diferencias entre los perfiles neuroquimicos cerebelosos de los
ratones con MPS | no tratados y los controles incluyen un aumento de NAAG (0,25 ymol/g, p = 0,026) y una
disminucion de la fosfoetanolamina (PE, -0,44 ymol/g, p = 0,04). Los perfiles neuroquimicos de los ratones con MPS
| tratados con AAV9-IDUA mostraron una similitud notable con los de los ratones de control (Figuras 42A-B). En el
hipocampo de los ratones con MPS | tratados, se normalizaron los niveles de Asc, NAAG y GSH; solo el lactato
(Lac) mostré una pequefia diferencia con respecto al control. En el cerebelo de los ratones con MPS | tratados, se
normalizd el nivel de PE pero no el de NAAG. Se observaron diferencias pequefias pero significativas entre los
ratones tratados y los de control para Asc, Lac taurina (Tau) y creatina total (Cr+PCr). Excepto Asc, los cambios en
las concentraciones de metabolitos en los ratones con MPS | tratados fueron siempre opuestos a los observados en
el grupo no tratado. Ademas, para una serie de metabolitos que no mostraron cambios significativos entre los
ratones con MPS | no tratados y los controles (por ejemplo, glucosa, glutamato, NAA), parece que los niveles de
metabolitos encontrados en los ratones con MPS | tratados estaban mas cerca de los controles que de los ratones
con MPS | no tratados.

Discusién

Concentraciones significativamente mayores de Asc y una tendencia a un aumento de GSH en el hipocampo de
ratones con MPS | no tratados indican una respuesta protectora contra el estrés oxidativo informado en las
enfermedades lisosdmicas. Mientras que la disminucion de PE en el cerebelo y el aumento de NAAG en ambas
regiones del cerebro de ratones con MPS | no tratados pueden indicar desmielinizacion. Se observé un patron
similar de disminucién de PE y aumento de NAAG en el modelo de deficiencia de hierro donde se confirmé una
mielinizacion alterada. La comparacion de los perfiles neuroquimicos del hipocampo y el cerebelo de los ratones con
MPS | tratados con los de los ratones con MPS | no tratados y los ratones de control demuestra claramente que la
transferencia directa del gen IDUA faltante al CNS mediante la administracion intratecal de AAV9 (a las 12 semanas
de edad) previno las alteraciones neuroquimicas (a los 9 meses de edad) asociadas con los procesos
neurodegenerativos en este modelo de raton con MPS |. Estos resultados neuroquimicos estan de acuerdo con
enfoques de terapia génica similares sometidos a prueba en el modelo de raton con MPS |.

La terapia génica basada en el suministro directo de AAV9-IDUA al CNS indica que el estrés oxidativo y la
desmielinizacién asociados con este modelo de ratén con MPS | pueden prevenirse.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende una cantidad eficaz de un vector de virus adenoasociado recombinante
(rAAV) que comprende un marco abierto de lectura que codifica iduronato-2-sulfatasa, para su uso en un método
para potenciar la neurocognicién en un mamifero que tiene un trastorno de mucopolisacaridosis tipo Il (MPSII) con
respecto a un mamifero con MPSII al que no se le administra el rAAV, en donde el rAAV es rAAV9 o rAAVrh10.

2. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el mamifero no se trata con un
inmunosupresor.

3. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el mamifero se trata con un
inmunosupresor.

4. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el inmunosupresor comprende un
glucocorticoide, agentes citostaticos, lo que incluye un agente alquilante, un antimetabolito, un antibidtico citotdxico,
un anticuerpo, un agente activo sobre la inmunofilina, ciclofosfamida, una mostaza nitrogenada, nitrosourea,
compuesto de platino, metotrexato, azatioprina, mercaptopurina, fluorouracilo, dactinomicina, una antraciclina,
mitomicina C, bleomicina, mitramicina, anticuerpos dirigidos contra CD3 o el receptor de IL-2 (CD25-), anticuerpos
anti-IL-2, ciclosporina, tacrolimus, sirolimus, IFN-B, IFN-y, un opioide, o un agente de unién al TNF-a (factor de
necrosis tumoral alfa).

5. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el rAAV y el inmunosupresor se
administran conjuntamente o el inmunosupresor se administra después del rAAV.

6. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde al
mamifero no se le induce inmunotolerancia antes de la administracion del rAAV.

7. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde al
mamifero se le induce inmunotolerancia antes de la administracién del rAAV.

8. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el mamifero es un ser humano o un
adulto inmunocompetente.

9. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el vector
de rAAV es un vector rAAV9.

10. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde se
administran multiples dosis o en donde la composicién se administra semanalmente.

11. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la
cantidad inhibe el retardo del crecimiento, inhibe la hepatoesplenomegalia, inhibe la enfermedad cardiopulmonar o
inhibe la displasia esquelética, o cualquier combinacién de los mismos.

12. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el rAAV
es rAAVrh10.
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Actividad de IDUA en:
Ratones inmunodeficientes (ID): Inyeccion ventricular intracraneal (ICV)
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Figura 2
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Actividad de IDUA en:
Ratones inmunocompetentes (IC): Inyeccion intratecal (IT) +

Ciclofosfamida (CF)
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Actividad de IDUA en:
Ratones inmunocompetentes (IC): Con induccion de

inmunotolerancia (ltol)
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Figura 10. Suministro intracraneal a

animales inmunodeficientes
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Figura 11. Suministro intracraneal a ratones

iclofosfamida

iIon concC
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tentes + Inmunosupres

Inmunocompe
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Figura 12. Suministro intracraneal a ratones

1a

inmunotoleranci

de

ion

tentes + Inducc

Inmunocompe

con Aldurazyme
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Figura 13. Suministro intratecal a ratones

Ciclofosfamida

r

iIon con

tentes + Inmunosupres

Inmunocompe
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Actividad de IDUA (nmol/h/mg)

-

+ Induccion de inmunotolerancia con Aldurazyme
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Figura 19. Suministro intranasal a animales
inmunocompetentes + Inmunosupresion con ciclofosfamida
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Figura 22. Restauracion de la actividad de la enzima IDUA

después del suministro intranasal
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Figura 26A. Tincion con azul de toluidina para material de
almacenamiento
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Figura 26D. Laberinto de Barnes: Aprendizaje y reconocimiento espacial
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. TIEMPO (S) DE ESCAPE
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Reduccion del material de almacenamiento en ratones tratados
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FUNCION NEUROCOGNITIVA
MEJORADA EN ANIMALES TRATADOS
POR VIA INTRANASAL
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