ES 2895 263 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 895 263
Eint. a1

A61K 35/28 (2015.01)
A61K 38/16 (2006.01)
CO7K 14/775 (2006.01)
C12N 15/63 (2006.01)

A61P 5/00 (2006.01)
C12N 5/10 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 07.02.2018  PCT/GB2018/050347
Fecha y nimero de publicacién internacional: 16.08.2018 WO18146473

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea: 07.02.2018 E 18705462 (2)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 08.09.2021 EP 3579849

Tl’tulo: Un acido nucleico que comprende la secuencia de genes IDS y una repeticién en tandem de
la secuencia de genes de apolipoproteina E

Prioridad: @ Titular/es:

07.02.2017 GB 201701968 THE UNIVERSITY OF MANCHESTER (100.0%)
Oxford Road
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la Manchester M13 9PL, GB
traduccion de la patente: @ Inventorfes:
18.02.2022

BIGGER, BRIAN y
GLEITZ, HELENE

Agente/Representante:
SAEZ MAESO, Ana

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2895263 T3

DESCRIPCION

Un acido nucleico que comprende la secuencia de genes IDS y una repeticién en tandem de la secuencia de genes
de apolipoproteina E

Campo técnico de la invencién

La presente invencion se refiere a terapias génicas de células madre para el tratamiento de la mucopolisacaridosis
(MPS) 11

Antecedentes de la invencion

La mucopolisacaridosis tipo Il (MPS Il, OMIM#309900), o sindrome de Hunter, es un trastorno de almacenamiento
lisosdmico ligado al cromosoma X pediatrico causado por mutaciones en el gen IDS, que conduce a deficiencias en la
enzima iduronato-2-sulfatasa (EC 3.1.6.13). Esta insuficiencia de la enzima IDS, a su vez, afecta el catabolismo tanto
del heparan sulfato (HS) como del dermatan sulfato, lo que posteriormente conduce a su acumulacién no regulada en
el compartimento lisosémico de todas las células (1). La MPS |l afecta a 1.3 por cada 100,000 varones nacidos vivos
(2-4) e histéricamente se ha clasificado como atenuada o grave. Sin embargo, recientemente la mayoria de las
perspectivas clinicas han descrito un continuo entre dos extremos, dependiendo de la gravedad de los sintomas (4).
MPS Il es una enfermedad crénica y progresiva de multiples sistemas que afecta a una multitud de érganos como el
cerebro, el corazon, el esqueleto y las articulaciones. Las manifestaciones clinicas en las formas mas leves de MPS I
incluyen anomalias esqueléticas graves, conocidas como disostosis multiple, baja estatura, rigidez articular y
hepatoesplenomegalia, acompafiadas de sintomas cardiorrespiratorios (4, 5). La MPS |l severa también presenta
neurodegeneracion progresiva, seguida de muerte en la adolescencia debido a enfermedad obstructiva de las vias
respiratorias e insuficiencia cardiaca (4, 6, 7).

La terapia de reemplazo enzimatico (ERT), en la que la enzima de reemplazo exdgena se administra por via
intravenosa y se internaliza por células que utilizan el receptor de manosa-6-fosfato, se ha utilizado para tratar los
sintomas somaticos en pacientes con MPS Il independientemente de la gravedad de la enfermedad (8, 9). Sin
embargo, la barrera hematoencefalica (BHE) impide que las enzimas que circulan en el torrente sanguineo lleguen al
SNC, lo que reduce considerablemente los beneficios terapéuticos para las dos terceras partes de los pacientes con
MPS Il que se ven afectados cognitivamente. Ademas, se han reportado reacciones anafilacticas severas a la enzima
de reemplazo (9, 10), asi como anticuerpos neutralizantes a la enzima (11), lo que puede disminuir la eficacia del
tratamiento (12).

No se ha disefiado ni aprobado ninguna terapia actual especificamente para tratar los sintomas neurolégicos en MPS
Il, aunque se esta desarrollando una amplia variedad de estrategias. En particular, la terapia génica es una posibilidad
terapéutica atractiva para un trastorno monogénico como MPS II. La terapia génica con células madre utilizando
vectores lentivirales (LV) de segunda generacion (13) y la inyeccién directa de diversos vectores adenoasociados
(AAV) en el SNC (5, 14, 15) han arrojado resultados prometedores. Sin embargo, la ampliaciéon desde el cerebro del
ratén hasta el cerebro humano es el principal obstaculo, al igual que la distribucién adecuada del vector terapéutico
en todo el tejido cerebral.

El trasplante alogénico de células madre, aunque se recomienda para tratar sintomas neuroldgicos en MPS | Hurler
(16-18), ha sido muy variable en el tratamiento del SNC en MPS Il y esta asociado con altas tasas de morbilidad y
mortalidad causadas principalmente por rechazo y enfermedad de injerto contra huésped (19, 20). Se ha sugerido que
el nivel de enzima entregado por un alotrasplante, aunque suficiente para eliminar el material de almacenamiento
primario en los érganos periféricos, puede ser demasiado bajo en el cerebro y, por lo tanto, es el factor limitante para
la correccidn neurolégica completa (21, 22). De hecho, se ha demostrado que los niveles de enzimas suprafisioldgicas
en las células madre y progenitoras hematopoyéticas transducidas por el LV (HSPC) y su progenie corrigen las
manifestaciones de enfermedades neuroldgicas en la leucodistrofia metacromatica, MPS |y MPS IlIA (21, 23-25). Esto
conduce a una reconstitucién de las poblaciones de macréfagos y microglias del receptor por células derivadas de
HSPC de donantes modificadas genéticamente, que sintetizan y secretan enzimas lisosomales para corregir de forma
cruzada las células vecinas (22). Ademas, las células microgliales corregidas que se originan a partir de progenitores
mieloides también pueden contribuir significativamente al recambio de la microglia del SNC, aunque existe
controversia con respecto a su mantenimiento y renovacion en el SNC de adultos.

El grado de eficacia de los enfoques de terapia génica de células madre para tratar el SNC parece depender en gran
medida del nivel de enzima producida y secretada por las HSC y su progenie (22, 23). Por lo general, se encuentran
altos niveles de enzima en el torrente sanguineo, pero la microvasculatura densa de la BHE impide que ingresen al
SNC (26).

El principal obstaculo en el tratamiento de la neuropatologia de las enfermedades que involucran al SNC es evitar la
BHE. Una de esas estrategias es tomar como diana a las proteinas para que se trasladen al SNC a través de un
proceso conocido como transcitosis, que explota los receptores ubicados en la superficie de la BHE, como el receptor
de transferrina (TfR) y el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) (27). La familia LDLR son receptores de
la superficie celular que se unen a complejos de alipoproteina (Apo) y los dirigen a los lisosomas (28). Los complejos
de Apo se unen al LDLR en la superficie de la BHE y se someten transcitosis al lado abluminal antes de ser liberados
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de forma previa a la captacidon por neuronas y astrocitos (29). Varios estudios han explotado esta tecnologia
minimamente invasiva fusionando péptidos del dominio de union a LDLR con enzimas de interés, y han demostrado
una entrega eficiente de estas construcciones quiméricas a través de la BHE en modelos animales (29-33).

Buscamos aprovechar esta tecnologia para tratar de manera eficiente la patologia cerebral y el deterioro cognitivo en
MPS Il fusionando el dominio de unién al receptor de la alipoproteina E humana (ApoE) como una repeticion en tandem
del gen IDS por medio de un conector flexible invariante en el C-terminal en un vector lentiviral de 3% generacion. Esto
permite que las HSPC que se corrigen ex vivo expresen niveles suprafisiolégicos de enzima IDS que pueden evitar
preferentemente la BHE en animales trasplantados, aumentando asi los niveles de enzima que llegan al parénquima
cerebral desde el torrente sanguineo.

Un objeto de la presente invencion es superar uno o0 mas de los problemas asociados con las terapias propuestas
anteriormente para MPSII. También es un objeto de la presente invencion proporcionar un tratamiento eficaz para
MPSII. Idealmente, tal tratamiento seria relativamente facil de administrar y tendria un perfil toxicolégico bajo. También
seria deseable que dicho tratamiento pudiera superar u obviar los problemas relacionados con la administracion de
tratamientos que necesitan cruzar la barrera hematoencefalica.

Resumen de la invencion

La invencion se describe mediante las reivindicaciones adjuntas de esta memoria descriptiva. Se describe un acido
nucleico que comprende una secuencia del gen iduronato-2-sulfatasa (IDS) y una secuencia del gen de la
apolipoproteina E (ApoEll).

El 4cido nucleico puede comprender ademas una secuencia conectora intermedia ubicada entre la secuencia de IDS
y la secuencia de ApoEll.

La secuencia de IDS puede ser una secuencia de codén optimizado de la secuencia de IDS de tipo silvestre.
La repeticion de la secuencia de ApoEll puede ser cadena arriba y/o cadena abajo de la secuencia IDS.

La secuencia IDS puede comprender la secuencia segin SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 2 o una secuencia derivada que
tiene al menos un 90% de homologia de la misma. Cuando la secuencia es una secuencia derivada, preferiblemente
tiene al menos un 93% de homologia de la misma. Aun mas preferido, la secuencia puede ser una secuencia derivada
que tiene al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de homologia con SEQ ID No.
10 SEQ ID No. 2.

La secuencia de ApoEll puede comprender una o mas secuencias segun SEQ ID No. 3 o una secuencia derivada que
tiene al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de homologia de la misma.

La secuencia conectora intermedia puede comprender la secuencia segun SEQ ID No. 4 o una secuencia derivada
que tiene al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de homologia de la misma.

El acido nucleico divulgado es adecuado para aumentar el nivel en plasma, o la estabilidad en plasma, de la enzima
en un individuo.

El acido nucleico puede comprender ademas una secuencia conectora intermedia ubicada entre la secuencia de
enzima y la secuencia de ApoEll.

La secuencia de enzima puede ser una secuencia de codon optimizado de la secuencia de enzima.

La repeticion de la secuencia de ApoEll esta en forma de repeticion en tandem. La repeticién de la secuencia de
ApoEll puede ser cadena arriba y/o cadena abajo de la secuencia de enzima.

La secuencia de ApoEll puede comprender una o mas secuencias segun SEQ ID No. 3 o una secuencia derivada que
tiene al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de homologia de la misma.

La secuencia conectora intermedia puede comprender la secuencia segun SEQ ID No. 4 o una secuencia derivada
que tiene al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de homologia de la misma.

La enzima puede ser deficiente o estar presente en niveles plasmaticos bajos en individuos que padecen enfermedad
por almacenamiento lisosomico. La enfermedad por almacenamiento lisosémico puede comprender
mucopolisacaridosis tipo I (MPS II).

El acido nucleico puede ser un ADN, ARN, ADNc o ANP y puede ser recombinante o sintético. Puede ser
monocatenario o bicatenario. La secuencia de acido nucleico se puede derivar mediante clonacion, por ejemplo,
utilizando técnicas de clonacion molecular estandar que incluyen digestion de restriccion, ligacion, electroforesis en
gel (por ejemplo, como se describe en Sambrook et al; Molecular Cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbour
laboratory Press). La secuencia de acido nucleico puede aislarse o amplificarse usando tecnologia de PCR. Tal
tecnologia puede emplear cebadores basados en la secuencia de la secuencia de acido nucleico que se va a
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amplificar. Con la informaciéon de secuencia proporcionada, el experto en la materia puede utilizar las técnicas de
clonacion disponibles para producir una secuencia de acido nucleico o un vector adecuado para la transduccion en
una célula.

La secuencia de acido nucleico IDS optimizada por codones puede optimizarse de varias formas para permitir una
expresion o actividad mejorada. Por ejemplo, la secuencia puede haberse optimizado seleccionando los codones mas
comunes en células humanas y/o reduciendo una o mas estructuras secundarias y horquillas que pueden surgir en el
ARNm formado posteriormente y/o insertando una secuencia Kozak en el sitio de inicio de ATG.

Preferiblemente, la secuencia de acido nucleico se provee de, en o como parte de un vector de expresion.
Preferiblemente, se puede proveer como un vector de terapia génica, preferiblemente que sea adecuado para la
transduccion ex vivo en células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) que posteriormente se devuelven al
cuerpo de un mamifero para su expresion. El vector puede ser viral o no viral (por ejemplo, un plasmido). Los vectores
virales incluyen los derivados de lentivirus, adenovirus, virus adenoasociado (AAV) que incluyen formas mutadas,
retrovirus, virus del herpes, virus vacuna, MMLV, GaLV, virus de la inmunodeficiencia de simios (VIS), VIH, virus de la
viruela y SV40. Un vector viral es preferiblemente de replicacion defectuosa, aunque se prevé que puede ser de
replicacion deficiente, de replicacion competente o condicional. Un vector viral puede persistir tipicamente en un estado
extracromosomico sin integrarse en el genoma de las células neurales diana. Un vector viral preferido es un vector
lentivirus. El vector viral puede modificarse para eliminar cualquier secuencia no esencial y estas seran evidentes para
el destinatario experto.

El vector viral tiene la capacidad de entrar en una célula. Sin embargo, un vector no viral, como un plasmido, puede
complejarse con un agente para facilitar su absorcidon por una célula diana. Dichos agentes incluyen agentes
policationicos. Alternativamente, puede usarse un sistema de entrega tal como un sistema de entrega basado en
liposomas.

También se divulga que el vector es preferiblemente adecuado para uso in 0 ex vivo o in vitro, y preferiblemente es
adecuado para uso en un ser humano. Del modo mas preferible, el vector es adecuado para transducir células madre
y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) ex vivo.

El vector comprendera preferiblemente una o mas secuencias reguladoras para dirigir la expresion del acido nucleico.
Una secuencia reguladora puede incluir un promotor unido operativamente a la secuencia de acido nucleico IDS y
ApoEll, un potenciador, una sefial de terminacién de la transcripcion, una secuencia de poliadenilacion, un origen de
replicacion, un sitio de restriccion de acido nucleico y un sitio de recombinacion homadloga. Un vector también puede
incluir un marcador seleccionable, por ejemplo, para determinar la expresién del vector en un sistema de crecimiento
(por ejemplo, una célula bacteriana) o en una célula diana.

"Enlazado operativamente" significa que la secuencia de acido nucleico estd asociada funcionalmente con la
secuencia a la que esta enlazada operativamente, de tal manera que estan enlazadas de tal manera que afectan la
expresion o funcién entre si. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico unida operativamente a un promotor tendra
un patron de expresion influenciado por el promotor.

También se divulgan células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) para uso en el tratamiento, manejo,
retraso de la progresién o normalizacién de la mucopolisacaridosis tipo Il (MPS Il) en un individuo, donde las HSPC
se han eliminado del paciente, transducidas ex vivo con el &cido nucleico como se describe anteriormente en el
presente documento, y las HSPC transducidas se administran al individuo.

Mientras que el aspecto anterior de las HSPC utiliza preferiblemente las HSPC autélogas (cuando se han eliminado
por primera vez del paciente o del individuo), las HSPC alogénicas también se pueden utilizar, eliminando por lo tanto
la necesidad de que las HSPC se eliminen del paciente o del individuo, se transduzcan ex vivo y luego se administren
al paciente o individuo. Las HSPC alogénicas pueden derivarse de la sangre umbilical.

También se divulga una composicién que comprende:

a) una primera fraccién que comprende iduronato-2-sulfatasa (IDS); y

b) una segunda fraccién que comprende una repeticion en tAndem de la apolipoproteina E (ApoEll)
La segunda fraccion puede estar cadena arriba y/o cadena debajo de la primera fraccion.

La primera y segunda fraccion pueden tener una fraccion conectora intermedia ubicada entre ellas.

La secuencia de aminoacidos de la primera fraccion puede comprender la secuencia segun SEQ ID No. 5 0 una
secuencia derivada que tenga al menos un 90% de homologia de la misma. Cuando la secuencia es una secuencia
derivada, preferiblemente tiene al menos un 93% de homologia de la misma. Aun mas preferido, la secuencia puede
ser una secuencia derivada que tenga al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99%
de homologia con SEQ ID No. 5.
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La secuencia de aminoacidos de la segunda fraccién puede comprender una o mas secuencias segun SEQ ID No. 7
0 una secuencia derivada que tiene al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos al menos
un 99% de homologia de la misma.

La secuencia de aminoacidos de la fraccidon conectora intermedia puede comprender la secuencia segun SEQ ID No.
8 0 una secuencia derivada que tiene al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99%
de homologia de la misma.

La composicion es para uso en el tratamiento, manejo, retraso de la progresion o normalizacién del desarrollo de
mucopolisacaridosis tipo I (MPS II) en un individuo.

El término 'secuencia de genes' pretende cubrir las secuencias de acidos nucleicos que en general son capaces de
expresarse en la proteina requerida, incluidas las secuencias gendmicas y las secuencias en las que uno o mas
elementos no codificantes (como intrones) no estan presentes, incluidos ADNc.

En todas las divulgaciones anteriores, las composiciones, acidos nucleicos, vectores, polipéptidos y células madre y
progenitoras hematopoyéticas (HSPC) son para uso en el tratamiento, manejo, retraso de la progresion o
normalizacion de mucopolisacaridosis tipo Il (MPS Il) o sindrome de Hunters.

Las composiciones, acidos nucleicos, vectores y polipéptidos pueden ser liquidos o solidos, por ejemplo, un polvo, gel
o pasta. Preferiblemente, una composicion, acido nucleico, vectores, polipéptidos y células madre y progenitoras
hematopoyéticas (HSPC) es un liquido, preferiblemente un liquido inyectable. Tal liquido inyectable sera
preferiblemente adecuado para administracion intravenosa e intracraneal.

Las composiciones, acidos nucleicos, vectores y polipéptidos de los aspectos precedentes de la divulgacion pueden
comprender ademas un excipiente, adyuvante, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable y proporcionar una
formulacion.

Por "farmacéuticamente aceptable" se incluye que la formulacién es estéril y libre de pirégenos. Los vehiculos
farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la técnica de la farmacia. El vehiculo o vehiculos deben ser
"aceptables" en el sentido de ser compatibles con los agentes de la divulgacion y no perjudiciales para los destinatarios
de los mismos. Normalmente, los vehiculos seran agua o solucién salina que seran estériles y libres de pirdgenos; sin
embargo, pueden usarse otros vehiculos aceptables.

En terapia humana, las formulaciones de la (s) divulgacién (es) se pueden administrar solas, pero generalmente se
administraran mezcladas con un excipiente farmacéutico diluyente o vehiculo adecuado seleccionado con respecto a
la via de administracion pretendida y la practica farmacéutica estandar.

Las formulaciones de la (s) divulgacion (es) también se pueden administrar por via parenteral, por ejemplo, por via
intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intratecal, intraventricular, intraesternal, intracraneal, intramuscular o
subcutanea, o pueden administrarse mediante técnicas de infusion. Se utilizan de la mejor manera en forma de una
solucion acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo, suficientes sales o glucosa para hacer que
la solucion sea isotonica con la sangre. Las soluciones acuosas deben tener pH regulado adecuadamente
(preferiblemente un pH de 3 a 9), si es necesario. La preparacion de formulaciones parenterales adecuadas en
condiciones estériles se logra facilmente mediante técnicas farmacéuticas estandar bien conocidas por los expertos
en la técnica.

Las formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones inyectables estériles acuosas y no
acuosas que pueden contener antioxidantes, reguladores de pH, bacteriostaticos y solutos que hacen que la
formulacion sea isotonica con la sangre del destinatario pretendido; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas
que pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes. Las formulaciones pueden presentarse en
recipientes de dosis unitaria o multidosis, por ejemplo, ampollas y viales sellados, y pueden almacenarse en un estado
secado por congelamiento (liofilizado) lo que solo requiere la adicion del vehiculo liquido estéril, por ejemplo, agua
para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Pueden prepararse soluciones y suspensiones para inyeccion
extemporanea a partir de polvos, granulos y comprimidos estériles del tipo anteriormente descrito.

También se divulga un acido nucleico incorporado en un vector viral para su uso en el tratamiento de MPS Il o sindrome
de Hunters, en donde el vector viral comprende la secuencia génica que codifica una proteina deficiente que esta
implicada en la enfermedad y que esta ligada a una repeticion en tandem de la secuencia del gen de la apolipoproteina
E (ApoEll), en donde la proteina es IDS.

El vector se transduce preferiblemente, ex vivo, con una poblacién de células madre y progenitoras hematopoyéticas
(HSPC) y las HSPC transducidas se administran a un individuo que padece la enfermedad.

El vector puede comprender una secuencia para un conector flexible invariante entre la secuencia del gen que codifica
la proteina deficiente y la repeticién en tdndem de la secuencia del gen de la apolipoproteina E (ApoEll).
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La secuencia del gen de repeticion en tandem de ApoEll puede comprender la secuencia segun SEQ ID No. 3 o
secuencias variantes que tienen hasta un 95%, hasta un 96%, hasta un 97%, hasta un 98% o hasta un 99% de
homologia de la misma, mientras que la secuencia conectora flexible invariante puede comprender la secuencia segun
SEQ ID No. 4 o secuencias variantes que tienen hasta 95%, hasta 96%, hasta 97%, hasta 98% o hasta 99% de
homologia de la misma.

Se divulga ademas una combinacion de un acido nucleico que comprende una secuencia del gen iduronato-2-sulfatasa
(IDS) y una repeticion de la secuencia del gen de la apolipoproteina E (ApoEll) y una o mas células madre y
progenitoras hematopoyéticas (HSPC), en donde el acido nucleico es capaz de transducir las HSPC.

Las HSPC seran preferiblemente autdlogas, es decir que se derivan del individuo al que se van a administrar las HSPC
transducidas. Alternativamente, las HSPC pueden ser alogénicas, es decir que se derivan de un individuo diferente de
aquel al que se van a administrar las HSPC transducidas.

Sorprendente y ventajosamente, los presentes inventores han demostrado con éxito que fusionando el dominio de
union al destinatario de la alipoproteina E humana (ApoE) como una repeticion en tandem al gen IDS por medio de un
conector flexible invariante en el C-terminal en un vector lentiviral de 32 generacion, tratan eficazmente la patologia
cerebral y el deterioro cognitivo en MPS Il. Esto permite que las HSPC que se corrigen ex vivo expresen niveles
suprafisiologicos de enzima IDS que pueden evitar preferentemente la BHE en animales trasplantados, aumentando
asi los niveles de enzima que llegan al parénquima cerebral desde el torrente sanguineo.

En este documento, la referencia a "un" o "una" incluye dentro de su alcance tanto el singular como el plural, es decir,
uno 0 Mas.

A menos que se indique lo contrario, las caracteristicas de cada divulgacion se aplican a las otras divulgaciones,
mutatis mutandis.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de esta especificacion, las palabras "comprenden" y "contienen" y
sus variaciones significan "que incluyen, entre otros,", y no pretenden excluir (ni excluyen) otras fracciones, aditivos,
componentes, numeros enteros o pasos. A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones de esta memoria
descriptiva, el singular abarca el plural a menos que el contexto requiera lo contrario. En particular, cuando se usa el
articulo indefinido, la memoria descriptiva debe entenderse como que contempla tanto la pluralidad como la
singularidad, a menos que el contexto requiera lo contrario.

Rasgos, numeros enteros, caracteristicas, compuestos, fracciones quimicas o grupos descritos junto con un aspecto,
forma de realizacién o ejemplo particular de la divulgacién deben entenderse como aplicables a cualquier otro aspecto,
forma de realizacién o ejemplo descritos en este documento a menos que sea incompatible con el mismo.

Descripcion detallada de la invencién

Se ilustraran ahora aspectos y formas de realizacion de la presente invencién, a modo de ejemplo, con referencia a
las figuras adjuntas.

La Figura 1 muestra la generacion y validacion de una nueva enzima IDS que cruza la barrera hematoencefalica in
vitro. (a) Representacion esquematica que muestra los vectores lentivirales pCCL que codifican el gen IDS humano
optimizado por coddn, o el gen IDS humano seguido de un conector flexible y la secuencia del péptido ApoEIll como
una repeticion en tandem. Ambos vectores lentivirales son dirigidos por el promotor CD11b humano. (b)
Representacion esquematica y secuencias del conector invariante y la repeticion en tandem de ApoEll afadidas en el
extremo C-terminal del gen IDS. (c) Graficos que muestran la actividad de la enzima IDS intracelular medida en una
linea celular microglial humana (CHME3) después de la transfeccion con 2 ug de ADN plasmidico de LV.IDS o
LV.IDS.ApoEll durante 24 horas, y medida 48 horas después de la transfeccién. n=3. (d) Actividad de la enzima IDS
secretada medida en células microgliales humanas transfectadas (CHME3) con 2 ug de ADN plasmidico de LV.IDS o
LV.IDS.ApoEll durante 24 horas, y medida 48 horas después de la transfeccion. n = 3. (d) Actividad de la enzima IDS
secretada medida en células microgliales humanas transfectadas (CHME3) con 2 ug de ADN plasmidico de LV.IDS o
LV.IDS.ApoEll durante 24 horas, y se midi6 48 horas después de la transfeccion. n = 3 ANOVA unidireccional,
**=p<0.01 frente a no transfectados. (E) Captacién de IDS o IDS.ApoEll del medio en células bEND.3 después de 24
horas, n=3 pocillos/condicion (F) Captacién mediada por destinatario de IDS o IDS.ApoEll a M6PR o LDLR 24 horas
después del bloqueo con M6P de 7.5 mM o 50 pg/ml de apoE recombinante humana durante 4 horas, n=3
pocillos/condicion. Los datos se muestran como media + SEM, ANOVA bidireccional, *=p <0.05, **=p <0.01, ****=p
<0.0001 las comparaciones se indican entre paréntesis;

La Figura 2 muestra que LV.IDS y LV.IDS.ApoEll mejoran la actividad IDS especifica del cerebro y expresan niveles
suprafisiologicos de IDS activos en 6rganos periféricos. (a) Representacion esquematica de la estrategia de terapia
génica con células madre. A ratones MPS Il de 6-8 semanas de edad acondicionados con busulfano se trasplantaron
4x10° lin-HSC transducidas con LV.IDS o LV.IDS.ApoEll en una MOI de 100, o 1x107 células de médula dsea totales.
(b) Grafico que muestra el numero de copias del vector y (c) Grafico que muestra la actividad de la enzima IDS se
midié en HSC transducidas a partir de ensayos de unidades formadoras de colonias en el trasplante. (d) El grafico que
muestra el quimerismo del donante en los glébulos blancos se midié mediante citometria de flujo a las 4 semanas
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después del trasplante en todos los ratones trasplantados. (e) Grafico que muestra el nUmero de copias del vector y
(f) Gréafico que muestra la actividad de la enzima IDS se midié en 6rganos tomados a los 8 meses de edad, incluyendo
BM, glébulos blancos/plasma, bazo y cerebro, de ratones de control y tratados (n=6). (I) El grafico que muestra la
actividad de la enzima IDS se midi6 en el corazén del control tomado a los 8 meses de edad. (g) Grafico que muestra
la correlacion entre VCN vy actividad enzimatica en ratones individuales en médula 6sea, glébulos blancos/plasma,
bazo y cerebro (n=6) (M) Correlacién entre la actividad enzimatica de IDS en plasma y la proteina IDS medida por
ELISA. Se analizaron los niveles de actividad de la enzima lisosomal -hexosaminidasa en el plasma (N), el bazo (O)
y el cerebro (P) de ratones de 8 meses de edad. Los datos se muestran como media £+ SEM, ANOVA unidireccional,
*=p <0.05, **=p <0.01, ***=p <0.001, ****=p <0.0001 vs. MPSII, se indican otras comparaciones por paréntesis;

La Figura 3 muestra que LV.IDS.ApoEll corrige anomalias cognitivas en ratones MPS I, y todos los trasplantes
mejoran la coordinacion y el equilibrio. (a) Representacion esquematica de la prueba del laberinto en Y. Los ratones
se colocan en el centro y se les permite explorar libremente durante 10 minutos. (b) El grafico que muestra la
alternancia espontanea en el laberinto en Y se midié en ratones de control y tratados a los 8 meses de edad, y (c) El
grafico que muestra el niumero total de entradas se registré6 como una medida indirecta de la actividad locomotora. (d)
Representacion de la varilla giratoria en aceleracion. (e) Grafico que muestra los ratones de control y tratados de 8
meses de edad se probaron 3 veces en la varilla giratoria de aceleracién durante un maximo de 300 segundos (4-4
rpm durante 300 segundos);

La Figura 4 muestra que LV.IDS.ApoEll normaliza las citocinas asociadas con la neuroinflamacion en ratones de 8
meses de edad. (a) - (c) Se realizaron graficos que muestran matrices de perlas de citocinas que miden MIP-1a, MCP-
1, IL-1ay RANTES en lisado de cerebro entero de ratones de 8 meses usando citometria de flujo (n=6). (e) Graficos
que muestran las cantidades relativas totales del HS total. (f) analisis composicional de disacaridos de HS de ratones
de control y tratados (n=6) analizados a partir de muestras de cerebro. (g) Imagenes representativas de secciones de
30 ym de la corteza motora (M2) y el cuerpo estriado tefiidas con isolectina B4 (ILB4) para identificar la microglia
activada, 40x. Se contaron cuatro secciones de 30 um por ratén de la corteza (h) y estriado (i) para el numero de
células positivas para ILB4 (de aproximadamente 0.26 mm a -1.94 mm de bregma), n=3/grupo. Barra de escala: 50
pm. Los datos se muestran como media £+ SEM, ANOVA unidireccional, *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001,
***=p<0.001 vs.MPSII, se indican otras comparaciones por paréntesis;

La Figura 5 muestra que WT-HSCT, LV.IDS y LV.IDS.ApoEll normalizan anomalias esqueléticas graves en ratones
MPS Il. (a) Imagenes de rayos X de craneos de ratones MPS Il tratados y de control a los 8 meses de edad. (b) Grafico
que muestra el ancho del arco cigomatico (c) Grafico que muestra el ancho del humero. (d) Grafico que muestra el
ancho del fémur se analiz6 utilizando el software ImageJ (n=5-11); Matrices de perlas de citocinas que midieron (E)
MCP-1, (F) MIP-1a y (G) RANTES Yy se realizaron en lisados de higado de ratones de 8 meses de edad usando
citometria de flujo, n=4-6. Expresion génica de (H) Nppb y (I) Myh7 en corazones de animales de control y tratados
con MPS Il (WT n=3, MPS Il n=4, WT-HSCT, LV.IDS y LV.IDS.ApoEll n=6). (J) Se midieron los titulos de anticuerpos
IgG especificos de IDS en plasma. (K) Se determinaron los anticuerpos IgG totales contra IDS en muestras de plasma
mediante ELISA (Pos. Control n=1, control negativo n=6, LV.IDS/LV.IDS.ApoEll n=6). Los datos se muestran como
media + SEM, ANOVA unidireccional, *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001 frente a MPSII;

La Figura 6 muestra que la acumulacion primaria de heparan sulfato y su patrén de sulfatacion en el cerebro esta
completamente normalizado a los niveles de WT usando LV.IDS.ApoEll, sin LV.IDS. (A) Se analizaron las cantidades
relativas totales de HS y (B) el andlisis de disacarido de composicion de HS de los ratones de control y tratados a
partir de muestras de cerebro, n=6/grupo. (C) Imagenes representativas de secciones cerebrales de 30 um de la
corteza motora (M2), putamen caudado (ambos a aproximadamente -0.46 mm de bregma), hipocampo (CA3) y
amigdala (ambos a aproximadamente -1.22 mm de bregma) de ratones de control y tratados tefidos con NeuN
(nucleos neuronales; verde) y LAMP2 (compartimento lisosémico; rojo), n=6/grupo, 40x, se realizaron ajustes no
lineales por igual en todas las imagenes para reducir el fondo; gamma 0.72, niveles de entrada 0-190. Barra de escala:
50 um. Los datos se muestran como media £+ SEM, ANOVA unidireccional, *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001,
***=p<0.0001 vs. MPSII, se indican otras comparaciones por paréntesis;

La Figura 7 muestra que LV.IDS.ApoEll normaliza la astrogliosis en ratones MPS Il de 8 meses de edad. (A) Imagenes
representativas de secciones cerebrales de 30 um de la corteza motora (M2, aprox. -0.46 mm desde bregma), putamen
caudado (aprox. -0.46 mm desde bregma), hipocampo (CA3) y amigdala (ambos aprox. -1.22 mm desde bregma) de
ratones de control y tratados tefiidos con GFAP (proteina acida fibrilar glial; verde) y LAMP2 (compartimento
lisosémico; rojo), n=6/grupo, 40x, se realizaron ajustes no lineales por igual en todas las imagenes para reducir el
fondo; gamma 0.72, niveles de entrada 0-190. Barra de escala: 50 um. La inmunofluorescencia de GFAP se cuantificd
en la corteza (B) y la amigdala (C) de ratones MPS Il de 8 meses de edad, n=3/grupo, AU: unidades arbitrarias. Los
datos se muestran como media £+ SEM, ANOVA unidireccional, *=p<0.05, **=p<0.01 frente a MPSII, otras
comparaciones se indican por paréntesis;

La Figura 8 muestra un diagrama esquematico que ilustra el mecanismo de accion propuesto de la enzima IDS.ApoEll
en ratones MPS Il que permite que IDS.ApoEll corrija el fenotipo cognitivo en ratones MPS II. El residuo de ApoEll
permite que el IDS permanezca activo durante mas tiempo en el plasma, lo que aumenta el tiempo de circulacion y
aumenta las posibilidades de cruzar al SNC, mientras que el IDS no modificado se degrada rapidamente a una forma
inactiva. Dentro del cerebro, la microglia corregida derivada de la médula 6sea secreta IDS o IDS.ApoEll en niveles
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similares, pero la captacion de IDS.ApoEll es mas eficiente y, junto con una estabilidad mejorada, conduce a una
mejor correccion del almacenamiento primario y la neuroinflamacion; y

La Figura 9 muestra graficos e imagenes de tincién inmunofluorescente que muestran una mayor estabilidad del
plasma y una captacion mejorada por las células endoteliales del cerebro a través de multiples mecanismos. (A)
Eliminacion plasmatica de la proteina IDS medida en ratones MPS Il inyectados con 12 ng de enzima IDS total 1, 10
y 30 minutos después de la inyeccion, n=2/grupo. (B) Correlacién entre la actividad de la enzima IDS en plasma y la
proteina IDS medida por ELISA. (C) Captacion de FITC-dextrano en células bEND.3. (D, E) Tincién
inmunofluorescente para LDLR (D) o LRP1 (E) en células bEND.3. (F) Captacién de IDS o IDS.ApoEll producida por
células CHMES afiadidas a medios de crecimiento de células bEND.3 cultivadas en cultivo monocapa durante 24
horas. n=2 experimentos independientes, con 3 pozos/condicion. (G) Captacién de IDS o IDS.ApoEll producida por
células CHMES3 afadidas a medios de crecimiento de células bEND.3 cultivadas en cultivo transwell durante 24 horas.
n=3 experimentos independientes, con 2 pozos/condicion. (H) Porcentaje de transcitosis a la capa basal de células
bEND.3 de G. () Captacion mediada por destinatarios de IDS o IDS.ApoEll después de 24 horas, después del
tratamiento con heparinasa de la capa celular o bloqueo con M6P de 7.5 mM o 50 yg/ml de ApoE recombinante
humana durante 1 hora antes de la adicion de la enzima. n=3 pozos/condicién. Los datos son la media £ SEM, ANOVA
unidireccional o prueba T segun corresponda, *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001, ****=p<0.0001 vs.MPS II.

Ejemplo 1

Se llevaron a cabo experimentos para transducir un vector que contenia un IDS optimizado por coddn con células
madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) que posteriormente se probaron en un modelo de raton para la
expresion de IDS y, en particular, para evaluar la cantidad de IDS que pasa a través de la barrera hematoencefalica.

Vectores de expression

Se adapté ADNc de IDS humano (SEQ ID No. 2) para formar ADNc de IDS optimizado con codones (colDS) (SEQ ID
No. 1) y se sintetizé usando tecnologia GeneArt (ThermoFisher, Paisley, Reino Unido) y se cloné en el LV
pCCL.sin.cPPT.nCD11b.ccdB.wpre de tercera generacion usando la clonacion de Gateway para crear
pCCL.sin.cPPT.hCD11b.IDS.wpre). Se inserté un vector adicional que contenia la secuencia de ADNc (SEQ ID No. 3)
de la secuencia de péptidos dirigidos al cerebro ApoEIll como una repeticion en tandem (LRKLRKRLLLRKLRKRLL)
(SEQ ID No. 7) cadena abajo del ADNc de IDS humano optimizado por coddn usando la secuencia larga de ADNc del
conector invariante (SEQ ID No. 4) para proporcionar un conector LGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID No. 8)
(32). Los plasmidos se optimizaron por codones y se sintetizaron usando tecnologia GeneArt y se clonaron como se
describid previamente en una estructura lentiviral de 32 generacion. La secuencia de aminoacidos para el ADNc de
IDS humano (SEQ ID No. 2) se referencia como SEQ ID No. 6, en donde la secuencia de aminoacidos para el ADNc
de colDS (SEQ ID No. 1) se referencia como SEQ ID No. 5. Las secuencias de aminoacidos resultantes, tanto para el
ADNCc de IDS humano como para el ADNc de colDS, son las mismas.

Transfeccion y correccion cruzada

Se transfectaron células microgliales humanas (CHME3) con 2 pg de ADN del plasmido CD11b.IDS o
CD11b.IDS.ApoEll usando polietilenimina lineal de alta potencia de 7.5 mM (pH 7.4, PM 40,000, Polysciences Inc.,
Warrington, PA, EE. UU.) y NaCl de 150 mM. Las células se recolectaron 48 horas después de la transfeccion en
regulador RIPA (NaCl 150 mM, Triton-X100 al 1%, desoxicolato de sodio al 0.5%, SDS al 0.1%, Tris de 50 mM, pH 8)
y se incubaron en un agitador a 4°C durante 30 minutos, seguido de centrifugaciéon a 14,000 rpm, 4°C durante 20
minutos. Los lisados celulares se recogieron y almacenaron a -80°C. Los sobrenadantes del medio se recogieron 48
horas después de la transfeccién y se centrifugaron a 1000 rpm, 4°C durante 10 minutos para eliminar los residuos
celulares y se almacenaron a -80°C.

Produccion vy titulacion de LV

Se produjo LV (25) mediante transfeccion transitoria de células HEK 293T con pMD2G, pA8.91gag/pol, plasmido LV
(24, 25, 34, 35) y polietilenimina de 7.5 mM (40kDa, Polysciences, Warrington, PA, EE.UU.) (36). Las particulas de
vector lentivirico se concentraron por centrifugacion a 21,191 g durante 150 minutos a 4°C, se resuspendieron en
regulador de formulacién (PBS, 1 mg/ml de albumina de suero humano, 5ug/ml de sulfato de protamina, 40 mg/ml de
lactosa, pH 7.2). Se transdujeron células de linfoma de ratén EL4 (ATCC TIB-39; ATCC, Manassas, VA, EE.UU.) con
tres diluciones de LV concentrado y se recogieron 72 horas después. EI ADN gendmico se extrajo usando el kit
GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido). El numero de genomas virales
integrados por célula se determiné mediante PCR cuantitativa utilizando una curva estandar generada por diluciones
de ADN gendmico de un clon de linea celular EL4 que contiene 2 copias 2 copias integradas/célula de
pHRsin.SFFV.eGFP.att.wpre (ALS EL4 eGFP 2.2) (24). Se usaron un cebador y una sonda contra wpre (TAMRA)
como se describié previamente (24, 25) y se estandarizaron contra gapdh de roedor (VIC) (Applied Biosystems,
Paisley, Reino Unido).

Procedimientos de trasplante y ratones
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Se obtuvieron hembras heterocigotas para el alelo ligado a X del Prof. Joseph Muenzer (Universidad de Carolina del
Norte en Chapel Hill, NC, EE. UU.) y se cruzaron con machos C57BL/6J de tipo silvestre (Envigo, Alconbury, Reino
Unido) para obtener machos y hembras de tipo silvestre, y machos hemicigotos afectados y hembras portadoras. Las
MPSII se retrocruzaron sobre el fondo congénico PEP3 CD45.1 (B6.SJL-Ptprc®Pepc®/BoyJ) para distinguir las células
de donante y destinatario como se describié previamente (24). Se utilizaron compaferos de camada WT como
controles en todo momento.

Se aislaron células mononucleares de médula ésea totales de ratones MPSII de fémures y tibias, y se agoto el linaje
usando el kit de agotamiento de células de linaje murino (Miltenyi Biotec, Bisley, Reino Unido) segun las instrucciones
del fabricante. Las células se resuspendieron a 1x10° células/ml en medio X-Vivo-10 (BioWhittaker) que contenia
albumina de suero bovino al 2% y se estimularon usando 100 ng/ml de factor de células madre murinas, 100 ng/ml de
tirosina quinasa-3 similar a fms murina y 10 ng/ml de interleucina-3 murina recombinante (Peprotech, Rocky Hill, NJ,
EE.UU.) durante 3 horas antes de la transduccién con un vector lentiviral durante 20-24 horas con una multiplicidad
de infeccién de 100.

Se sometieron a mieloablacion ratones de seis a ocho semanas de edad alojados en jaulas ventiladas individualmente
utilizando 125 mg/kg de Busulfano (Busilvex; Pierre Fabre, Castres, Francia) en cinco dosis diarias (25 mg/kg/dia)
mediante inyeccion intraperitoneal. Antes de la mieloablacion, los ratones recibieron agua acidificada (pH 2.8),
alimentos irradiados y puré. Dentro de las 24 horas posteriores a la recepcion de la ultima inyeccion de busulfan, se
inyectaron a los ratones 3-4 x10° células madre hematopoyéticas transducidas de linaje agotado a través de la vena
lateral de la cola. Para los trasplantes de tipo silvestre (WT-HSCT), los ratones recibieron 1-2 x107 células totales de
médula ésea no transducidas.

Analisis de quimerismo mediante citometria de flujo

Se evalud el injerto de células madre hematopoyéticas del donante 4 semanas después del trasplante en sangre
periférica. Las células se tifieron con CD45.1-PE anti-raton (HSC de donante), CD45.2-FITC (HSC de destinatario),
CD3-Pe-Cy5 (células T), CD19-APC-Cy7 (células B) y CD11b-Pe-Cy7 (macréfagos/microglia) (BD Pharmingen,
Oxford, Reino Unido) en una solucion al 5% de yoduro ToPro3 (ThermoFisher Scientific, Paisley, Reino Unido) y se
analizaron en un citometro de flujo (BD) BD FACS Canto II.

Tratamiento de muestras

A los 8 meses de edad, los ratones fueron anestesiados y perfundidos transcardialmente con solucion salina de pH
regulado con fosfato a 37°C para eliminar la sangre de los 6rganos. Un hemisferio cerebral se fijo en paraformaldehido
al 4% durante 24 horas, se transfirié a sacarosa al 30%, 2 mmol/l de MgCl2/solucién salina de pH regulado con fosfato
durante 48 horas antes de congelar a -80°C. Se congelaron rapidamente trozos de cerebro, bazo, corazon, rifion,
musculo e higado en hielo seco y se almacenaron a -80°C. Para los ensayos de actividad enzimatica de IDS, las
muestras se homogeneizaron y se sometieron a ultrasonido en regulador de homogeneizacion (0.5 mol/l de NaCl, 0.02
mol/l de Tris, 0.1% de Triton-X100, pH 7-7.5) antes de centrifugar a 14000 rpm a 4°C durante 30 minutos. Se
recolectaron muestras de médula ésea lavando una tibia y fémur con 1 ml de FBS/PBS al 2%, se filtraron usando un
filtro de 70 ym y se lisaron usando regulador de lisis de glébulos rojos (NH4CI de 150 mM, KHCO3 de 10 mM, EDTA
de 0.1 mM, pH 7.2-7.4). El sobrenadante se recogio y se almacené a -80°C. EI ADN gendmico utilizado para el analisis
de VCN de drganos se extrajo utilizando el kit GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep.

Actividad de la enzima IDS

La actividad de la enzima IDS se midié en un protocolo de dos pasos usando el sustrato fluorescente MU-aldoA-2S
(Carbosynth, Compton, Reino Unido) y laronidasa (Aldurazyme, Genzyme) como sustrato del segundo paso como se
describio previamente (37). La cantidad de material de partida se estandariz6 a 20 ug de proteina total para plasma,
40 ug para higado, bazo y médula 6sea y 60 ug para cerebro usando un ensayo BCA (ThermoFisher).

Preparacion de glicosaminoglicanos purificados

Las fracciones de cerebro solubles se recogieron y se trataron como se describié previamente (38). Brevemente, el
tejido cerebral se homogeneizé mecanicamente y se tratd con pronasa (1 mg/tejido) en 3 ml de PBS durante 4 horas
a 37°C. Se anadieron 30 ul de TritonX100 a cada muestra para una concentracion final del 1% y se incubd durante
una hora a temperatura ambiente antes de una segunda adicidon de 1 mg de Pronasa durante 4 horas a 37°C. Las
muestras se cargaron en una columna DEAE-Sephacel preequilibrada y se eliminé el hialuronano lavando la columna
con 50 ml de NaCl de 0.25M/NaH2P0O4.H,O de 20mM (pH 7). Los GAG se eluyeron con 5 ml de NaCl de
1.5M/NaH2P0O4.H20O de 20mM (pH 7), se desalaron usando una columna PD10 (Amersham, GE Healthcare) y se
liofilizaron.

Digestiones con heparinasa de HS y DS seguidas de analisis etiquetado con AMAC

Las cadenas de HS se digirieron usando 5 mlU de cada una de heparinasa |, Il y Ill (Seikagaku, Tokio, Japdn) en 100
ul de acetato de sodio de 0.1 M y acetato de calcio de 0.1 M (pH 7). Los disacaridos resultantes se liofilizaron, se
redisolvieron en 20 pl de 2-aminoacridona (AMAC) de 0.1 M en Me>SO al 85%/éacido acético al 15% (v/v) y se incubaron

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2895263 T3

a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se afadieron 20 pl de NaBH3;CN a cada muestra y se incubaron durante
la noche a temperatura ambiente. Los disacaridos etiquetados con AMAC se separaron mediante cromatografia liquida
de alto rendimiento en fase inversa usando una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (2.1 x 500 mm, 3.5 ym) (Agilent
Technologies, Stockport, Reino Unido).

Matriz de microesferas citométricas (CBA)

Se midieron los niveles de IL-1a, MCP-1, MIP-1a y RANTES en extractos de cerebro entero a los 8 meses de edad
(n=6/grupo) usando kits de matriz de microesferas citométricas (Cytometric Bead Array o CBA) de BD (BD Biosciences,
Oxford, Reino Unido) (40). El analisis se realizd en un citometro de flujo FACS Canto 1I(BD). La identificacion de la
poblacién de microesferas singlete se realizo utilizando el grafico FSC frente a SSC, y cada microesfera de citocina
individual se separ6 usando APC y APC-Cy7, con los niveles de citocinas medidos usando PE. Los resultados se
exportaron y analizaron utilizando el software FCAP Array (BD). Las concentraciones de proteinas de cerebro se
obtuvieron utilizando el ensayo BCA y los niveles de citocinas se estandarizaron al nivel de proteina para cada muestra.

Analisis de comportamiento
Varilla giratoria

La prueba de la varilla giratoria se utilizé para evaluar la coordinacion motora y el equilibrio a las 32 semanas de edad
como se describié previamente con modificaciones menores (41). Se entrenaron ratones machos (WT, n=16, MUT,
n=12, grupos de tratamiento n=12-16) en la varilla giratoria (Ugo Basile, Varese, ltalia) en tres ensayos de
entrenamiento (4 rpm durante 120 segundos; 4 rpm durante 300 segundos; 4-40 rpm durante 300 segundos) con un
intervalo de 30 minutos entre cada sesion. Se llevaron a cabo tres ensayos de prueba 24 horas después del
entrenamiento. Para las pruebas de prueba, la varilla giratoria giraba a una velocidad de aceleracién de 4 a 40 rpm
durante 300 segundos, con un descanso de 5 minutos entre cada prueba. La latencia de caida se registré para todos
los ensayos de entrenamiento y prueba, y la latencia de caida se calculé como porcentaje del tiempo total de prueba.

Alternancia espontanea

Se evalué la memoria de trabajo espacial en todos los ratones a las 32 semanas de edad usando la prueba de
alternancia espontanea (41, 42). La alternancia espontanea se evalué en una uUnica prueba de 10 minutos en un
laberinto en Y que consta de tres brazos idénticos. El ratén de prueba se coloco en el medio de los tres brazos y se le
permitié explorar libremente. La alternancia espontanea se describié como entradas sucesivas en tres brazos, en
conjuntos de tripletes superpuestos. El efecto se calculé6 como porcentaje de alternancia = [no. de alternancias /
(numero total de entradas de brazo - 2)] x 100.

Imagenes de rayos X de ratones vivos

Los ratones de control y tratados se anestesiaron usando isoflurano y se radiografiaron (45keV) usando el sistema
Bruker InVivo Xtreme equipado con una camara CCD digital de alta sensibilidad, retroiluminada de 4 MP y 16 bits. Las
imagenes de rayos X se analizaron utilizando el software ImageJ para el ancho de los huesos individuales.

Estadisticas

El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad Prism 7 (La Jolla, CA, EE.UU.). Se aplicaron pruebas
t paramétricas no apareadas de dos colas para las comparaciones de grupos individuales con una significacion
establecida en p<0.05. Se realizaron ANOVA unidireccionales para el analisis multigrupo seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

Desarrollo y validacion in vitro de la enzima IDS dirigida a la barrera hematoencefélica

Durante los experimentos, los inventores buscaron desarrollar una nueva enzima sulfatasa especifica de MPS |l que
fuera capaz de cruzar eficazmente la BHE mediante el uso de LDLR por medio de transcitosis mediada por
destinatario. Se construyeron nuevos vectores lentivirales que codifican IDS humana sola, o IDS humana ligada a la
region de union al destinatario ApoE humano como una repeticion en tandem, bajo el promotor CD11b especifico de
mieloide humano (como se ilustra en la Figura 1a).

Esta sulfatasa se modificé afiadiendo un conector flexible invariante al C-terminal del gen de IDS, seguido de la
secuencia optimizada por codén de la porcidon de union al destinatario de la ApoE humana como una repeticiéon en
tandem (como se ilustra en la Figura 1b). Normalmente, la adicion de un conector y un péptido puede alterar el
plegamiento de proteinas y afectar negativamente a la actividad enzimatica.

Para verificar que la construccion inventiva todavia permitia la sobreexpresion y secrecion de IDS, se transfecté una
linea celular microglial humana (CHME3) con ADN plasmidico que expresaba LV.IDS o LV.IDS.ApoEll. Se observaron
aumentos de 26 y 24 veces en la actividad celular con LV.IDS y LV.IDS.ApoEll, respectivamente (como se muestra
en la Figura 1c). Mas importante aun, se detectaron aumentos de 84 y 81 veces en la actividad de IDS secretada 72
horas después de la transfeccion (Figura 1d). En particular, esto demuestra que las modificaciones C-terminales no
impactan negativamente en la secrecion o expresion de la enzima IDS modificada in vitro. Se detectd una captacion
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significativamente mayor de IDS.ApoEll sobre IDS en células bEND.3 endoteliales de raton después de 24 horas
(Figura 1E, 1F), predominantemente, pero no exclusivamente, a través de los destinatarios de M6P (Figura 1F)

La terapia génica con células madre mediada por LV.IDS y LV.IDS.ApoEll mejora la actividad de la enzima IDS en el
cerebro y expresa niveles suprafisiologicos de IDS activa en érganos periféricos

Se trasplantaron 4x10% células madre hematopoyéticas de linaje agotado (HSC) de donantes de MPS Il transducidas
con LV.IDS o LV.IDS.ApoEll, que expresan IDS o IDS.ApoEll, en 16 destinatarios raton MPS Il de 6-8 semanas de
edad, acondicionados con busulfano (como se ilustra en la Figura 2a). También se inyectaron células de médula 6sea
totales no modificadas en destinatarioes MPS Il sometidos a mielo-ablacion completa, equivalente a un trasplante de
células madre alogénicas, y en adelante se denominan WT-HSCT.

Se midieron la actividad de IDS y el numero de copias del vector (VCN) en HSC de linaje agotado (lin-HSC) aisladas
de ensayos de unidades formadoras de colonias (CFU) antes del trasplante. Los experimentos demostraron un nimero
medio de copias de vector de 3,1y 3,8 en las HSC transducidas con LV.IDS y LV.IDS.ApoEll (como se muestra en la
Figura 2b) y la sobreexpresion de la enzima IDS en 124 y 152 veces mas que WT, respectivamente (como se muestra
en la Figura 2c). Estos datos demuestran una correlacion positiva entre el nimero de integraciones del genoma del
vector y la sobreexpresion enzimatica en las células hematopoyéticas. El andlisis de citometria de flujo de los globulos
blancos periféricos a las 4 semanas posteriores al trasplante demostro el injerto completo de células transducidas en
los destinatarios de MPS I, logrando entre el 80 y el 100% de las células CD45.1+ del donante (como se muestra en
la Figura 2d).

Para evaluar la eficacia terapéutica de esta nueva terapia génica en MPS I, se sacrificaron 6 animales de cada grupo
a los 8 meses de edad para el analisis bioquimico de 6rganos centrales y periféricos. Se detectaron integraciones de
vector en BM total, glébulos blancos, bazo y cerebro, con una media significativamente menor en ratones tratados con
LV.IDS.ApoEll en globulos blancos solamente (como se muestra en la Figura 2e). Un pequefio niumero de animales
mostré consistentemente VCN mas bajos en todos los 6rganos evaluados, pero recibieron HSC modificadas en
procedimientos de trasplante separados. Se observaron niveles suprafisiolégicos de IDS en la BM, el plasma y el bazo
para los grupos tratados con LV.IDS y LV.IDS.ApoEll. Los niveles de actividad de la enzima IDS en el cerebro también
se elevaron en comparacion con los animales MPS |l no tratados, y son equivalentes a entre el 1.5% y el 8% de la
actividad IDS normal en los cerebros WT. Los trasplantes de WT-HSCT restauraron niveles de IDS equivalentes a WT
en BM, plasma y bazo solamente, mientras que no se detecté un aumento notable en la actividad de IDS en el cerebro
con respecto a los animales MPS |l no tratados.

Ventajosamente, la actividad de IDS en el plasma de animales tratados con LV.IDS.ApoEll fue 3 veces mayor que en
el grupo tratado con LV.IDS, lo que sugiere posibles alteraciones en la estabilidad enzimatica y el tiempo de circulacion,
secrecion o captacion en las células (como se muestra en la Figura 2f). Ademas, las correlaciones positivas entre los
niveles de actividad enzimatica de VCN e IDS sugieren ademas que la sobreexpresion de la enzima esta impulsada
por aumentos en la integracion del genoma del gen IDS (Figura 2g). Sin embargo, las correlaciones entre glébulos
blancos VCN y la actividad de IDS en plasma muestran diferencias significativas entre los grupos LV.IDS y
LV.IDS.ApoEll, donde un VCN bajo en gldbulos blancos LV.IDS.ApoEll da como resultado niveles de IDS que son
mas altos que en cualquiera de los ratones tratados con LV.IDS, lo que sugiere diferencias mecanicas en la produccion,
captacion o secrecion de enzimas. Ademas, los niveles mas altos de IDS en plasma de animales tratados con
LV.IDS.ApoEll no producen niveles mas altos de enzima IDS en el cerebro, ya que los niveles de enzima en el cerebro
son equivalentes en ambos grupos tratados con LV (como se muestra en la Figura 2f). La tasa de eliminacion de la
enzima inyectada en plasma fue similar entre los grupos IDS e IDS.ApoEll (Figura 2J). Se observaron correlaciones
positivas entre los niveles de actividad enzimatica de VCN e IDS en BM, bazo, cerebro, pulmén, higado y corazén,
con una actividad/VCN casi equivalente, tanto para IDS como para IDS.ApoEll, lo que sugiere que la sobreexpresion
es activada por aumentos en la integracion de genoma del gen IDS (Figura 2K).

Se detect6 un valor de 15.41 unidades/VCN de actividad enzimatica en LV.IDS.ApoEll en comparacion con 2.56
unidades/VCN en LV.IDS en plasma, lo que sugiere que la actividad de la enzima IDS en plasma aumenta
significativamente por la fusion del residuo de ApoEll. Este aumento de la actividad enzimatica en IDS.ApoEll se
demuestra ademas comparando la actividad de la enzima IDS con la proteina IDS en plasma, donde IDS.ApoEll
parece ser mas activo por unidad de proteina IDS (Figura 2M).

Homeostasis lisosomal

Es probable que la disfuncion y la acumulacion incontrolada de material de almacenamiento primario en lisosomas en
MPS Il tenga un impacto profundo en la regulacion lisosémica y la homeostasis posterior. De modo importante, la
neurodegeneracion se asocia con disfuncién lisosomal y autofagia alterada. En estados patolégicos como MPS I, las
enzimas lisosomales enddgenas pueden compensar la deficiencia de otra enzima lisosomal. Se detectaron niveles
elevados de hidrolasa lisosomal B-hexosaminidasa en el plasma (2 veces mas que WT), bazo (1.53 veces mas que
WT) y cerebro (2 veces mas que WT) de animales con MPS Il no tratada (Figura 2N-P). Los niveles de B-
hexosaminidasa en plasma, bazo y cerebro se normalizaron completamente de nuevo a los niveles de WT en los
grupos tratados con LV.IDS y LV.IDS.ApoEll (Figura 2N-P). WT-HSCT normalizé los niveles de B-hexosaminidasa en
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plasma y bazo (Figura 2N, 20), y mejor6 los niveles en el cerebro sin lograr la normalizacion completa a los niveles
de WT (Figura 2P).

La acumulacion de sulfato de heparan esta completamente normalizada con LV.IDS.ApoEll, pero no con LV.IDS

Se purificaron glicosaminoglicanos HS y CS/DS a partir de muestras de cerebro, y se analizaron y cuantificaron
mediante HPLC de fase inversa. Se detectd un aumento de 6 veces en la HS total en cerebros de ratones MPS Il y
ratones tratados con WT-HSCT (Figura 6A). Los ratones tratados con LV.IDS mostraron una disminucion en la
acumulacion total de HS en el cerebro a aproximadamente 3 veces los niveles de WT. Lo mas importante es que los
ratones tratados con LV.IDS.ApoEll mostraron una normalizacion completa de los niveles de HS en el cerebro
nuevamente a los niveles de WT y niveles significativamente mas bajos de HS en comparacion con LV.IDS (Figura
6A).

El analisis de la composicion de HS en ratones MPS |l mostré que el 31.1% de HS del cerebro consistia en UA (2S)-
GIcNS (6S) completamente sulfatado, en comparacion con el 12.3% en ratones WT de control (Figura 6B). En ratones
WT, estos generalmente forman agregados con otros disacaridos sulfatados a lo largo de la cadena, con aumentos
significativos en la sulfatacion a lo largo de la totalidad de la cadena HS en ratones MPS Il. Esta tendencia se revirtio
con WT-HSCT, LV.IDS y de la manera mas efectiva con LV.IDS.ApoEll. De manera similar, se observaron aumentos
en UA (2S)-GIcNS del 16.8% en ratones WT al 31.1% en ratones MPSII, y se corrigieron completamente hasta el
18.4% en el grupo LV.IDS.ApoEll solamente.

También se observé una reduccion significativa en los niveles de CS/DS cerebrales totales en ratones LV.IDS.ApoEll
en comparacion con MPS Il (Figura complementaria 2A); aunque no se detectaron diferencias significativas entre los
ratones WT y MPS I, se detectaron aumentos en UA (2S)-GalNAc (4S) desde 1.03% en ratones WT hasta 6.5% en
ratones MPS I, con correccion completa obtenida en el grupo LV.IDS.ApoEll.

LV.IDS.ApoEll corrige la acumulacion lisosomal en las neuronas de todo el cerebro

A continuacion, se determinaron los efectos del aumento de los niveles de enzima IDS en los cerebros de ratones
MPS Il trasplantados a los 8 meses de edad (6 meses después del trasplante) sobre el agrandamiento lisosomico y la
acumulacion de sustrato en neuronas (NeuN) usando el marcador lisosémico LAMP2. Los animales WT mostraron
una tincion LAMP2 débil, puntiforme y perinuclear que solo se co-localizé parcialmente con NeuN en la corteza motora
(capa V/VI). Los animales con MPS Il no tratados y WT-HSCT tratados mostraron una fuerte tincion colocalizada de
NeuN y LAMP2 en la corteza motora, el putamen caudado, el hipocampo y la amigdala, lo que sugiere una pesada
carga lisosomal en las neuronas o células gliales satélite (Figura 6C). Las mejorias mediadas con LV.IDS en la corteza
cerebral, el putamen caudado y la amigdala, con compartimentos lisosomales abultados en el hipocampo aun visibles,
lo que sugiere solo una correccion parcial de la acumulacion de sustrato primario, que se correlaciona fuertemente
con los niveles de HS detectados en el cerebro (Figura 6A), 6B). LV.IDS.ApoEll normalizé6 completamente el aumento
de la tincion LAMP2 en la corteza, el putamen caudado y el hipocampo, y redujo considerablemente la cantidad de
carga lisosomal en la amigdala (Figura 6C).

LV.IDS.ApoEll normaliza completamente la neuroinflamacion, mientras que LV.IDS media una mejora en ratones MPS
Il

Se ha descubierto que los astrocitos median una fuerte respuesta neuroinflamatoria en los trastornos de MPS, lo que
se traduce en gliosis reactiva, astrogliosis y niveles aumentados de citocinas inflamatorias. Se tifieron secciones
coronales de cerebro de ratones de control y tratados para MPS Il con el marcador astrocitico GFAP (proteina asociada
a fibrilacion glial; verde) y LAMP2 (rojo). Se observo significativamente mas tincion de GFAP en ratones con MPS I
sin tratar que en ratones con WT en la corteza, el putamen caudado y la amigdala, indicativo de astrogliosis extensa
(Figura 7A). Ademas, se observo una fuerte co-localizacion de GFAP y LAMP2 en el putamen caudado, hipocampo y
amigdala en ratones no tratados y con WT-HSCT (Figura 7A), lo que sugiere una acumulacion significativa de sustrato
lisosdbmico en astrocitos ademas de neuronas (Figura 6C). LV.IDS.ApoEll fue capaz de abrogar completamente la
astrogliosis y disminuir la tinciéon de LAMP2 de nuevo a los niveles de WT en la corteza, el putamen caudado, el
hipocampo y la amigdala, lo que se correlaciona con disminuciones en el almacenamiento de sustrato y citocinas
inflamatorias (Figura 6A, 6B, 6A-D). De manera similar, LV.IDS disminuy6 el niumero de astrocitos reactivos presentes
en la corteza, el putamen caudado y la amigdala.

LV.IDS.ApoEll corrige completamente las anomalias cognitivas y la coordinacién y el equilibrio en ratones MPS |l

Para comprender si el SNC y el fenotipo esquelético en el modelo de ratén con MPS |l podrian mejorarse con las HSC
modificadas con LV.IDS o LV.IDS.ApoEll, se realizaron estudios funcionales de cognicién y rendimiento sensoriomotor
a los 8 meses de edad, equivalente a 6 meses después del trasplante, en todos los animales tratados en cada grupo.
La evaluacion cognitiva de la memoria de trabajo espacial se evalué mediante la prueba del laberinto en Y, que explota
su preferencia innata para explorar nuevos brazos sobre brazos explorados recientemente durante 10 minutos (como
se ilustra en la Figura 3a).

La evaluacion neurocognitiva mostré una normalizacion completa de la alternancia espontanea en ratones tratados
con LV.IDS.ApoEll, pero no en los grupos tratados con LV.IDS o WT-HSCT (Figura 3b). Esto sugiere no solo la
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correccion completa de la disfuncion cognitiva vista en el modelo de ratén MPS |l usando LV.IDS.ApoEll, sino que
también muestra la prevencién de un mayor deterioro cognitivo asociado con la enfermedad progresiva MPS II.
Curiosamente, WT-HSCT no tiene un impacto positivo en los sintomas cognitivos asociados con MPS Il; destacando
ademas que WT-HSCT puede no ser adecuado para tratar el cerebro en MPS II. El nUmero total de entradas en los
diferentes brazos del laberinto en Y también se puede utilizar como una medida indirecta de la actividad general. No
se detectaron diferencias en el numero de entradas totales entre todos los grupos probados, lo que sugiere un rescate
fenotipico real de los sintomas cognitivos en animales tratados con LV.IDS.ApoEll (como se muestra en la Figura 3c).

Los ratones de control y tratados también se sometieron a pruebas en la varilla giratoria, una prueba bien establecida
para la coordinaciéon sensoriomotora y el equilibrio en los trastornos del movimiento en roedores (como se muestra en
la Figura 3d). Los ratones MPSII de 8 meses de edad mostraron una reduccion en el rendimiento en la barra de
aceleracion como se describié anteriormente. Esto fue rescatado por completo por todos los tratamientos de trasplante,
incluido WT-HSCT (como se muestra en la Figura 3e).

Las citocinas neuroinflamatorias se normalizan con LV.IDS.ApoEll, pero no con LV.IDS

Se usaron matrices de perlas citométricas (CBA) para cuantificar una cantidad de citocinas inflamatorias asociadas
con neuroinflamacioén cronica de extractos de cerebro entero de ratones de control y tratados a los 8 meses de edad.
Por primera vez, identificamos aumentos significativos en la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-1a/CCL3),
proteina interleucina 1a (IL-1a), RANTES (CCL5) y proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1/CCL2) en animales
con MPS Il no tratados (como se muestra en las Figuras 4a, 4b, 4c, 4d). Los niveles de proteina MIP-1a, IL-1a y
RANTES se normalizaron con LV.IDS.ApoEll, y solo parcialmente con LV.IDS, y los niveles de MCP-1 permanecieron
elevados para todos los grupos (como se muestra en la Figura 4b).

Ademas, observamos un aumento de 30 y 25 veces en las células positivas a isolectina B4 (ILB4) en la corteza y el
cuerpo estriado de ratones MPS |l no tratados, respectivamente (Figura 4E, 4F, 4G), lo que sugiere una activacion
extensa de microglia y neuroinflamacién posterior. Curiosamente, tanto WT-HSCT como LV.IDS redujeron la tincion
de ILB4 a 14 y 12 veces los niveles de WT en la corteza (Figura 4F), y a 15y 13 veces la tincion de WT en el cuerpo
estriado (Figura 4G), respectivamente. Lo mas importante es que LV.IDS.ApoEll fue capaz de normalizar por completo
el numero de microglias activadas tanto en la corteza como en el cuerpo estriado (Figura 4F, 4G), lo que se
correlaciona fuertemente con la reduccion de las citocinas de neuroinflamacion observadas previamente y la
abrogacion completa de la astrocitosis en LV.IDS.ApokEll.

En general, esto sugiere que la liberacion de citocinas y quimiocinas neuroinflamatorias, astrogliosis reactiva y
activacion microglial en MPS |l pueden ser completamente anuladas por LV.IDS.ApoEll, y solo parcialmente con
LV.IDS.

La acumulacion de sulfato de heparan esta completamente normalizada con LV.IDS.ApoEll, pero no con LV.IDS

Se purificaron HS GAG a partir de cerebros de control y tratados de ratones MPS Il y se despolimerizaron en
disacaridos HS individuales usando enzimas heparinasas bacterianas seguido de etiquetado fluorescente de los
extremos reductores de disacaridos individuales usando AMAC. Se utilizé la separacién por HPLC de fase inversa
para cuantificar y determinar las contribuciones individuales y los patrones de sulfatacion de cada disacarido HS.

El analisis de HPLC permite calcular los niveles relativos de HS total entre WT, MPS |l sin tratar y todos los grupos de
tratamiento (como se muestra en la Figura 4e). Se detecté un aumento de 6 veces en la HS total en cerebros de
ratones MPS 1l y ratones tratados con WT-HSCT (p<0.0001). Curiosamente, los ratones tratados con LV.IDS
mostraron una disminucion en la acumulacion total de HS en el cerebro a aproximadamente 3 veces los niveles de
WT. Lo mas importante es que los ratones tratados con LV.IDS.ApoEIl mostraron una normalizacion completa de los
niveles de HS en el cerebro de nuevo a los niveles de WT (como se muestra en la Figura 4e).

El analisis de composicion de HS mostré aumentos significativos del disacarido tri-sulfatado UA (2S)-GIcNS (6S) y
aumentos en UA (2S)-GIcNS en cerebros con MPS |l no tratados (como se muestra en la Figura 4f). Esta tendencia
se revirtid parcialmente con WT-HSCT y LV.IDS, aunque solo se obtuvo una correccién completa de vuelta a los
niveles de WT en el grupo LV.IDS.ApoEll.

Los disacaridos HS monosulfatados mostraron una tendencia significativamente diferente; cuando los niveles de UA-
GIcNS con MPS Il sin tratar y tratados con WT-HSCT fueron mas bajos que en los cerebros WT (como se muestra en
la Figura 4f). Esto mejoré parcialmente con el tratamiento de LV.IDS, pero solo se corrigié por completo en el grupo
con LV.IDS.ApoEll.

La patologia esquelética mejora con todas las estrategias de trasplante en ratones con MPS Il

Se realizaron radiografias de todo el cuerpo bajo anestesia completa en ratones de control y tratados para obtener
datos sélidos sobre la extension de los sintomas esqueléticos en el modelo de ratéon MPS Il. Se midieron los anchos
de los arcos cigomaticos y los huesos largos apendiculares (humero y fémur) utilizando el software de imagenes
ImageJ.
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La anchura de los arcos cigomaticos, que aumentan significativamente en los animales con MPS Il sin tratar, se
redujeron a dimensiones de WT en todos los grupos trasplantados, incluido WT-HSCT (como se muestra en las Figuras
5a, 5b). Los anchos del humero se redujeron significativamente en los grupos WT-HSCT y LV.IDS, aunque sélo se
obtuvo una correccién completa en los animales tratados con LV.IDS.ApoEll (como se muestra en la Figura 5c).
Ademas, el ancho del fémur en todos los animales tratados no mostré diferencias significativas en comparacion con
los animales con WT, lo que sugiere un rescate esquelético significativo.

La inflamacioén periférica se anula tras el trasplante de células madre hematopoyéticas (HSC) modificadas con WT,
LV.IDS o LV.IDS.

Se detectaron niveles elevados de MCP-1, MIP-1a y RANTES en los higados de ratones MPS Il a los 8 meses de
edad, que fueron completamente anulados por los tratamientos con WT-HSCT, LV.IDS- o LV.IDS.ApoEll (Figura 5E-
5G). Estos datos sugieren que WT-HSCT, LV.IDS y LV.IDS.ApoEll producen cantidades suficientes de enzima
periférica para corregir completamente la inflamacién periférica crénica en ratones MPS |I.

La expresion génica de los marcadores de insuficiencia cardiaca Nppb y Myh7 esta normalizada en los grupos WT-
HSCT, LV.IDS y LV.IDS.ApoEll

Se investigd la expresion de Nppb y Myh7, dos marcadores asociados con miocardiopatias y patologia cardiaca, que
podrian ser indicadores de mayores riesgos de insuficiencia cardiaca en el modelo de raton MPS Il. Se encontro que
la expresion de Nppb, que codifica el péptido natriurético cerebral (BNP) que es secretado por los ventriculos y regula
el estiramiento de los miocitos y la presion arterial, es aproximadamente 16 veces mayor en MPS |l que en ratones
macho WT (Figura 5H). La expresion de Nppb se estabilizé6 completamente de nuevo a los niveles de WT en los grupos
WT-HSCT, LV.IDS y LV.IDS.ApoEll (Figura 5H). La expresion de Myh7, que se encuentra principalmente en el corazén
embrionario y codifica la cadena beta pesada de miosina como un componente clave del musculo cardiaco y las fibras
musculares de tipo |, se elevd en animales con MPS |l sin tratar. La expresién de Myh7 en los grupos WT-HSCT,
LV.IDS y LV.IDS.ApoEll fue similar a la expresién de WT (Figura 5I).

Sobreexpresion de IDS después del trasplante de LV.IDS y LV.IDS. Las HSC transducidas con ApoEll no producen
una respuesta inmune a las IDS humanas.

Para estudiar si las células modificadas genéticamente eran capaces de mediar la tolerancia a la IDS humana después
del trasplante, analizamos el plasma de ratones que recibieron un acondicionamiento mieloablativo completo seguido
de un trasplante de LV.IDS o LV.IDS.ApoEll, ambos sobreexpresando IDS humanas, para anticuerpos IgG contra IDS
humanas. Los titulos generales de IgG especificos de IDS en los grupos LV.IDS y LV.IDS.ApoEll permanecieron en
el intervalo normal y no contribuyeron a una respuesta inmune a las enzimas (Figura 5J).

El tratamiento LV.IDS.ApoEll actua a través de multiples mecanismos

Tras el aumento observado de la actividad enzimatica en plasma y el aumento de la actividad enzimatica por VCN en
ratones tratados con LV.IDS.ApoEll (Fig. 2f, 2j), se planted la hipétesis de que el tiempo de circulaciéon de la enzima
podria aumentar. Se inyectaron niveles equivalentes de enzima IDS e IDS.ApoEll en ratones MPS Il y se controlaron
los niveles de proteina mediante ELISA (Fig. 9A). Curiosamente, la tasa de eliminacion de enzimas, ya sea por
degradacion o absorcion en los érganos, fue similar entre los grupos IDS e IDS.ApoEll y se eliminé de manera efectiva
en ambos grupos a los 30 minutos.

Los siguientes niveles de enzima activa en el plasma en comparacién con la proteina IDS total se compararon y
midieron mediante ELISA, planteando la hipotesis de que la conformacion de la enzima puede alterarse con la adiciéon
del residuo de ApoEll, lo que confiere proteccion adicional contra la degradacion. IDS.ApoEll parecié ser mas activo
por unidad de proteina IDS en plasma (Fig. 9B). Esto puede sugerir que el sitio activo de la enzima IDS nativa se
degrada rapidamente en el plasma, mientras que la adicion de ApoEll es protectora y prolonga eficazmente la actividad
enzimatica in vivo.

Se uso la linea de células endoteliales BHE bEND.3 para determinar si habia alguna diferencia en la captacion de
enzimas por las células endoteliales. Estas células producen una capa BHE eficaz en transpozos (Fig. 9C) y expresan
tanto los destinatarios de LDLR como los de la proteina 1 relacionada con LDLR (LRP1) (Fig. 9D, 9E). Con el fin de
asegurar que cada enzima tenga un estado M6P similar al de la enzima producida por HSCGT, usamos la enzima IDS
e IDS.ApoEll secretada en el medio después de la transfeccién de células microgliales humanas CHME3 y
estandarizada por ELISA. En cultivo de monocapa, comparamos la captacion de IDS frente a IDS.ApoEll en células
bEND.3, identificando un aumento de 4.7 veces en la captacién celular con la adicion del péptido ApoEll (Fig. 9F). A
continuacion, se compararon la captacion y transcitosis de IDS o IDS.ApoEll a través de capas de células polarizadas
de células endoteliales bEND.3 en transpozos para imitar la BHE. Fueron evidentes aumentos de 2.6 veces en la
captacion, similar a cuando las células se cultivaron en monocapa, junto con un aumento de 1.5 veces en la transcitosis
hacia el lado basolateral del transpocillo (Fig. 9G, 9H).

Ademas, el bloqueo de los destinatarios dependientes de ApoE usando ApoE o el bloqueo de los destinatarios de M6P
usando M6P (Fig. 91), reveld que IDS.ApoEll fue captado preferencial e inesperadamente a través de los destinatarios
de M6P, aunque el bloqueo con el péptido ApoE también inhibié significativamente la captacion de IDS.ApoEll en
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aproximadamente un 30%. La secuencia del péptido ApoEll también codifica un sitio HS, necesario como
codestinatario para la unidon de destinatario/ligando de ApoE a sus destinatarioes, incluidos LDLR y LRP1 (Ji et al,
1993). El pretratamiento de células con heparinasa también resulté en una reduccion en la captacion de IDS.ApoEll
en aproximadamente un 30%, similar a los resultados con el péptido ApoE, lo que sugiere que ApoE/HS también
puede ser importante en la captacion y transcitosis a través de las células bEND3.

Discusioén

La adicion del conector y del péptido ApoEll no cambid la expresion, produccién o secrecion de la enzima IDS in vitro,
pero produjo niveles suprafisiolégicos de la enzima IDS en las HSC transducidas usando vectores tanto de LV.IDS
como también de LV.IDS.ApoEll para un nimero de copia de vector similar. El injerto completo de las células del
donante CD45.1+ (>80%) se obtuvo usando acondicionamiento mieloalativo completo usando busulfano en todos los
animales trasplantados, sin diferencias significativas en los ensayos de diferenciacion in vitro cadena abajo posteriores
en el momento del trasplante (datos no mostrados).

Sorprendentemente, los niveles de actividad de la enzima IDS en plasma en el grupo LV.IDS.ApoEll fueron
aproximadamente tres veces mas altos que en LV.IDS, incluso con VCN mas bajo en glébulos blancos. Esto se traduce
en una mayor actividad enzimatica por copia en el grupo LV.IDS.ApoEll, lo que sugiere que el residuo ApoEll estabiliza
0 mejora la actividad al cambiar su conformacion, y parece proporcionar un efecto protector contra la inactivacion
enzimatica, pero no la eliminacién en plasma (Figura 8). Se detecté una mayor captacion de IDS.ApoEll en células
bEND.3 en comparacion con IDS sin modificar y se creia que estaba mediada predominantemente por M6PR. La
porcién de union al destinatario de apoE utilizada en la enzima de fusion IDS.ApoEll (residuos 142-147) es capaz de
formar un complejo de union de alta afinidad con un fragmento HS de octasacarido compuesto por cuatro repeticiones
de UA(2S)-GIcNS (6S), que son abundantes en las superficies de las células endoteliales e incluso mas abundantes
en MPS Il. La HS actua tipicamente como un codestinatario en muchas interacciones de ligando destinatario y el
aumento de la union a proteoglicanos de HS (HSPG) a través de ApoEll podria mediar en un aumento en la captacion
celular a través del LDLR, la proteina 1 relacionada con el LDLR (LRP1), M6P o mediante la captacion directa de un
complejo apoE-HSPG.

Se detectaron cantidades similares de actividad enzimatica dentro del cerebro entre los grupos LV.IDS y
LV.IDS.ApoEll, pero la correccion se completé solo en LV.IDS.ApoEll con una eliminacién mejorada de LAMP2 de
neuronas y astrocitos. Una explicacion para esto es que la captacion de enzimas del espacio intersticial puede ser
mas eficiente usando IDS.ApoEll, corrigiendo asi las células cerebrales residentes de manera mucho mas efectiva
que la IDS no modificada mientras se mantienen los mismos niveles generales (Figura 8).

Se observé una correccion completa de las elevaciones de almacenamiento primario y una normalizacion global del
patrén de sulfatacion, que juega un papel principal en la neuroinflamacion, en animales tratados con LV.IDS.ApoEll.
La correccién parcial del almacenamiento primario de HS en el cerebro es insuficiente para corregir el comportamiento
cognitivo. La acumulacion de HS en MPS |l probablemente podria proporcionar una de las primeras sefales que
desencadenan la neuroinflamacién y exacerban la neurodegeneracion. El patron de sulfatacion también desempefia
un papel crucial en la funcién celular y la homeostasis de union a HS, ya que las HS 6-O- y 2-O-sulfatadas son
esenciales para la sefalizacion del factor de crecimiento de fibroblastos y el factor 1 derivado de células estromales
(CXCL12). De hecho, se demostré que el exceso anormal de HS en MPS | reduce la migracion de las HSC en
condiciones limitantes mediante el secuestro de CXCL12 (42). En el contexto de este estudio, los aumentos en los
disacaridos sulfatados en el tejido cerebral de los animales enfermos podrian promover una mejor captacion celular
de la enzima IDS.ApoEll, mejorando asi la direccion de la enzima a las células enfermas.

Se observo una captacion significativamente aumentada de IDS.ApoEll en células bEND.3 en comparacion con IDS
mediante un mecanismo basado en ApoE/HS y por medio de los destinatarios de M6P. El uso de multiples mecanismos
de determinar dianas podria mediar una determinacion de dianas mas eficiente en células con deficiencia de enzimas
en todo el cuerpo, asi como a través de la BHE. La porcién de union al destinatario de ApoE utilizada aqui es capaz
de formar un complejo de union de alta afinidad con un fragmento HS de octasacarido compuesto por cuatro
repeticiones de UA(2S)-GIcNS(6S), que son abundantes en superficies de las células endoteliales e incluso mas
abundantes en MPS |l. En el contexto de este estudio, los aumentos en los disacaridos sulfatados en el tejido cerebral
de animales enfermos podrian promover una mejor captacion celular de la enzima IDS.ApoEll, a través del motivo de
union a HS en el péptido ApoEll, mejorando asi la determinacion de diana de la enzima hacia las células enfermas.
HS actua tipicamente como un codestinatario en muchas interacciones de ligando destinatario y el aumento de la
union a los proteoglicanos de HS a través de ApoEll podria mediar un aumento en la captacién celular a través de
LDLR, LRP1, M6P o mediante la captacion directa de un complejo ApoE-HSPG. La estabilidad plasmatica mejorada
junto con el aumento de la captacion de BHE vy la transcitosis podrian explicar en conjunto la normalizacion del
almacenamiento de HS y DS, asi como varias otras neuropatologias en el cerebro observadas con LV.IDS.ApoEll, en
ausencia de diferencias significativas en la cantidad de enzimas cerebrales. Se ha visto un efecto similar de aumento
de captacion, eliminacion y asociacion celular para actividades enzimaticas similares en MPS 1lIB y enfermedad de
Pompe usando enzimas acopladas a etiquetas GILT que apuntan a un epitopo alternativo de M6P a través de un
péptido dirigido al destinatario IGFII. En este estudio, se mostraron pequefios aumentos en la actividad de las enzimas
cerebrales con SGSH.ApoB sin cambios significativos sobre los IDS nativos
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La neuroinflamacion se informa cominmente en los LSD, probablemente causada por la acumulacién de diversas
moléculas no degradadas, que activan cooperativamente y perpetian un medio neuroinflamatorio que puede
exacerbar la enfermedad misma. Los ratones MPS Il provocan una fuerte respuesta inflamatoria en el cerebro, con
niveles elevados de MIP-1a, IL-1a, RANTES y MCP-1. Los niveles de MIP-1q, IL-1a y RANTES se normalizaron
completamente en el grupo LV.IDS.ApoEll, con solo disminuciones parciales en los ratones tratados con LV.IDS.
Curiosamente, los niveles de MCP-1 permanecieron elevados en MPS |l y en todos los ratones acondicionados con
busulfan. Como hemos demostrado anteriormente, el acondicionamiento con busulfano conduce a aumentos a largo
plazo en los niveles de MCP-1 en el cerebro, un mediador clave de la transmigracién celular al SNC, y ejerce un efecto
transmigratorio a largo plazo. Aproximadamente el 20% del busulfan inyectado por via intravenosa puede atravesar la
BHE, impulsando una respuesta de MCP-1 pro-migratoria aun mas fuerte, que en ultima instancia puede facilitar la
transmigracion de leucocitos derivados de donantes a través de la BHE al SNC en ratones MPS Il y proporcionar
medios adicionales de trafico de enzima en el parénquima cerebral.

La activacion microglial y la astrocitosis se informan comunmente en los trastornos de MPS, incluido este estudio.
Observamos una abrogacion completa de la tincion de GFAP y LAMP2 en la corteza, el putamen caudado, el
hipocampo y la amigdala de ratones LV.IDS.ApoEll, con sélo una correccion parcial de las mismas areas en el grupo
LV.IDS. Ademas, se observo una normalizacion completa de la microglia activada en la corteza y el cuerpo estriado
de ratones tratados con LV.IDS.ApoEll, con solo una reduccién del 50% en LV.IDS. El tratamiento con LV.IDS.ApoEll
es comparable a la correccion de la astrogliosis y la activacion microglial reportada usando inyeccion directa de AAV9-
IDS en el LCR (15). Se detecto inflamacion periférica en higados de ratones MPS II, con marcadas elevaciones en los
niveles de MCP-1, MIP-1a y RANTES, y fue abrogada por todos los trasplantes, lo que indica que los niveles de enzima
IDS periférica obtenidos con un alotrasplante pueden mediar una reduccion en inflamacion en la periferia.

Como paradigma sensible y ampliamente aceptado de comportamiento exploratorio y memoria de trabajo espacial, el
laberinto en Y explica las posibles deficiencias fisicas en ratones MPS I, a diferencia del laberinto de Barnes, que
puede invalidarse por un rendimiento fisico diferencial. Se observé una correccion conductual completa de los déficits
cognitivos en el grupo LV.IDS.ApoEll junto con la normalizacion de la coordinacion y el equilibrio. Nuestra hipétesis es
que las mejoras cognitivas probablemente se deben a una combinaciéon de factores; una reduccidon en el
almacenamiento primario de HS junto con la abrogacion completa de la neuroinflamacion crénica, astrogliosis y
activaciéon microglial, todas las cuales solo se observaron en animales tratados con LV.IDS.ApoEll. El rescate de la
coordinacion y el equilibrio se puede atribuir al rescate central o periférico, o una combinacion de los mismos. Mas
importante aun, esto destaca aun mas que la adicion del péptido en tandem de ApoE es absolutamente necesaria
para dirigir la enzima IDS al cerebro para proporcionar una correccion completa del aspecto neurocognitivo en ratones
MPS II.

Los presentes inventores y otros han informado de anomalias esqueléticas progresivas en el modelo de raton MPS I,
tales como agrandamiento de estructuras 6seas craneofaciales y fémures, que se correlacionan con la disostosis
multiple observada en pacientes con MPS |l. Dado que hay poca enzima dirigida al cartilago o las lesiones 6seas, ERT
que usa idursulfasa mostré beneficios limitados en el dolor articular, la rigidez o la amplitud de movimiento, aunque
los tratamientos anteriores podrian proporcionar beneficios. En nuestro estudio, los anchos de los arcos cigomaticos,
el humero y los fémures se redujeron significativamente en todos los animales trasplantados, incluido el WT-HSCT, lo
que sugiere que algun nivel de enzima puede penetrar el tejido dseo si se trata en un momento temprano cuando el
fenotipo esquelético permanece leve. Esto es en parte comparable a la terapia génica AAV2/8TBG-IDS dirigida al
higado, donde también se corrigieron las anomalias craneofaciales. Es importante destacar que es probable que se
requiera una disponibilidad sostenida de enzima para el esqueleto y las articulaciones desde un momento temprano
para las mejoras clinicas.

La afectacién cardiaca en MPS Il varia desde patologia valvular progresiva, hipertrofia ventricular izquierda, aumento
del grosor de la pared hasta hipertension sistémica, lo que produce un fenotipo cardiaco complejo que sigue siendo
dificil de tratar (49). Una gran cantidad de factores pueden desencadenar la activacion de factores de transcripcion,
correguladores y microARN que alteraran la expresion de genes cardiacos. HS GAG también regulan parcialmente
Sonic Hedgehog (Shh), involucrado en la ontogénesis y la regeneracion cardiaca, la cual disminuye junto con Pfch1,
FoxM1y Bmp4 en ratones MPS |l. La expresion de Nppb y Myh7, dos genes previamente implicados con insuficiencia
cardiaca en ratones MPS IlIB, se elevo hasta 18 veces y 9 veces por encima de los niveles de WT, respectivamente,
lo que sugiere una desregulacion significativa de genes cardiacos y vias cardiacas en ratones MPS Il lo cual se rescata
con todos los trasplantes. Por lo tanto, la entrega sostenida de la enzima IDS en la periferia puede beneficiar al tejido
cardiaco y restaurar la expresion génica cardiaca normal, aunque solo sea parcialmente. En general, se ha
demostrado por primera vez que la expresion de genes cardiacos implicados en la insuficiencia cardiaca se puede
modular a niveles de WT trasplantando HSC que expresan niveles endégenos o suprafisiolégicos de enzima IDS, y
que esto puede ser un paso significativo en tratamiento del fenotipo cardiorrespiratorio en pacientes con MPS II.

Las proteinas y enzimas inmunolégicamente extrafias tales como ERT pueden desencadenar la liberacion de
anticuerpos inhibidores que pueden disminuir la eficacia terapéutica, aunque el quimerismo molecular y celular
después del HSCT puede inducir tolerancia a antigenos especificos del donante. No se detectaron anticuerpos IgG
contra IDS recombinantes humanos en plasma de ratones tratados con LV.IDS y LV.IDS.ApoEll, y no se identificaron
sintomas adversos que pudieran atribuirse a anticuerpos neutralizantes. En general, esta es una fuerte indicacion de
que la terapia génica con células madre hematopoyéticas (HSCGT) puede inducir tolerancia y que ambas enzimas
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producidas son bien toleradas por el sistema inmunoldgico. Por ultimo, la adicion del residuo del péptido ApoEll no
genera un aumento de la sensibilidad inmunitaria en comparacién con los IDS no modificados.

Significativamente, la adicién de la repeticion en tandem de apoE a la IDS humana permite la correccién completa de
la neuroinflamacion, la neurodegeneracion y el comportamiento cognitivo en el modelo de ratén MPS 1l, probablemente
mediante una combinacién de mayor captacion y mecanismos de estabilizacion enzimatica. Los enfoques de terapia
génica anteriores han destacado el potencial terapéutico de las enzimas de fusién BBB con el dominio de union al
destinatario de otros complejos Apo como ApoB y ApoE para corregir la patologia cerebral en modelos de enfermedad
de LSD y su prometedor uso clinico para los trastornos MPS. Este es el primer estudio que destaca el uso combinado
de HSCGT y la enzima de fusion ApoEll para corregir completamente los fenotipos neuroldgicos, esqueléticos,
inflamatorios y conductuales en ratones MPS |l. Los experimentos muestran la idoneidad de HSCGT usando enzima
modificada con ApoEll para el tratamiento de pacientes con MPS II.

Las formas de realizacién anteriores no pretenden limitar el alcance de la proteccion proporcionada por las
reivindicaciones, sino mas bien describir ejemplos de como se puede poner en practica la invencion.

Listados de secuencias

SEQ ID No. 1 (secuencia de ADN de colDS)

abtgootocac ctagaactgg aagaggoctg ctgbggotgg gocbggtgel gtcoctagbglg &0
tgtgtggooo tgggoagoga gacacaggoc aacagcacaa cogacgoocht gaacgtgetg 120
cbgatcatog tggacgacch gaggeoctage ctgggcobgelbl acggeogataa gebogtgogg 180
agococcaaca togatcageob ggoctotcac agoctgotgt tocagaacgo attogeacag 247
caggeagbglt gogocococag cagagbgbcob ttectgacog geoagaaggoco cgacacoacso 300
cggeotgtacg acttecaacag ctactggeogg gtgocacgcocog geoaacttcag caccatocoo 360
cagtacttca aagaaaacgqg ctacgbgace atgagegbgg geaaggbgblb ccaccoogge 420
atcageoteoca accacaccga cgacageocce tacagetgghbt cotbtcocccaco ctaccaccoo 480
agecagogaga agtacgagaa caccaagace bLgecagaggec cogacggoga gebgeatgeeo 540
aatctgetgt gococcogtgga cgtgetggat gtgcocctgagyg gaaccctgec cgacaageoag 600
Letaccgage aggeocattea getgelggaa aagalgaaga ccageogocag coccbtotbe &80
cbggeoogbgg gotatbtecacaa geoccocacatbte ccocbbbecagal acccoccaaaga gtbcoccagaag 720
clLgtaccocco Lggaaaacal caccclggcocce cccgaleclg agglbgoccaga LggaclLgcocl 780
cocgbggect acaacceclhyg gatggacate cggeagegeg aggatgbgea ggeccctgaat 840
atcageogtge cctacggeos catoccoceogtyg gattbteocage ggaagatocg goagagotac 900
Ltegeocageg tgtoctacclh ggacacccaa gtgggcagac bLgebgagoge ccbggacgat 960
ctgecagetgg ccaactecac cateattgee ttcaccageg accacggetg ggocctggga 1020
gaacatggog agbtgggeocaa gtacagceaac bttegacglbgg ccacccacglh goccctgabo 1080
Ltetacgtge caggeagaac cgcocagectbyg cocbgaggebtyg gegagaageb gtbecottac 1140
cbggacceoct togacagege cbooccagebg atggaaccbg geoagacagag cabggaccolhg 1200
gbggaactgg tgteccbglblt ccccacaclty gocggactbygyg cbggactgea gglbgoccoccclt 1260
agabtgtececg tgectageLl tecacgbggaa ctgbgeagag agggcaagaa ccbgcectgaag 1320
cactlLccggl Lcoccgggaccl ggaagaagal ccclacclgce cocggcaaccc cagagadclg 1380
abegectaca geocagtacee cagaccecage gacabcoccbe agbggaacag cgacaagooo 1440
agcocclgaagg acalcaagal calgggceclac agocalccgga ccalblcocgacla ccgglacacc 1500
gLgtggglgg gallecaacece cgacgaglblle cbtggecaall CLelecgacal ccacgococggg 1580
gagcbtgtact tegtggacag cgatoccctyg caggaccaca acabgtacaa cgacagocag 1620
ggcggogace btgllecagel gelgabgece 1850

SEQ ID No. 2 (Secuencia de ADN de IDS de tipo silvestre)
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atgoogocac
tgogbogeoco
ctcatcateg
Lcocccaaata
caagcagtgt
cgocbgtacg
cagtacttca
atatcticta
Lectetgaga
aaccbgottt
agocactgage
ctggoegttyg
Ltgtatecececl
cebgbggect
abtcagltgtgc
Ltbgectebg
cttcagctgg
gaacalggag
ttctatgttc
cbcgaccclkt
gtggaacttyg
cgocltgoocccg
cattttcocgat
atbtgectata
agkttLaaaag
gtgtgggtLg
gaactgtatt

gglbggagalc

cocoggacogg
tocggatccocga

tggatgacct
Ltgaccaact
gogoocogag
actibcaactc
aggagaatgg
accataccga
agtatgaaaa
gocctgtgga
aagecataca
ggtatcataa
Lggagaacal
acaaccoctyg
cgLatgglec
Ltgtecatattt
cCcaacagcac
azalgggcocaa
ctggaaggac
LLgallccgo
tgtoctotttt
Lbectbcatlh
tcogtgactt
gecagtatec
abLataaagal
golbbeaateo
LLgtggatte
LLbbecaglhl
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cogaggoctt
aacgcaggcc
gogeoccotoo
ggcatoocac
cogogtitot
ctactggagg
ctatgtgace
Lgattcboog
cactaagaca
tgtgectggat
gbtLgttggaa
gocacacate
caccclbggoo
gatggacate
aalLtccbglbg
ggatacacag
catcattgca
abtacagcaal
ggcttcactt
clcacagltlg
tococcacgeotyg
Lcacgliigag
ggaagaggat
ceggecttea
cakbgggctat
Lgatgaattt
Lgaccecatbg
gblLgatgccl

cbotggotgy
aactcgacca
cbgggotgtbt
agcocbocteot
tbtectoacty
gbgcacgcbyg
atgteggtgg
Ltatagctggt
Lgtcgaggge
gttoocgagg
aagabgaaaa
coccbbocagat
cocegabooeg
aggcaacgdg
gacLtbLcagec
gLeggoogec
Lttacctcogg
LLtgatgtlg
cocggaggoag
alggagccag
gotggacttg
cbgblgcagag
ccgtacctoo
gacatcocte
Loccatacgeoa
cLagetaact
caggatecaca

gbotggttet
cagatgoctbct
atggggataa
Loccagaatge
gcaggagacae
gaaacttotc
gaaaagteotl
cbttteoecace
cagatggaga
gcaccttgeo
cgtecageocag
accocaagga
aggLeoccbga
aagacgteoca
ggaaaalLceog
Lettgagbge
atcatgggtg
cLaccocakbgl
gocgagaageh
gcaggcaalc
caggactgeca
aaggcaagaa
ctggtaatcc
agtggaatte
ccabtagacta
Lttetgacak
atatgtataa

SEQ ID No. 3 (secuencia de ADN de repeticion en tandem de ApoE (ApokEll))

gagcteoogbo
gaacgttctt
gctggtgagg
ctbtgogoag
Lgacaccace
caccatocoo
Lcaccotggg
Ltatcatcct
acbecatgee
Lgacaaacag
LecbLbtetie
atbttcagaag
Lggecbacee
agccttaaac
ccagagcltac
Lttggacgat
ggctctaggt
Lecccbgalka
ttteooccttac
cabggaccllU
ggttccacct
ccbtcoctgaag
cocgbtgaactyg
Lgacaagecg
Laggtatact
ccaltgcaggg
Lgattecocaa

ctgagaaagc tgcggaagceg getgetgetg aggaagcetga gaaaaagact getg 54

ctgggagggg gaggatctgg cggaggcgga agtggeggeg gaggatcagg gggcggagge

SEQ ID No. 5 (secuencia de aminoacidos de colDS)

MPPPRTGRGL
SENIDQLASH
QYFKENGYVT
NLLCEVDVLD
LYPLENITLA
FASVSYLDTQ
FYVEPGRTASL
RCPWVPSFHVE
SLEDIEIMGY
GGDLEQLLME

MPEEPRTGRGL
SPNIDQLASH
QYFEENGYWVT
NLLCEVDVLD
LYPLENITLA
FASVSYLDTOQ
FYWVPGRTASL
RCPVPSFHVE
SLEDIKIMGY
GGDLEQLLMP

LWLGLVLS SV
SLLEQNAFAD
MSVGEVEHPG
VPEGTLEDEQ
FDPEVFDGLE
VGRLLSALDD
PEAGEKLFEY
LCREGENLLE
SIRTIDYRYT

LWLGLVLS SV
SLLEQNAFAQ
MSVGKVEHEG
VEPEGTLEDEQ
FDPEVPDGLE
VGRLLSALDD
PEAGEKLFPY
LCREGENLLK
SIRTIDYRYT

LRKLRKRLLL RKLRKRLL 18

SEQ ID No. 4 (secuencia de ADN de conector)

CWVALGSETOQA
QAVCAPSEVS
ISSNHTDDSP
STEQAIQLLE
PVAYNEWMDI
LOLANSTIIA
LDPFDSASQL
HERFRDLEED
VWWVGFNEDEFR

CVALGSETQA
QAVCAPSEVS
ISSNHTDDSE
STEQATQLLE
PVAYNPWMDI
LOLANSTITA
LDPEFDSASQL
HFRFRDLEED
VWWVGENPDEE

NSTTDALNVL
FLTGREFDTT
YSWSEFPPYHP
EMETSASEEF
ROREDVOALN
FT3DHGWALG
MEFPGRQSMDL
PYLPGNFPREL
LANFSDIHAG

SEQ ID No. 6 (secuencia de aminoacidos de IDS de tipo silvestre)

NSTTDALNWVL
FLTGRREDTT
YSWSFPEYHP
KMKTSASEFF
ROREDVQALN
FTSDHGWALG
MEPGRQSMDL
PYLPGNFPREL
LANFSDIHAG

18

LITIVDDLEFPS
RLYDEFNSYWR
SSEKYENTKT
LAVGYHKPHI
ISVEYGEPIEV
EHGEWAKY SN
VELVSLEPTL
IAYSOYPRPS
ELYFVDSDPL

LIIVDDLRES
RLYDFNSYWR
S3EKYENTET
LAVGYHKPHI
ISVEPYGPIEV
EHGEWAKY SN
VELVSLEPTL
IAYSOYPRES
ELYEVDSDPL

60 tct

LGCYGDELVE
VHAGNESTIP
CRGPDGELHA
FERYEPKEFQK
DEQREKIRQSY
FDVATHVFPLI
AGLAGLOVEP
DIFPQWNSDEP
QDHNMYNDSQ

LGCYGDELVE
VHAGNESTIP
CRGPDGELHA
PEFRYPEKEFQK
DEQREIRQSY
FDVATHVPLI
AGLAGLOVPP
DIPQWNSDKP
QDANMYNDSQ

SEQ ID No. 7 (secuencia de aminoacidos de repeticiones en tandem de ApoE (ApoEll))

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
880
720
780
840
900
960

1320
1080
1143
1200
1260
1320
1387
1440
1500
1560
1820
1850

63

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
350

&0
120
1830
240
309
360
423
480
340
350
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SEQ ID No. 8 (secuencia de aminoacidos de conector)
LGGGGSGGGG SGGGGSGGGEG S 21
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atgcctccac ctagaactgg aagaggcoetg ctgtggetgg geectggtget gtetagtgtg 60
tgtgtggcece tgggcagcoga gacacaggoce aacagcacaa ccgacgcecct gaacgtgetg 120
ctgatcatcg tggacgacct gaggcctage ctgggctget acggegataa gotcogtgegg 180
agccccaaca tcgatcaget ggectectcac agectgetgt tccagaacge attcgcacag 240
caggcagtgt gegececccag cagagtgtet ttectgaceqg gecagaaggec cgacaccacc 300
cggctgtacg acttcaacag ctactggegg gtgcacgecg gcaacttcag caccatccec 360
cagtacttca aagaaaacgg ctacgtgacc atgagegtgg gcaaggtgtt ccaccecegge 420
atcagctcca accacaccga cgacageccece tacagetggt ccttcoccace ctaccaccce 480
agcagcgaga agtacgagaa caccaagacce tgcagaggcoc ccgacggcga gcetgeatgec 540
aatctgctgt gcccegtgga cgtgetggat gtgectgagg gaaccctgec cgacaagcag 600
tctaccgagc aggccattca gctgctggaa aagatgaaga ccagcgccag ccccttettco 660
ctggccgtgg gctatcacaa geccccacatce cctttcagat accccaaaga gtteccagaag 720
ctgtacccecc tggaaaacat cacectggee ccegatcetg aggtgecaga tggactgect 780
cccgtggect acaacccctg gatggacate cggocagogog aggatgtgea ggocctgaat 840
atcagcgtge cctacggcec catccecegtg gatttccage ggaagatceg gecagagctac 900
ttcgeccageg tgtcctacct ggacacccaa gtgggcagac tgetgagege cctggacgat 9560
ctgecagetgg ccaactccac catcattgec ttcaccageg accacggetg ggocctggga 1020
gaacatggceg agtgggccaa gtacageaac ttegacgtgg ccaceccacgt geccctgatce 1080
ttctacgtgc caggcagaac cgccagcectg cctgaggetg gocgagaaget gttcocccttac 1140
ctggacccct tcgacagege ctcccagetg atggaacctg gcagacagag catggacctg 1200
gtggaactgg tgtcecctgtt cececcacactyg gecggactgg ctggactgea ggtgecceoct 1260
agatgtcccg tgcctagcectt tcacgtggaa ctgtgcagag agggcaagaa cctgetgaag 1320
cactteceggt tccgggacct ggaagaagat ccctacctge ceggcaacce cagagagetg 1380
atcgcctaca gccagtacce cagacccagce gacatcccte agtggaacag cgacaagccce 1440
agcctgaagg acatcaagat catgggetac agecatccgga ccatcgacta coggtacacco 1500
gtgtgggtgg gattcaaccc cgacgagttc ctggocaatt tctccgacat ccacgeoeggg 1560
gagctgtact tcgtggacag cgatcccctg caggaccaca acatgtacaa cgacagccag 1620
ggcggcgacce tgttccaget getgatgece 1650
<210> 2
<211> 1650

5 <212> ADN
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<213> Homo sapiens

23

<400> 2
atgcecgecac cccggaccgg ccgaggectt ctetggetgg gtetggttet gagetcegte 60
tgcgtegece tcggatccga aacgcaggoce aactcgacca cagatgetct gaacgttett 120
ctcatcatcg tggatgacct gecgecectcoe ctgggetgtt atggggataa getggtgagg 180
tccccaaata ttgaccaact ggcatcccac agectectet tecagaatge ctttgegeag 240
caagcagtgt gegecccegag cegegtttet ttectcactg gecaggagacc tgacaccacce 300
cgcectgtacg acttcaacte ctactggagg gtgcacgetg gaaacttete caccatecece 360
cagtacttca aggagaatgg ctatgtgacc atgtcggtgg gaaaagtctt tcaccctggg 420
atatcttcta accataccga tgattctccg tatagcectggt cttttccacc ttatcatcet 480
tccteotgaga agtatgaaaa cactaagaca tgtcgaggge cagatggaga actccatgec 540
aacctgcttt gcecctgtgga tgtgctggat gttccecgagg gcaccttgec tgacaaacag 600
agcactgagc aagccataca gttgttggaa aagatgaaaa cgtcagccag tcctttette 660
ctggccgttg ggtatcataa gcoccacacatc cccttcagat accccaagga atttcagaag 720
ttgtatccet tggagaacat cacectggee ccegatcecg aggtecctga tggectacee 780
cctgtggect acaacccctg gatggacate aggcaacggg aagacgtcca agecttaaac 840
atcagtgtgc cgtatggtcc aattcectgtg gactttcage ggaaaatcecg ccagagctac 900
tttgcectetg tgtcatattt ggatacacag gteggecgec tettgagtge tttggacgat 960
cttecagetgg ccaacagcac catcattgea tttacctegg atcatgggtg ggetctaggt 1020
gaacatggag aatgggccaa atacagcaat tttgatgttg ctacececatgt tececctgata 1080
ttctatgttc ctggaaggac ggcttcactt ccggaggcag gcocgagaaget tttcccttac 1140
ctcgaccectt ttgattcege ctcacagttg atggagccag gocaggcaatc catggacctt 1200
gtggaacttg tgtctetttt teeccacgetyg getggacttg caggactgea ggtteocacct 1260
cgectgecceg tteocottcecatt tcacgttgag ctgtgocagag aaggcaagaa ccttectgaag 1320
cattttegat tcegtgactt ggaagaggat cegtacctee ctggtaatee cegtgaactg 1380
attgcctata gccagtatcc ccggoecttca gacatccctce agtggaattc tgacaagecg 1440
agtttaaaag atataaagat catgggctat tccatacgca ccatagacta taggtatact 1500
gtgtgggttg gcttcaatcc tgatgaattt ctagctaact tttctgacat ccatgecaggg 1560
gaactgtatt ttgtggattc tgacccattg caggatcaca atatgtataa tgattcccaa 1620
ggtggagatc ttttccagtt gttgatgect 1650
<210>3
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<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> repeticion en tandem de ApoE (ApoEll)
<400> 3
ctgagaaagc tgcggaagceg gcetgcetgetg aggaagctga gaaaaagact getg 54

<210> 4
<211> 63
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Conector
<400> 4

ctgggagggyg gaggatctgg cggaggcegga agtggeggeg gaggatcagg gggoeggagge

tet
<210>5
<211> 550
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> colDS
<400> 5

Met Pro Pro Pro Arg Thr Gly Arg Gly Leu Leu Trp Leu Gly Leu Val
1 5 10 15

Leu Ser Ser Val Cys Val Ala Leu Gly Ser Glu Thr Gln Ala Asn Ser
20 25 30

Thr Thr Asp Ala Leu Asn Val Leu Leu Ile Ile Val Asp Asp Leu Arg

24

60

63



Pro

Asp

Gln

Pro

vVal

His

145

Ser

Glu

Glu

Leu

Tyr

225

Leu

Ser

Gln

Ala

Asp

Gly

Thr

130

Thr

Ser

Leu

Gly

Glu

210

His

Tyr

Gly

Glu

35

Leu

Leu

Val

Thr

Asn

115

Met

Asp

Glu

His

Thr

195

Lys

Lys

Pro

Leu

Asp
275

Gly

Ala

Cys

Thr

100

Phe

Ser

Asp

Lys

Ala

180

Leu

Met

Pro

Leu

Pro

260

Val

Cys

Ser

Ala

85

Arg

Ser

Val

Ser

Tyr

165

Asn

Pro

Lys

His

Glu

245

Pro

Gln

ES2895263T3

Tyr

His

Pro

Leu

Thr

Gly

Pro

150

Glu

Asp

Thr

Ile

230

Asn

Val

Ala

Gly

Ser

Ser

Tyr

Ile

Lys

135

Tyr

Asn

Leu

Lys

Ser

215

FPro

Ile

Ala

Leu

40

Asp

Leu

Arg

Asp

Pro

120

Val

Ser

Thr

Cys

Gln

200

Ala

Phe

Thr

Tyr

Asn
280

25

Lys

Leu

Val

Phe

105

Gln

Phe

Trp

Lys

Pro

185

Ser

Ser

Arg

Leu

Asn

265

Ile

Leu

Phe

Ser

90

Asn

Tyr

His

Ser

Thr

170

Val

Thr

Pro

Tyr

Ala

250

Pro

Ser

Val

Gln

Fhe

Ser

Phe

Pro

Phe

155

Cys

Asp

Glu

Phe

Pro

235

Pro

Trp

Val

Arg

60

Asn

Leu

Tyr

Lys

Gly

140

Pro

Arg

Val

Gln

Phe

220

Lys

Asp

Pro

45

Ser

Ala

Thr

Trp

Glu

125

Ile

Pro

Gly

Leu

Ala

205

Leu

Glu

Pro

Asp

Tyr
285

Pro

Phe

Gly

Arg

110

Asn

Ser

Tyr

Pro

Asp

130

Ile

Ala

Phe

Glu

Ile

270

Gly

Asn

Ala

Arg

95

Val

Gly

Ser

His

Asp

175

Val

Gln

Val

Gln

Val

255

Arg

Pro

Ile

Gln

Arg

His

Tyr

Asn

Pro

160

Gly

Pro

Leu

Gly

Lys

240

Pro

Gln

Ile



Pro

Ser

305

Leu

Trp

Val

Ser

Asp

385

Val

Gln
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico que comprende una secuencia del gen iduronato-2-sulfatasa (IDS) y una repeticién en tandem
de la secuencia del gen de la apolipoproteina E (ApoEll).

2. El acido nucleico segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una secuencia conectora intermedia ubicada
entre la secuencia de IDS y la secuencia de ApoEll.

3. El 4cido nucleico segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la secuencia de IDS comprende una secuencia optimizada
por codén de la secuencia de IDS de tipo silvestre.

4. El acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que:

a) la secuencia de IDS comprende la secuencia segun SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 2 o una secuencia derivada que
tiene al menos un 90% de homologia de la misma; y/o

b) la secuencia de ApoEll comprende una o mas secuencias segun SEQ ID No. 3 o una secuencia derivada que tiene
al menos un 95% de homologia de la misma; y/o

c¢) la secuencia conectora intermedia comprende la secuencia segun SEQ ID No. 4 o una secuencia derivada que tiene
al menos un 95% de homologia de la misma.

5. El acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el acido nucleico se incorpora en
un vector de terapia génica y opcionalmente, el vector es un vector lentivirico.

6. El acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el &cido nucleico se transduce en
una o mas células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC).

7. El acido nucleico de cualquier reivindicacion anterior, para uso en el tratamiento, manejo, retraso de la progresion
o normalizacion de la mucopolisacaridosis tipo Il (MPS I1) o sindrome de Hunters.

8. Una composicién que comprende:
a) una primera fraccién que comprende iduronato-2-sulfatasa (IDS); y
b) una segunda fraccién que comprende una repeticién en tandem de la apolipoproteina E (ApoEll).

9. La composicion de la reivindicacion 8, en la que la primera y la segunda fraccién tienen una fraccion conectora
intermedia ubicada entre ellas.

10. La composicién de la reivindicacion 9, en la que:

a) la secuencia de aminoacidos de la primera fraccion comprende la secuencia segun SEQ ID No. 5 o una secuencia
derivada que tiene al menos un 90% de homologia de la misma; y/o

b) la secuencia de aminoacidos de la segunda fraccién comprende una o mas secuencias segun SEQ ID No. 7 o una
secuencia derivada que tiene al menos un 95% de homologia de la misma; y/o

¢) la secuencia de aminoacidos de la fraccion conectora intermedia comprende la secuencia segun SEQ ID No. 8 o
una secuencia derivada que tiene al menos un 95% de homologia de la misma.

11. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, para uso en el tratamiento, manejo, retraso de
la progresion o normalizacién de la mucopolisacaridosis tipo I (MPS 1) o sindrome de Hunters.

12. Células madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC) para uso en el tratamiento, manejo, retraso de la
progresion o normalizacion del desarrollo de mucopolisacaridosis tipo Il (MPS II) en un individuo, en donde las HSPC
se han extraido del paciente, transducido ex vivo con el acido nucleico reivindicado en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, y las HSPC transducidas se han administrado al individuo.

13. Una combinacion de un acido nucleico segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y una o mas células
madre y progenitoras hematopoyéticas (HSPC), en donde el acido nucleico es capaz de transducir las HSPC.
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Figuraé cont.
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Figura 7 cont.
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Figura 8
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