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PRECURSOR DE IDURONATO-2-SULFATASE HUMANA RECOMBINANTE
GLICOSILADA (IDS), METODO PARA TRATAR UM SUJEITO HUMANO

DIAGNOSTICADO COM MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO II (MPS II)
REFERENCIA CRUZADA PARA PEDIDOS DE PATENTES RELACIONADOS

[0001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente
Provisdério nos EUA 62/485.659, apresentado em 14 de abril de
2017, 62/573.921, apresentado em 18 de outubro de 2017,
62/574.355, apresentado em 19 de outubro de 2017 e 62/579.686,
arquivado em 31 de outubro de 2017, que s&do incorporados por

referéncia aqui na sua totalidade.
REFERENCIA A LISTA DE SEQUENCIAS APRESENTADA ELETRONICAMENTE

[0002] Este pedido incorpora por referéncia uma Listagem de
Sequéncias enviada com este pedido como um arquivo de texto
intitulado "Sequence Listing 12656-104-228.TXT" criado em 3 de

abril de 2018 e com um tamanho de 166.497 bytes.
1. INTRODUCAO

[0003] S&o descritas composicdes e métodos para a entrega de
iduronato-2-sulfatase recombinante humana (IDS) produzida por
células neuronais ou gliais humanas no liquido cefalorraquidiano
(LCR QU CFS - “cerebrospinal fluid”) do sistema nervoso central
(SNC ou CNS - “central nervous system”) de um individuo humano

diagnosticado com mucopolissacaridose II (MPS II).
2. ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0004] A sindrome de Hunter/MPS II é uma doenca genética rara
recessiva ligada ao X que ocorre em 0,5 a 1,3 por 100.000
nascidos vivos do sexo masculino. Esta doenca progressiva e

devastadora é causada por mutacdo genética no gene IDS, levando
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a deficiéncia da enzima de armazenamento lisossdmico iduronato-
2-sulfatase, uma enzima necesséaria para o) catabolismo
lisossbmico do sulfato de heparan e sulfato de dermatan. Esses
polissacarideos ubiquos, chamados GAGs (glicosaminoglicanos),
acumulam-se nos tecidos e o6rgdos dos pacientes com MPS 1II,
resultando em lesdes caracteristicas de armazenamento e diversas
sequelas de doencas. A morbimortalidade é alta nessa populacéo
de pacientes; Foli relatado que a morte ocorre com uma idade média
de 11,7 anos em pacientes com fendtipo grave (caracterizado por
deterioracdo neurocognitiva) e 21,7 anos em pacientes com
fendtipo leve ou atenuado. (Young et al., 1982, Um estudo clinico
e genético da sindrome de Hunter. 2 Diferencas entre as formas
leve e grave. J. Medical Genetics 19: 408-411). E relatado que
a maioria (dois tercos) dos pacientes apresenta a forma grave
desta doenca. (Wraith JE, et al., 2007, Terapia de reposicéo
enzimdtica em pacientes com mucopolissacaridose I e menores de
5 anos: resultados de um estudo multinacional de alfa-L-
iduronidase humana recombinante (Laronidase). Pediatrics 120
(1): E37-E46). Enquanto a doenca afeta principalmente os
meninos, as mulheres afetadas foram relatadas como resultado da
inativacdo x aleatdria e/ou mutacido ndo aleatdria nos dolis alelos
do gene. (Martin et al., 2008, Reconhecimento e diagndéstico de
mucopolissacaridose IT (sindrome de  Hunter). Pediatrics
121:e377). No entanto, a MPS II em mulheres é extremamente rara,

ocorrendo menos de 2% das vezes.

[0005] Pacientes com MPS II parecem normais ao nascimento,
mas sinais e sintomas da doenca geralmente se apresentam entre
as 1dades de 18 meses e 4 anos na forma grave e entre as idades

de 4 e 8 anos na forma atenuada. Sinais e sintomas comuns a todos
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0s pacientes afetados incluem baixa estatura, caracteristicas
faciais grosseiras, macrocefalia, macroglossia, perda auditiva,
hepato e esplenomegalia, distose multipla, contraturas
articulares, estenose espinhal e sindrome do tunel do carpo. As
infeccbdes respiratérias e auriculares superiores freqgiientes
ocorrem na maioria dos pacientes e a obstrucdo progressiva das
vias aéreas é comumente encontrada, levando a apneia do sono e
freglientemente a morte. A doenca cardiaca é uma das principais
causas de morte nessa populacdo e é caracterizada por disfuncéo
valvar que leva a hipertrofia ventricular direita e esquerda e
insuficiéncia cardiaca. A morte é geralmente atribuida a doenca

obstrutiva das vias aéreas ou insuficiéncia cardiaca.

[0006] Em formas graves da doenca, podem ser alcancados marcos
iniciais do desenvolvimento, mas o atraso no desenvolvimento é
facilmente aparente em 18 a 24 meses. Alguns pacientes falham
nos testes de triagem auditiva no primeiro ano e outros marcos
sdo adiados, incluindo a capacidade de sentar-se sem suporte, a
capacidade de andar e a fala. A progressdao do desenvolvimento
comeca a se estabilizar entre 3 e 5 anos de idade, com a regresséo
relatada para comecar em torno de 6,5 anos. Dos 50% das criancas
com MPS II que conseguem ir ao banheiro sozinhas, a maioria, se
ndo todas perderdo essa capacidade a medida gque a doenca

progride. (Wraith et al., 2007, supra; Martin et al., 2008,

supra) .
[0007] Pacientes com envolvimento neuroldégico significativo
exibem disturbios comportamentais graves, incluindo

hiperatividade, obstinacldo e agressdo, comecando no segundo ano
de vida e continuando até os 8-9 anos de idade, gquando a

neurodegeneracadao atenua esse comportamento. (Muenzer et al.,
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2009, Mucopolissacaridose I: Diretrizes de Gerenciamento e

Tratamento, Pedidtrica 123 (1): 19-29).

[0008] Convulsdes sdo relatadas em mais da metade dos
pacientes gravemente afetados que atingem a idade de 10 anos e,
na hora da morte, a maioria dos pacientes com envolvimento do
SNC tem deficiéncias mentalis graves e regquer cuidados
constantes. (Wraith et al., 2007, supra; Martin et al., 2008,
supra) . Embora os ©pacientes com doenca atenuada exibam
funcionamento intelectual normal, a ressondncia magnética revela
anormalidades cerebrais graves em todos os pacientes com MPS II,
incluindo lesdes na substancia branca, ventriculos aumentados e

atrofia cerebral. (Muenzer et al., 2009, supra).

[0009] A terapia de reposicdo enzimatica (TER OU ERT - “Enzyme
replacement therapy”) com idursulfase recombinante produzida
pelas células HT1080 (fibrossarcoma) (Elaprase®, Shire Human
Genetic Therapies) é o Unico produto aprovado para o tratamento
da sindrome de Hunter e é administrada como uma infusdo semanal.
(Injegcdo de ELAPRASE (idursulfase) [folheto informativo]
Lexington, MA: Shire Human Genetic Therapies, Inc; 2013,
disponivel em

htvp://pi.shirecontent,, com/FL/PDFa/Elaprase USA ENG.pdf).

[0010] No entanto, a TRE, atualmente administrada, néo
atravessa a barreira hematoencefdlica e, portanto, é incapaz de
atender a necessidade ndo atendida em pacientes com doenca grave,
isto é, MPS II com CNS/envolvimento neurocognitivo e
comportamental. Em um recente ensaio clinico desenvolvido para
solucionar esse problema, a idursulfase (Elaprase) formulada
para administracdo intratecal foili administrada uma vez por més

a pacientes pedidtricos, usando um dispositivo de administracéo
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de drogas intratecal implantado na coluna vertebral (insercdo do
cateter no nivel de L4/L5 com implante da porta de acesso através
de uma 1incisdo nas nervuras inferiores). Os pacientes tTambém
receberam idursulfase 1iv concomitante uma vez por semana.
Muenzer et al., 2016, Genetics in Med 18: 73-81, esp.p.74; resumo
disponivel em

hittps://www.oncekhl  nim.nih,gov/pubmed/ 25834848 2dopt=RAbstract). O

mau funcionamento do dispositivo levou a revisdo parcial,
revisdo cirurgica total ou remocdo em 6 dos 12 (50%) dos

pacientes tratados. Notavelmente, 12 dos 14 SAEs (eventos

adversos graves) estavam relacionados ao dispositivo
(complicacéo de insercéao do dispositivo, problema de
deslocamento/conexao do dispositivo, quebra/mau

funcionamento/falha do dispositivo, infeccdo no local do
implante, infeccdo no local do implante, dor no procedimento e
deiscéncia da ferida). (Muenzer et al., 2016, p. 75, col. 2 e
fig. 1). A quebra do dispositivo e a migracdo do cateter do canal
espinhal foram exacerbadas pelo alto nivel de atividade dessa

populacédo pedidtrica. (Muenzer et al., 2016 na p.78 Discusséio).
3. SUMARIO DA INVENCAO

[0011] A invencao envolve a entrega de iduronato-2-sulfatase
recombinante humana (rhIDS) produzida por células neuronails ou
gliais humanas ao liquido cefalorraquidiano (LCR) do sistema
nervoso central (SNC) de um sujeito humano diagnosticado com
mucopolissacaridose II (MPS 1II), incluindo, entre outros,

pacientes diagnosticados com sindrome de Hunter.

[0012] Em uma forma de realizacdo preferencial, o tratamento
& realizado via terapia genética -por exemplo, administrando um

vetor viral ou outra construcédo de expressdo de DNA que codifica
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IDS humano (hIDS), ou um derivado de hIDS, no LCR de um paciente
(sujeito humano) diagnosticada com MPS II, para que seja dgerado
um depdsito permanente de c¢células neuronais e/ou gliais
transduzidas que fornecam continuamente o produto transgene ao
CNS. Os rhIDS secretados do depdsito de células neuronais/gliais
no LCR serdo endocitados pelas células do SNC, resultando em
"correcdo cruzada" do defeito enzimadtico nas células receptoras.
Além disso, foli descoberto, inesperadamente, que o depdsito de
células neurais e gliais transduzidas no SNC pode entregar a
enzima recombinante ao SNC e sistemicamente, o que pode reduzir
ou eliminar a necessidade de tratamento sistémico, por exemplo,

injecdes semanais da enzima.

[0013] Em uma forma de realizacdo alternativa, os hIDS podem
ser produzidos por células neuronais ou gliais humanas em cultura
de células (por exemplo, biorreatores) e administrados como uma
terapia de reposicédo enzimatica ("ERT"), por exemplo, injetando
a enzima - no LCR, diretamente no CNS e/ou sistemicamente. No
entanto, a abordagem da terapia genética oferece varias
vantagens sobre a ERT, pois a entrega sistémica da enzima néo
resultard no tratamento do SNC, porgque a enzima nédo pode
atravessar a barreira hematoencefalica; e, diferentemente da
abordagem de terapia génica da invencdo, a entrega direta da
enzima ao LCR e/ou CNS exigiria repetidas injecdes gue nédo sdo

apenas onerosas, mas representam um risco de infeccéo.

[0014] O hIDS codificado pelo transgene pode incluir, mas é
ndo se limitando a humanos IDS (HIDs) possuindo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO.l1 (como mostrado na FIG.1l) e derivados
de hIDS com substituicdes, delecdes ou adicdes de aminoécidos,

por exemplo, incluindo, mas ndo se limitando a substituicdes de
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aminoadcidos selecionadas a partir de residuos ndo conservados
correspondentes em ortdlogos de IDS mostrados na FIG.2, com a
condicdo de que tais mutacdes ndo incluam a substituicdo do
residuo de cisteina na posicdo 84 (C84), necessaria para a
atividade enziméatica (Millat et al., 1997, Biochem J 326: 243-
247); ou uma mutacdo que foil identificada em fendétipos graves,
intermedidrios graves, intermedidrios ou atenuados de MPS 1II,
por exemplo, como mostrado na FIG.3, ou conforme relatado por
Sukegawa-Hayasaka et al., 2006, J Inhert Metab Dis 29: 755-761
(relatando os mutantes "atenuados" R48P, A8LT, W337R e o mutante
truncado @Q531X; e os mutantes "graves" P8e6L, S333L , S34971,
R468Q, R468L); Millat et al., 1998, BBA 1406: 214-218 (relatando
mutantes "atenuados" P480L e P480Q; e mutante "grave" P86L); e
Bonucelli et al., 2001, BBA 1537: 233-238, cada um dos quais &

incorporado por referéncia aqui na sua totalidade.

[0015] Por exemplo, as substituicdes de aminodcidos em uma
posicdo especifica de hIDS podem ser selecionadas dentre os
residuos de aminoacidos nao conservados correspondentes
encontrados nessa posicdo nos ortdélogos do IDS alinhados na
FIG.2, com a condicdo de gque tais substituic®es ndo incluam
nenhuma das mutacdes deletérias mostradas na FIG.3 ou como
relatado por Sukegawa-Havyasaka et al., 2006, supra; Millat et
al., 1998, supra; ou Bonucelli et al., 2001, supra, cada um dos
quais ¢é incorporado por referéncia aqui na sua totalidade. O
produto transgene resultante pode ser testado usando ensaios
convencionais in vitro, em cultura de células ou animais de teste
para garantir que a mutacdo nao perturbe a funcdo IDS. As
substituicdes, delecdes ou adicdes de aminoadcidos preferidas

selecionadas devem ser aquelas que mantém ou aumentam a atividade
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enzimAtica, a estabilidade ou a meia-vida do IDS, como testado
por ensaios convencionails in vitro, em cultura de células ou
modelos animais para MPS II. Por exemplo, a atividade enzimédtica
do produto transgene pode ser avaliada usando um ensaio
enzimdtico convencional com, por exemplo, 2-sulfato de &acido 4-
metilumbeliferil o-L-idopiranosidurdédnico como sulfato de 2-
sulfato ou 4-metilumbeliferil sulfato como substrato (por
exemplo, Lee et al. al., 2015, Clin. Biochem. 48 (18): 1350-
1353, Dean et al., 2006, Clin. Chem. 52 (4): 643-649 para ensaios
enzimdticos de IDS exemplares que podem ser usados, cada um dos
quals ¢é incorporado por referéncia aqui na sua totalidade). A
capacidade do produto transgene para corrigir o fendtipo MPS I1I
pode ser avaliada em cultura de células; por exemplo, pela
transdugdo de células MPS II em cultura com um vetor viral ou
outra construcdo de expressdo de DNA que codifica hIDS ou um
derivado; adicionando o produto transgene ou um derivado as
células MPS II em cultura; ou co-cultivando células MPS II com
células hospedeiras neuronais/gliais humanas projetadas para
expressar e secretar rhIDS ou um derivado e determinando a
correcdo do defeito nas células cultivadas com MPS II, por
exemplo, detectando a atividade da enzima IDS e/ou reducdo no
armazenamento de GAG nas células MPS II em cultura (por exemplo,
Stroncek et al., 1999, Transfusion 39 (4): 343-350, que &

incorporado por referéncia aqui na sua totalidade).

[0016] Foram descritos modelos animais para MPS II que podem
ser utilizados para avaliar os agentes terapéuticos aqui
descritos. Por exemplo, um modelo de camundongo knockout (IDS-
knockout) do MPS II foi projetado substituindo os exons 4 e 5 do

gene IDS pelo gene de resisténcia a neomicina. (Garcia et al.,
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2007, J. Inherit Metab Dis 30: 924-34). Este camundongo IDS
knockout exibe muitas das caracteristicas do MPS II, incluindo
anormalidades esqueléticas, hepatoesplenomegalia, GAG urinério
e tecidual elevado e lesdes de armazenamento cerebral (Muenzer
et al., 2001, Acta Paediatr Suppl 921: 98-99) e foil usado avaliar
o efeito da terapia de reposicido enzimédtica no MPS II no suporte
de ensaios clinicos para a ERT. Este modelo de camundongo,
portanto, é um modelo relevante para estudar os efeitos da
terapia génica que fornece rIDS produzidos por células neuronais
ou gliais como um tratamento para MPS II (ver, por exemplo,
Polito e Cosma, 2009, Am.J.Hum. Genet. 85 (2): 296-301, que é

incorporado por referéncia aqui na sua totalidade).

[0017] De preferéncia, o transgene hIDS produzido pelas
células neuronais/gliais humanas deve ser controlado por
elementos de controle de expressdo que funcionam em neurdnios
e/ou células gliais, por exemplo, o promotor CB7 (um promotor de
B-actina de frango e potenciador de CMV), e pode incluir outros
elementos de controle de expressdo que aprimoram a expressido do
transgene acionado pelo vetor (por exemplo, intron de act-actina
de galinha e sinal poli A de B-globina de coelho). A construcéo
de c¢DNA para o transgene hIDS deve incluir uma sequéncia de
codificacdo para um peptideo sinal gque garanta o processamento
co e pbds-traducional adequado (glicosilacdo e sulfatacdo de
proteinas) pelas células CNS transduzidas. Tais peptideos de
sinal usados pelas células do SNC podem incluir, mas ndo estéo

limitados a:

o Peptideo sinal de glicoproteina mielina-oligodendrécito

(hOMG) :

MEYQILKMSLCLFILLFLTPGILC (SEQ ID NO: 2)
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o Repressor celular dos peptideos sinalizadores dos genes 2

estimulados por EI1A (hCREG2):
MSVRRGRRPARPGTRLSWLLCCSALLSPAAG (SEQ ID NO: 3)

o Conjunto V e dominio transmembranar contendo peptideo sinal

2B (hVSTM2RB) : MEQRNRLGALGYLPPLLLHALLLFVADA (SEQ ID NO: 4)
o Peptideo sinal de protocaderina alfa-1 (hPCADHAL) :
MVFSRRGGLGARDLLLWLLLLAAWEVGSG (SEQ ID NO: 5 )

. Peptideo de sinal FAMI19A1 (TAFAl):
MAMVSAMSWVLYLWISACA (SEQ ID NO: 6 )

o Peptideo sinal de interleucina-2:
MYRMQLLSCIALILALVTNS (SEQ ID NO: 14 )

Os peptideos de sinal também podem ser aqui referidos como

sequéncias lideres ou peptideos lideres.

[0018] O vetor recombinante usado para administrar o
transgene deve ter um tropismo para células no SNC, incluindo
mas limitado a neurdnios e/ou células da glia. Tais vetores podem
incluir vetores de virus adeno-associados recombinantes néo
replicantes ("rAAV"), particularmente aqueles portadores de um
capsideo AAVY9 ou AAVrhl0. Os capsideos variantes de AAV podem
ser utilizados, incluindo, mas nédo se limitando, aos descritos
por Wilson na patente US 7.906.111, gque é incorporada por
referéncia agqui na sua totalidade, sendo particularmente
preferido o AAV/hu.31 e AAV/hu.32; bem como os capsideos
variantes do AAV descritos por Chatterjee na Patente US No.
8.628.966, Patente US No. 8.927.514 e Smith et al., 2014, Mol
Ther 22: 1625-1634, cada um dos dguals €& incorporado por

referéncia aquili na sua totalidade. No entanto, outros vetores
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virais podem ser utilizados, incluindo, entre outros, vetores
lentivirais, vetores virais de vaccinia ou vetores de expresséo

ndo viral referidos como construcdes de "DNA nu".

[0019] Em uma forma de realizacdo, a contrucdo 1 pode ser
usado para a entrega do transgene. A construcdo 1 é uma céapside
recombinante do sorotipo 9 do virus adeno-associado que contém
a cassete de expressido de iduronato-2-sulfatase humana em que a
expressdo ¢é dirigida por um hibrido do intensificador de
citomegalovirus (CMV) e o promotor de beta actina de frango
(CB7), em gque a cassete de expressdo IDS é flanqueado por
repeticdes terminais invertidas (ITRs) e o transgene inclui o
intron beta-actina de frango e um sinal de poliadenilacdo de

beta-globina de coelho (poliA).

[0020] As composicdes farmacéuticas adequadas para
administracdo no LCR compreendem uma suspensdo do vetor rhIDS em
um tampdo de formulacdo compreendendo um tampdo agquoso
fisiologicamente compativel, um surfactante e excipientes
opcionais. Em certas formas de realizacdo, as composicdes
farmacéuticas sdo adequadas para administracdo intratecal. Em
certas formas de realizacdes, as composicdes farmacéuticas séo
adequadas para administracdo intracisternal (injecdo na cisterna
magna) . Em certas formas de realizacéio, as composicdes
farmacéuticas sdo adequadas para injecdo no espaco subaracndide
por meio de uma puncgdo Cl-2. Em certas formas de realizacdo, as
composicdes farmacéuticas sdo adequadas para administracéo
intracerebroventricular. Como também, as composicdes
farmacéuticas sdo adequadas para administracdo via puncéo

lombar.
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[0021] Doses terapeuticamente eficazes do vetor recombinante
devem ser administradas ao LCR via administracdo intratecal
(isto é, injecdo no espaco subaracndideo, de modo que os vetores
recombinantes se distribuam através do LCR e transduzam células
no SNC). Isso pode ser realizado de varias maneiras - por
exemplo, por injecdo intracraniana (cisternal ou ventricular) ou
injecéo na cisterna lombar. Por exemplo, a injecéo
intracisternal (CI) (na cisterna magna) pode ser realizada por
puncdo suboccipital guiada por TC; ou a 1injecdo no espaco
subaracndéideo pode ser realizada através de uma puncdo Cl-2
quando possivel para o paciente; ou puncdo lombar (normalmente
procedimentos de diagndéstico realizados para coletar uma amostra
de LCR) pode ser usada para acessar o LCR. Alternativamente, a
administracdo intracerebroventricular (ICV) (uma técnica mais
invasiva usada para a introducdo de drogas anti-infecciosas ou
anticdncer que ndo penetram na barreira hematoencefalica) pode
ser usada para instilar os vetores recombinantes diretamente nos
ventriculos do cérebro. Alternativamente, a administracéo
intranasal pode ser usada para distribuir o vetor recombinante

no SNC.

[0022] As concentracdes de LCR podem ser monitoradas medindo
diretamente a concentracdo de rhIDS no fluido do LCR obtido a
partir de puncdes occipitalis ou lombares, ou estimadas por
extrapolacdo a partir das concentracdes de rhIDS detectadas no

soro do paciente.

[0023] Como pano de fundo, o IDS humano é traduzido como um
polipeptideo de 550 aminocédcidos que contém oito locais
potenciais de N-glicosilacdo (N31, NI15, Ni44 ~N246  N280  N325  N513

e N237) representado na FIG.l1 e inclui uma sequéncia de sinal de
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25 aminoadcidos que ¢é <clivada durante o processamento. Um
precursor intracelular inicial de 76 kDa é convertido em um
precursor fosforilado de 90 kDa apds modificacdo de suas cadeias
de oligossacarideos no aparelho de Golgi. Este precursor ¢é
processado por modificacdes de glicosilacéo e clivagem
proteclitica através de varios intermedidrios intracelulares até
uma forma principal de 55 kDa. Para resumir, apds a remocdo da
sequéncia de sinal 25 aa, o processamento proteolitico envolve
a clivagem proteolitica N-terminal a Jjusante de N3! removendo um
propeptideo de oito aminodcidos (residuos 26-33) e a clivagem
proteolitica C-terminal a montante de N33 que libera um
polipeptideo de 18 kDa e produz um intermediadrio de 62 kDa que
& convertido em uma forma madura de 55 kDa. A clivagem
proteolitica adicional produz uma forma madura de 45 kDa
localizada no compartimento lisossémico. (Veja a FIG. 4 para o
diagrama reproduzido de Millat et al., 1997, Exp Cell Res 230:
362-367 ("Millat 1997"); Millat et al. 1997, Biochem J. 326:
243-247 ("Millat 1997a"™ ) e Froissart et al., 1995, Biochem J.
309: 425-430, cada um dos quais ¢é incorporado por referéncia

agqul na sua totalidade).

[0024] Uma modificacdo de formilglicina de C8! (mostrada em
negrito na FIG.l) necessaria para a atividade enzimatica
provavelmente ocorre como um evento pds-traducdo ou co-traducgdo
precoce, provavelmente no reticulo endoplasméatico. (Millat
1997a, citando Schmidt et al., 1995, Cell 82: 271-278). O
processamento pods-traducdo continua no Golgi para incluir a
adicdo de glicanos complexos contendo dcido sidlico e a aquisicéo
de residuos de manose-6-fosfato que marcam a enzima para entrega

ao compartimento lisossdmico. (Clarke, 2008, Expert Opin

Peticdo 870190103369, de 14/10/2019, pag. 71/239



14/166

Pharmacother 9: 311-317 para uma revisdo concisa dque &
incorporada por referéncia aqui na sua totalidade). Embora
nenhum local de glicosilacédo seja essencial para a estabilidade
do IDS, a glicosilacdo na posicdo N280 & importante para a
internalizacdo celular e o direcionamento lisossdmico através do
receptor de manose-6-fosfato (M6P) . (Chung et al., 2014,
Glycoconj J 31: 309-315 na p. 310, primeira coluna). No estado
fisioldgico normal, o IDS é produzido em niveis muito baixos e
muito pouca ou nenhuma enzima é secretada na célula. (Clarke,

2008, supra).

[0025] A invencdo ¢é Dbaseada, em parte, nos seguintes

principios:

(i) As células neuronais e gliais no SNC sédo células secretoras
gque possuem O mecanismo celular para o processamento pds-—
traducional de proteinas secretadas - incluindo processos
robustos de glicosilacdo, manose-6-fosforilacdo e tirosina-0-
sulfatacdo - no SNC. Ver, por exemplo, Sleat et al., 2005,
Proteomics 5: 1520-1532, e Sleat 1996, J Biol Chem 271: 19191-
98, que descreve o glicoprotema do manose-6-fosfato do cérebro
humano e observa que o cérebro contém mais proteinas com um
numero muito maior de isoformas individuais e proteinas manose-
6-fosforiladas do gque as encontradas em outros tecidos; e Kanan
et al., 2009, Exp. Eye Res. 89: 559-567 e Kanan e Al-Ubaidi,
2015, Exp. Eye Res. 133: 126-131 relatando a producdao de
glicoproteinas sulfatadas em tirosina secretadas por células
neuronais, cada uma das quais é 1incorporada por referéncia na
sua totalidade para modificacdes pds-traducédo feitas por células

CNS humanas.
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(ii) O cérebro humano produz varias isoformas de IDS
natural/nativo. Em particular, a sequenciacdo N-terminal de
glicoproteinas de manose-6-fosforiladas do <cérebro humano
revelou que a sequéncia N-terminal da cadeia madura de 42 kDa de
hIDS varia no cérebro, comecando nas posicdes 34 ou 36, como a
seguir: T3* DALNVLLI; e A3® LNVLLIIV. (Sleat, 2005, Proteomics 5:
1520-1532, Tabela S2). Verificou-se que dois dos oito locais de
glicosilacdo ligados a N, N280 ¢ N6 | eram manose-6-fosforilados
no IDS obtido a partir do cérebro humano. (Sleat et al., 2006,

Mol & Cell Proeomics 5.4: 686-701, relatado na Tabela V).

(iii) Durante o processamento de hIDS, dois polipeptideos, 76
kDa e 90 kDa, sé&do secretados por células neurais e gliais, mas
apenas o polipeptideo de 90 kDa é manose-6-fosforilado, o que é
necessario para que as formas secretadas da enzima atinjam a
concentracdo cruzada. (Ver Millat, 1997, resultados da Fig. 1

para células linfoblastoides transduzidas e Froissart 1995, Fig.

4 mostrando resultados semelhantes para fibroblastos
transduzidos - em meio de cultura, apenas a forma de 90 kDa é
fosforilada). Curiosamente, foi demonstrado que o} IDS

recombinante produzido pelas células neuronais e gliais pode ser
endocitado pelas células CNS receptoras mais avidamente do que
o IDS recombinante produzido por outras células, como © rim.
Daniele 2002 (Biochimica et BRiophysica Acta 1588 (3): 203-9)
demonstrou endocitose mediada pelo receptor M6P de IDS
recombinante a partir de meios condicionados de culturas de
células neuronais e gliais transduzidas por uma populacéo
receptora de células neuronais e gliais ndo transduzidas que
processaram adequadamente o precursor da forma ativa madura de

45 kDa. A captacdo do IDS recombinante produzido pelas linhas
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celulares neuronais e gliais (74% de endocitose) excedeu em muito
a captacdo da enzima produzida por uma linha de células renais
(5,6% de endocitose). Em cada caso, a captacdo foil inibida por
M6P, indicando que a captacdo de IDS recombinante era mediada
pelo receptor de M6P. (Daniele 2002, Tabelas 2 e 4 e descricéo
anexa em Resultados nas paginas 205-206 resumidas na Tabela 1

abaixo) .

Tabela 1. Resumo dos resultados relatados em Daniele 2002

Fonte da Meios Células %
Linhagem Unidades Receptoras: Endocitose
Celular de C Unidades
enzlimaticas (valor
riDS Recuperadas médio)
Neuronal | Glial
Rim (transfectado) 35 U 1,7 U0 2,2 U 5,06%
Neuronal (Ad- 12 U 8,8 U 8,8 U 74%
transduzido)
Glial (Ad- 14 U 10,5 U 10,5 74%
transduzido) U

(iv) A abordagem de terapia genética aqui descrita deve resultar
na secrecdo continua de um precursor da glicoproteina hIDS de
cerca de 90 kDa, conforme medido por eletroforese em gel de
poliacrilamida (dependendo do ensaio utilizado) que é
enzimaticamente ativo. Primeiro, a enzima responséavel pela
modificacdo da formilglicina C8! necesséaria para a atividade do

IDS - a enzima geradora de FGly (FGE, também conhecida como
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SUMF1l) - é expressa no cbdrtex cerebral do cérebro humano (os
dados de expressdo génica para SUMF1 podem por exemplo, em

GeneCards, acessivel em hittp://www.genecards.org). Segundo, os

rIDS glicosilados/fosforilados secretados, produzidos por
neurdénios transduzidos e c¢élulas gliais in situ, devem ser
absorvidos e processados corretamente por células neuronais e
gliais ndo traduzidas no SNC. Sem estar vinculado a nenhuma
teoria, parece gue o precursor de rhIDS secretado produzido in
situ por terapia genética pode ser mais avocemente endocitado
pelas células receptoras no SNC do que as enzimas recombinantes
tradicionais usadas para a TRE se administradas ao SNC. Por
exemplo, Elaprase® (fabricada em HT1080, uma linha celular de
fibrossarcoma) ¢é uma proteina purificada gque tem um peso
molecular de cerca de 76 kDa - ndo as espécies de 90 kDa
secretadas pelas células neuronais e gliais que parecem ser mais
fortemente fosforiladas. Embora os oito locais de glicosilacéo
ligados a N estejam totalmente ocupados em Elaprase® e contenham
dois glicanos terminados com Dbis-manose-6-fosfato, bem como
glicanos altamente sialilados complexos, a modificacdo pds-
traducdo de C8 para FGly, gque & um requisito absoluto para a
atividade enzimdtica, é de apenas cerca de 50%. (Clarke, 2008,
Expert Opin Pharmacother 9: 311-317; Elaprase® Full Prescribing
Information e arquivamento EMA). Outro produto recombinante,
Hunterase® é& produzido em células CHO. Embora relatado ter maior
atividade de FGly e atividade qgue Elaprase® , manose-6-
fosforilagdo e captacdo ndo diferiram. (Chung, 2014, Glycoconj

J 31: 309-315).

(v) A eficéacia extracelular do IDS in vivo depende da captacéo

(internalizacdo de células e lisossomos) através do M6P e de seu
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sitio ativo formilglicina (FGly), que é convertido de C8* por
meio de modificacdo pds-traducional pela enzima geradora de
formilglicina. Como mostrado acima na Tabela 1, as células
cerebrais (células neuronais e gliais) mostram atividades
enzimdticas mais altas quando incubadas com midia precursora IDS
secretada por células neuronals e gliais transduzidas do que com
midia precursora IDS secretada por células renails geneticamente
modificadas. O aumento de atividade resultante em cinco vezes
provavelmente pode ser atribuido a absorcdo eficiente de 1IDS
(ver Daniele 2002, tabelas 2 e 4). Formas comerciais de IDS, que
sdo geradas por células CHO ou HT-1080, tém um contetdo de FGly
de cerca de 50% a 70%, o que determina a atividade da enzima. No
entanto, as células neuronais e gliais podem melhorar essa

atividade, devido a melhora da captacdo de IDS.

(vi) O trafico/captacdo celular e subcelular de proteinas
lisossdémicas, incluindo IDS, é através do MeP. O IDS das células
cerebrais pode conter um conteudo mais alto de M6P, como relatado
em Daniele 2002, e em Sleat, Proteomics, 2005 (indicando que o
cérebro humano contém mais glicoproteinas de Man6-P (tanto no
sentido gquantitativo quanto qualitativo) do que outros tecidos.
E possivel medir o conteudo Mé6P de um precursor do IDS, como
feito em Daniele 2002 . Na presenca de M6P inibitdério (por
exemplo, 5 mM), prevé-se que a captacdo do precursor do IDS
gerado por células ndo neuronais ou ndo gliais, como as células
renais geneticamente modificadas de Daniele 2002, diminua para
niveis préximos aos de células de controle, como fol mostrado em
Daniele 2002. Enguanto na presenca de M6P inibitdério, prevé-se
que a captacdo do precursor do IDS gerado pelas células

cerebrais, como as células neuronais e glials, permaneca em um
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nivel alto, como fol mostrado em Daniele 2002, onde a captacéo
fol quatro vezes maior que as células de controle e comparavel
ao nivel de atividade (ou captacdo) de IDS precursor de 1IDS
gerado por <células renais dJeneticamente modificadas sem a
presenca de M6P inibitdério. Este ensalo permite uma maneira de
prever o conteldo de M6P no precursor de IDS gerado pelas células
cerebrais e, em particular, comparar o contetdo de M6P nos
precursores de IDS gerados por diferentes tipos de células. A
abordagem de terapia genética descrita neste documento deve
resultar na secrecdo continua de um precursor de HIDS que pode
ser absorvido pelas células neuronais e gliais em um nivel alto

na presenca de M6P inibidor em um desses ensaios.

(vii) O conteudo de M6P e a captacdo do precursor de IDS
também podem ser demonstrados por bandas de gel de 90 kDa e 76
kDa (por exemplo, bandas de gel SDS-PAGE). E relatado que os 90
kDa sd&o altamente glicosilados/fosforilados e contém M6P,
enquanto os 76 kDa ndo sdo. Uma banda de gel muito ampla, com
faixa de 76 kDa a 95 kDa e com um MW médio de 80-85 kDa,
semelhante a banda precursora de gel IDS gerada a partir de
células renais geneticamente modificadas (Daniele 2002, Figura
1), pode ser contrastada com uma banda de gel do precursor IDS
gerado a partir de células cerebrais. Em Daniele 2002, a banda
de gel ndo pode ser obtida devido a imunoprecipitacdo malsucedida
do precursor do IDS. A abordagem de terapia genética agqui
descrita deve resultar na secrecdo continua de um precursor de
hIDS que difere da banda de precursor de IDS em gel gerada a

partir de células renais geneticamente modificadas.

(viii) O conteudo de M6P do precursor comercial de IDS é de

2 a 2,5 mol/mol, a maioria dos quais estd presente na forma de
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glicanos di-fosforilados. Embora, em média, todo precursor de
IDS seja fosforilado, uma distribuicdo normal de glicanos teré
algum precursor de IDS com 2, 1 e 0 de glicanos M6P di-
fosforilados, assumindo multiplos locais de fosforilacdo. A taxa
de captacédo deve ser significativamente maior com a fosforilacgéo

multipla.

(ix) A glicosilacdo de hIDS pelas células humanas do SNC
resultard na adicdo de glicanos gque podem melhorar a
estabilidade, a meia-vida e reduzir a agregacdo indesejada do
produto transgénico. Significativamente, os glicanos gque séo
adicionados para hIDs da invencdo incluem 2,6 &cido-siélico,
incorporando NeubAc (“NANA") , mas nao o} seu derivado
hidroxilado, NeuGc (4dcido N-glicolilneuraminico, ou seja ,
“NGNA” ou “NeubGec”). Tais glicanos ndo estdo presentes nos
produtos de IDS recombinantes, tais como Hunterase®, feita em
células CHO porque as células CHO ndo tém o 2,6-sialiltransferase
necessario para efectuar esta modificacdo pds-translacional; nem
as células CHO produzem GIlcNAc em bisseccdo, embora adicionem
NeubGc (NGNA) como é&cido sidlico nédo tipico (e potencialmente
imunogénico) aos seres humanos em vez de NeubAc (NANA). Por
exemplo, Dumont et al., 2016, Critical Rev in Biotech 36 (6):
1110-1122 (Early Online pp. 1-13 na p. 5); e Hague et al., 1998
Electrophor 19: 2612-2630 (“[a] linha celular CHO é considerada
'fenotipicamente restrita', em termos de glicosilacdo, devido a
falta de uma o2,6-sialil-transferase”). Além disso, as células
CHO também podem produzir um glicano imunogénico, o antigeno o-
Gal, gque reage com o0s anticorpos anti-a-Gal presentes na maioria
dos individuos, e em altas concentracdes pode desencadear

anafilaxia. Ver, por exemplo, Bosques, 2010, Nat Biotech 28:
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1153-1156. O padrdo de glicosilacdo humana dos rhIDS da invencéo
deve reduzir a imunogenicidade do produto transgene e melhorar

a eficéacia.

(x) A imunogenicidade de um produto transgénico pode ser induzida
por varios fatores, incluindo a condicdo imunoldgica do
paciente, a estrutura e as caracteristicas da droga protéica
infundida, a via de administracdo e a duracdo do tratamento.
Impurezas relacionadas ao processo, como proteina da célula
hospedeira (HCP), DNA da célula hospedeira e residuos quimicos,
e 1mpurezas relacionadas ao produto, como degradantes de
proteinas e caracteristicas estruturais, como glicosilacéao,
oxidacdo e agregacdo (particulas subvisiveis), também pode
aumentar a 1munogenicidade, servindo como um adjuvante gue
melhora a resposta imune. As quantidades de impurezas
relacionadas ao processo e ao produto podem ser afetadas pelo
processo de fabricacéo: cultura celular, purificacéo,
formulacdo, armazenamento e manuseio, dgque podem afetar os
produtos IDS fabricados comercialmente. Na terapia génica, as
proteinas s&doc produzidas in vivo, de modo dgue as impurezas
relacionadas ao processo ndo estdo presentes e o0s produtos
protéicos provavelmente nao contém impurezas/degradantes
relacionados ao produto associados as proteinas produzidas por
tecnologias recombinantes, como agregacdo e oxidacdo de
proteinas. A agregacdo, por exemplo, estd associada a producéo
e armazenamento de proteinas devido & alta concentracdo de
proteinas, a 1interacdo da superficie com equipamentos e
recipientes de fabricacédo e ao processo de purificacédo com certos
sistemas tampdo. Mas essas condicdes gue promovem agregacdo néo

estdo presentes gquando um transgene ¢é expresso 1in vivo. A
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oxidacdo, como a oxidacdo da metionina, triptofano e histidina,
também estd associada a producdo e armazenamento de proteinas,
causada, por exemplo, por condicdes estressadas de cultura de
células, contato com metais e ar e impurezas em tTampdes e
excipientes. As proteinas expressas in vivo também podem oxidar
em uma condicdo estressada, mas o0s seres humanos, como muitos
organismos, sdo equipados com um sistema de defesa antioxidante,
que ndo apenas reduz o estresse oxidativo, mas também pode
reparar e/ou reverter a oxidacdo. Assim, é provavel dque as
proteinas produzidas in vivo ndo estejam na forma oxidada. Tanto
a agregacdo dquanto a oxidacdo podem afetar a poténcia, PK
(depuracédo) e podem aumentar as preocupacdes de imunogenicidade.
A abordagem de terapia genética aqui descrita deve resultar na
secrecdo continua de um precursor de hIDS com uma imunogenicidade

reduzida em comparacdo com produtos fabricados comercialmente.

(xi) Além dos locais de glicosilacédo ligados ao N, o hIDS contém
um local de sulfatacdo da tirosina ("Y") (PSSEKY!6> ENTKTCRGPD) .
(Ver, por exemplo, Yang et al, 2015, As moléculas 20:2138-21¢64,
especialmente a p 2154, que é aqui incorporada por referéncia na
sua totalidade para a andlise de aminodcidos circundantes
residuos de tirosina submetidos a sulfatacdo da tirosina
proteina. As "regras" podem ser resumidas da seguinte forma: Y
residuo com E ou D na posicdo de +5 a -5 de Y e onde a posicéo
-1 de Y & um aminodcido com carga neutra ou acida - mas ndo um
aminoadcido Dbésico, por exemplo, R, K ou H que abole a
sulfatacdo). Embora ndoc pretenda estar vinculado a nenhuma
teoria, a sulfatacdo deste 1local no hIDS pode melhorar a
estabilidade da enzima e a afinidade de ligacdo ao substrato. A

sulfatacdo de tirosina de hIDS - um processo pbds-traducdo robusto
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nas c¢élulas humanas do SNC - deve resultar em melhor
processamento e atividade dos produtos transgénicos. 0
significado da tirosina-sulfatacdo das proteinas lisossémicas
ndo foi elucidado; mas em outras proteinas demonstrou-se
aumentar a avidez das interacdes proteina-proteina (anticorpos

e receptores) e promover o processamento proteolitico (hormdénio

peptidico). (Moore, 2003, J. Biol. Chem. 278: 24243-46; e
Bundegaard et al., 1995, The EMBO J 14: 3073-79). A
tirosilproteina sulfotransferase (TPST1) responsavel pela

sulfatacdo da tirosina (que pode ocorrer como uma etapa final no
processamento do IDS) é aparentemente expressa em niveis mais
altos (com base no mRNA) no cérebro (dados de expressdao génica
para TPST1 podem ser encontrados, por exemplo, no Atlas de
Expressdes EMBL-EBTI, acessivel em

nttp: //www. el ac.uk/gxa/hone) . Essa modificacéo pos-—

traducional, na melhor das hipbdteses, estd sub-representada nos
produtos de células CHO. Ao contréario das células humanas do
SNC, as células CHO ndo sdo células secretoras e tém capacidade
limitada para sulfatacdo de tirosina pbdbs-traducdo. (por exemplo,
Mikkelsen & Ezban, 1991, Biochemistry 30: 1533-1537,

especialmente a discussido na p. 1537).

[0026] Pelas razbdes expostas acima, a producdo de rhIDS por
neuronal humano e/ou células gliais deve resultar numa molécula
“biobetter” para o tratamento da MPS II conseguida via terapia
genética - por exemplo, por administracdo de um vetor viral ou
outra construcdo de expressdo de DNA codificacdo de rhIDS no LCR
de um paciente (sujeito humano) diagnosticado com uma doenca por
MPS II (incluindo, entre outros, Hunter) para criar um depdsito

permanente no CNS que fornece continuamente um glicosilado
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totalmente humano, manose-6-fosforilada, transgene sulfatado
secretado pelas células CNS transduzidas. O produto transgene
hIDS secretado do depdsito no LCR serd endocitado pelas células
no SNC, resultando em "correcdo cruzada" do defeito enziméatico

nas células receptoras de MPS II.

[0027] Ndo é essencial gque todas as moléculas de rhIDS
produzidas na terapia genética ou na abordagem proteica sejam
totalmente glicosiladas, fosforiladas e sulfatadas. Em vez
disso, a populacdo de glicoproteinas produzidas deve ter
glicosilacdo suficiente (incluindo 2,6-flutuacdo e manose-6-
forofilacdo) e sulfatacdo para demonstrar eficédcia. O objetivo
do tratamento de terapia génica da invencdo ¢é retardar ou
interromper a progressdao da doenca. A eficadcia pode ser
monitorada medindo a funcdo cognitiva (por exemplo, prevencdo ou
diminuicéo do declinio neurocognitivo); reducdes nos
biomarcadores da doenca (como GAG) no LCR e/ou soro; e/ou aumento
da atividade da enzima IDS no LCR e/ou soro. Sinais de inflamacéo

e outros eventos de seguranca também podem ser monitorados.

[0028] Como alternativa, ou um tratamento adicional a terapia
génica, a glicoproteina rhIDS pode ser produzida em linhas de
células neuronais ou gliais humanas por tecnologia de DNA
recombinante e a glicoproteina pode ser administrada a pacientes
diagnosticados com MPS II sistemicamente e/ou na CSF para ERT).
As linhas celulares humanas gque podem ser usadas para essa
producdo de glicoproteina recombinante incluem, entre outras,
HT-22, SK-N-MC, HCN-1A, HCN-2, NT2, SH-SY5y, hNSC1ll ou ReNcell
VM (consulte por exemplo, Dumont et al., 2016, Critical Rev in
Biotech 36 (6): 1110-1122 “Linhas de <c¢élulas humanas para

fabricacdo biofarmacéutica: histdéria, status e perspectivas
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futuras”, que ¢é incorporado por referéncia em sua totalidade
para uma revisdo da linhas celulares humanas que poderiam ser
usadas para a producdo recombinante da glicoproteina rHuGlyIDS).
Para garantir glicosilacédo completa, especialmente sialilacédo e
sulfatacdo de tirosina, a linha celular utilizada para producéo
pode ser aprimorada através da engenharia das células
hospedeiras para co-expressar o-2,6-sialiltransferase (ou ambas
o-2,3- e o- 2,6-slaliltransferases) e/ou enzimas TPST-1 e TPST-

2 responsaveis pela tirosina-O-sulfatacéo.

[0029] Embora a administracdo de rhIDS deva minimizar as
reacdes 1imunes, a fonte potencial mais clara de toxicidade
relacionada a terapia genética direcionada ao CNS estéd gerando
imunidade contra a proteina rhIDS expressa em individuos humanos
que s&o geneticamente deficientes para IDS e, portanto,
potencialmente ndo tolerantes da proteina e/ou do vetor usado

para administrar o transgene.

[0030] Assim, em uma modalidade preferida, é aconselhédvel co-
tratar o paciente com terapia de supressdo imunoldgica -
especialmente ao tratar pacientes com doenca grave que tém niveis
proximos a zero de IDS. Podem ser empregadas terapias de
supressédo imune envolvendo um regime de tacrolimus ou rapamicina
(sirolimus) em combinacdo com &acido micofendlico, ou outros
esquemas de supressdo imune usados em procedimentos de
transplante de tecidos. Esse tratamento de supressdo imune pode
ser administrado durante o curso da terapia génica e, em certas
modalidades, o pré-tratamento com terapia de supressido imune
pode ser preferido. A terapia de supressdo imunoldgica pode ser
continuada apds o tratamento de terapia génica, com base no

julgamento do médico assistente, e pode posteriormente ser
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retirada gquando a tolerédncia imunoldgica for induzida; por

exemplo, apds 180 dias.

[0031] As combinacdes de entrega dos rhIDS ao LCR acompanhadas
pela entrega de outros tratamentos disponiveis sdo abrangidas
pelos métodos da invencdo. Os tratamentos adicionais podem ser
administrados antes, simultaneamente ou apds o tratamento de
terapia génica. Os tratamentos disponiveis para o MPS II que
poderiam ser combinados com a terapia génica da invencédo incluem,
mas ndo estdo limitados, a terapia de reposicdo enzimadtica usando
Elaprase® administrada sistemicamente ou no LCR; e/ou terapia de

TCTH.
3.1 FORMAS DE REALIZACAO ILUSTRATIVAS
3.1.1 Conjunto 1

1. Precursor da iduronato-2-sulfatase (IDS) humana
recombinante glicosilada produzida por células neuronals ou

gliais humanas.

2. O precursor do IDS humano recombinante glicosilado do
paradgrafo 1, que é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 8¢ kDa,
87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 9294 kDa

ou 95 kDa) medido por eletroforese em gel de poliacrilamida.

3. O precursor do IDS humano recombinante glicosilado do
paradgrafo 1, que & de cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86
kDa, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDba, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94
kDa, ou 95 kDa), medido por eletroforese em gel de
poliacrilamida, contém uma formilglicina, & o2,6-sialilado, néo
contém NeuGc detectavel, ndo contém antigeno o-Gal detectavel

e/ou é manose 6-fosforilada.
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4, O precursor de IDS humano recombinante glicosilado de
qualgquer um dos paragrafos 1 a 3, que é secretado a partir de um
depdsito de células no sistema nervoso central geneticamente
modificado por engenharia genética para secretar o referido

precursor de glicoproteina IDS humana.

5. O precursor do IDS humano recombinante glicosilado do
paragrafo 4, no qual o depdsito é formado no cérebro de um

sujeito humano.

6. O precursor do IDS humano recombinante glicosilado de
qualgquer um dos paréagrafos 1 a 5, no qual as células neuronais

ou gliais humanas sdo deficientes na atividade do IDS.

7. O precursor de IDS humano recombinante glicosilado de
qualgquer um dos parédgrafos 1 a 6, em que o precursor de IDS
humano recombinante glicosilado compreende a sequéncia de

aminoacidos de SEQ ID NO. 1

8. Umn vetor de expressdo de nucleotideo recombinante que
codifica IDS humano, em que o referido vetor de expressdo de
nucleotideo recombinante quando usado para transduzir uma célula
neuronal humana primaria em cultura direciona a expressdo de um
precursor de IDS humano glicosilado segregado que é de cerca de
90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90
kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa), medidos por
eletroforese em gel de poliacrilamida, contém formilglicina, é
a2, 6-sialilado, ndo contém detectédvel NeuGc, ndo contém antigeno

o-Gal detectédvel e/ou é manose-6-fosforilada.

9. Umn vetor de expressdo de nucleotideo recombinante que
codifica IDS humano, cujo vetor de expressdo de nucleotideo

recombinante é adequado para administracéo ao liquido
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cefalorraquidiano (CSF) do cérebro humano, de modo gque um
depdsito é formado no sistema nervoso central humano que secreta
um precursor de IDS humano glicosilado que é cerca de 90 kDa
(por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91
kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa), medidos por eletroforese
em gel de poliacrilamida, contém uma formilglicina , & o2, 6-
sialilado, ndo contém NeuGc detectédvel, ndo contém antigeno o-

Gal detectédvel e/ou é manose-6-fosforilado.

10. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante do
paradgrafo 9, em que a secrecdo do referido precursor de 1IDS
humano glicosilado ¢é confirmada pela transducdo de uma linha
celular neuronal humana com o referido vetor de expressédo de

nucleotideo recombinante em cultura de células.

11. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante dos
paragrafos 9 ou 10, no qual a secrecdo do referido precursor de
IDS humano glicosilado é confirmada na presenca e auséncia de

manose-6—fosfato.

12. 0O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante de
qualquer um dos paragrafos 8 a 11, no gqual o IDS humano

compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO. 1

13. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante de
qualgquer um dos paragrafos 8 a 12, qgue compreende um promotor
especifico de neurdnio que controla a expressdo do precursor de
IDS humano glicosilado em <células neuronais humanas ou um
promotor especifico de célula glial que controla a expressédo do

humano glicosilado Precursor do IDS em células gliais humanas.

14. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante de

qualgquer um dos paragrafos 8 a 13, que codifica um peptideo lider
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que garante o processamento co- e pds-traducdo adequado do
precursor do IDS humano glicosilado em células neuronais humanas

ou células gliais humanas.

15. 0O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante de

qualgquer um dos paragrafos 8 a 14, que & um vetor AAV.

16. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante do

paragrafo 15, gque & um vetor de AAV com defeito de replicacéo.

17. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante do

paradgrafo 15 ou 16, que é um vetor AAVY ou AAVrhlO.

18. Uma formulacdoc compreendendo um vetor de expressao de
nucleotideo recombinante que codifica IDS humano, em dJque a
formulacdo ¢é adequada para administracdo no LCR do cérebro
humano, de modo que um depdsito seja formado no sistema nervoso
central humano que secreta um precursor de IDS humano glicosilado
que é cerca de 920 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88
kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa),
medido por eletroforese em gel de poliacrilamida, contém uma
formilglicina, é w2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel,
ndo contém antigeno o-Gal detectavel e/ou é manose-6-

fosforilada.

19. Um kit compreendendo um vetor de expressdo de nucleotideo
recombinante que codifica IDS humano e um transportador
farmaceuticamente aceitédvel, em que o vetor de expressido de
nucleotideo recombinante ¢é adequado para administracdo ao
ligquido cefalorraquidiano (CSF) do cérebro humano, para gue um
depdsito seja formado no sistema nervoso central humano secreta
um precursor de IDS humano glicosilado que é cerca de 90 kDa

(por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91
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kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa) medido por eletroforese
em gel de poliacrilamida, contém uma formilglicina, é& oZ2,6-
sialilado, ndo contém NeuGc detectédvel, ndo contém antigeno o-

Gal detectédvel e/ou é fosforilado com manose-6.

20. Um kit compreendendo uma formulacdo com um vetor de
expressdo de nucleotideo recombinante que codifica IDS humano,
em que a formulacdo ¢é adequada para administracdo no LCR do
cérebro humano, de modo que um depdsito seja formado no sistema
nervoso central humano que secreta um precursor de IDS humano
glicosilado que é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 8¢ kDa,
87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 9294 kDa
ou 95 kDa), medidos por eletroforese em gel de poliacrilamida,
contém uma formilglicina , é «o2,6-sialilado, nao contém NeuGc
detectével, ndo contém antigeno o-Gal detectével e/ou é manose-

6-fosforilado.
3.1.2 Conjunto 2

1. Precursor de iduronato-2-sulfatase humano recombinante
glicosilado (IDS) para uso no tratamento de um individuo humano
diagnosticado com mucopolissacaridose tipo II (MPS II), em dgue
0 precursor de IDS humano recombinante glicosilado é produzido
por células gliais humanas ou neuronais humanas e em dJue ©
tratamento compreende a entrega ao fluido cerebrospinal (CSF) do
referido sujeito humano uma gquantidade terapeuticamente eficaz

do precursor do IDS humano recombinante glicosilado.

2. O precursor de IDS humano recombinante glicosilado para uso
do paragrafo 1, em que o precursor de IDS humano recombinante

glicosilado é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 8¢ kDa, 87
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kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kba, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou

95 kDa), medido por eletroforese em gel de poliacrilamida.

3. O precursor de IDS humano recombinante glicosilado para
uso do paréagrafo 1, em que o precursor de IDS humano recombinante
glicosilado é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 8¢ kDa, 87
kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kba, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou
95 kDa), medido por eletroforese em gel de poliacrilamida, contém
formilglicina, é w2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel,
nao contém antigeno a-Gal detectéavel e/ou & manose-6

fosforilado.

4, O precursor de IDS humano recombinante glicosilado para uso
de qualgquer um dos paragrafos 1 a 3, em gue o precursor de IDS
humano recombinante glicosilado é secretado a partir de um
depbdsito de células no sistema nervoso central modificado
geneticamente para secretar o referido precursor de IDS humano

recombinante glicosilado.

5. O precursor de IDS humano recombinante glicosilado para uso
do paragrafo 4, no qual o depdsito é formado no cérebro de um

sujeito humano.

6. O precursor do IDS humano recombinante glicosilado para uso
de gqualquer um dos parédgrafos 1 a 5, no qual o sujeito humano é

deficiente na atividade do IDS.

7. O precursor de IDS humano recombinante glicosilado para uso
de qualquer um dos paragrafos 1 a 6, no qual o precursor de IDS
humano recombinante glicosilado compreende a sequéncia de

aminoacidos de SEQ ID NO. 1

8. Umn vetor de expressdo de nucleotideo recombinante que

codifica IDS humano para uso no tratamento de um sujeito humano
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diagnosticado com MPS II, em que o referido vetor de expresséao
de nucleotideo recombinante gquando usado para transduzir uma
célula neuronal humana primaria em cultura direciona a expresséao
de um precursor de IDS humano glicosilado segregado que é cerca
de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa,
90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa), medido por
eletroforese em gel de poliacrilamida, contém um a
formilglicina, é w2,6-sialilada, ndo contém NeuGc detectavel,
ndo contém antigeno a-Gal detectédvel e/ou é manose-6-fosforilada
e em que o tratamento compreende administrar ao CSF do referido

sujeito humano o nucleotideo recombinante vetor de expresséo.

9. Umn vetor de expressdo de nucleotideo recombinante que
codifica IDS humano para uso no tratamento de um sujeito humano
diagnosticado com MPS II, em dque o vetor de expressao de
nucleotideo recombinante ¢é adequado para administracdo ao
ligquido cefalorraquidiano do cérebro humano, de modo gue um
depbdsito seja formado no centro humano sistema nervoso due
secreta um precursor de IDS humano glicosilado que é cerca de 90
kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDba, 88 kDa, 89 kba, 90
kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa ), medido por
eletroforese em gel de poliacrilamida, contém uma formilglicina,
é o2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel, ndo contém
antigeno o-Gal detectéavel e/ou é fosforilado com manose-6 e em
que o tratamento compreende a administracdo ao CSF do referido

sujeito humano o vetor de expressdo de nucleotideo recombinante.

10. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
do paragrafo 9, em que a secrecdo do referido precursor de IDS

humano glicosilado ¢é confirmada pela transducdo de uma linha
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celular neuronal humana com o referido vetor de expressédo de

nucleotideo recombinante em cultura de células.

11. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
dos paréagrafos 9 ou 10, em que a secrecdo do referido precursor
de IDS humano glicosilado é confirmada na presenca e auséncia de

manose-6—fosfato.

12. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
de qualguer um dos paragrafos 8 a 11, no qual o IDS humano

compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO. 1

13. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
de qualgquer um dos parédgrafos 8 a 12, em que o vetor de expresséao
de nucleotideo recombinante compreende um promotor especifico de
neurdnio que controla a expressdo do precursor de IDS humano
glicosilado em células neuronais humanas ou um promotor
especifico de célula glial que controla a expressdo do precursor

de IDS humano glicosilado em células gliais humanas.

14. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
de qualgquer um dos parédgrafos 8 a 13, em que o vetor de expresséao
de nucleotideo recombinante codifica um peptideo 1lider due
garante o processamento co- e pbs-traducdo adequado do precursor
do IDS humano glicosilado em células neuronals humanas ou células

gliais humanas.

15. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
de qualgquer um dos parédgrafos 8 a 14, em que o vetor de expressao

de nucleotideo recombinante é um vetor de AAV.

16. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
do paréagrafo 15, em que o vetor de expressdo de nuclectideo

recombinante é um vetor de AAV com defeito de replicacéo.
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17. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
dos paréagrafos 15 ou 16, em que o vetor de expressdo de

nucleotideo recombinante é um vetor AAVY ou AAVrhlO.

18. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
de qualgquer um dos parédgrafos 8 a 17, em que o vetor de expressao
de nucleotideo recombinante é entregue ao LCR do sujeito humano
por puncdo 1intratecal, intracerebroventricular, lombar ou

administracdo intranasal.

19. O vetor de expressdo de nucleotideo recombinante para uso
de gualquer um dos parédgrafos 8 a 18, em gue o sujeito humano é

deficiente na atividade do IDS.

20. Uma formulacdo para uso no tratamento de um sujeito humano
diagnosticado com MPS II, gque compreende um vetor de expressao
de nucleotideo recombinante que codifica IDS humano, em dque a
formulacdo ¢é adequada para administracdo no LCR do cérebro
humano, de modo que um depdsito seja formado no humano sistema
nervoso central que secreta um precursor de IDS humano
glicosilado que é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 8¢ kDa,
87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 9294 kDa
ou 95 kDa) conforme medido por eletroforese em gel de
poliacrilamida, contém uma formilglicina, & o2,6-sialilado, néo
contém NeuGc detectavel, ndo contém antigeno o-Gal detectavel

e/ou é fosforilado com manose-6.
3.1.3 Conjunto 3

1. Uso de um precursor de iduronato-2-sulfatase recombinante
humano glicosilado (IDS) para a fabricacdo de um medicamento
para o tratamento de um individuo humano diagnosticado com

mucopolissacaridose tipo II (MPS II), em que o precursor de IDS

Peticdo 870190103369, de 14/10/2019, pag. 92/239



35/166

humano recombinante glicosilado ¢é produzido por neurdnios
humanos ou células gliais humanas, e em gque o tratamento
compreende a entrega ao liquido cefalorraquidiano (LCR) do
referido sujeito humano uma gquantidade terapeuticamente eficaz

do precursor de IDS humano recombinante glicosilado.

2. O uso do paréagrafo 1, em gque o precursor do IDS humano
recombinante glicosilado é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa,
86 kDha, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa,
94 kDa, ou 95 kDa) medido por eletroforese em gel de

poliacrilamida.

3. O uso do paréagrafo 1, em gque o precursor do IDS humano
recombinante glicosilado é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa,
86 kDha, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa,
94 kDa, ou 95 kbDa), medido por electroforese em gel de
poliacrilamida, contém um formilglicina, é «2,6-sialylated, néo
contém detectdvel NeuGc, ndo contém antigénio o-Gal detectéavel,

e/ou é o manose-6-fosforilado.

4. O uso de qualgquer um dos paragrafos 1 a 3, em gque O precursor
de IDS humano recombinante glicosilado é secretado a partir de
um depdsito de células no sistema nervoso central geneticamente
modificado por engenharia genética para secretar o referido

precursor de IDS humano recombinante glicosilado.

5. O uso do paréagrafo 4, no gqual o depdsito é formado no

cérebro de um sujeito humano.

6. O uso de qualgquer um dos paragrafos 1 a 5, no gqual o sujeito

humano é deficiente na atividade do IDS.
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7. A utilizacdo de gqualquer um dos paragrafos 1 a 6, em gue ©
precursor do IDS humano recombinante glicosilado compreende a

sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO. 1

8. A utilizacdo de um vetor de expressdo de nucleotideo
recombinante que codifica IDS humano para a fabricacdo de um
medicamento para o tratamento de um sujeito humano diagnosticado
com MPS II, em que o referido vetor de expressao de nucleotideo
recombinante gquando usado para transduzir uma célula neuronal
humana primédria em cultura direciona a expressdo de um precursor
de IDS humano glicosilado secretado que é cerca de 90 kDa (por
exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDha, 90 kDa, 921 kDa,
92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa), medido por a eletroforese em
gel de poliacrilamida, contém uma formilglicina, ¢é oZ2,6-
sialilada, ndo contém NeuGc detectével, ndo contém antigeno o-
Gal detectéavel e/ou é manose 6-fosforilada e em gue o tratamento
compreende a administracdo ao LCR de dito sujeito humano o vetor

de expressdo de nucleotideo recombinante.

9. Uso de um vetor de expressdo de nucleotideo recombinante
que codifica IDS humano para a fabricacdo de um medicamento para
o tratamento de um sujeito humano diagnosticado com MPS II, em
que o vetor de expressdo de nucleotideo recombinante é adequado
para administracdo ao fluido cerebrospinal do cérebro humano, de
modo que um depdsito & formado no sistema nervoso central humano
que secreta um precursor de IDS humano glicosilado que é cerca
de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa,
90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa), medido por
eletroforese em gel de poliacrilamida, contém uma formilglicina,
é o2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel, ndo contém

antigeno o-Gal detectével e/ou é manose 6-fosforilada, e em que
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o tratamento compreende administrar ao CSF do referido sujeito

humano o vetor de expressdo de nucleotideo recombinante.

10. A utilizacdo do parédgrafo 9, em gque a secrecdo do referido
precursor de IDS humano glicosilado é confirmada pela transducéo
de uma linha de células neuronais humanas com o referido vetor

de expressido de nucleotideo recombinante em cultura de células.

11. A utilizacdo dos parédgrafos 9 ou 10, em gque a secrecdo do
referido precursor de IDS humano glicosilado é confirmada na

presenca e auséncia de manose-6-fosfato.

12. A utilizacdo de gqualquer um dos paradgrafos 8 a 11, em gue
o IDS humano compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO.

1

13. O uso de qualgquer um dos paragrafos 8 a 12, em que o vetor
de expressido de nucleotideo recombinante compreende um promotor
especifico de neurdnio que controla a expressdo do precursor de
IDS humano glicosilado em <células neuronais humanas ou um
promotor especifico de célula glial que controla a expressédo do

precursor de IDS humano glicosilado em células gliais humanas.

14. O uso de qualguer um dos paragrafos 8 a 13, em que o vetor
de expressdo de nucleotideo recombinante codifica um peptideo
lider que garante o processamento co- e pds—-traducdo adequado do
precursor do IDS humano glicosilado em células neuronais humanas

ou células gliais humanas.

15. O uso de qualgquer um dos paragrafos 8 a 14, em que o vetor

de expressdo de nucleotideo recombinante é um vetor de AAV.
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16. A utilizacdo do paragrafo 15, em que o vetor de expresséo
de nucleotideo recombinante é um vetor de AAV com defeito de

replicacéo.

17. A utilizacdo do parégrafo 15 ou 16, em gque o vetor de

expressdo de nucleotideo recombinante é um vetor AAVY ou AAVrhlO.

18. O uso de qualguer um dos paragrafos 8 a 17, em que o vetor
de expressdo de nucleotideo recombinante é entregue ao LCR do
sujeito humano por puncdo intratecal, intracerebroventricular,

lombar ou administracdo intranasal.

19. 0O uso de qualgquer um dos paragrafos 8 a 18, em que o sujeito

humano é deficiente na atividade do IDS.

20. Uso de uma formulacdo para a fabricacdo de um medicamento
para o tratamento de um sujeito humano diagnosticado com MPS II,
em que a Tformulacdo compreende um vetor de expressdo de
nucleotideo recombinante que codifica o IDS humano e em dque a
formulacdo ¢é adequada para administracdo no LCR do cérebro
humano, de modo que um depdsito seja formado no sistema nervoso
central humano que segrega um precursor de IDS humano glicosilado
que é de cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa,
88 kDa, 89 kba, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDba 93 kDa, 924 kDa ou 95 kDa),
medido por eletroforese em gel de poliacrilamida, contém
formilglicina, é w2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel,
ndo contém antigeno o-Gal detectavel e/ou ¢é manose 6-

fosforilado.
3.1.4 Conjunto 4

1. Método para o tratamento de um sujeito humano diagnosticado
com mucopolissacaridose tipo II (MPS 1II), compreendendo a

entrega ao ligquido cefalorragquidiano (LCR) do referido sujeito
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humano uma guantidade terapeuticamente eficaz de um precursor
iduronato-2-sulfatase recombinante glicosilado humano (IDS)

produzido por células neuronails ou gliails humanas.

2. Método do paradgrafo 1, em gque o precursor do IDS humano
recombinante glicosilado é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa,
86 kDha, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa,
94 kDa, ou 95 kDa) medido por eletroforese em gel de

poliacrilamida.

3. Método do paradgrafo 1, em gque o precursor do IDS humano
recombinante glicosilado é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa,
86 kDha, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa,
94 kDa, ou 95 kbDa), medido por electroforese em gel de
poliacrilamida, contém um formilglicina, é o2,6-sialilado, néo
contém NeuGc detectével, ndo contém antigeno o-Gal detectéavel,

e/ou é manose-6-fosforilado.

4. Método de gqualquer um dos paragrafos 1 a 3, em dJue o
precursor de IDS humano recombinante glicosilado é secretado a
partir de um depdsito de células no sistema nervoso central
geneticamente modificado por engenharia genética para secretar

o0 referido precursor de IDS humano recombinante glicosilado.

5. Método do paréagrafo 4, no qual o depdsito é formado no

cérebro de um sujeito humano.

6. Método de qualgquer um dos paragrafos 1 a 5, no qual o

sujeito humano é deficiente na atividade do IDS.

7. Método de gqualgquer um dos paragrafos 1 a 6, no qual o
precursor do IDS humano recombinante glicosilado compreende a

sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO. 1
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8. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com MPS
II, compreendendo a administracdo ao CSF do referido sujeito
humano de um vetor de expressdo de nucleotideo recombinante que
codifica IDS humano, em que o referido vetor de expressdo de
nucleotideo recombinante quando usado para transduzir uma célula
neuronal humana primaria em cultura direciona a expressdo de um
precursor de IDS humano glicosilado secretado que é cerca de 90
kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDba, 88 kDa, 89 kba, 90
kDa, 91 kDha, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa) medido por
eletroforese em gel de poliacrilamida, contém uma formilglicina,
é o2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel, ndo contém

antigeno o-Gal detectéavel e/ou é fosforilado com manose-6.

9. Método para tratar um humano diagnosticado com MPS 11,
compreendendo a administracdo ao CSF do referido humano de um
vetor de expressdo de nucleotideo recombinante que codifica IDS
humano, de modo que um depdsito seja formado no sistema nervoso
central humano que secreta um precursor de IDS humano glicosilado
que é cerca de 920 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88
kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa),
medido por eletroforese em gel de poliacrilamida, contém uma
formilglicina, é w2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel,
ndo contém antigeno o-Gal detectavel e/ou é manose-6-

fosforilada.

10. O método do parédgrafo 9, em que a secrecdo do referido
precursor de IDS humano glicosilado é confirmada através da
transducdo de uma linha celular neuronal humana com o referido
vetor de expressdo de nucleotideo recombinante em cultura de

células.
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11. Os métodos dos paragrafos 2 ou 10, em gque a secrecdo do
referido precursor de IDS humano glicosilado é confirmada na

presenca e auséncia de manose-6-fosfato.

12. Método de gqualquer um dos paréagrafos 8 a 11, no qual o IDS

humano compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO. 1

13. Método de qualguer um dos paragrafos 8 a 12, em que o vetor
de expressido de nucleotideo recombinante compreende um promotor
especifico de neurdnio que controla a expressdo do precursor de
IDS humano glicosilado em <células neuronais humanas ou um
promotor especifico de célula glial que controla a expressédo do

precursor de IDS humano glicosilado em células gliais humanas.

14. Método de qualguer um dos paragrafos 8 a 13, em que o vetor
de expressdo de nucleotideo recombinante codifica um peptideo
lider que garante o processamento co- e pds—-traducdo adequado do
precursor do IDS humano glicosilado em células neuronais humanas

ou células gliais humanas.

15. Método de qualguer um dos paragrafos 8 a 14, em que o vetor

de expressdo de nucleotideo recombinante é um vetor de AAV.

16. Método do paréagrafo 15, em que o vetor de expressido de
nucleotideo recombinante é um vetor de AAV com defeito de

replicacéo.

17. Método dos paréagrafos 15 ou 16, em gque o vetor de expressao

de nucleotideo recombinante é um vetor AAVO ou AAVrhlO.

18. Método de qualgquer um dos paragrafos 8 a 17, em que o vetor
de expressdo de nucleotideo recombinante é entregue ao LCR do
sujeito humano por puncdo intratecal, intracerebroventricular,

lombar ou administracdo intranasal.
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19. Método de qualgquer um dos paragrafos 8 a 18, em que o

sujeito humano é deficiente na atividade do IDS.

20. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com MPS
II, compreendendo a administracdo ao CSF do referido sujeito
humano uma formulacdo compreendendo um vetor de expressao de
nucleotideo recombinante que codifica o IDS humano, em dgue a
formulacdo ¢é adequada para administracdo ao CSF do cérebro
humano, de modo que um depdsito é formado no sistema nervoso
central humano que secreta um precursor de IDS humano glicosilado
que é cerca de 920 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88
kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa , 94 kDa ou 95 kDa),
medido por eletroforese em gel de poliacrilamida, contém uma
formilglicina, é w2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel,
ndo contém antigeno o-Gal detectadvel e/ou possul manose 6-

fosforilada.
3.1.5 Conjunto 5

1. Método para o tratamento de um sujeito humano diagnosticado
com mucopolissacaridose tipo II (MPS 1II), compreendendo a
entrega ao ligquido cefalorragquidiano (LCR) do referido sujeito
humano uma guantidade terapeuticamente eficaz de um precursor
iduronato-2-sulfatase recombinante glicosilado humano (IDS)

produzido por células neuronails ou gliails humanas.

2. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com
mucopolissacaridose tipo II (MPS II), caracterizado pelo fato de

que compreende:

adicionar ao fluido cerebrospinal (CSF) do referido sujeito
humano, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um precursor

iduronato-2-sulfatase (IDS) humano recombinante glicosilado dque
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& cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88 kDa
, 89 kDba, 90 kba, 91 kDa, 92 kDa, 93 kba, 94 kDa ou 95 kDa),
medidos por eletroforese em gel de poliacrilamida, tem um residuo
de formilglicina em C84 (Fig. 1), é o2,6-sialilado, nd&o contém

NeuGc detectédvel e é manose-6-fosforilada.

3. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com
mucopolissacaridose tipo II (MPS II), caracterizado pelo fato de

que compreende:

adicionar ao fluido cerebrospinal (CSF) do referido sujeito
humano, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um precursor
iduronato-2-sulfatase (IDS) humano recombinante glicosilado dque
& cerca de 90 kDa (por exemplo , 85 kDa, 8¢ kDa, 87 kDa, 88 kDa
, 89 kDba, 90 kba, 91 kDa, 92 kDa, 93 kba, 94 kDa ou 95 kDa),
medidos por eletroforese em gel de poliacrilamida, tem um residuo
de formilglicina em C84 (Fig. 1), é o2,6-sialilado, nd&o contém

NeuGc e/ou antigeno o—-Gal detectavel e é manose-6-fosforilada.

4. Método de gqualgquer um dos paragrafos 1 a 3, no qual o
precursor de IDS humano recombinante glicosilado é entregue ao
CSF a partir de um depdsito de células no sistema nervoso central
modificado geneticamente para secretar o referido precursor de

IDS humano recombinante glicosilado no CSF.

5. Método do paréagrafo 4, no qual o depdsito é formado no

cérebro do sujeito humano.

6. Método de gqualgquer um dos paragrafos 1 a 5, no qual o

sujeito humano é deficiente na atividade do IDS.

7. Método de gqualgquer um dos paragrafos 1 a 6, no qual o
precursor do IDS humano recombinante glicosilado compreende a

sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO. 1
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8. Método para tratar um humano diagnosticado com
mucopolissacaridose tipo II (MPS I1), compreendendo a
administracdo ao fluido cerebrospinal (CSF) do referido sujeito
humano um vetor de expressdo de nucleotideo recombinante dgue
codifica a iduronato-2-sulfatase humana (IDS), em que o referido
nucleotideo recombinante o vetor de expressdo quando usado para
transduzir uma célula neuronal humana primdria em cultura
direciona a expressdo de um precursor de IDS humano glicosilado
segregado que é cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87
kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kba, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou
95 kDa), medido por eletroforese em gel de poliacrilamida, possui
um residuo de formilglicina em C8% (Fig. 1), é o2,6-sialilado e

manose—-6—fosforilada.

9. Método para tratar um humano diagnosticado com
mucopolissacaridose tipo II (MPS II), caracterizado pelo fato de

que compreende:

administrar ao fluido cerebrospinal do cérebro do referido
sujeito humano, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
vetor de expressdo de nucleotideo recombinante que codifica o
IDS humano, de modo que um depdsito seja formado no sistema
nervoso central do sujeito que secreta um precursor de IDS humano

glicosilado que é o2, 6-sialilado e manose-6-fosforilado.

10. Método do paréagrafo 9, em gque a secrecdo do referido
precursor de IDS humano glicosilado que é o2,6-sililado &
confirmada pela transducdo de uma linha celular neuronal humana
com o referido vetor de expressédo de nucleotideo recombinante em

cultura de células.
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11. Método do paréagrafo 9, em gque a secrecdo do referido
precursor IDS humano glicosilado que é manose-6-fosforilada é
confirmada pela transducdo de uma linha celular neuronal humana
com o referido vetor de expressédo de nucleotideo recombinante em

cultura de células.

12. Método dos parégrafos 10 ou 11, no dgqual a secrecdo &

confirmada na presenca e na auséncia de manose-6-fosfato.

13. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com
mucopolissacaridose tipo II (MPS II), caracterizado pelo fato de

que compreende:

administrar ao fluido cerebrospinal do cérebro do referido
sujeito humano, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
vetor de expressdao de nucleotideo recombinante que codifica o
IDS humano, de modo gque seja formado um depdsito que segrega um
precursor de IDS humano glicosilado contendo um glicano a2, 6-

sialilado;

em que o referido vetor de expressido de nucleotideo recombinante,
quando usado para transduzir c¢élulas neuronais humanas em
cultura resulta na secrecdo do referido precursor de IDS humano
glicosilado contendo um glicano a2,6-sialilado na referida

cultura de células.

14. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com
mucopolissacaridose tipo II (MPS II), caracterizado pelo fato de

que compreende

administrar ao fluido cerebrospinal do cérebro do referido
sujeito humano, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
vetor de expressdao de nucleotideo recombinante que codifica o

IDS humano, de modo gque seja formado um depdsito que secrete um
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precursor de IDS humano glicosilado gque contém um manose-6-

fosfato;

em que o referido vetor de expressido de nucleotideo recombinante,
quando usado para transduzir c¢élulas neuronais humanas em
cultura resulta na secrecdo do referido precursor de IDS humano
glicosilado que é manose-6-fosforilada na referida cultura de

células.

15. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com
mucopolissacaridose tipo II (MPS II), caracterizado pelo fato de

que compreende

administrar ao fluido cerebrospinal do cérebro do referido
sujeito humano, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
vetor de expressdao de nucleotideo recombinante que codifica o
IDS humano, de modo gque seja formado um depdsito que secrete um
precursor do IDS humano glicosilado que contém uma

formilglicina;

em que o referido vetor de expressido de nucleotideo recombinante,
quando usado para transduzir c¢élulas neuronais humanas em
cultura resulta na secrecdo do referido precursor de IDS humano
glicosilado que contém uma formilglicina na referida cultura de

células.

16. Método de gqualquer um dos parédgrafos 8 a 15, no qual o IDS

humano compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO. 1

17. Método de qualguer um dos paragrafos 8 a 15, em que o vetor
de expressdo de nucleotideo recombinante codifica um peptideo

lider.
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18. Método de qualgquer um dos paragrafos 8 a 15, no gqual o vetor
de expressdo de nucleotideo recombinante é um vetor de AAV com

defeito de replicacéo.

19. Método de qualgquer um dos paragrafos 8 a 15, no gqual o vetor
de expressdo de nucleotideo recombinante é entregue ao LCR do
sujeito humano por puncdo intratecal, intracerebroventricular,

lombar ou administracdo intranasal.

20. Método de qualquer um dos parédgrafos 8 a 15, no qual o

sujeito é humano e é deficiente na atividade do IDS.

4. BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[0032] FIG.1l. A sequéncia de aminoédcidos do IDS humano.

E necessaria uma modificacdo pds-traducdo da formilglicina de
C8% (mostrada em negrito na FIG.l) para a atividade enziméatica.
Oito locais de glicosilacdo ligados a N (N 31, N 115, N 144 N 246,
N 280, N 325, N %13 ¢ N 537) estdo em negrito e em caixas. Um local
de tirosina-O-sulfatacdo (Y) estd em negrito e a sequéncia
completa do local de sulfatacdo (PSSEKY 165 ENTKTCRGPD) &
encaixotada. O terminal N dos polipeptideos maduros de 42 kDa e
14 kDa é indicado por setas horizontais. No cérebro, o terminal
N da forma madura de 42 kDa comeca nas posicdes 34 ou 36 da
seguinte maneira: T 34 DALNVLLI; e A 36 LNVLLIIV como indicado na
FIG.1. (Ver Sleat, 2005, Proteomics 5: 1520-1532, Tabela S2).
Dois dos oito locais de glicosilacdo ligados a N, nomeadamente
N 280 ¢ N 116, 530 manose-6-fosforilados no IDS obtido a partir do
cérebro humano. (Sleat et al., 2006, Mol & Cell Proeomics 5.4:

686-701, relatado na Tabela V).

[0033] FIG.2. Alinhamento de sequéncia multipla de HIDS com

ortdlogos conhecidos. Os nomes das espécies e IDs de proteinas
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sdo os seguintes: SP|P22304|IDS HUMAN [Homo sapiens];
TRIK6ZGI9 PANTR [trogloditas de pan (chimpanzé) ];
TR[K7BKV4 PANTR [trogloditas de pan (chimpanzé) ];

TRIHOFTX2 MACMU [Macaca mulatta (macaco Rhesus)]; TRF/EJGZ CALJA
[Callithrix jacchus (sagui-de-tufo-branco)]; TR|U3DTL8 CALJA
[Callithrix jacchus (sagui-de-tufo-branco)]; TR|G/NRX7 MACMU
[Macaca mulatta (macaco Rhesus)]; TR|G7Q1V9 MACFA [Macaca
fascicularis (macaco gue come caranguejo; macaco cinomdlogo)]:;
TR|HZPX10 PONAB [Pongo abelii (orangotango de Sumatra)];
TR|AOAODOR4D1 CHLSB [Chlorocebus sabaeus (macaco verde)];
TR|IGIRST8 |GIRST8 NOMLE [Nomascus leucogenys (gibdao do norte de

bochechas brancas)];

UPIOO000D9F625 [Macaca mulatta (macaco Rhesus)]; UPIOC00274358B
[Pan paniscus (chimpanzé-pigmeu; Bonobo)]; UPIO0027F6FCS [Papio
Anubis (babuino verde-oliva)]; UPIOO0027FAEO3 [Saimiri
boliviensis (macaco-esquilo boliviano)]; UPIOO003ABRBF28 [Macaca

fascicularis (macaco gue come caranguejo; macaco cinomdlogo)]:;

UPIO00533297F [Rhinopithecus roxellana (macaco-de-nariz-
dourado; Pygathrix roxellana)l]; UPIOO05F40RBRD2 [Colobus
angolensis palliates (Peters 'Angolan colobus)] (SEQ ID NOs: 27-
44 .

[0034] FIG.3. Mutacdes no MPS II em HIDS e fendtipos de
doencas correspondentes, leves, intermedidrios ou graves. (da
Uniprot).

[0035] FIG.4. Processamento humano de IDS como relatado em

Millat et al., 1997, Exp. célula. Res. 230: 362-367, na Fig.7.

[0036] FIG.5. Representacdo esquemédtica da construcédo 1.
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[0037] FIG.6. Alinhamento de Sequéncia Multipla Clustal dos
capsideos 1 - 9 do AAV (SEQ ID NOs: 16-26). As substituicdes de
aminoadcidos (mostradas em negrito nas linhas inferiores) podem
ser feitas nos capsideos AAVY9 e AAVS8 "recrutando" residuos de

aminoadcidos da posicdo correspondente de outros capsideos AAV

alinhados. Regides de sequéncia designadas por "HVR" = regides
hipervariaveis.

5. DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0038] A invencdo envolve a entrega de iduronato-2-sulfatase

recombinante humana (rhIDS) produzida por células neuronais ou
gliais humanas ao liquido cefalorraquidiano (LCR) do sistema
nervoso central (CNS) de um sujeito humano diagnosticado com
mucopolissacaridose II (MPS 1II), incluindo, entre outros,
pacientes diagnosticados com sindrome de Hunter. Veja também o
Pedido de Patente Internacional No. PCT / US2017 / 027770,
arquivado em 14 de abril de 2017 (publicado como WO / 2017/181113
em 19 de outubro de 2017), que é incorporado por referéncia aqui
na sua totalidade, para composicdes e métodos que pode ser usado

de acordo com a invencdo aqui descrita.

[0039] Numa forma de realizacdo preferida, o tratamento &
realizado por meio de terapia de genes - por exemplo, por
administracdo de um vetor viral ou outra construcdo de expresséio
de ADN que codifica o IDS humanos (HIDs), ou um derivado de HIDs,
para o CSF de um paciente (sujeito humano) diagnosticada com MPS
II, para dgque seja gerado um depdsito permanente de células
neuronais e/ou gliais transduzidas que fornecam continuamente o
produto transgene ao CNS. Os rhIDS secretados do depdsito de
células neuronais/gliais no LCR serdo endocitados pelas células

do SNC, resultando em "correcdo cruzada" do defeito enzimdtico
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nas células receptoras. Além disso, verificou-se,
inesperadamente, que o depbsito de células neurais e gliais
transduzidas no SNC pode entregar a enzima recombinante ao SNC
e sistemicamente, o que pode reduzir ou eliminar a necessidade
de tratamento sistémico, por exemplo, semanal i.v. injecbes da

enzima.

[0040] Numa forma de realizacdo alternativa, os HIDs pode ser
produzido por neuronal humano ou células gliais em culturas de
células (por exemplo, bio-reatores) e administrados como uma
terapia de substituicdo de enzimas ( “TRE”), por exemplo, por
injeccdo da enzima - no LCR , diretamente no CNS e/ou
sistemicamente. No entanto, a abordagem da terapia genética
oferece varias vantagens sobre a ERT, pois a entrega sistémica
da enzima ndo resultard no tratamento do SNC, porque a enzima
nao pode atravessar a barreira hematoencefalica; e,
diferentemente da abordagem de terapia génica da invencédo, a
entrega direta da enzima ao LCR e/ou CNS exigiria repetidas
injecdes que ndo sdo apenas onerosas, mas representam um risco

de infeccédo.

[0041] Os HIDs codificado pelo transgene pode incluir, mas é
ndo se limitando a humanos IDS (HIDs) possuindo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO.l1 (como mostrado na FIG.1l) e derivados
de HIDS com substituicdes, delecdes ou adicdes de aminoécidos,
por exemplo, incluindo, mas ndo se limitando a substituicdes de
aminoadcidos selecionadas a partir de residuos ndo conservados
correspondentes em ortdlogos de IDS mostrados na FIG.2, com a
condicdo de que tais mutacdes ndo incluam a substituicdo do
residuo de cisteina na posicdo 84 (C84), necessaria para a

atividade enziméatica (Millat et al., 1997, Biochem J 326: 243-
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247); ou uma mutacdo que foil identificada em fendétipos graves,
intermedidrios graves, intermedidrios ou atenuados de MPS II ,
por exemplo, como mostrado na FIG. 3, ou conforme relatado por
Sukegawa-Hayasaka et al., 2006, J Inhert Metab Dis 29: 755-761
(relatando os mutantes "atenuados" R48P, A8LT, W337R e o mutante
truncado @Q531X; e os mutantes "graves" P8e6L, S333L , S34971,
R468Q, R468L); Millat et al., 1998, BBA 1406: 214-218 (relatando
mutantes "atenuados" P480L e P480Q; e mutante "grave" P86L); e
Bonucelli et al., 2001, BBA 1537: 233-238, cada um dos quais &

incorporado por referéncia aqui na sua totalidade.

[0042] Por exemplo, as substituicdes de aminodcidos em uma
posicdo especifica de HIDS podem ser selecionadas dentre os
residuos de aminoacidos correspondentes nao conservados
encontrados nessa posicdo nos ortdélogos do IDS alinhados na
FIG.2, com a condicdo de gque tais substituic®es ndo incluam
nenhuma das mutacdes deletérias mostradas na FIG.3 ou como
relatado por Sukegawa-Havyasaka et al., 2006, supra; Millat et
ai., 1998, supra; ou Bonucelli et al., 2001, supra, cada um dos
quals ¢é incorporado por referéncia agqui na sua totalidade. O
produto transgene resultante pode ser testado usando ensaios
convencionais in vitro, em cultura de células ou animais de teste
para garantir que a mutacdo nao perturbe a funcdo IDS. As
substituicdes, delecdes ou adicdes de aminoadcidos preferidas
selecionadas devem ser aquelas que mantém ou aumentam a atividade
enzimAtica, a estabilidade ou a meia-vida do IDS, como testado
por ensaios convencionails in vitro, em cultura de células ou
modelos animais para MPS II. Por exemplo, a atividade enzimédtica
do produto transgene pode ser avaliada usando um ensaio

enzimdtico convencional com, por exemplo, 2-sulfato de &acido 4-
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metilumbeliferil o-L-idopiranosidurdnico como sulfato de 2-
sulfato ou 4-metilumbeliferil sulfato como substrato (ver, por
exemplo, Lee et al. al., 2015, Clin. Biochem. 48 (18): 1350-
1353, Dean et al., 2006, Clin. Chem. 52 (4): 643-649 para ensaios
enzimdticos de IDS exemplares que podem ser usados, cada um dos
quals ¢é incorporado por referéncia aqui na sua totalidade). A
capacidade do produto transgene para corrigir o fendtipo MPS I1I
pode ser avaliada em cultura de células; por exemplo, pela
transdugdo de células MPS II em cultura com um vetor viral ou
outra construcdo de expressdo de DNA que codifica HIDS ou um
derivado; adicionando o produto transgene ou um derivado as
células MPS II em cultura; ou co-cultivando células MPS II com
células hospedeiras neuronais/gliais humanas projetadas para
expressar e secretar rhIDS ou um derivado e determinando a
correcdo do defeito nas células cultivadas com MPS II, por
exemplo, detectando a atividade da enzima IDS e/ou reducdo na
Armazenamento de GAGnas células MPS II em cultura (ver, por
exemplo, Stroncek et al., 1999, Transfusion 39 (4): 343-350, que

¢ incorporado por referéncia aquil na sua totalidade).

[0043] Foram descritos modelos animais para MPS II que podem
ser utilizados para avaliar a terapéutica aqui descrita. Por
exemplo, um modelo de camundongo knockout (IDS-knockout) do MPS
IT fol projetado substituindo os exons 4 e 5 do gene IDS pelo
gene de resisténcia a neomicina. (Garcia et al., 2007, J. Inherit
Metab Dis 30: 924-34). Este camundongo IDS knockout exibe muitas
das caracteristicas do MPS IT1, incluindo anormalidades
esqueléticas, hepatoesplenomegalia, GAG urinadrio e tecidual
elevado e lesdes de armazenamento cerebral (Muenzer et al., 2001,

Acta Paediatr Suppl 91: 98-99) e foi usado avaliar o efeito da
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terapia de reposicédo enzimadtica no MPS II no suporte de ensaios
clinicos para a ERT. Este modelo de camundongo, portanto, €& um
modelo relevante para estudar os efeitos da terapia génica que
fornece RIDS produzidos por células neuronais ou gliais como um
tratamento para MPS I1 (ver, por exemplo, Polito e Cosma, 2009,
Am. J. Hum. Genet. 85 (2): 296-301, que ¢ incorporado por

referéncia aqui na sua totalidade).

[0044] De preferéncia, o transgene HIDS produzido pelas
células neuronais/gliais humanas deve ser controlado por
elementos de controle de expressdo que funcionam em neurdnios
e/ou células gliais, por exemplo , o promotor CB7 (um promotor
de B -actina de frango e potenciador de CMV), e podem incluir
outros elementos de controlo da expressdo dJue aumentam a
expressdo do transgene impulsionado pelo vetor (por ex ., frango
B de intron e de coelho -actina B -globina sinal poli A). A
construcdo de <cDNA para o transgene hIDS deve incluir uma
sequéncia de codificacdo para um peptideo sinal que garanta o
processamento co e pds-traducional adequado (glicosilacido e
sulfatacdo de proteinas) pelas células CNS transduzidas. Tais
peptideos de sinal usados pelas células do SNC podem incluir,

mas ndo estdo limitados a:

o Peptideo sinal de glicoproteina mielina-oligodendrécito

(hOMG) :
MEYQILKMSLCLFILLFLTPGILC (SEQ ID NO: 2)

o Repressor celular dos peptideos sinalizadores dos genes 2

estimulados por EI1A (hCREG2):

MSVRRGRRPARPGTRLSWLLCCSALLSPAAG (SEQ ID NO: 3)
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o Conjunto V e dominio transmembranar contendo peptideo sinal

2B (hVSTM2R) : MEQRNRLGALGYLPPLLLHALLLFVADA (SEQ ID NO:4)
o Peptideo sinal de protocaderina alfa-1 (hPCADHAL) :
MVFSRRGGLGARDLLLWLLLLAAWEVGSG (SEQ ID NO: 5)

. Peptideo de sinal FAMI19A1 (TAFAl):
MAMVSAMSWVLYLWISACA (SEQ ID NO: 6)

o Peptideo sinal de interleucina-2:
MYRMQLLSCIALILALVTNS (SEQ ID NO: 14)

Os peptideos de sinal também podem ser aqui referidos como

sequéncias lideres ou peptideos lideres.

[0045] O vetor recombinante wusado para administrar o
transgene deve ter um tropismo para células no SNC, incluindo
mas limitado a neurdnios e/ou células da glia. Tais vetores podem
incluir vetores de virus adeno-associados recombinantes néo
replicantes ("rAAV"), particularmente aqueles portadores de um
capsideo AAVY9 ou AAVrhl0. Os capsideos variantes de AAV podem
ser utilizados, incluindo, mas nédo se limitando, aos descritos
por Wilson na patente US 7.906.111, gque é incorporada por
referéncia agqui na sua totalidade, sendo particularmente
preferido o AAV/hu.31 e AAV/hu.32; bem como os capsideos
variantes do AAV descritos por Chatterjee na Patente US No.
8.628.966, Patente US No. 8.927.514 e Smith et al., 2014, Mol
Ther 22: 1625-1634, cada um dos dguals €& incorporado por
referéncia aquili na sua totalidade. No entanto, outros vetores
virais podem ser utilizados, incluindo, entre outros, vetores
lentivirais, vetores virais de vaccinia ou vetores de expresséo

ndo viral referidos como construcdes de "DNA nu".
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[0046] As composicdes farmacéuticas adequadas para
administracdo ao LCR compreendem uma suspensdo do vetor rhIDS em
um tampdo de formulacdo compreendendo um tampdo agquoso
fisiologicamente compativel, um surfactante e excipientes
opcionais. Em certas formas de realizacdo, as composicdes
farmacéuticas sdo adequadas para administracdo intratecal. Em
certas formas de realizacdes, as composicdes farmacéuticas séo
adequadas para administracdo intracisternal (injecdo na cisterna
magna) . Em certas formas de realizacdes, as composicdes
farmacéuticas sdo adequadas para injecdo no espaco subaracndide
por meio de uma puncdo Cl-2. Em certas formas de realizacdes, as
composicdes farmacéuticas sdo adequadas para administracéo
intracerebroventricular. Em certas formas de realizacdes, as
composicdes farmacéuticas sdo adequadas para administracdo via

puncao lombar.

[0047] Doses terapeuticamente eficazes do vetor recombinante
devem ser administradas ao LCR via administracdo intratecal
(isto é, injecdo no espaco subaracndideo de modo que os vetores
recombinantes se distribuam através do LCR e transduzam células
no SNC). Isso pode ser realizado de varias maneiras - por
exemplo, por injecdo intracraniana (cisternal ou ventricular) ou
injecéo na cisterna lombar. Por exemplo, a injecéo
intracisternal (CI) (na cisterna magna) pode ser realizada por
puncdo suboccipital guiada por TC; ou a 1injecdo no espaco
subaracndéideo pode ser realizada através de uma puncdo Cl-2
quando possivel para o paciente; ou puncdo lombar (normalmente
procedimentos de diagndéstico realizados para coletar uma amostra
de LCR) pode ser usada para acessar o LCR. Alternativamente, a

administracdo intracerebroventricular (ICV) (uma técnica mais
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invasiva usada para a introducdo de drogas anti-infecciosas ou
anticdncer que ndo penetram na barreira hematoencefalica) pode
ser usada para instilar os vetores recombinantes diretamente nos
ventriculos do cérebro. Alternativamente, a administracéo

intranasal pode ser usada para distribuir o vetor recombinante

no SNC.

[0048] Devido ao crescimento relativamente rapida do cérebro
que ocorre no inicio de um feto em desenvolvimento, a dose total
de AAVO.hIDS administrado IC depende da massa cerebral assumido
entre diferentes idades. Para massa cerebral por idade para os
sujeitos do estudo, ver, por exemplo, (AS Dekaban, Ann Neurol,

outubro de 1978; 4 (4): 345-56.

[0049] Tabela: Dose total administrada por idade
Idade Massa Dose 1 Dose 2
cerebral (GC (GC
presumida total) total)
(9)

2 4 a <9 meses 600 7,8 x 3,9 x
1012 1013
2 9 a <18 meses 1000 1,3 x 6,5 x
1013 1013
2 18 meses a <3 1100 1,4 x 7,2 x
anos 1013 1013
2 3 anos 1300 1,7 x 8,5 x
1013 1013
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[0050] As concentracdes de LCR podem ser monitoradas medindo
diretamente a concentracdo de rhIDS no fluido do LCR obtido a
partir de puncdes occipitalis ou lombares, ou estimadas por
extrapolacdo a partir das concentracdes de rhIDS detectadas no

soro do paciente.

[0051] Como pano de fundo, o IDS humano é traduzido como um
polipeptideo de 550 aminocédcidos que contém oito locais
potenciais de N-glicosilacdo (N3!, NI15, N144 ~N246  N280 = N325, N513
e N°37) representado na FIG.1 e inclui uma sequéncia de sinal de
25 aminoadcidos que ¢é <clivada durante o processamento. Um
precursor intracelular inicial de 76 kDa é convertido em um
precursor fosforilado de 90 kDa apds modificacdo de suas cadeias
de oligossacarideos no aparelho de Golgi. Este precursor ¢é
processado por modificacdes de glicosilacéo e clivagem
proteclitica através de varios intermedidrios intracelulares até
uma forma principal de 55 kDa. Para resumir, apds a remocdo da
sequéncia de sinal 25 aa, o processamento proteolitico envolve
a clivagem proteolitica N-terminal a jusante de N3! removendo um
propeptideo de oito aminodcidos (residuos 26-33) e a clivagem
proteolitica C-terminal a montante de N33 que libera um
polipeptideo de 18 kDa e produz um intermediadrio de 62 kDa que
& convertido em uma forma madura de 55 kDa. A clivagem
proteolitica adicional produz uma forma madura de 45 kDa
localizada no compartimento lisossémico. (Veja a FIG. 4 para o
diagrama reproduzido de Millat et al., 1997, Exp Cell Res 230:
362-367 ("Millat 1997"); Millat et al. 1997, Biochem J. 326:
243-247 ("Millat 1997a") e Froissart et al., 1995, Biochem J.
309: 425-430, cada um dos quais ¢é incorporado por referéncia

agqul na sua totalidade).
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[0052] Uma modificacdo de formilglicina de C8 (mostrada em
negrito na FIG.l) necessaria para a atividade enzimatica
provavelmente ocorre como um evento pds-traducdo ou co-traducgdo
precoce, provavelmente no reticulo endoplasmatico. (Ver Millat
1997a, citando Schmidt et al., 1995, Cell 82: 271-278). O
processamento pods-traducdo continua no Golgi para incluir a
adicdo de glicanos complexos contendo dcido sidlico e a aquisicéo

de residuos de manose-6-fosfato que marcam a enzima para entrega

ao compartimento lisossdbmico. (Ver Clarke, 2008, Expert Opin
Pharmacother 9: 311-317 para uma revisdo concisa gque &
incorporada por referéncia agqui na sua totalidade). Embora

nenhum local de glicosilacédo seja essencial para a estabilidade
do IDS, a glicosilacdo na posicdo N 280 & importante para a
internalizacdo celular e o direcionamento lisossdmico através do
receptor de manose-6-fosfato (M6P) . (Chung et al., 2014,
Glycoconj J 31: 309-315 na p.310, primeira coluna). No estado
fisioldgico normal, o IDS é produzido em niveis muito baixos e
muito pouca ou nenhuma enzima é secretada na célula. (Clarke,

2008, supra).

[0053] A invencdo ¢é Dbaseada, em parte, nos seguintes

principios:

(i) As células neuronais e gliais no SNC sdo células secretoras
que possuem O mecanismo celular para o processamento pds-
traducional de proteinas secretadas - incluindo processos
robustos de glicosilacdo, manose-6-fosforilacdo e tirosina-0-
sulfatacdo - no SNC. Ver, por exemplo, Sleat et al., 2005,
Proteomics 5: 1520-1532, e Sleat 1996, J Biol Chem 271: 19191-
98, que descreve o glicoprotema do manose-6-fosfato do cérebro

humano e observa gque o cérebro contém mais proteinas com um
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numero muito maior de isoformas individuais e proteinas manose-
6-fosforiladas do gque as encontradas em outros tecidos; e Kanan
et al., 2009, Exp. Eye Res. 89: 559-567 e Kanan e Al-Ubaidi,
2015, Exp. Eye Res. 133: 126-131 relataram a producdo de
glicoproteinas sulfatadas em tirosina secretadas por células
neuronais, cada uma das quais é 1incorporada por referéncia na
sua totalidade para modificacdes pds-traducdo feitas por células

CNS humanas.

(ii) © cérebro humano produz varias isoformas de IDS
natural/nativo. Em particular, a sequenciacdo N-terminal de
glicoproteinas de manose-6-fosforiladas do <cérebro humano
revelou que a sequéncia N-terminal da cadeia madura de 42 kDa de
hIDS varia no cérebro, comecando nas posicdes 34 ou 36, como a
seguir: T34 DALNVLLI; e A3 LNVLLIIV. (Sleat, 2005, Proteomics 5:
1520-1532, Tabela S2). Verificou-se que dois dos oito locais de
glicosilacdo ligados a N, N280 ¢ N!l6, eram manose-6-fosforilados
no IDS obtido a partir do cérebro humano. (Sleat et al., 2006,

Mol & Cell Proeomics 5.4: 686-701, relatado na Tabela V).

(iii) Durante o processamento de HIDS, dois polipeptideos,
76 kDa e 90 kDa, sédo secretados por células neurais e gliais,
mas apenas 0O polipeptideo de 90 kDa é manose-6-fosforilado, o
que é necessidrio para que as formas secretadas da enzima atinjam
a correcdo cruzada. (Ver Millat, 1997, resultados da Fig. 1 para
células linfoblastoides transduzidas e Froissart 1995, Fig.4
mostrando resultados semelhantes para fibroblastos transduzidos
- em meio de cultura, apenas a forma de 90 kDa é fosforilada).
Curiosamente, foli demonstrado gque o IDS recombinante produzido
pelas células neuronais e gliais pode ser endocitado pelas

células CNS receptoras mais avidamente do que o IDS recombinante
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produzido por outras c¢élulas, como o rim. Daniele 2002,

demonstrou endocitose mediada pelo receptor M6P de IDS

recombinante a partir de meios condicionados de culturas de

células neuronais e gliais transduzidas por uma populacéo

receptora de células neuronais e gliais ndo transduzidas que
processaram adequadamente o precursor para a forma ativa madura
de 45 kDa. A captacdo do IDS recombinante produzido pelas linhas

celulares neuronais e gliais (74% de endocitose) excedeu em muito

a captacdo da enzima produzida por uma linha de células renais

(5,6% de endocitose). Em cada caso, a captacdo foil inibida por

M6P, indicando que a captacdo de IDS recombinante era mediada

pelo receptor de M6P. (Ver Daniele 2002, Tabelas 2 e 4 e

descricdo anexa em Resultados nas péginas 205-206 resumidas na

Tabela 1 abaixo).

Tabela 1. Resumo dos resultados relatados em Daniele 2002
Fonte da Meios Células %
Linhagem Unidades Receptoras: Endocitose

Celular de rIDS enzimaticas Unidades (valor
Recuperadas nédio)
Neuronal | Glial
Rim (transfectado) 35 U 1,7 U 2,2 U 5,6%
Neuronal (&d 12 U 8,8 U 8,8 U 74%
transduzido)
Glial (Ad transduzido) 14 U 10,5 U 10,5 74%
§)
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(iv) A abordagem de terapia genética aqui descrita deve resultar
na secrecdo continua de um precursor da glicoproteina HIDS de
cerca de 90 kDa, conforme medido por eletroforese em gel de
poliacrilamida (dependendo do ensaio utilizado) que é
enzimaticamente ativo. Primeiro, a enzima responséavel pela
modificacdo da formilglicina CB®? necessaria para a atividade do
IDS - a enzima geradora de FGly (FGE, também conhecida como
SUMF1l) - é expressa no cbdrtex cerebral do cérebro humano (os
dados de expressdo génica para SUMF1 podem por exemplo, em

GeneCards, acessivel em http://www.genecards,org). Segundo, oOs

RIDS glicosilados/fosforilados secretados, produzidos por
neurdénios transduzidos e c¢élulas gliais in situ, devem ser
absorvidos e processados corretamente por células neurais e
gliais ndo traduzidas no SNC. Sem estar vinculado a nenhuma
teoria, parece gue o precursor de rhIDS secretado produzido in
situ por terapia genética pode ser mais avocemente endocitado
pelas células receptoras no SNC do que as enzimas recombinantes
tradicionais usadas para a TRE se administradas ao SNC. Por
exemplo, Elaprase® (fabricada em HT1080, uma linha celular de
fibrossarcoma) ¢é uma proteina purificada gque tem um peso
molecular de cerca de 76 kDa - ndo as espécies de 90 kDa
secretadas pelas células neuronais e gliais que parecem ser mais
fortemente fosforiladas. Embora os oito locais de glicosilacéo
ligados a N estejam totalmente ocupados em Elaprase® e contenham
dois glicanos terminados com Dbis-manose-6-fosfato, bem como
glicanos altamente sialilados complexos, a modificacdo pds-
traducdo de C 8 para FGly, que é um requisito absoluto para a
atividade enzimdtica, é de apenas cerca de 50%. (Clarke, 2008,

Expert Opin Pharmacother 9: 311-317; Elaprase® Full Prescribing
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Information e arquivamento EMA). Outro produto recombinante,
Hunterase® é produzido em células CHO. Embora relatado ter maior
atividade de FGly e atividade que Elaprase® , manose-6-
fosforilagdo e captacdo ndo diferiram. (Chung, 2014, Glycocon]j

J 31: 309-315).

(v) A eficéacia extracelular do IDS in vivo depende da captacéo
(internalizacdo de células e lisossomos) através da manose-6-
fosfato (M6P) e de seu sitio ativo formilglicina (FGly), que é
convertido de C8 através de modificacdo pods-traducional por
formilglicina- enzima geradora. Como mostrado acima na Tabela 1,
as células cerebrais (células neuronais e gliais) mostram
atividades enzimdticas mais altas gquando incubadas com midia
precursora IDS secretada por <células neuronais e gliais
transduzidas do gque com midia precursora IDS secretada por
células renais geneticamente modificadas. O aumento de atividade
resultante em cinco vezes provavelmente pode ser atribuido a
absorcdo eficiente de IDS (ver Daniele 2002, tabelas 2 e 4).
Formas comerciais de IDS, que sdo geradas por células CHO ou HT-
1080, tém um conteudo de FGly de cerca de 50% a 70%, o due
determina a atividade da enzima. No entanto, as células neuronais
e gliais podem melhorar essa atividade, devido a melhora da

captacdo de IDS.

(vi) O trafico/captacdo celular e subcelular de proteinas
lisossdémicas, incluindo IDS, é através do MeP. O IDS das células
cerebrais pode conter um conteudo mais alto de M6P, como relatado
em Daniele 2002, e em Sleat, Proteomics, 2005 (indicando que o
cérebro humano contém mais glicoproteinas de Man6-P (tanto no
sentido gquantitativo quanto qualitativo) do que outros tecidos.

E possivel medir o contetdo de M6P de um precursor de IDS, como
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feito em Daniele 2002. Na presenca de M6P inibitdério (por
exemplo, 5 mM), a captacdo do precursor de IDS gerado por células
ndo neuronais ou nédo gliais, como prevé-se que as células renais
geneticamente modificadas de Daniele 2002 diminuam para niveis
proximos aos das células de controle, como foi mostrado em
Daniele 2002. Enguanto estiver na presenca de M6P inibitério, a
captacdo do precursor de IDS gerado por células cerebrais, como
prevé-se que as células neuronais e gliais permanecam em um nivel
alto, como foi mostrado em Daniele 2002, onde a captacdo foi
quatro vezes maior que as células de controle e comparavel ao
nivel de atividade (ou captacdo) de IDS do precursor de 1IDS
gerado por engenharia genética. células renais sem a presenca de
M6P inibitério. Este ensaio permite uma maneira de prever o
contetldo de M6P no precursor de 1IDS gerado pelas células
cerebrais e, em particular, comparar o contetdo de M6P nos
precursores de IDS gerados por diferentes tipos de células. A
abordagem de terapia genética descrita neste documento deve
resultar na secrecdo continua de um precursor de HIDS que pode
ser absorvido pelas células neuronais e gliais em um nivel alto

na presenca de M6P inibidor em um desses ensaios.

(vii) O conteudo de M6P e a captacdo do precursor de IDS
também podem ser demonstrados por bandas de gel de 90 kDa e 76
kDa (por exemplo, bandas de gel SDS-PAGE). E relatado que os 90
kDa sd&o altamente glicosilados/fosforilados e contém M6P,
enquanto os 76 kDa ndo sdo. Uma banda de gel muito ampla, com
faixa de 76 kDa a 95 kDa e com um MW médio de 80-85 kDa,
semelhante a banda precursora de gel IDS gerada a partir de
células renais geneticamente modificadas (Daniele 2002, Figura

1), pode ser contrastada com uma banda de gel do precursor IDS
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gerado a partir de células cerebrais. Em Daniele 2002, a banda
de gel ndo pode ser obtida devido a imunoprecipitacdo malsucedida
do precursor do IDS. A abordagem de terapia genética agqui
descrita deve resultar na secrecdo continua de um precursor de
HIDS que difere da banda de precursor de IDS em gel gerada a

partir de células renais geneticamente modificadas.

(viii) O conteudo de M6P do precursor comercial de IDS é de
2 a 2,5 mol/mol, a maioria dos quais estd presente na forma de
glicanos di-fosforilados. Embora, em média, todo precursor de
IDS seja fosforilado, uma distribuicdo normal de glicanos teré
algum precursor de IDS com 2, 1 e 0 de glicanos M6P di-
fosforilados, assumindo multiplos locais de fosforilacdo. A taxa
de captacédo deve ser significativamente maior com a fosforilacgéo

multipla.

(ix) A glicosilacdo de HIDS pelas células humanas do SNC
resultard na adicdo de glicanos gque podem melhorar a
estabilidade, a meia-vida e reduzir a agregacdo indesejada do
produto transgénico. Significativamente, os glicanos gque séo
adicionados para HIDs da invencdo incluem 2,6 &cido-siélico,
incorporando NeubAc (“NANA") , mas nao o} seu derivado
hidroxilado, NeuGc (dcido N-glicolilneuraminico, ou seja, “NGNA”
ou “NeubGc”). Tais glicanos nédo estdo presentes nos produtos de
IDS recombinantes, tais como Hunterase® , feita em células CHO
porque as células CHO ndo tém o 2,6-sialiltransferase necesséario
para efetuar esta modificacdo pds-translacional; nem as células
CHO produzem GlcNAc em bisseccdo, embora adicionem NeubGc (NGNA)
como acido sidlico ndo tipico (e potencialmente imunogénico) aos
seres humanos em vez de NeubAc (NANA). Ver, por exemplo, Dumont

et al., 2016, Critical Rev in Biotech 36 (6): 1110-1122 (Early

Peticdo 870190103369, de 14/10/2019, pag. 122/239



65/166

Online pp. 1-13 na p. b5); e Hague et al., 1998 Electrophor 19:
2612-2630 (“[a] linha celular CHO é considerada 'fenotipicamente
restrita', em termos de glicosilacdo, devido a falta de uma o2, 6-
sialil-transferase”). Além disso, as células CHO também podem
produzir um glicano imunogénico, o antigeno o-Gal, gue reage com
0s anticorpos anti-o-Gal presentes na maioria dos individuos, e
em altas concentracdes pode desencadear anafilaxia. Ver, por
exemplo, Bosques, 2010, Nat Biotech 28: 1153-1156. O padrdo de
glicosilacdo humana dos rhIDS da invencdo deve reduzir a

imunogenicidade do produto transgene e melhorar a eficacia.

(x) A imunogenicidade de um produto transgénico pode ser
induzida por varios fatores, incluindo a condicdo imunoldgica do
paciente, a estrutura e as caracteristicas da droga protéica
infundida, a via de administracdo e a duracdo do tratamento.
Impurezas relacionadas ao processo, como proteina da célula
hospedeira (HCP), DNA da célula hospedeira e residuos quimicos,
e 1mpurezas relacionadas ao produto, como degradantes de
proteinas e caracteristicas estruturais, como glicosilacéao,
oxidacdo e agregacdo (particulas subvisiveis), também pode
aumentar a 1munogenicidade, servindo como um adjuvante gue
melhora a resposta imune. As quantidades de impurezas
relacionadas ao processo e ao produto podem ser afetadas pelo
processo de fabricacéo: cultura celular, purificacéo,
formulacdo, armazenamento e manuseio, dgque podem afetar os
produtos IDS fabricados comercialmente. Na terapia génica, as
proteinas s&doc produzidas in vivo, de modo dgue as impurezas
relacionadas ao processo ndo estdo presentes e o0s produtos
protéicos provavelmente nao contém impurezas/degradantes

relacionados ao produto associados as proteinas produzidas por
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tecnologias recombinantes, como agregacdo e oxidacdo de
proteinas. A agregacdo, por exemplo, estd associada a producéo
e armazenamento de proteinas devido & alta concentracdo de
proteinas, a 1interacdo da superficie com equipamentos e
recipientes de fabricacédo e ao processo de purificacédo com certos
sistemas tampdo. Mas essas condicdes gue promovem agregacdo néo
estdo presentes gquando um transgene ¢é expresso 1in vivo. A
oxidacdo, como a oxidacdo da metionina, triptofano e histidina,
também estd associada a producdo e armazenamento de proteinas,
causada, por exemplo, por condicdes estressadas de cultura de
células, contato com metais e ar e impurezas em tTampdes e
excipientes. As proteinas expressas in vivo também podem oxidar
em uma condicdo estressada, mas o0s seres humanos, como muitos
organismos, sdo equipados com um sistema de defesa antioxidante,
que ndo apenas reduz o estresse oxidativo, mas também pode
reparar e/ou reverter a oxidacdo. Assim, é provavel dque as
proteinas produzidas in vivo ndo estejam na forma oxidada. Tanto
a agregacdo gquanto a oxidacdo podem afetar a poténcia, a
farmacocinética (depuracdo) e podem aumentar as preocupacdes de
imunogenicidade. A abordagem de terapia genética aqui descrita
deve resultar na secrecdo continua de um precursor de HIDS com
uma imunogenicidade reduzida em comparacdo com produtos

fabricados comercialmente.

(xi) Além dos locais de glicosilacédo ligados ao N, o hIDS contém
um local de sulfatacéao da tirosina ("Y") (PSSEKY'6%
ENTKTCRGPD) . (Ver, por exemplo, Yang et al, 2015, As moléculas
20:2138-2164, especialmente a p 2154, que é agqui incorporada por
referéncia na sua totalidade para a anédlise de aminoéacidos

circundantes residuos de tirosina submetidos a sulfatacdo da
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tirosina proteina. As "Regras" podem ser resumidas da seguinte
forma: Y residuo com E ou D na posicdo de +5 a -5 de Y e onde a
posicdo -1 de Y é um aminoacido com carga neutra ou acida - mas
ndo um aminodcido bésico, por exemplo , R, K ou H que abole a
sulfatacdo). Embora ndoc pretenda estar vinculada a nenhuma
teoria, a sulfatacdo deste 1local no HIDS pode melhorar a
estabilidade da enzima e a afinidade de ligacdo ao substrato. A
sulfatacdo de tirosina de HIDS - um processo pbds-traducdo robusto
nas células humanas do SNC - deve resultar em melhor
processamento e atividade dos produtos transgénicos. 0
significado da tirosina-sulfatacdo das proteinas lisossémicas
ndo foi elucidado; mas em outras proteinas demonstrou-se
aumentar a avidez das interacdes proteina-proteina (anticorpos

e receptores) e promover o processamento proteolitico (hormdénio

peptidico). (Ver Moore, 2003, J. Biol. Chem. 278: 24243-46; e
Bundegaard et al., 1995, The EMBO J 14: 3073-79). A
tirosilproteina sulfotransferase (TPST1) responsavel pela

sulfatacdo da tirosina (que pode ocorrer como uma etapa final no
processamento do IDS) é aparentemente expressa em niveis mais
altos (com base no mRNA) no cérebro (dados de expressdao génica
para TPST1 podem ser encontrados, por exemplo, no Atlas de
Expressdes EMBL-EBTI, acessivel em

ntitp://www.ebi . ac.uk/gxa/hone) . Essa modificacéo pos-—

traducional, na melhor das hipbdteses, estd sub-representada nos
produtos de células CHO. Ao contréario das células humanas do
SNC, as células CHO ndo sdo células secretoras e tém capacidade
limitada para sulfatacdo de tirosina pés-traducdo. (Ver, por
exemplo, Mikkelsen & Ezban, 1991, Biochemistry 30: 1533-1537

especialmente, discussdo na p. 1537).
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[0054] Pelas razdes anteriores, a producdo de rhIDS por
células neuronais e/ou gliais humanas deve resultar em uma
molécula "biobetter" para o tratamento de MPS II realizado por
terapia genética - por exemplo, administrando um vetor viral ou
outra expressdo de construcdo de DNA codificacdo de rhIDS no LCR
de um paciente (sujeito humano) diagnosticado com uma doenca por
MPS II (incluindo, entre outros, Hunter) para criar um depdsito
permanente no CNS que fornece continuamente um glicosilado
totalmente humano, manose-6-fosforilada, transgene sulfatado
secretado pelas células CNS transduzidas. O produto transgene
hIDS secretado do depdsito no LCR serd endocitado pelas células
no SNC, resultando em "correcdo cruzada" do defeito enziméatico

nas células receptoras de MPS II.

[0055] Ndo é essencial gque todas as moléculas de rhIDS
produzidas na terapia genética ou na abordagem proteica sejam
totalmente glicosiladas, fosforiladas e sulfatadas. Em vez
disso, a populacdo de glicoproteinas produzidas deve ter
glicosilacdo suficiente (incluindo 2,6-flutuacdo e manose-6-
fosforilacdo) e sulfatacldo para demonstrar eficdcia. O objetivo
do tratamento de terapia génica da invencdo ¢é retardar ou
interromper a progressdao da doenca. A eficadcia pode ser
monitorada medindo a funcdo cognitiva (por exemplo, prevencdo ou
diminuicéo do declinio neurocognitivo); reducdes nos
biomarcadores da doenca (como GAG) no LCR e/ou soro; e/ou aumento
da atividade da enzima IDS no LCR e/ou soro. Sinais de inflamacéo

e outros eventos de seguranca também podem ser monitorados.

[0056] Como alternativa, ou um tratamento adicional a terapia
génica, a glicoproteina rhIDS pode ser produzida em linhas

celulares neurals ou gliais humanas por tecnologia de DNA
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recombinante e a glicoproteina pode ser administrada a pacientes
diagnosticados com MPS II sistemicamente e/ou na CSF para ERT).
As linhas celulares humanas gque podem ser usadas para essa
producdo de glicoproteina recombinante incluem, entre outras,
HT-22, SK-N-MC, HCN-1A, HCN-2, NT2, SH-SYby, hNSC11l ou ReNcell
VM (consulte por exemplo, Dumont et al., 2016, Critical Rev in
Biotech 36 (6): 1110-1122 “Linhas de <c¢élulas humanas para
fabricacdo biofarmacéutica: histdéria, status e perspectivas
futuras”, que ¢é incorporado por referéncia em sua totalidade
para uma revisdo da linhas celulares humanas que poderiam ser
usadas para a producdo recombinante da glicoproteina rHuGlyIDS).
Para garantir glicosilacédo completa, especialmente sialilacédo e
sulfatacdo de tirosina, a linha celular utilizada para producéo
pode ser aprimorada através da engenharia das células
hospedeiras para co-expressar o-2,6-sialiltransferase (ou ambas
o-2,3- e o- 2,6-slaliltransferases) e/ou enzimas TPST-1 e TPST-

2 responsaveis pela tirosina-O-sulfatacéo.

[0057] Embora a administracdo de rhIDS deva minimizar as
reacdes 1imunes, a fonte potencial mais clara de toxicidade
relacionada a terapia genética direcionada ao SNC estéd gerando
imunidade contra a proteina rhIDS expressa em individuos humanos
que s&o geneticamente deficientes para IDS e, portanto,
potencialmente ndo tolerantes da proteina e/ou do vetor usado

para administrar o transgene.

[0058] Assim, em uma forma de realizacdo, é aconselhéavel co-
tratar o paciente com terapia de supressdo imunoldgica -
especialmente ao tratar pacientes com doenca grave que tém niveis
proximos de zero de 1IDS. Podem ser empregadas terapias de

supressédo imune envolvendo um regime de tacrolimus ou rapamicina
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(sirolimus) em combinacdo com &acido micofendlico, ou outros
esquemas de supressdo imune usados em procedimentos de
transplante de tecidos. Esse tratamento de supressdo imune pode
ser administrado durante o curso da terapia génica e, em certas
modalidades, o pré-tratamento com terapia de supressido imune
pode ser preferido. A terapia de supressdo imunoldgica pode ser
continuada apds o tratamento de terapia génica, com base no
julgamento do médico assistente, e pode posteriormente ser
retirada gquando a tolerédncia imunoldgica for induzida; por

exemplo, apds 180 dias.

[0059] As combinacdes de entrega dos rhIDS ao LCR acompanhadas
pela entrega de outros tratamentos disponiveis s&do abrangidas
pelos métodos da invencdo. Os tratamentos adicionais podem ser
administrados antes, simultaneamente ou apds o tratamento de
terapia génica. Os tratamentos disponiveis para o MPS II que
poderiam ser combinados com a terapia génica da invencédo incluem,
mas ndo estdo limitados, a terapia de reposicdo enzimadtica usando
Elaprase® administrada sistemicamente ou no LCR; e/ou terapia de

TCTH.

[0060] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aquli descrito é um método para o tratamento de um humano
diagnosticado com mucopolissacaridose tipo II (MPS II), que
compreende administrar ao ligquido cefalorraquidiano (CSF) do
referido individuo humano uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um iduronato humano recombinante. Precursor da 2-sulfatase

(IDS) produzido por células neuronals ou glials humanas.

[0061] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aqul descrito & um método de tratamento de um individuo humano

diagnosticado com mucopolissacaridose tipo II (MPS II), que
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compreende administrar ao fluido cerebrospinal (CSF) do referido
humano, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um iduronato
humano recombinante precursor da glicoproteina -2-sulfatase
(IDS) que é cerca de 90 kDa (por exemplo , 85 kDa, 86 kDa, 87
kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kba, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou
95 kDa), medido por eletroforese em gel de poliacrilamida, possui
um residuo de formilglicina em C8* (Fig. 1), & o2,6-sialilado,

ndo contém NeuGc detectédvel e é manose 6-fosforilado.

[0062] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aquili descrito ¢é um método de tratamento de um humano
diagnosticado com mucopolissacaridose tipo II (MPS II), que
compreende administrar ao fluido cerebrospinal (CSF) do referido
sujeito humano, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
iduronato humano recombinante precursor da glicoproteina -2-
sulfatase (IDS) que é de cerca de 90 kDa (por exemplo , 85 kDa,
86 kDha, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa,
94 kDa ou 95 kDa), medido por eletroforese em gel de
poliacrilamida, tem um residuo de formilglicina em C8 (Fig. 1),
é& o2,6-sialilado, ndo contém antigeno NeuGc e/ou «o-Gal

detectavel e é manose-6-fosforilado.

[0063] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aqul descrito, o precursor de IDS humano é entregue ao LCR a
partir de um depdsito de células no sistema nervoso central
geneticamente modificado por engenharia genética para secretar
o referido precursor de IDS no LCR. Em certas formas de
realizacido, o depdsito é formado no cérebro do sujeito. Em certas
formas de realizacdo, o individuo humano ¢é deficiente na
atividade do IDS. Em certas modalidades, o IDS humano compreende

a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO.L1.
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[0064] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aqul descrito & um método de tratamento de um individuo humano
diagnosticado com mucopolissacaridose tipo II (MPS II),
compreendendo a administracdo ao liquido cefalorraquidiano (CSF)
do referido sujeito humano um vetor de expressdo de nucleotideo
recombinante que codifica o iduronato humano-2 -sulfatase (IDS),
em que o referido vetor de expressdo quando usado para transduzir
uma célula neuronal humana primdria em cultura direciona a
expressdo de um precursor de glicoproteina IDS humana secretada
que é de cerca de 20 kDa (por exemplo , 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa,
88 kba , 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95
kDa), medidos por eletroforese em gel de poliacrilamida, tem um
residuo de formilglicina em C8 (Fig. 1), é o2,6-sialilado e

manose—-6—fosforilada.

[0065] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aqul descrito & um método de tratamento de um individuo humano
diagnosticado com mucopolissacaridose tipo II (MPS II),
compreendendo a administracdo ao fluido cerebrospinal do cérebro
do referido sujeito humano, uma gquantidade terapeuticamente
eficaz de uma expressdo de nucleotideo recombinante vector que
codifica IDS humano, de modo a formar um depdsito no sistema
nervoso central do sujeito dque segrega um precursor da
glicoproteina IDS humana recombinante que é o2,6-sialilado e

manose—-6—fosforilado.

[0066] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aqui descrito, a secrecédo do referido precursor da glicoproteina
IDS humana recombinante que é «o2,6-sililada ¢é confirmada pela
transducdo de uma linha celular neuronal humana com o referido

vetor de expressdo de nucleotideo recombinante em cultura de
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células. Em certas formas de realizacdo, a secrecdo do referido
precursor da glicoproteina IDS humana recombinante que & manose-
6-fosforilada é confisadzZ\A4TBAQ A4BGYQAHGBWYrmada pela
transducdo de uma linha celular neuronal humana com o referido
vetor de expressdo de nucleotideo recombinante em cultura
celular. Em certas formas de realizacdo, a secrecdo é confirmada

na presenca e auséncia de manose-6-fosfato.

[0067] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aqul descrito & um método de tratamento de um individuo humano
diagnosticado com mucopolissacaridose tipo II (MPS II),
compreendendo a administracdo ao fluido cerebrospinal do cérebro
do referido sujeito humano, uma gquantidade terapeuticamente
eficaz de uma expressdo de nucleotideo recombinante vector que
codifica IDS humano, de modo que seja formado um depdsito que
segrega um precursor de IDS glicosilado contendo um glicano a2, 6-
sialilado; em que o referido vetor recombinante, guando usado
para transduzir células neuronais humanas em cultura resulta na
secrecdo do referido precursor de IDS glicosilado contendo um

glicano a2, 6-sialilado na referida cultura de células.

[0068] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aqul descrito & um método de tratamento de um individuo humano
diagnosticado com mucopolissacaridose tipo II (MPS II),
compreendendo a administracdo ao fluido cerebrospinal do cérebro
do referido sujeito humano, uma gquantidade terapeuticamente
eficaz de uma expressdo de nucleotideo recombinante vector que
codifica IDS humano, de modo que seja formado um depdsito que
segrega um precursor de IDS glicosilado que contém um manocse-6-
fosfato; em que o referido vetor recombinante, gquando usado para

transduzir células neuronalis humanas em cultura resulta na
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secrecdo do referido precursor de IDS glicosilado que é& manose-

o-fosforilada na referida cultura de células.

[0069] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
aquili descrito, é um método de tratamento de um humano
diagnosticado com mucopolissacaridose tipo II (MPS II),
compreendendo a administracdo ao fluido cerebrospinal do cérebro
do referido humano, uma quantidade terapeuticamente eficaz de
uma expressdc de nucleotideo recombinante vetor que codifica IDS
humano, de modo que seja formado um depdsito gue segrega um
precursor de IDS glicosilado que contém uma formilglicina; em
que o referido vetor recombinante, quando usado para transduzir
células neuronals humanas em cultura resulta na secrecdo do
referido precursor de IDS glicosilado que contém uma

formilglicina na referida cultura de células.

[0070] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
o IDS humano compreende a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID
NO.1l. Em certas formas de realizacdo, o transgene IDS codifica
um peptideo lider. Como também, o vetor de expressdo & um vetor
AAV com defeito de replicacdo. Em certas formas de realizacéo,
o vetor de expressdo ¢é entregque ao LCR do sujeitoc por
administracdo intratecal (por exemplo, intracisternal, Cl-2, se
possivel para o paciente ou puncdo lombar), administracéo
intracerebroventricular ou intranasal. E, o individuo humano é

deficiente na atividade do IDS.

[0071] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
o IDS glicosilado n&o contém NeuGc detectéavel e/ou o-Gal. A frase
"NeuGc detectével e/ou o-Gal" usada aqui significa porgdes NeuGc
e/ou o-Gal detectaveis por métodos de ensaio padrdo conhecidos

na técnica. Por exemplo, NeuGc pode ser detectado por HPLC de
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acordo com Hara et al., 1989, "Determinacdo altamente sensivel
de &cidos N-acetil e N-glicolilneuraminicos no soro humano e
soro de urina e rato por cromatografia liquida de fase reversa
com deteccdo de fluorescéncia". J. Chromatogr., B: Biomed. 377:
111-119, gque é aqui incorporado por referéncia para o método de
deteccdo de NeuGc. Alternativamente, NeuGc pode ser detectado
por espectrometria de massa. O a-Gal pode ser detectado usando
teste ELISA, ver, por exemplo, Galili et al., 1998, "Um ensaio
sensivel para medir a expressido do epitopo alfa-Gal nas células
por um anticorpo monoclonal anti-Gal". Transplante. 65 (8):
1129-32, ou por espectrometria de massa, ver, por exemplo, Ayoub
et al. , 2013, “Avaliacdo correta da estrutura primédria e extenso
perfil glicoldédgico do cetuximab por uma combinacdo de técnicas
de espectrometria de massa ESI e MALDI intacta, intermediéaria,
intermedidria e descendente e descendente”. Landes Bioscience.
5 (5): 699-710. Veja também as referéncias citadas em Platts-
Mills et al. , 2015, “Anafilaxia para a alfa-gal da cadeia
lateral de carboidratos” Immunol Allergy Clin North Am. 35 (2):

247-260.
5.1 PROCESSAMENTO, N-GLICOSILACAO E SULFACAO DE TIROSINA
5.1.1 Em processamento

[0072] IDS humano inclui uma sequcia de sinal de 25
aminoadcidos que é clivado durante o processamento. Um precursor
intracelular IDS inicial de 76 kDa é convertido em um precursor
IDS fosforilado de 90 kDa apds modificacdo de suas cadeias de
oligossacarideos no aparelho de Golgi. Este precursor &
processado por modificacdes de glicosilacéo e clivagem
proteclitica através de varios intermedidrios intracelulares até

uma forma principal de 55 kDa. Para resumir, apds a remocdo da
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sequéncia de sinal 25 aa, o processamento proteolitico envolve
a clivagem proteolitica N-terminal a jusante de N3! removendo um
propeptideo de oito aminodcidos (residuos 26-33) e a clivagem
proteolitica C-terminal a montante de N33 que libera um
polipeptideo de 18 kDa e produz um intermedidrio de 62 kDa dque
& convertido em uma forma madura de 55 kDa. A clivagem
proteolitica adicional produz uma forma madura de 45 kDa
localizada no compartimento lisossdémico. (Veja a FIG.4 para o
diagrama reproduzido de Millat et al., 1997, Exp Cell Res 230:
362-367 ("Millat 1997"); Millat et al. 1997, Biochem J. 326:
243-247 ("Millat 1997a"™ ) e Froissart et al., 1995, Biochem J.
309: 425-430, cada um dos quais ¢é incorporado por referéncia

agqul na sua totalidade).

[0073] Uma modificacdo de formilglicina de C8! (mostrada em
negrito na FIG.l) necessaria para a atividade enzimatica
provavelmente ocorre como um evento pds-traducdo ou co-traducgdo
precoce, provavelmente no reticulo endoplasmatico. (Ver Millat
1997a, citando Schmidt et al., 1995, Cell 82: 271-278). O
processamento pods-traducdo continua no Golgi para incluir a
adicdo de glicanos complexos contendo dcido sidlico e a aquisicéo
de residuos de manose-6-fosfato que marcam a enzima para entrega
ao compartimento lisossdbmico. (Ver Clarke, 2008, Expert Opin
Pharmacother 9: 311-317 para uma revisdo concisa dque &

incorporada por referéncia aqui na sua totalidade).

[0074] Em certas formas de realizacdo, da presente invencéo,
0os HuGlyIDS usados de acordo com os métodos aqui descritos,
quando expressos em uma célula neuronal ou glial, in vivo ou in
vitro, podem ser os 90 kDa ( por exemplo , 85 kDa, 86 kDa, 87

kDa, 88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kba, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou
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95 kDa) forma manose-6-fosforilada da enzima. O IDS produzido a
partir de células neuronals e gliais pode conter maior conteudo
de MoP, conforme relatado em Daniele 2002 e em Sleat, Proteomics,
2005 (indicando gque o cérebro humano contém mais glicoproteinas
M6P (tanto no sentido quantitativo quanto qualitativo) do que
outros tecidos). E possivel medir o conteudo M6P de um precursor

do IDS, como feito em Daniele 2002.

[0075] Por conseguinte, em certas formas de realizacdo, da
presente invencdo, o HuGlyIDS usado de acordo com os métodos
aquil descritos, gquando expresso em uma célula neuronal ou glial,
in vivo ou in vitro, é manose 6-fosforilada em um nivel mais
alto do que o 1IDS expresso célula neuronal ou glial. Em
particular, o HuGlyIDS usado de acordo com o0s métodos descritos
neste documento, quando expresso em uma célula neuronal ou glial,
in vivo ou in vitro, é manose-6-fosforilada em um nivel mais
alto do que o IDS expresso em uma célula HT1080 ou CHO. Em certas
formas de realizacdo, da presente invencdo, o nivel de manose-
6-fosforilacdo do IDS expresso é medido pela captacdo do IDS por

uma célula neuronal humana na presenca de M6P ( por exemplo , 5

mM M6P). Em certas modalidades, gquando expresso em uma célula
neuronal ou glial, in vivo ou in vitro , 10% - 20%, 20% - 30%,

30% - 40%, 40% - 50%, 50% - 60%, 60

oo

- 70%, 70% - 80%, 80% -
90% ou 90% - 100% das moléculas de HuGlyIDS utilizadas de acordo

com os métodos agqui descritos sdo manose 6-fosforiladas

5.1.2 N-Glicosilacéo

As células neuronais e gliais no SNC sdo células secretoras dque
possuem o mecanismo celular para o processamento pds-traducdo de
proteinas secretadas - 1incluindo glicosilacdo e tirosina-0-

sulfatacéo. O hIDS ©possui oito locais de glicosilacéo
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asparaginal ("N") identificados na FIG.1 (N3! ST; N3 FS; N HOT;
N246 TT,; N280 TS; N325 ST; N°L3 FS; N°37 DS). Dois dos oito locais de
glicosilacdo ligados a N, nomeadamente N280 ¢ NI16, si0 manose-6-
fosforilados no IDS obtido a partir do cérebro humano. (Sleat et
al., 2006, Mol & Cell Proeomics 5.4: 686-701, relatado na Tabela

V).

Embora nenhum local de glicosilacdo seja essencial para a
estabilidade do IDS, a glicosilacdo na posicdo N280 & importante
para a internalizacdo celular e o direcionamento lisossdmico
através do receptor de manose-6-fosfato (M6P). (Chung et al.,
2014, Glycoconj J 31: 309-315 na p.310, primeira coluna). No
estado fisioldégico normal, o IDS é produzido em niveis muito
baixos e muito pouca ou nenhuma enzima & secretada na célula.

(Clarke, 2008, supra).

[0077] N&do é essencial que todas as moléculas produzidas na
terapia de genes ou na abordagem de terapia de proteinas sejam
totalmente glicosiladas e sulfatadas. Pelo contréario, a
populacdo de glicoproteinas produzidas deve ter glicosilacédo e

sulfatacdo suficientes para demonstrar eficéacia.

[0078] Em uma forma de realizacdoespecifica, da presente
invencdo,, os HuGlyIDS utilizados de acordo com os métodos aqgqui
descritos, gquando expressos em uma célula neuronal ou glial, in
vivo ou in vitro , podem ser glicosilados em 100% dos seus locais
de N-glicosilacdo. ©No entanto, um especialista na técnica
compreenderd gque nem todos os locais de N-glicosilacdo do
HuGlyIDS precisam ser N-glicosilados para que os beneficios da
glicosilacdo sejam alcancados. Em vez disso, os beneficios da
glicosilacdo podem ser alcancados guando apenas uma porcentagem

dos locais de N-glicosilacdo é glicosilada e/ou quando apenas
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uma porcentagem das moléculas de IDS expressas é glicosilada.
Por conseguinte, em certas formas de realizacido, da presente
invencdo, os HuGlyIDS usados de acordo com os métodos aqui
descritos, quando expresso em uma célula neuronal ou glial, in
vivo ou in vitro , é glicosilado em 10% - 20%, 20% - 30%, 30% -
40 %, 40% - 50%, 50% - 60%, 60% - 70%, 70% - 80%, 80% - 90% ou
90% - 100% de seus locais de N-glicosilacdo disponiveis. Em
certas formas de realizacdo, da presente invencdo,, guando
expresso em uma célula neuronal ou glial, in vivo ou in vitro ,

10% - 20%, 20% - 30%, 30% - 40%, 40% - 50%, 50% - 60%, 60

oo

70%, 70% - 80%, 80% - 90% ou 920% - 100% das moléculas de HuGlyIDS
usadas de acordo com os métodos aqui descritos sdo glicosiladas

pelo menos um de seus locais de N-glicosilacdo disponiveis.

[0079] Em uma forma de realizacdo especifica, da presente
invencdo, pelo menos 10%, 20% 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95% ou 99% das Os locais de N-glicosilacdo presentes
no HuGlyIDS usados de acordo com os métodos aqui descritos séo
glicosilados em um residuo Asn (ou outro residuo relevante)
presente em um local de N-glicosilacdo, gquando o HuGlyIDS é

expresso em uma célula neuronal ou glial, in vivo ou in vitro

oo

Ou seja, pelo menos 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou
99% dos locals de N-glicosilacdo dos HuGlyIDS resultantes séo

glicosilados.

[0080] Em uma forma de realizacdo especifica, da presente
invencdo, pelo menos 10%, 20% 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95% ou 99% dos locais de N-glicosilacdo presentes em
um HuGlyIDS a molécula usada de acordo com os métodos aqui

descritos ¢é glicosilada com um glicano anexado idéntico,

vinculado ao residuo Asn (ou outro residuo relevante) presente
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em um local de N-glicosilacdo, quando o HuGlyIDS é expresso em
uma célula neuronal ou glial, in vivo ou em vitro. Ou seja, pelo
menos 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 99% dos locais
de N-glicosilacdo dos HuGlyIDS resultantes tém um glicano

anexado idéntico.

[0081] E importante ressaltar que, quando as proteinas IDS
usadas de acordo com os métodos aqui descritos sdo expressas em
células neuronais ou gliais, a necessidade de producdo in vitro
em células hospedeiras procaridticas (por exemplo, E. coli) ou
células hospedeiras eucaridticas (por exemplo, CHO células) é
contornada. Em vez disso, como resultado dos métodos aqui
descritos (por exemplo, uso de células neuronais ou gliais para
expressar IDS), os locals de N-glicosilacdo das proteinas IDS
sdo vantajosamente decorados com glicanas relevantes e benéficas
para o tratamento de seres humanos e, em particular, no local de
destino do tratamento. Essa vantagem ¢é inatingivel gquando
células CHO ou E. coli s&doc utilizadas na producdo de proteinas,
porque, por exemplo, as células CHO (1) ndo expressam 2,6
sialiltransferase e, portanto, ndo podem adicionar é&cido 2,6
sidlico durante a N-glicosilacdo e (2) pode adicionar NeubGc
como acido siédlico em vez de NeubAc; e porque E. coli ndo contém
naturalmente componentes necessdrios para a N-glicosilacdo. Além
disso, essa vantagem pode ser inatingivel quando células humanas
que ndo sdo neuronais ou gliais sdo utilizadas na producdo de
proteinas. Por conseguinte, em uma modalidade, uma proteina IDS
expressa em uma célula neuronal ou glial para originar um
HuGlyIDS usado nos métodos de tratamento aqui descritos é
glicosilada da maneira pela qual uma proteina é N-glicosilada em

células neuronais ou gliails humanas, mas ndo é glicosilado da
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maneira em gque as proteinas sdo glicosiladas nas células CHO. Em
outra modalidade, uma proteina IDS expressa em uma célula
neuronal ou glial para dar origem a um HuGlyIDS usado nos métodos
de tratamento aqui descritos é glicosilada da maneira pela qual
uma proteina é N-glicosilada em células neuronais ou gliais, em
que tal a glicosilacdo ndo é naturalmente possivel usando uma
célula hospedeira procaridtica, por exemplo, usando E. coli. Em
uma modalidade, uma proteina IDS expressa em uma célula neuronal
ou glial humana para originar um HuGlyIDS usado nos métodos de
tratamento agui descritos é glicosilada da maneira pela qual uma
proteina é N-glicosilada em células neuronais ou gliais humanas,
mas ndo é glicosilado da maneira em gque as proteinas séo

glicosiladas em células humanas que ndo sdo células neuronais ou

gliais.
[0082] Os ensaios para determinar o padrdo de glicosilacédo de
proteinas sédo conhecidos na técnica. Por exemplo, a

hidrazindélise pode ser usada para analisar glicanos. Primeiro,
0s polissacarideos sido liberados de sua proteina associada por
incubacdo com hidrazina (pode ser usado o Ludger Liberate
Hydrazinolysis Glycan Release Kit, Oxfordshire, Reino Unido). A
hidrazina nucledfila ataca a ligacdo glicosidica entre o
polissacarideo e a proteina transportadora e permite a liberacéo
dos glicanos ligados. 0Os grupos N-acetil s&o perdidos durante
este tratamento e precisam ser reconstituidos por re-N-
acetilacdo. 0Os glicanos livres podem ser purificados em colunas
de carbono e subsequentemente rotulados na extremidade redutora
com a fluorofor 2-amino benzamida. Os polissacarideos marcados
podem ser separados em uma coluna GlycoSep-N (GL Sciences) de

acordo com o protocolo de HPLC de Royle et al., Anal Biochem
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2002, 304 (1): 70-90. O cromatograma de fluorescéncia resultante
indica o comprimento do polissacarideo e o numero de unidades
repetidas. Informacdes estruturais podem ser coletadas através
da coleta de picos 1individuais e subsequentemente executando
andlises de MS/MS. Desse modo, a composicdo de monossacarideos
e a sequéncia da unidade de repeticdo podem ser confirmadas e,
adicionalmente, ¢é possivel identificar a homogeneidade da
composicdo de polissacarideos. Picos especificos de baixo peso
molecular podem ser analisados por MALDI-MS/MS e o resultado
usado para confirmar a sequéncia de glicano. Cada pico
corresponde a um polimero constituido por certo numero de
unidades de repeticdo e seus fragmentos. O cromatograma permite,
assim, medir a distribuicdo do comprimento do polimero. O tempo
de eluicdo é& uma indicacédo do comprimento do polimero, encuanto
a intensidade da fluorescéncia se correlaciona com a abundancia

molar do respectivo polimero.

[0083] A homogeneidade dos padrdes de glicano associados as
proteinas, no que se refere ao comprimento e ao numero de
glicanos presentes nos locais de glicosilacdo, pode ser avaliada
usando métodos conhecidos na técnica, por exemplo, métodos dque
medem o comprimento do glicano e o raio hidrodindmico. A excluséo
por tamanho - HPLC permite a medicdo do raio hidrodindmico.
Numeros mais altos de locais de glicosilacdo em uma proteina
levam a uma maior variacdo no raio hidrodindmico em comparacéo
com um transportador com menos locais de glicosilacdo. No
entanto, quando cadeias simples de glicano sdo analisadas, elas
podem ser mais homogéneas devido ao comprimento mais controlado.
O comprimento do glicano pode ser medido por hidrazindlise, SDS

PAGE e eletroforese em gel capilar. Além disso, homogeneidade
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também pode significar que certos padrdes de uso de locais de
glicosilacdo mudam para uma faixa mais ampla/mais estreito.

Esses fatores podem ser medidos pelo glicopeptideo LC-MS/MS.

[0084] A N-glicosilacdo confere numerosos beneficios aos
HuGlyIDS utilizados nos métodos aqui descritos. Tais beneficios
sdo inatingiveis pela producdo de proteinas em E. coli , porgue
a E. coli ndo possul naturalmente componentes necessarios para
a N-glicosilacdo. Além disso, alguns beneficios sdo inatingiveis
através da producdo de proteinas em, por exemplo, células CHO,
porque as células CHO ndo possuem componentes necessarios para
a adicdo de certos glicanos (por exemplo, &acido 2,6 sidlico) e
porque as células CHO podem adicionar glicanos, por exemplo,
NeubGc ndo é tipico para humanos, e o antigeno o-Gal, dgque é
imunogénico na maioria dos individuos e em altas concentracdes,
pode desencadear anafilaxia. Além disso, alguns beneficios séo
inatingiveis através da producédo de proteinas em células humanas
que ndo sdo células neuronals ou gliais. Assim, a expressdo de
IDS em células neuronais ou gliais humanas resulta na producéo
de HuGlyIDS compreendendo glicanos benéficos que de outra forma
ndo estariam associados a proteina se produzidos em células CHO,
em E. coli ou em células humanas que ndo sdo neuronais ou células

da glia.
5.1.3 Sulfacdo de tirosina

[0085] Além dos locais de glicosilacdo ligados ao N, o hIDS
contém um local de sulfatacdo da tirosina ("Y") (PSSEKY'6%
ENTKTCRGPD. Veja por exemplo, Yang et al, 2015, Molecules
20:2138-2164, especialmente a p2154, que é aqui incorporada por
referéncia na sua totalidade para a anédlise de aminoéacidos

circundantes residuos de tirosina submetidos a sulfatacdo da
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tirosina proteina. As "Regras" podem ser resumidas da seguinte
forma: Y residuo com E ou D na posicdo de +5 a -5 de Y e onde a
posicdo -1 de Y é um aminoacido com carga neutra ou acida - mas
ndo um aminodcido bésico, por exemplo , R, K ou H que abole a

sulfatacao.

[0086] E importante ressaltar que proteinas de sulfato de
tirosina ndo podem ser produzidas em E. coli, gue naturalmente
ndo possul as enzimas necessarias para a sulfatacdo de tirocsina.
Além disso, as células CHO sdo deficientes para a sulfatacdo da
tirosina - elas ndo sdo células secretoras e tém uma capacidade
limitada para a sulfatacdo da tirosina pdbs-traducional. Por
exemplo, Mikkelsen & Ezban, 1991, Biochemistry 30: 1533-1537.
Vantajosamente, o0s métodos aqui fornecidos requerem a expressio
de IDS, por exemplo, HuGlyIDS, em neurdnios ou células gliais,
que sdo secretdrias e tém capacidade para sulfatacdo de tirosina.
Os ensaios para deteccdo da sulfatacdo de tirosina sdo conhecidos

na técnica. Por exemplo, Yang et al., 2015, Molecules 20: 2138-

2164.
[0087] A sulfatacdo de tirosina de HIDS - um processo pds-
traducdo robusto em células humanas do SNC - deve resultar em

melhor processamento e atividade de produtos transgénicos. O
significado da tirosina-sulfatacdo das proteinas lisossémicas
ndo foi elucidado; mas em outras proteinas demonstrou-se
aumentar a avidez das interacdes proteina-proteina (anticorpos

e receptores) e promover o processamento proteolitico (hormdénio

peptidico). (Moore, 2003, J. Biol. Chem. 278: 24243-46; e
Bundegaard et al., 1995, The EMBO J 14: 3073-79). A
tirosilproteina sulfotransferase (TPST1) responsavel pela

sulfatacdo da tirosina (que pode ocorrer como uma etapa final no
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processamento do IDS) é aparentemente expressa em niveis mais
altos (com base no mRNA) no cérebro (dados de expressdao génica
para TPST1 podem ser encontrados, por exemplo, no Atlas de
Expressdes EMBL-ERI, acessivel em

hitp:/Jwww.ebl.ac.uk/gxa/home) .

5.2 CONSTRUCOES E FORMULACOES

[0088] Para uso nos métodos aqui fornecidos, sé&do vetores
virais ou outras construcdes de expressidao de DNA que codificam
iduronato-2-sulfatase (IDS), por exemplo, IDS humano (hIDS). Os
vetores virals e outras construcdes de expressdo de DNA aqui
fornecidas incluem qualguer método adequado para a entrega de um
transgene ao fluido cerebrospinal (CSF). Os meios de entrega de
um transgene incluem vetores virais, lipossomas, outros
complexos contendo lipidios, outros complexos macromoleculares,
mRNA modificado sintético, mRNA ndo modificado, moléculas
pequenas, moléculas ndo biologicamente ativas (por exemplo,
particulas de ouro), moléculas polimerizadas (por exemplo,
dendrimeros), DNA nu, plasmideos, fagos, transposons, cosmideos
ou epissomas. Em algumas formas de realizacdo, o vetor é um vetor
direcionado, por exemplo, um vetor direcionado para células

neuronais.

[0089] Em alguns aspectos, a divulgacdo fornece um &cido
nucleico para uso, em que o acido nucleico codifica um IDS, por
exemplo, HIDS, operacionalmente ligado a um promotor selecionado
do grupo dque consiste em: promotor de citomegalovirus (CMV),
virus de sarcoma de Rous (RSV), MMT, EF-1 alfa, UB6, promotor

frango beta-actina, CAG, RPE65 e opsin.
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[0090] Em uma forma de realizacdo, da presente invencédo, séo
aqul fornecidos vetores recombinantes gque compreendem um ou mais
dcidos nucleicos (por exemplo, polinucleotideos). 0s é&cidos
nucleicos podem compreender DNA, RNA ou uma combinacdo de DNA e
RNA. Em certas formas de realizacdo, o DNA compreende uma ou
mais das segquéncias selecionadas do grupo dgue consiste em
sequéncias promotoras, a sequéncia do gene de interesse (o
transgene, por exemplo, IDS), regides néo traduzidas e
sequéncias de terminacdo. Em certas formas de realizacdo, os
vetores wvirais aqui fornecidos compreendem um promotor

operacionalmente ligado ao gene de interesse.

[0091] Em certas formas de realizacdo, as sequéncias de acidos
nucleicos (por exemplo, polinucleotideos) e de &cidos nucleicos
aqul divulgadas podem ser otimizadas por cdéddon, por exemplo,
através de qualquer técnica de otimizacdo de cbddon conhecida por
um especialista na técnica (por exemplo , revisdo por Quax et

al., 2015, Mol Cell 59: 149-161).

[0092] Em outro aspecto, a divulgacdo fornece uma formulacédo
compreendendo um vetor de expressdo de nucleotideo recombinante
que codifica IDS humano, em gque a formulacdo é adequada para
administracdo ao fluido cerebrospinal do cérebro humano, de modo
que um depdsito seja formado no sistema nervoso central humano
que secreta um  precursor da glicoproteina IDS humana
recombinante que é de cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86
kDa, 87 kDa, 88 kDa, 89 kDba, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94
kDa ou 95 kDa) conforme medido por eletroforese em gel de
poliacrilamida, contém uma formilglicina, & o2,6-sialilado, néo
contém NeuGec detectével, ndo contém antigeno o-Gal e/ou & manose-

6-fosforilada. Por exemplo, a formulacdo pode conter tampdo

Peticdo 870190103369, de 14/10/2019, pag. 144/239



87/166

(como um tampdo com um pH especifico ou um tampdo contendo um
ingrediente especifico) que o torna adequado para administracéo
ao ligquido cefalorraquidiano do cérebro humano, de modo gue um
depbdsito seja formado no ser humano sistema nervoso central dque
secreta um precursor da glicoproteina IDS humana recombinante
que é de cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa,
88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95
kDa), medido por eletroforese em gel de poliacrilamida, contém
uma formilglicina, é o2, 6-sialilado, nao contém  NeuGc
detectével, ndo contém antigeno «-Gal e/ou & manose-6-
fosforilado.Numa forma de realizacdo especifica, o tampéo
compreende um tampdo aquoso fisiologicamente compativel, um

surfactante e excipientes opcionais.

[0093] Em outro aspecto, a divulgacdo fornece um kit
compreendendo um vetor de expressdo de nucleotideo recombinante
que codifica IDS humano e um transportador farmaceuticamente
aceitavel, em que o vetor de expressdo de nucleotideo
recombinante é adequado para administracéo ao liquido
cefalorraquidiano (CSF) do cérebro humano, de modo gque um
depdsito é formado no sistema nervoso central humano que secreta
um precursor da glicoproteina IDS humana recombinante que & de
cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa, 88 kDa, 89
kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa 93 kDa, 94 kDa ou 95 kDa), medido
por eletroforese em gel de poliacrilamida, contém formilglicina,
é o2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel, ndo contém
antigeno o-Gal detectével e/ou é manose 6-fosforilado. Em outro
aspecto, a divulgacdo fornece um kit compreendendo uma
formulacdo compreendendo um vetor de expressdo de nucleotideo

recombinante que codifica IDS humano, em gque a formulacdo é
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adequada para administracdo ao LCR do cérebro humano, de modo
que um depdsito é formado no sistema nervoso central humano gque
secreta um precursor da glicoproteina IDS humana recombinante
que é de cerca de 90 kDa (por exemplo, 85 kDa, 86 kDa, 87 kDa,
88 kDa, 89 kDa, 90 kDa, 91 kDa, 92 kDa, 93 kDa, 94 kDa ou 95
kDa) como medido por eletroforese em gel de poliacrilamida,
contém uma formilglicina, é «o2,6-sialilado, ndo contém NeuGc
detectével, ndo contém antigeno o-Gal detectavel e/ou ¢é
fosforilado com manose-6. Um kit aqui descrito compreende o vetor
de expressdo de nucleotideo recombinante ou a formulacdo em um
ou mais recipientes. Opcionalmente associado a um ou mais
recipientes, pode haver um aviso na forma prescrita por uma
agéncia governamental que regula a fabricacdo, uso ou venda de
produtos farmacéuticos ou bioldgicos, aviso gque reflete a
aprovacdo da agéncia de fabricacdo, uso ou venda ©para

administracdo humana.

[0094] As formulacdes e kits aqui abrangidos podem ser
utilizados de acordo com os métodos para o tratamento de um

paciente humano, conforme fornecido nesta divulgacéio.
5.2.1 mRNA

[0095] Em certas formas de realizacdo da presente invencéo,
os vetores aqui fornecidos sdo mRNA modificados que codificam
para o gene de interesse (por exemplo, o transgene, por exemplo,
IDS). A sintese de mRNA modificado e ndo modificado para entrega
de um transgene ao LCR é ensinada, por exemplo, em Hocquemiller
et al., 2016, Human Gene Therapy 27 (7): 478-4%96, que &
incorporado por referéncia aqui na sua totalidade. Em certas
modalidades, é aqui fornecido um mRNA modificado que codifica

para IDS, por exemplo, hIDS.
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5.2.2 Vetores virais

[0096] Os vetores virais incluem adenovirus, virus adeno-
associado (AAV, por exemplo, ARV9, AAVTrhlO), lentivirus,
adenovirus dependente de ajudante, virus do herpes simples,
poxvirus, virus de hemaglutinina do Japdo (HVJ), alfavirus,
virus da vacinacdo e retrovirus. Os vetores retrovirais incluem
vetores baseados no virus da leucemia murina (MLV) - e no virus
da imunodeficiéncia humana (HIV). Os vetores de alfavirus
incluem o virus da floresta semliki (SFV) e o virus sindbis
(SIN). Em certas formas de realizacdo, os vetores virais aqui
fornecidos sdo vetores virais recombinantes. Os vetores virais
aqul fornecidos sé&o alterados de modo que sejam deficientes em
replicacdo em humanos. Os vetores virais sédo vetores hibridos,
por exemplo, um vetor AAV colocado em um vetor adencoviral
"indefeso". Em certas formas de realizacdo, sdo aqui fornecidos
vetores virails compreendendo um capsideo viral de um primeiro
virus e proteinas do envelope viral de um segundo virus. Em
formas de realizacdo especificas, o segundo virus é o virus da
estomatite vesicular (VSV). E a proteina do envelope é a proteina

VSV-G.

[0097] Em certas formas de realizacido, os vetores virais aqui
fornecidos sdo vetores virais baseados em HIV. Os vetores
baseados em HIV aqui fornecidos compreendem pelo menos dois
polinucleotideos, em que 0s genes gag e pol sdo de um genoma do

HIV e o gene env é de outro virus.

[0098] Em certas formas de realizacido, os vetores virais aqui
fornecidos sdo vetores virals baseados em virus do herpes
simples. Os vetores baseados no virus herpes simples aqui

fornecidos sdo modificados de modo gque ndo compreendam um ou
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mais genes imediatamente precoces (IE), tornando-os néo
citotéxicos.
[0099] Em certas formas de realizacido, os vetores virais aqui

fornecidos s8o vetores virais baseados em MLV. Os vetores
baseados em MLV aqui fornecidos compreendem até 8 kb de DNA

heterdlogo no lugar dos genes virais.

[00100] Em certas formas de realizacido, os vetores virais aqui
fornecidos sido vetores virais baseados em lentivirus. Os vetores
lentivirais aqui fornecidos sdo derivados de lentivirus humanos.
Os vetores lentivirais aqui fornecidos sdo derivados de
lentivirus ndo humanos. Os vetores lentivirais aqui fornecidos
sdo empacotados em um capsideo lentiviral. Em certas formas de
realizacido, os vetores lentivirais aqui fornecidos compreendem
um ou mais dos seguintes elementos: repeticdes terminais longas,
um local de ligacdo ao iniciador, um trato polipurino, locais

att e um local de encapsidacéo.

[00101] Em certas formas de realizacido, os vetores virais aqui
fornecidos sdo vetores virais baseados em alfavirus. Os vetores
de alfavirus aquil fornecidos sdo alfavirus recombinantes com
defeito de replicacdo. Em certas formas de realizacdo, o0s
replicons de alfavirus nos vetores de alfavirus aqui fornecidos
sdo direcionados a tipos celulares especificos, exibindo um

ligante heterdlogo funcional em sua superficie de virion.

[00102] Em certas formas de realizacido, os vetores virais aqui
fornecidos sé&o vetores virais baseados em AAV. Em modalidades
preferidas, os vetores virais aqui fornecidos sé&@o vetores virais
baseados em AAVY9 ou AAVrhl0. Em certas formas de realizacdo, os

vetores virais baseados em AAVY ou AAVrhl0 fornecidos aqui retém
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tropismo para <células CNS. Varios sorotipos de AAV foram
identificados. Os vetores baseados em AAV aqui fornecidos
compreendem componentes de um ou mals sorotipos de AAV. Os
vetores baseados em AAV aqui fornecidos compreendem componentes
de um ou mais de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV>, AAV6, AAV7, AAVS,
AAV9, AAVrhl0, AAV1O ou AAV11l. Os vetores baseados em AAV agui
fornecidos compreendem componentes de um ou mais dos sorotipos
AAVE, AAVY9, AAVrhl0, AAV10 ou AAV11l. Os vetores virails baseados
em AAVY sdo utilizados nos métodos agqui descritos. Sequéncias de
dcido nucleico de vetores virals baseados em AAV e métodos de
producdo de capsideos AAV e AAV recombinantes sdo ensinadas, por
exemplo, na Patente dos Estados Unidos No. 7.282.199 B2, Patente
dos Estados Unidos No. 7.790.449 B2, Patente dos Estados Unidos
No. 8.318.480 B2, Estados Unidos Patente No. 8.962.332 B2 e
Pedido Internacional de Patente No. PCT/EP2014/076466, cada um
dos quais é incorporado aqui por referéncia na sua totalidade.
Fm um aspecto, sdo aqui fornecidos os vetores virais baseados em
AAV (por exemplo, AAVY9 ou AAVrhl0) que codificam um transgene
(por exemplo, IDS). Em uma forma de realizacdo especifica, séao
aqui fornecidos vetores virais baseados em AAVY que codificam
IDS. S&o aqui fornecidos vetores virais baseados em AAV9 due

codificam HIDS.

[00103] S&o fornecidos em formas de realizacdo particulares
vetores AAVY9 compreendendo um genoma artificial compreendendo
(i) uma cassete de expressdo contendo o transgene sob o controle
de elementos reguladores e flanqueado por ITRs; e (ii) um
capsideo viral gque possul a sequéncia de aminoacidos da proteina
do capsideo AAVY ou é pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 929% ou 929, 9%

idéntico a sequéncia de aminoéadcidos da proteina do capsideo AAVS
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(SEQ ID NO: 26), mantendo a funcdo bioldgica do capsideo AAVI.
O capsideo AAVY9 codificado tem a sequéncia da SEQ ID NO: 26 com
i, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 292 ou 30 substituicdes
de aminodcidos e mantendo a funcédo bioldgica do capsideo AAVI.
FIG.6 fornece um alinhamento comparativo das sequéncias de
aminoadcidos das proteinas do capsideo de diferentes sorotipos de
AAV com potenciais aminodcidos gque podem ser substituidos em
certas posicdes nas sequéncias alinhadas com base na comparacdo
na linha rotulada como SUBS. Por conseguinte, em modalidades
especificas, o vetor ARVY9 compreende uma variante do capsideo
AAVY9 que possui 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30
substituicdes de aminocédcidos identificadas na linha SUBS da FIG.
6 que ndo estdo presentes nessa posicdo na sequéncia nativa do

AAVI.

[00104] Em certas formas de realizacdo, o AAV usado nos métodos
aqul descritos é Anc80 ou Anc80L65, conforme descrito em Zinn et
al., 2015, Cell Rep. 12 (6): 1056-1068, gque é incorporado por
referéncia em sua totalidade. Em certas formas de realizacdo, o
AAV que é usado nos métodos aqui descritos compreende uma das
seguintes insercdes de aminoadcidos: LGETTRP ou LALGETTRP, como
descrito nas Patentes dos Estados Unidos Nos. 9.193.956;
9458517; e 9.587.282 e publicacdo do pedido de patente ne°s.
2016/0376323, cada um dos quais é incorporado agqui por referéncia
na sua totalidade. O AAV que é usado nos métodos aqui descritos
& AAV.7m8, como descrito nas Patentes dos Estados Unidos Nos.
9.193.956; 9.458.517; e 9.587.282 e publicacdo do pedido de

patente nos. 2016/0376323, cada um dos quais é incorporadc aqui
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por referéncia na sua totalidade. Em certas formas de realizacdo,
o AAV que é usado nos métodos aqui descritos é qualquer AAV
divulgado na Patente dos Estados Unidos No. 9.585.971, como AAV-
PHP.B. O AAV dgue é usado nos métodos aqui descritos & um AAV
divulgado em qualgquer uma das seguintes patentes e pedidos de
patente, cada um dos quais é incorporado aqui por referéncia na
sua totalidade: Patentes dos Estados Unidos Nos. 7.906.111;
8.524.446; 8.999.678; 8.628.966; 8.927.514; 8.734.809; US
9.284.357; 9.409.953; 9.169.299; 9.193.956; 2458517; e 9.587.282
publicacdo de pedido de patente nos. 2015/0374803; 2015/0126588;
2017/0067908; 2013/0224836; 2016/0215024; 2017/0051257; e

pedidos de patentes internacionais nos. PCT/US2015/034799;

PCT/EP2015/053335.
[00105] Em certas formas de realizacdo, um AAV de cadeia
simples (ssAAV) pode ser usado supra . Um vetor auto-

complementar, por exemplo, scAAV, pode ser usado (por exemplo,
Wu, 2007, Human Gene Therapy, 18 (2): 171-82, McCarty et al,
2001, Gene Therapy, Vol. 8 , Numero 16, paginas 1248-1254; e
patentes US 6.596.535; 7.125.717; e 7.456.683, cada uma das quais

é aqui incorporada por referéncia na sua totalidade).

[00106] Em certas formas de realizacdo, os vetores virais
utilizados nos métodos aqui descritos sdo vetores virais
baseados em adenovirus. Um vetor de adenovirus recombinante pode
ser usado para transferir no IDS. O adenovirus recombinante pode
ser um vetor de primeira geracdo, com uma delecdo El, com ou sem
uma delecdo E3, e com o cassete de expressdo inserido em qualquer
regido excluida. O adenovirus recombinante pode ser um vetor de
segunda geracdo, gque contém delecdes completas ou parciais das

regides E2 e E4. Um adenovirus dependente de auxiliar retém
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apenas as repeticdes terminais invertidas do adenovirus e o sinal
de empacotamento (phi). O transgene é inserido entre o sinal de
empacotamento e o 3'ITR, com ou sem seqléncias stuffer para
manter o genoma artificial préximo ao tamanho do tipo selvagem
de aprox. 36 kb. Um protocolo exemplar para producdo de vetores
adenovirais pode ser encontrado em Alba et al., 2005, "Adenovirus
intestinais: adenovirus de ultima geracdo ©para terapia
genética", Gene Therapy 12: 818-527, que ¢é incorporado por

referéncia aqui na sua totalidade.

[00107] Em certas formas de realizacdo, os vetores virais
utilizados nos métodos aqui descritos sdo vetores virais
baseados em lentivirus. Um vetor de lentivirus recombinante pode
ser usado para transferir no IDS. Quatro plasmideos s&do usados
para fazer a construcdo: sequéncia Gag/pol contendo plasmideo,
sequéncia Rev contendo plasmideos, proteina Envelope contendo
plasmideo (isto &, VSV-G) e plasmideo Cis com os elementos de

envelope e o gene 1DS.

[00108] Para a producdo do vetor lentiviral, os quatro
plasmideos sdo co-transfectados em células (isto é, células
baseadas em HEK293), em que a polietilenimina ou fosfato de
cdlcio pode ser usada como agentes de transfeccdo, entre outros.
O lentivirus é entdo colhido no sobrenadante (os lentivirus
precisam brotar das células para serem ativos, de modo due
nenhuma colheita de células ©precisa/deve ser feita). 0
sobrenadante é& filtrado (0,45 um) e depois adicionado cloreto de
magnésio e benzonase. Outros processos a Jjusante podem variar
bastante, com o uso de TFF e cromatografia em coluna sendo os
mais compativeis com GMP. Outros usam ultracentrifugacdo com/sem

cromatografia em coluna. Protocolos exemplares para producdo de
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vetores lentivirais podem ser encontrados em Lesch et al., 2011,
“Producdo e purificacédo do vetor lentiviral gerado em células de
suspensdo 293T com vetores baculovirais”, Gene Therapy 18: 531-
538 e Ausubel et al., 2012, "Producdo de vetores lentivirais de
grau CGMP", Bioprocess Int. 10 (2): 32-43, os dquais séo

incorporados por referéncia agqui na sua totalidade.

[00109] Em uma forma de realizacdo especifica, um vetor para uso
nos métodos aqui descritos é aquele que codifica um IDS (por
exemplo, HIDS), de modo que, mediante transducdo de células no
CNS, ou uma célula relevante (por exemplo, uma célula neuronal
in vivo ou in vitro ), uma variante glicosilada de IDS & expressa
pela célula transduzida. Em uma forma de realizacdo especifica,
um vetor para uso nos métodos aqui descritos € aquele due
codifica um IDS (por exemplo, HIDS), de modo gue, apds a
transducdo de uma célula no CNS, ou uma célula relevante (por
exemplo, uma célula neuronal in vivo ou in vitro), uma variante

sulfatada do IDS é expressa pela célula.
5.2.3 Promotores e modificadores da expressido génica

[00110] Em certas formas de realizacdo, os vetores aqui
fornecidos compreendem componentes que modulam a entrega ou
expressdo (génica (por exemplo, "elementos de controle de
expressédo"). Os vetores aquil fornecidos compreendem componentes
que modulam a expressdo génica. E compreendem componentes dgque
influenciam a ligacdo ou o direcionamento para as células. Em
certas formas de realizacéio, os vetores aqui fornecidos
compreendem componentes gque influenciam a localizacdo do
polinucleotideo (por exemplo, o transgene) dentro da célula apds
a captacdo. 0Os vetores aqui fornecidos compreendem componentes

que podem ser usados como marcadores detectéveis ou
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selecionaveis, por exemplo, para detectar ou selecionar células

que absorveram o polinucleotideo.

[00111] Em certas formas de realizacido, os vetores virais aqui
fornecidos compreendem um ou mais promotores. O promotor é um
promotor constitutivo. Em formas de realizacdo alternativas, o
promotor é um promotor induzivel. O gene IDS nativo, como a
maioria dos genes de limpeza, usa principalmente um promotor
rico em GC. Sdo0 utilizados promotores constitutivos fortes que
proporcionam expressdao sustentada de HIDS. Esses promotores
incluem promotores sintéticos "CAG" gque contém: "C" - o elemento
potencializador precoce do citomegalovirus (CMV); "A" - o
promotor, bem como o primeiro exdo e intrdo do gene da beta-
actina de frango; e "G" - o aceitador de emenda do gene da beta-
globina de coelho (ver Mivyazaki et al., 1989, Gene 79: 269-277;

e Niwa et al., Gene 108: 193-199).

[00112] Em certas formas de realizacdo, o promotor é um
promotor CB7 (Dinculescu et al., 2005, Hum Gene Ther 16: 649-
663, 1incorporado por referéncia aquili na sua totalidade). O
promotor CB7 inclui outros elementos de controle de expresséo
que melhoram a expressdao do transgene acionado pelo vetor. Em
certas formas de realizacdo, os outros elementos de controle da
expressdo incluem B intrdén de frango actina e/ou de B - sinal
de polA globina de coelho. O promotor compreende uma caixa TATA
e um ou mals elementos. Em certas formas de realizacdo, os um ou
mais elementos promotores podem ser invertidos ou movidos em
relacdo um ao outro. 0Os elementos do promotor estdo posicionados
para funcionar cooperativamente e independentemente. Em certas
formas de realizacdo, os vetores virais aqui fornecidos

compreendem um ou mais promotores selecionados do grupo dJgue
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consiste no promotor genético precoce imediato do CMV humano, no
promotor inicial SV40, na repeticdo terminal longa do virus Rous
sarcoma (RS) e no promotor de insulina de rato. Os vetores aqui
fornecidos compreendem um ou mals promotores de repeticéo
terminal longa (LTR) selecionados do grupo gue consiste em AAV,
MLV, MMTV, SV40, RSV, HIV-1 e HIV-2 LTRs. Os vetores aqgqui
fornecidos compreendem um ou mais promotores especificos de

tecido (por exemplo, um promotor especifico de célula neuronal).

[00113] Em certas formas de realizacido, os vetores virais aqui
fornecidos compreendem um ou mals elementos reguladores que néo
sejam um promotor. Os vetores virais aqui fornecidos compreendem
um intensificador e um repressor. Em certas formas de realizacéao,
0s vetores virals aqui fornecidos compreendem um intron ou um

intron quimérico e uma sequéncia de poliadenilacéo.
5.2.4 Peptideos de Sinal

[00114] Em certas formas de realizacdo, os vetores aqui
fornecidos compreendem componentes gque modulam a entrega de
proteinas. Os vetores virais aqui fornecidos compreendem um ou
mais peptideos de sinal e tails peptideos de sinal permitem que
o produto transgene (por exemplo, IDS) alcance o empacotamento
adequado (por exemplo, glicosilagdo) na célula. Em certas formas
de realizacdo, os peptideos de sinal permitem que o produto
transgene (por exemplo, IDS) atinja a localizacdo adequada na
célula. Em certas formas de realizacdo, os peptideos de sinal
permitem que o produto transgene (por exemplo, IDS) atinja a
secrecdo da célula. Exemplos de peptideos de sinal a serem
utilizados em conexdo com os vetores e transgenes aqui fornecidos

podem ser encontrados na Tabela 1. 0Os peptideos de sinal também
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agqui referidos como

Peptideos de sinal

fornecidos.

sequéncias lideres ou peptideos

para uso com 0s vetores aqui

SEQ ID

NO.

Peptideo de sinal

Sequéncia

Glicoproteina
oligodendrocitica
de mielina-péptido

de sinal (hOMG)

MEYQILKMSLCLEILLFLTPGILC

Repressor celular
dos peptideos
sinalizadores dos
genes 2 estimulados

por E1A (hCREG2)

MSVRRGRRPARPGTRLSWLLCCSALLSP

AAG

Conjunto V e
dominio
Lransmembranar
contendo peptideo

sinal 2B (hVSTM2B)

MEQRNRLGALGYLPPLLLHALLLEFVADA

Peptideo sinal de
protocaderina alfa-

1 (hPCADHAI)

MVESRRGGLGARDLLLWLLLLAAWEVGSG

Peptideo sinal

FAM19A1 (TAFAIL)

MAMVSAMSWVLYLWISACA
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SEQ ID

NO.

Peptideo de sinal

Sequéncia

Peptideo sinal

VEGF-A

MNFLLSWVHW SLALLLYLHH AKWSQA

Peptideo sinal de

fibulina-1

MERAAPSRRV PLPLLLLGGL

ATLLAAGVDA

Peptideo sinal de

vitronectina

MAPLRPLLIL ALLAWVALA

10

Peptideo de sinal
do fator H do

complemento

MRLLAKTICLMLWAICVA

11

Peptideo sinal

Opticin

MRLLAFLSLL ALVLQETGT

12

Peptideo sinal de

albumina

MKWV t FI S LLFLFEF SS AYS

13

Peptideo sinal de

quimotripsinogénio

MAFLWLL S CWALLG T TFG

14

Peptideo sinal de

interleucina-2

MYRMQLLSCIALTILALVTNS

15

Peptideo sinal de

tripsinogénio-2

MNLLLIL T FVAAAVA

5.2.5

[00115]

fornecidos

(UTRs),

para o nivel desejado de expressdo de proteina. Em certas formas

por exemplo,

Regides nao traduzidas

Em certas formas de realizacéo,

compreendem uma

UTRs 3
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de realizacdo, as UTRs sdo otimizadas para a meia-vida do mRNA
do transgene. As UTRs sé&o otimizadas para a estabilidade do mRNA
do transgene e sdo otimizadas para a estrutura secundéaria do

mRNA do transgene.
5.2.6 Repetig¢des terminais invertidas

[00116] Em certas formas de realizacido, os vetores virais aqui
fornecidos compreendem uma ou malis sequéncias de repeticéo
terminal invertida (ITR). As sequéncias de ITR podem ser usadas
para empacotar a cassete de expressdo génica recombinante no
virion do vetor viral. Em certas formas de realizacdo, o ITR é
de um AAV, por exemplo, AAVS (por exemplo, Yan et al., 2005, J.
Virol., 79 (1): 364-379; Patente dos EUA No. 7.282.199 B2,
Estados Unidos Patente N ° 7.790.449 B2, Patente dos Estados
Unidos N ° 8.318.480 B2, Patente dos Estados Unidos N ° 8.962.332
B2 e Pedido de Patente Internacional N ° PCT / EP2014 / 076466,

cada um dos dquais ¢é 1incorporado aqui por referéncia na sua

totalidade) .
5.2.7 Transgenes
[00117] Em certas formas de realzacao, os vetores aqui

fornecidos codificam um transgene IDS. O IDS é controlado por
elementos de controle de expressdo apropriados para expressdo em
células neuronais: o transgene IDS (por exemplo, hIDS)
compreende a sequéncia de aminocadcidos de SEQ ID NO:1. Em certas
formas de realzacdes, o IDS (por exemplo, hIDS) transgene
compreende uma sequéncia de aminodcidos que é pelo menos 85%,
80%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 9292%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%

ou 99% idéntico a sequéncia apresentada na SEQ ID NO :1.
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[00118] As HuGlyIDS codificado pelo transgene pode incluir,
mas ndo é limitado a humanos IDS (HIDs) possuindo a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO.l1 (como mostrado na FIG.1l) e derivados
de HIDS com substituicdes, delecdes ou adicdes de aminoécidos,
por exemplo, incluindo , mas ndo se limitando a substituicdes de
aminoadcidos selecionadas a partir de residuos ndo conservados
correspondentes em ortdlogos de IDS mostrados na FIG.2, com a
condicdo de que tais mutacdes ndo incluem a substituicdo do
residuo cisteina na posicdo 84 (C84), o qual & necessario para
a atividade da enzima (Millat et al, 1997, Biochem J 326:. 243-
247); ou uma mutacdo que foil identificada em fendétipos graves,
intermedidrios graves, intermedidrios ou atenuados de MPS II ,
por exemplo, como mostrado na FIG.3, ou conforme relatado por
Sukegawa-Hayasaka et al., 2006, J Inhert Metab Dis 29: 755-761
(relatando os mutantes "atenuados" R48P, A8LT, W337R e o mutante
truncado @Q531X; e os mutantes "graves" P8e6L, S333L , S34971,
R468Q, R468L); Millat et al., 1998, BBA 1406: 214-218 (relatando
mutantes "atenuados" P480L e P480Q; e mutante "grave" P86L); e
Bonucelli et al., 2001, BBA 1537: 233-238, cada um dos quais &

incorporado por referéncia aqui na sua totalidade.

[00119] Por exemplo, as substituicdes de aminodcidos em uma
posicdo especifica de HIDS podem ser selecionadas dentre os
residuos de aminoacidos nao conservados correspondentes
encontrados nessa posicdo nos ortdélogos do IDS alinhados na
FIG.2, com a condicdo de gque tais substituic®es ndo incluam
nenhuma das mutacdes deletérias mostradas na FIG.3 ou como
relatado por Sukegawa-Hayasaka et al., 2006, supra ; Millat et
ai., 1998, supra ; ou Bonucelli et al., 2001, supra , cada um

dos quais é incorporado por referéncia aqui na sua totalidade.
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O produto transgene resultante pode ser testado usando ensaios
convencionais in vitro , em cultura de células ou animais de
teste para garantir que a mutacdo ndo perturbe a funcdo IDS. As
substituicdes, delecdes ou adicdes de aminoadcidos preferidas
selecionadas devem ser aquelas que mantém ou aumentam a atividade
enzimAtica, a estabilidade ou a meia-vida do IDS, como testado
por ensaios convencionails in vitro, em cultura de células ou
modelos animais para MPS II. Por exemplo, a atividade enzimédtica
do produto transgene pode ser avaliada usando um ensaio
enzimdtico convencional com, por exemplo, 2-sulfato de &acido 4-
metilumbeliferil o-L-idopiranosidurdédnico como sulfato de 2-
sulfato ou 4-metilumbeliferil sulfato como substrato (por
exemplo, Lee et al. al., 2015, Clin. Biochem. 48 (18): 1350-
1353, Dean et al., 2006, Clin. Chem. 52 (4): 643-649 para ensaios
enzimdticos de IDS exemplares que podem ser usados, cada um dos
quals ¢é incorporado por referéncia aqui na sua totalidade). A
capacidade do produto transgene para corrigir o fendtipo MPS I1I
pode ser avaliada em cultura de células; por exemplo, pela
transdugdo de células MPS II em cultura com um vetor viral ou
outra construcdo de expressdo de DNA que codifica HIDS ou um
derivado; adicionando o produto transgene ou um derivado as
células MPS II em cultura; ou co-cultivando células MPS II com
células hospedeiras neuronais/gliais humanas projetadas para
expressar e secretar rhIDS ou um derivado e determinando a
correcdo do defeito nas células cultivadas com MPS II, por
exemplo, detectando a atividade da enzima IDS e/ou reducdo no
armazenamento de GAG nas células MPS II em cultura (por exemplo,
Stroncek et al., 1999, Transfusion 39 (4): 343-350, que &

incorporado por referéncia aqui na sua totalidade).
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5.2.8 Construcdes

[00120] Em certas formas de realzacdo, os vetores virais agqui
fornecidos compreendem os seguintes elementos na seguinte ordem:
a) uma primeira sequéncia ITR, b) uma primeira sequéncia ligante,
C) uma sequéncia promotora, d) uma segunda sequéncia ligante, e)
uma sequéncia de intron, f) uma terceira sequéncia de ligacéo,
g) uma sequéncia que codifica o transgene (por exemplo, IDS), h)
uma quarta sequéncia de ligacdo, 1) uma sequéncia de poli A, 7J)

uma quinta sequéncia de ligacédo, e k) uma segunda sequéncia ITR.

[00121] Em certas formas de realzacdo, os vetores virais agqui
fornecidos compreendem o0s seguintes elementos na seguinte ordem:
a) uma sequéncia promotora eb) uma sequéncia que codifica o
transgene (por exemplo, IDS). Em certas modalidades, os vetores
virais aqui fornecidos compreendem o0s seguintes elementos na
seguinte ordem: a) uma sequéncia promotora eb) uma sequéncia que
codifica o transgene (por exemplo, IDS), em que o transgene

compreende um peptideo sinal.

[00122] Em certas formas de realzacdo, os vetores virais agqui
fornecidos compreendem o0s seguintes elementos na seguinte ordem:
a) uma primeira sequéncia ITR, b) uma primeira sequéncia ligante,
C) uma sequéncia promotora, d) uma segunda sequéncia ligante, e)
uma sequéncia de intron, f) uma terceira sequéncia de ligacéo,
g) uma primeira sequéncia de UTR, h) uma sequéncia que codifica
0 transgene (por exemplo, IDS), i) uma segunda sequéncia de UTR,
J) uma quarta sequéncia de ligacdo, k) uma poli A sequéncia, 1)

uma quinta sequéncia ligante e m) uma segunda sequéncia ITR.

[00123] Em certas formas de realzacdo, os vetores virais agqui

fornecidos compreendem o0s seguintes elementos na seguinte ordem:
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a) uma primeira sequéncia ITR, b) uma primeira sequéncia ligante,
C) uma sequéncia promotora, d) uma segunda sequéncia ligante, e)
uma sequéncia de intron, f) uma terceira sequéncia de ligacéo,
g) uma primeira sequéncia de UTR, h) uma sequéncia que codifica
0 transgene (por exemplo, IDS), i) uma segunda sequéncia de UTR,
J) uma quarta sequéncia de ligacdo, k) uma poli A sequéncia, 1)
uma quinta sequéncia de ligacdo, e m) uma segunda sequéncia ITR,
em que o transgene compreende um peptideo sinal e em que o

transgene codifica HIDS.
5.2.9 Fabricacao e teste de vetores

[00124] Os vetores virais aqui fornecidos podem ser fabricados
usando células hospedeiras. 0Os vetores virais aqui fornecidos
podem ser fabricados usando células hospedeiras de mamiferos,
por exemplo, Ab49, WEHI, 10Tl1/2, BHK, MDCK, CO0S1, CO0S7, BSC 1,
BSC 40, BMT 10, VERO, W138, HelLa, 293, Saos, C2Cl2, 1, HT1080,
HepG2, fibroblastos primérios, hepatdcitos e células de
mioblastos. Os vetores virais aqui fornecidos podem ser
fabricados usando c¢élulas hospedeiras de humanos, macacos,

camundongos, ratos, coelhos ou hamsters.

[00125] As células hospedeiras sédo transformadas de maneira
estédvel com as seqliéncias gque codificam o transgene e oS
elementos associados (ou seja, o genoma do vetor) e os meios de
producdo de virus nas células hospedeiras, por exemplo, 0S genes
de replicacdo e capsideo (por exemplo, 0 rep e genes cap do AAV).
Para um método de producdo de vetores AAV recombinantes com
capsideos AAV8, consulte a Secdo IV da Descricdo Detalhada da
Patente US No. 7.282.199 B2, que ¢é incorporada aqui por
referéncia na sua totalidade. Os titulos de cdpias do genoma dos

referidos vetores podem ser determinados, por exemplo, por
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andlise TAQMAN®. Os virions podem ser recuperados, por exemplo,

por CsClz sedimentacéo.

[00126] Fnsaios in vitro, por exemplo, ensaios de cultura de
células, podem ser usados para medir a expressdo do transgene a
partir de um vetor aqui descrito, indicando, por exemplo, a
poténcia do vetor. Por exemplo, as linhas de células HT-22, SK-
N-MC, HCN-1A, HCN-2, NT2, SH-3Yby, hNSC1l1l ou ReNcell VM ou outras
linhas de células derivadas de células ou progenitores neuronais
ou gliais células neuronais ou gliais podem ser usadas para
avaliar a expressdo do transgene. Uma vVvez expressas, as
caracteristicas do produto expresso (isto é, HuGlyIDS) podem ser
determinadas, incluindo a determinacédo dos padrdes de

glicosilacdo e sulfatacdo da tirosina associados ao HuGlyIDS.
5.2.10 Composig¢des

[00127] As composicdes sdo descritas compreendendo um vetor
que codifica um transgene aqui descrito e um veiculo adeguado.
Um veiculo adequado (por exemplo, para administracdo no LCR e,
por exemplo, em células neuronais) seria facilmente selecionado

por um especialista na técnica.
5.3 TERAPIA GENICA

[00128] Os métodos sé&o descritos para a administracdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de uma construcdo de
transgene a individuos humanos com MPS II. Mais particularmente,
sdo descritos métodos para administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma construcdo de transgene a
pacientes com MPS II, em particular, para administracdo no LCR.
Em formas de realzacdo particulares, esses métodos para

administracdo ao LCR de uma gquantidade terapeuticamente eficaz
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de uma construcdo de transgene podem ser usados para tratar

pacientes com sindrome de Hunter.
5.3.1 Populacgdes alvo de pacientes

[00129] Em certas formas de realizacdo, doses terapeuticamente
eficazes do vetor recombinante s&o administradas a pacientes
diagnosticados com MPS II. Em formas de realzacdes especificas,
0s pacientes foram diagnosticados com MPS II leve ou os pacientes
foram diagnosticados com MPS II grave. Em formas de realzacgdes
especificas, os pacientes foram diagnosticados com a sindrome de

Hunter.

[00130] Em certas formas de realzacdo, doses terapeuticamente
eficazes do vetor recombinante s&o administradas a pacientes
diagnosticados com MPS II que foram identificados como

responsivos ao tratamento com IDS, por exemplo, HIDS.

[00131] Em certas formas de realzacdo, doses terapeuticamente
eficazes do vetor recombinante s&o administradas a pacientes
pedidtricos. Como também doses terapeuticamente eficazes do
vetor recombinante sdo administradas a pacientes com menos de
trés anos de idade. Em certas formas de realzacdo, doses
terapeuticamente eficazes do vetor recombinante sao
administradas a pacientes com idade entre 2 e 4 anos. Em certas
formas de realzacdo, doses terapeuticamente eficazes do vetor
recombinante sdo administradas a pacientes com 4 meses de idade
ou mais e menos de 5 anos de idade. Em certas formas de realizacéo
especificas, doses terapeuticamente eficazes do vetor
recombinante sdo administradas a pacientes que possuem MPS II
grave e tém 4 meses de idade ou mais e menos de 5 anos de idade.

Em certas formas de realzacdo, doses terapeuticamente eficazes
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do vetor recombinante sdo administradas a pacientes com 18 meses
de idade ou mais e 8 anos de idade ou menos. Em uma forma de
realizacdo especifica, doses terapeuticamente eficazes do vetor
recombinante sdo administradas a pacientes que sdo pacientes
pedidtricos do sexo masculino e tém 18 meses ou mals e 8 anos ou
menos. Em certas formas de realzacdo, doses terapeuticamente
eficazes do vetor recombinante sdo administradas a pacientes com
idade entre 3 e 8 anos. Em certas formas de realzacdo, doses
terapeuticamente eficazes do vetor recombinante sao
administradas a pacientes com idades entre 8 e 16 anos. Em certas
formas de realzacdo, doses terapeuticamente eficazes do vetor
recombinante sdo administradas a pacientes com 10 anos ou menos.
Em uma forma de realizacdo especifica, doses terapeuticamente
eficazes do vetor recombinante sdo administradas a pacientes que
possuem MPS II grave e tém 10 anos ou menos. Em certas formas de
realzacdo, doses terapeuticamente eficazes do vetor recombinante
sdo administradas a pacientes com mais de 10 anos de idade, como
também, doses terapeuticamente eficazes do vetor recombinante
sdo administradas a pacientes adolescentes. E também, doses
terapeuticamente eficazes do vetor recombinante sao

administradas a pacientes adultos.

[00132] Em certas formas de realizacdo, doses terapeuticamente
eficazes do vetor recombinante s&o administradas a pacientes
diagnosticados com MPS II que foram identificados como
responsivos ao tratamento com IDS, por exemplo, HIDS, injetados

no LCR antes do tratamento com terapia genética.
5.3.2 Dosagem e Modo de Administracgao

[00133] Em certas formas de realzacdo, doses terapeuticamente

eficazes do vetor recombinante sdo administradas ao LCR via
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administracéao intratecal (isto é, injecéo no espaco
subaracndéideo de modo gque os vetores recombinantes se distribuam
através do LCR e transduzam células no CNS). Isso pode ser
realizado de véarias maneiras - por exemplo, por 1injecéo

intracraniana (cisternal ou ventricular) ou injecdo na cisterna

lombar. Em certas formas de realizacédo, a administracéo
intratecal é realizada via 1injecdo intracisternal (IC) (por
exemplo, na cisterna magna). Em formas de realizacéo

especificas, a injecdo intracisternal é realizada por puncdo
suboccipital guiada por TC. Em formas de realizacdo especificas,
a injecdo intratecal é realizada por puncdo lombar. Em formas de
realizacdo especificas, a 1injecdo no espaco subaracndideo é
realizada por puncdo Cl-2, se possivel para o paciente. As doses
terapeuticamente eficazes do vetor recombinante sao
administradas ao SNC wvia administracdo intranasal. Em certas
formas de realizacdo, doses terapeuticamente eficazes do vetor
recombinante s&o administradas ao SNC por injecéo
intraparenquimatosa. Em certas formas de realizacdo, a injecédo
intraparenquimatosa ¢é direcionada para o estriado. A injecgédo
intraparenquimatosa ¢é direcionada para a substancia branca.
Doses terapeuticamente eficazes do vetor recombinante séao
administradas ao LCR por qualquer meio conhecido na técnica, por
exemplo, por dqualquer meio divulgado em Hocquemiller et al.,
2016, Human Gene Therapy 27 (7): 478-496, que é aqui incorporado

por referéncia na sua totalidade.

[00134] Para administracdo intratecal, doses terapeuticamente
eficazes do vetor recombinante devem ser administradas ao LCR em
um volume de injecdo, preferencialmente até cerca de 20 mL. Um

veiculo adequado para 1injecdo intratecal, como a solucéo
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Elliotts B, deve ser usado como velculo para os vetores
recombinantes. A solucdo Elliots B (nome genérico: cloreto de
s6dio, Dbicarbonato de sédio, dextrose anidra, sulfato de
magnésio, cloreto de potédssio, cloreto de cédlcio e fosfato de
sb6bdio) é uma solucdo isotdnica estéril, ndo pirogénica, que néo
contém conservantes bacteriostdticos e é usada como diluente

para administracdo intratecal de quimioterapéutica.

[00135] Em uma forma de realzacdo, um vetor AAVY9 recombinante
ndo replicante gque expressa a iduronato-2-sulfatase humana (IDS)
é usado para o tratamento. Em certas formas de realzacido, a
cassete de expressdo IDS é flanqueada por repeticdes terminais
invertidas (ITRs) e a expressdo é dirigida por um hibrido do
intensificador de citomegalovirus (CMV) e do promotor de beta-
actina de frango (CB7). Em certas formas de realzacdo, o
transgene incluil o intron beta-actina de frango e um sinal de

poliadenilacdo de beta-globina de coelho (poliA).

[00136] O rAAV9.hIDS ¢é administrado por CI (por 1injecéo
suboccipital) como uma dose Unica variando de 1,4 x 1033 GC (1,1
x 1010 GC/g de massa cerebral) a 7,0 x 1013 GC (5,6 x 1019 GC/g de
massa cerebral) num volume de cerca de 5 a 20 ml. No caso de o
paciente possuir anticorpos neutralizantes do AAV, podem ser

utilizadas doses na faixa alta.
5.4 TERAPIAS COMBINADAS

[00137] As combinacdes de administracdo dos HuGlyIDS ao LCR

acompanhadas pela administracao de outros tratamentos
disponiveis sdo abrangidas pelos métodos da invencdoc. Os
tratamentos adicionais podem ser administrados antes,

simultaneamente ou apdés o tratamento de terapia génica. Os
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tratamentos disponiveis para MPS II que poderiam ser combinados
com a terapia génica da invencdo, mas ndo estdo limitados a
terapia de reposicédo enzimatica (ERT), utilizando a idursulfase
administrada sistemicamente ou no LCR; e/ou terapia de TCTH.
Noutra forma de realizacdo, a ERT pode ser administrada usando
a glicoproteina rHuGlyIDS produzida em linhas celulares
neuronais e gliais humanas por tecnologia de DNA recombinante.
As linhas celulares neuronais e gliais humanas gque podem ser
usadas para essa producdo de glicoproteina recombinante incluem,
entre outras, HT-22, SK-N-MC, HCN-1A, HCN-2, NT2, SH-SYby,
hNSC11 ou ReNcell VM para nomear alguns. Para garantir
glicosilacdo completa, especialmente sialilacdo e sulfatacdo de
tirosina, a 1linha celular utilizada para producdo pode ser
aprimorada através da engenharia das células hospedeiras para
co-expressar a-2,6-sialiltransferase (ou ambas a-2,3- e o- 2,6-
sialiltransferases) e/ou enzimas TPST-1 e TPST-2 responsaveis

pela tirosina-O-sulfatacéo.
5.5 BIOMARCADORES/AMOSTRAGEM/EFICACIA DE MONITORAMENTO

[00138] A eficdcia pode ser monitorada medindo a funcéo
cognitiva (por exemplo, prevencdo ou diminuicdo do declinio
neurocognitivo); reducdes nos biomarcadores da doenca (como GAG)
no LCR e/ou soro; e/ou aumento da atividade da enzima IDS no LCR
e/ou soro. Sinais de inflamacdo e outros eventos de seguranca

também podem ser monitorados.
5.5.1 Marcadores de Doencgas

[00139] Em certas formas de realizacéio, a eficacia do
tratamento com o vetor recombinante é monitorada medindo o nivel

de um biomarcador de doenca no paciente. O nivel do biomarcador
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da doenca é medido no LCR do paciente e o nivel do biomarcador
da doenca é medido no soro do paciente. Em certas formas de
realizacdo, o nivel do biomarcador da doenca é medido na urina
do paciente. Em certas formas de realizacdo, o biomarcador da
doenca é GAG. Em certas formas de realizacdo, o biomarcador da
doenca ¢é a atividade da enzima 1IDS. Em certas formas de
realizacdo, o Dbiomarcador da doenca ¢é a 1inflamacdo e o©

biomarcador de doenca & um evento de seguranca.
5.5.2 Testes para a fun¢do neurocognitiva

[00140] Em certas formas de realizacéio, a eficacia do
tratamento com o vetor recombinante é monitorada medindo o nivel
da funcdo cognitiva no paciente. A funcdo cognitiva pode ser
medida por qualgquer método conhecido por um especialista na
técnica. Em certas formas de realizacdo, a funcdo cognitiva é
medida através de um instrumento validado para medir o quociente
de inteligéncia (QI). Em formas de realizacdo especificas, o QI
é¢ medido pela Escala de Inteligéncia Abreviada de Wechsler,
Segunda Edicdo (WASI-II). Em certas formas de realizacdo, a
funcdo cognitiva é medida através de um instrumento validado
para medir a membdéria. A memdbria é medida pelo Hopkins Verbal
Learning Test (HVLT). Em certas formas de realizacdo, a funcéo
cognitiva é medida através de um instrumento validado para medir
a atencdo. A atencido é medida pelo Teste de Variaveis de Atencéo
(TOVA). Em certas formas de realizacido, a funcdo cognitiva é
medida por meio de um instrumento validado para medir um ou mais

de Q0I, memdéria e atencéo.

5.5.3 Mudangas fisicas
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[00141] Em certas formas de realizacéio, a eficacia do
tratamento com o vetor recombinante ¢é monitorada medindo
caracteristicas fisicas associadas a deficiéncia de
armazenamento lisossédmico no paciente. As caracteristicas
fisicas sdo lesdes de armazenamento e a caracteristica fisica é
baixa estatura. Em certas formas de realizacdo, a caracteristica
fisica sé&do caracteristicas faciais grosseiras.Como também a
apneia obstrutiva do sono. Em certas formas de realizacdo, a
caracteristica fisica é a deficiéncia auditiva como também, a
deficiéncia visual. Em formas de realizacdo especificas, a
deficiéncia wvisual ¢é devida a turvacdo da cdrnea. Em certas
formas de realizacdo, a caracteristica fisica é hidrocefalia. Em
certas formas de realizacdo, a caracteristica fisica ¢é a
compressdo da medula espinhal. Em certas formas de realizacéo,
a caracteristica fisica é hepatoesplenomegalia. Em certas formas
de realizacdo, as caracteristicas fisicas s&do deformidades
bsseas e articulares. Em certas formas de realizacdo, a
caracteristica fisica é a doenca da valvula cardiaca. Em certas
formas de realizacdo, as caracteristicas fisicas s&o infeccdes
respiratdédrias superiores recorrentes. Em certas formas de
realizacdo, a caracteristica fisica é a sindrome do tunel do
carpo. E outra caracteristica fisica ¢é macroglossia (lingua
aumentada) . Como também, cordas vocals aumentadas e/ou alteracdo
na voz. Tals caracteristicas fisicas podem ser medidas por

qualgquer método conhecido por um especialista na técnica.

TABELA DE SEQUENCIAS
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SEQ ID NO: Descrigéo Sequéncia
1 Sequéncia de [ MPPPRTGRGL LWLGLVLSSV CVALGSETQA NSTTDALNVL
aminoacidos LITVDDLRPS LGCYGDKLVR SPNIDQLASH SLLEFQNAFAQ
do IDS QAVCAPSRVS FLTGRRPDTT RLYDEFNSYWR VHAGNEFSTIP
humano QYFKENGYVT MSVGKVFHPG ISSNHTDDSP YSWSEFPPYHP
SSEKYENTKT CRGPDGELHA NLLCPVDVLD VPEGTLPDKQ
STEQATQLLE KMKTSASPFE LAVGYHKPHI PEFRYPKEFQK
LYPLENITLA PDPEVPDGLP PVAYNPWMDI RQREDVQALN
ISVPYGPIPV DEFQRKIRQSY FASVSYLDTQ VGRLLSALDD
LOQLANSTITA FTSDHGWALG EHGEWAKYSN FDVATHVPLI
FYVPGRTASL PEAGEKLEPY LDPFDSASQL MEPGRQSMDL
VELVSLFPTL AGLAGLQVPP RCPVPSFHVE LCREGKNLLK
HFRFRDLEED PYLPGNPREL TAYSQYPRPS DIPQWNSDKP
SLKDIKIMGY SIRTIDYRYT VWVGENPDEF LANEFSDIHAG
ELYEFVDSDPL QDHNMYNDSQ GGDLEFQLLMP
2 Peptideo MEYQILKMSL CLFILLFLTP GILC
sinal da
glicoprotein
a mielina-
oligodendroéc
ito (hOMG)
3 Repressor MSVRRGRRPA RPGTRLSWLL CCSALLSPAA G

celular de
peptideo
sinal de
genes 2
estimulados

por E1A
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SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

(hCREG2)

Conjunto V e
dominio
transmembran
ar contendo
peptideo
sinal 2B

(hVSTM2B)

MEQRNRLGAL GYLPPLLLHA LLLEVADA

Peptideo
sinal de
protocaderin
a alfa-1

(hPCADHAL)

MVFSRRGGLG ARDLLLWLLL LAAWEVGSG

Peptideo
sinal
FAM1SA1

(TAFAL)

MAMVSAMSWY LYLWISACA

Peptideo

sinal VEGF-A

MNFLLSWVHW SLALLLYLHH AKWSQA

Peptideo
sinal de

fibulina-1

MERAAPSRRV PLPLLLLGGL ALLAAGVDA

Peptideo
sinal de

vitronectina

MAPLRPLLIL ALLAWVALA

10

Peptideo de

MRLLAKITICL MLWAICVA
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SEQ ID NO: Descrigéo Sequéncia
sinal do
fator H do
complemento
11 Peptideo MRLLAFLSLL ALVLQETGT
sinal
Cpticin
12 Peptideo MKWVTFISLL FLESSAYS
sinal de
albumina
13 Peptideo MAFLWLLSCW ALLGTTEG
sinal de
quimiotripsi
nogénio
14 Peptideo MYRMQLLSCI ALILALVTNS
sinal de
interleucina
-2
15 Peptideo MNLLLILTFV AAAVA
sinal de
tripsinogéni
o-2
16 AAV1 MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQKQDDGRGLVLP
GYKYLGPENGLDKGEPVNAADAAALEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHA
DAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKR
PVEQSPQEPDSSSGIGKTGQQPAKKRLNEFGQTGDSESVPDPQPLGEPP
ATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVI
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SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYSTPWGYFDENRE

HCHEFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTTNDGVTTIANN

LTSTVQVESDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNG

SQAVGRSSEFYCLEYFPSOQMLRTGNNEFTEFSYTFEEVPFHSSYAHSQSLD

RLMNPLIDQYLYYLNRTONQSGSAQONKDLLESRGSPAGMSVQPKNWLP

GPCYRQORVSKTKTDNNNSNFTWIGASKYNLNGRESTIINPGTAMASHK

DDEDKFFPMSGVMIFGKESAGASNTALDNVMITDEEEIKATNPVATER

FGTVAVNFQSSSTDPATGDVHAMGALPGMVWQDRDVYLOQGPIWAKIPH

TDGHFHPSPLMGGFGLKNPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASEIT

QYSTGOQVSVEIEWELOQKENSKRWNPEVOYTSNYAKSANVDETVDNNGL

YTEPRPIGTRYLTRPL

17

ARAV2

MAADGYLPDWLEDTLSEGIROQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLP

GYKYLGPFNGLDKGEPVNEADAAATLEHDKAYDRQLDSGDNPYLKYNHA

DAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEPVKTAPGKKR

PVEHSPVEPDSSSGTGKAGOQPARKRLNEFGQTGDADSVPDPQPLGQPP

AAPSGLGTNTMATGSGAPMADNNEGADGVGNS SGNWHCDSTWMGDRVI

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDENREH

CHESPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTONDGTTTIANNL

TSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMVPQYGYLTLNNGS

QAVGRSSEFYCLEYFPSOMLRTGNNFTEFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDR

IMNPLIDQYLYYLSRTNTPSGTTTQSRLOFSQAGASDIRDOQSRNWLPG

PCYRQORVSKTSADNNNSEYSWTGATKYHLNGRDSLVNPGPAMASHKD

DEEKFFPQOSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKVMITDEEEIRTTNPVATEQY

GSVSTNLQRGNRQAATADVNTOQGVLPGMVWQDRDVYLOGPIWAKIPHT

DGHFHPSPLMGGEFGLKHPPPQILTIKNTPVPANPSTTFSAAKFASFITOQ
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SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

YSTGQVSVEIEWELOKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDETVDTNGVY

SEPRPIGTRYLTRNL

18

AAV3-3

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGVPOQPKANQQHQDNRRGLVLP

GYKYLGPGNGLDKGEPVNEADAAATLEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHA

DAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRILEPLGLVEEAAKTAPGKKG

AVDQSPQEPDSSSGVGKSGKQPARKRLNFGOTGDSESVPDPQPLGEPP

AAPTSLGSNTMASGGGAPMADNNEGADGVGNS SGNWHCDSQWLGDRVI

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSQSGASNDNHYFGYSTPWGYFDENREH

CHESPRDWQRLINNNWGFRPKKLSFKLENIQVRGVTONDGTTTIANNL

TSTVQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMVPQYGYLTLNNGS

QAVGRSSEFYCLEYFPSOMLRTGNNFQFSYTFEDVPFHSSYAHSQSLDR

IMNPLIDQYLYYLNRTQGTTSGTTNQSRLLESQAGPQSMSLOARNWLP

GPCYRQORLSKTANDNNNSNFPWTAASKYHLNGRDSLVNPGPAMASHK

DDEEKFFPMHGNLIFGKEGTTASNAELDNVMITDEEEIRTTNPVATEQ

YGTVANNLOSSNTAPTTGTVNHQGALPGMVWQDRDVYLQGPIWAKTI PH

TDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQIMIKNTPVPANPPTTEFSPAKFASEIT

QYSTGQVSVEIEWELOQKENSKRWNPEIQYTSNYNKSVNVDETVDTNGV

YSEPRPIGTRYLTRNL

19

AAV4-4

MTDGYLPDWLEDNLSEGVREWWALQPGAPKPKANQQHQODNARGLVLPG

YKYLGPGNGLDKGEPVNAADAAATEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHAD

AEFQORLOGDTSFGGNLGRAVEFQAKKRVLEPLGLVEQAGETAPGKKRP

LIESPQOPDSSTGIGKKGKQPAKKKLVEFEDETGAGDGPPEGSTSGAMS

DDSEMRAAAGGAAVEGGQGADGVGNASGDWHCDSTWSEGHVTTTSTRT

WVLPTYNNHLYKRLGESLOSNTYNGESTPWGYFDENREFHCHESPRDWQ

RLINNNWGMRPKAMRVKIENIQVKEVITSNGETTVANNLTSTVQIFAD

Peticdo 870190103369, de 14/10/2019, pag. 175/239




118/166

SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

SSYELPYVMDAGQEGSLPPEPNDVFMVPQYGYCGLVTGNTSQQQTDRN

AFYCLEYFPSOQMLRTGNNFEITYSFEKVPFHSMYAHSQSLDRLMNPLI

DOYILWGLOSTTTGTTLNAGTATTNFTKLRPTNESNFKKNWLPGPSIKQ

QGEFSKTANONYKIPATGSDSLIKYETHSTLDGRWSALTPGPPMATAGP

ADSKFSNSQLIFAGPKONGNTATVPGTLIFTSEEELAATNATDTDMWG

NLPGGDQSNSNLPTVDRLTALGAVPGMVWONRDIYYQGPIWAKIPHTD

GHFHPSPLIGGFGLKHPPPQIFIKNTPVPANPATTESSTPVNSFITQY

STGOVSVQIDWEIQKERSKRWNPEVOFTSNYGQONSLLWAPDAAGKYT

EPRATGTRYLTHHL

20

AAV5

MSEVDHPPDWLEEVGEGLREFLGLEAGPPKPKPNQQHODQARGLVLPG

YNYLGPGNGLDRGEPVNRADEVAREHDISYNEQLEAGDNPYLKYNHAD

AEFQEKLADDTSFGGNLGKAVEQAKKRVLEPFGLVEEGAKTAPTGKRI

DDHFPKRKKARTEEDSKPSTSSDAEAGPSGSQQLOIPAQPASSLGADT

MSAGGGGPLGDNNQGADGVGNASGDWHCDSTWMGDRVVTKSTRTWVLP

SYNNHQYREIKSGSVDGSNANAYFGYSTPWGYEFDENREFHSHWS PRDWQ

RLINNYWGFRPRSLRVKIENIQVKEVIVODSTTTIANNLTSTVQVETD

DDYQLPYVVGNGTEGCLPAFPPOQVEFTLPQYGYATLNRDNTENPTERSS

FECLEYFPSKMLRTGNNFEFTYNFEEVPFHSSFAPSONLFKLANPLVD

QYLYREVSTNNTGGVQFNKNLAGRYANTYKNWEFPGPMGRTQGWNLGSG

VNRASVSAFATTNRMELEGASYQVPPOQPNGMTNNLOGSNTYALENTMI

FNSQPANPGTTATYLEGNMLITSESETQPVNRVAYNVGGOMATNNQSS

TTAPATGTYNLOEIVPGSVWMERDVYLOGPIWAKIPETGAHFHPSPAM

GGEFGLKHPPPMMLIKNTPVPGNITSEFSDVPVSSFITQYSTGQVIVEME

WELKKENSKRWNPEIQYTNNYNDPQEFVDFAPDSTGEYRTTRPIGTRYL

TRPL
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SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

21

AAVE

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQOKQDDGRGLVLP

GYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAATLEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHA

DAEFQERLQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPFGLVEEGAKTAPGKKR

PVEQSPOQEPDSSSGIGKTGOQPAKKRLNEFGQTGDSESVPDPQPLGEPP

ATPAAVGPTTMASGGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRVI

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISSASTGASNDNHYFGYSTPWGYFDENRE

HCHEFSPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTTNDGVTTIANN

LTSTVQVESDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNG

SQAVGRSSEFYCLEYFPSOQMLRTGNNEFTEFSYTEFEDVPFHSSYAHSQSLD

RLMNPLIDQYLYYLNRTONQSGSAQONKDLLESRGSPAGMSVQPKNWLP

GPCYRQORVSKTKTDNNNSNFTWIGASKYNLNGRESTIINPGTAMASHK

DDKDKFFPMSGVMIFGKESAGASNTALDNVMITDEEEIKATNPVATER

FGTVAVNLQSSSTDPATGDVHVMGALPGMVWQDRDVYLOQGPIWAKIPH

TDGHFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPANPPAEFSATKFASEIT

QYSTGOQVSVEIEWELOQKENSKRWNPEVOYTSNYAKSANVDETVDNNGL

YTEPRPIGTRYLTRPL

22

ARV

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQOKQDNGRGLVLP

GYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAATLEHDKAYDQQLKAGDNPYLRYNHA

DAEFQERLOQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPAKKR

PVEPSPORSPDSSTGIGKKGQQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEP

PAAPSSVGSGTVAAGGGAPMADNNEGADGVGNASGNWHCDSTWLGDRV

ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISSETAGSTNDNTYFGYSTPWGYEFDENR

FHCHESPRDWQRLINNNWGFRPKKLREFKLENIQVKEVTTNDGVTTIAN

NLTSTIQVESDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNN

GSQSVGRSSEFYCLEYFPSOMLRTGNNFEFSYSFEDVPEFHSSYAHSQSL

DRIMNPLIDQYLYYLARTQSNPGGTAGNRELOFYQGGPSTMAEQAKNW
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SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

LPGPCFRQQRVSKTLDONNNSNFAWTGATKYHLNGRNSLVNPGVAMAT

HKDDEDRFFPSSGVLIFGKTGATNKTTLENVLMTNEEETRPTNPVATE

EYGIVSSNLOAANTAAQTOVVNNQGALPGMVWONRDVYLQGPIWAKIP

HTDGNFHPSPLMGGEFGLKHPPPOQILTKNTPVPANPPEVFTPAKFASET

TOYSTGQVSVEIEWELOQKENSKRWNPEIQYTSNEFEKQTGVDFAVDSQG

VYSEPRPIGTRYLTRNL

23

AAVSE

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPKPKANQQOKQDDGRGLVLP

GYKYLGPFNGLDKGEPVNAADAAATLEHDKAYDQOLOAGDNPYLRYNHA

DAEFQERLOQEDTSFGGNLGRAVFQAKKRVLEPLGLVEEGAKTAPGKKR

PVEPSPORSPDSSTGIGKKGQQPARKRLNFGQTGDSESVPDPQPLGEP

PAAPSGVGPNTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRV

ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGATNDNTYFGYSTPWGYFDEN

RFHCHESPRDWQRLINNNWGFRPKRLSFKLENIQVKEVTOQNEGTKTIA

NNLTSTIQVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPADVEFMIPQYGYLTLN

NGSQAVGRSSEYCLEYFPSOMLRTGNNFQFTYTFEDVPFHSSYAHSOS

LDRIMNPLIDQYLYYLSRTQTTGGTANTQTLGESQGGPNTMANQAKNW

LPGPCYRQQRVSTTTGONNNSNFAWTAGTKYHLNGRNSLANPGIAMAT

HKDDEERFFPSNGILIFGKONAARDNADYSDVMLTSEEEIKTTNPVAT

EEYGIVADNLQQONTAPQIGTVNSQGALPGMVWONRDVYLOGPTIWAKI

PHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADPPTTEFNQSKLNSE

ITQYSTGQVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSTSVDFAVNTE

GVYSEPRPIGTRYLTRNL

24

hu3l

MAADGYLPDWLEDTLSEGIROQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLP

GYKYLGPGNGLDKGEPVNAADAAATLEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHA

DAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKR
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SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

PVEQSPOEPDSSAGIGKSGSQPAKKKLNEFGQTGDTESVPDPQPIGEPP

AAPSGVGSLTMASGGGAPVADNNEGADGVGSSSGNWHCDSQWLGDRVI

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYFGYSTPWGYEDENR

FHCHESPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTDNNGVKT IAN

NLTSTVQVEFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLND

GGQAVGRSSEFYCLEYFPSOMLRTGNNFQFSYEFENVPEFHSSYAHSQSL

DRIMNPLIDQYLYYLSKTINGSGONQOTLKESVAGPSNMAVQGRNYIP

GPSYRQORVSTTVTONNNSEFAWPGAS SWALNGRNSLMNPGPAMASHK

EGEDRFFPLSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMITNEEEIKTTNPVATES

YGOQVATNHOSAQAQAQTGWVONQGILPGMVWQDRDVYLQGPIWAKTI PH

TDGNFHPSPLMGGFGMKHPPPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSEIT

QYSTGQVSVEIEWELOQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSNNVEFAVSTEGY

YSEPRPIGTRYLTRNL

25

hu32

MAADGYLPDWLEDTLSEGIROQWWKLKPGPPPPKPAERHKDDSRGLVLP

GYKYLGPGNGLDKGEPVNAADAAATLEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHA

DAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKR

PVEQSPOEPDSSAGIGKSGSQPAKKKLNEFGQTGDTESVPDPQPIGEPP

AAPSGVGSLTMASGGGAPVADNNEGADGVGSSSGNWHCDSQWLGDRVI

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYFGYSTPWGYEDENR

FHCHESPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTDNNGVKT IAN

NLTSTVQVEFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLND

GSQAVGRSSEFYCLEYFPSOMLRTGNNFQFSYEFENVPEFHSSYAHSQSL

DRIMNPLIDQYLYYLSKTINGSGONQOTLKESVAGPSNMAVQGRNYIP

GPSYRQORVSTTVTONNNSEFAWPGAS SWALNGRNSLMNPGPAMASHK

EGEDRFFPLSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMITNEEEIKTTNPVATES

YGQVATNHOSAQAQAQTGWVONQGILPGMVWQDRDVYLQGPIWAKT PH
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SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

TDGNFHPSPLMGGFGMKHPPPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSEIT

QYSTGQVSVEIEWELOQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSNNVEFAVNTEGY

YSEPRPIGTRYLTRNL

26

AAV9

MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWALKPGAPQPKANQQHQDNARGLVLP

GYKYLGPGNGLDKGEPVNAADAAATLEHDKAYDQQLKAGDNPYLKYNHA

DAEFQERLKEDTSFGGNLGRAVFQAKKRLLEPLGLVEEAAKTAPGKKR

PVEQSPOEPDSSAGIGKSGAQPAKKRLNEFGQTGDTESVPDPQPIGEPP

AAPSGVGSLTMASGGGAPVADNNEGADGVGSSSGNWHCDSQWLGDRVI

TTSTRTWALPTYNNHLYKQISNSTSGGSSNDNAYFGYSTPWGYEDENR

FHCHESPRDWQRLINNNWGFRPKRLNFKLENIQVKEVTDNNGVKT IAN

NLTSTVQVEFTDSDYQLPYVLGSAHEGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLND

GSQAVGRSSEFYCLEYFPSOMLRTGNNFQFSYEFENVPEFHSSYAHSQSL

DRIMNPLIDQYLYYLSKTINGSGONQOTLKESVAGPSNMAVQGRNYIP

GPSYRQORVSTTVTONNNSEFAWPGAS SWALNGRNSLMNPGPAMASHK

EGEDRFFPLSGSLIFGKQGTGRDNVDADKVMITNEEEIKTTNPVATES

YGOQVATNHOSAQAQAQTGWVONQGILPGMVWQDRDVYLQGPIWAKTI PH

TDGNFHPSPLMGGFGMKHPPPQILIKNTPVPADPPTAFNKDKLNSEIT

QYSTGQVSVEIEWELOQKENSKRWNPEIQYTSNYYKSNNVEFAVNTEGY

YSEPRPIGTRYLTRNL

27

SP|P22304|1ID
S_HUMANO
[Homo

sapiens]

MPPPRTGRGLLWLGLVLSSVCVALGSETQANSTTDALNVLLIIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDTTRLYDEFNSYWRVHAGNESTIPQYFKENGYVTMSVGKVEFHPGISSN

HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVLDVP

EGTLPDKQSTEQATQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPI
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SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLOQLANSTITAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLIFYVPGRTASLPEAGEKLEPYLDPF

DSASQLMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOQVPPRCPVPSFHVELC

REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPSDIPQWNSDKP

SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGDLFQLLMP

28

TR|K6ZGIS PA
NTR [Pan
troglodytes

(Chimpanzee)

MPPPRTGRGLPWLGLVLSSVCVALGSETQANSTTDALNVLLIIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDPTRLYDEFNSYWRVHAGNESTIPQYFKENGYVTMSVGKVEFHPGISSN

HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVLDVP

EGTLPDKQSTEQATQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVOQALNISVPYGPI

PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLOQLANSTITAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLEPYLDPF

DSASQLMEPGROQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOAPPRCPVPSFHVELC

REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPSDIPQWNSDKP

SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWIGFNPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGDLFQLLMP

29

TR|K7BKV4 PA
NTR [Pan
troglodytes

(Chimpanzee)

MPPPRTGRGLPWLGLVLSSVCVALGSETQANSTTDALNVLLIIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDTTRLYDEFNSYWRVHAGNESTIPQYFKENGYVTMSVGKVEFHPGISSN

HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVLDVP

EGTLPDKQSTEQATQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVOQALNISVPYGPI

PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLOQLANSTITAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLEPYLDPF

DSASQLMEPGROQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOQAPPRCPVPSFHVELC
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SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPSDIPQWNSDKP

SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWIGFNPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGDLFQLLMP

30

TRIHOFTX2 MA
CMU [Macaca
mulatta
(Macaco

Rhesus) ]

MPTPGSGRGFLWLGLVLSSVCVALGCETQANSTTDALNILLIIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDTTRLYDEFNSYWRVHAGNESTIPQYFKENGYVTMSVGKVEFHPGITSN

HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP

EGTLPDKQSTEQATQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDSEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVOQALNISVPYGPI

PVEFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLOQLANSTIVAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLEPYLDPF

DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOQVPPRCPVPSFHVELC

REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPADFPQWNSDKP

SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGDLFQLLMP

31

TRF7EJGZ CAL
JA
[Callithrix
jacchus
(Sagui de
topete

branco) ]

MPPPRTSRCLLLLGLVLGSVCVTLGSQAQASSTTDALNVLLIIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDTTRLYDEFNSYWRVHAGNESTIPQYFKDNGYVTMSVGKVEFHPGISSN

HSDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP

EGTLPDKQSTEEATRLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVOQALNISVPYGPI

PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGHLLSALDDLOQLANSTIVAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATRVPLMEFYVPGRTASLPEADEKLEPYVDPF

HSASELMEPGROSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOVPPRCPVPSFHVELC

REGKSLLKHFRFHGLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPADFPQWNSDKP

SLKYIKIMGYSIRTVDYRYTVWVGEFNPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGELFQSLMP

Peticdo 870190103369, de 14/10/2019, pag. 182/239




125/166

SEQ ID NO:

Descrigéo

Sequéncia

32

TR|U3DTL8 CA
LJA
[Callithrix
jacchus
(Sagui de
topete

branco) ]

MPPPRPSRCLLLLGLVLGSVCVTLGSQAQASSTTDALNVLLIIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDTTRLYDEFNSYWRVHAGNESTIPQYFKDNGYVTMSVGKVEFHPGISSN

HSDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP

EGTLPDKQSTEEATRLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVOQALNISVPYGPI

PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGHLLSALDDLOQLANSTIVAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATRVPLMEFYVPGRTASLPEADEKLEPYVDPF

HSASELMEPGROSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOVPPRCPVPSFHVELC

REGKSLLKHFRFHGLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPADFPQWNSDKP

SLKYIKIMGYSIRTVDYRYTVWVGEFNPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGELFQSLMP

33

TR|G7NRX7 MA
CMU [Macaca
mulatta
(macaco

Rhesus) ]

MPTPGSGRGFLWLGLVLSSVCVALGCETQANSTTDALNILLIIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDTTRLYDEFNSYWRVHAGNESTIPQYFKENGYVTMSVGKVEFHPGITSN

HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP

EGTLPDKQSTEQATQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDSEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVOQALNISVPYGPI

PVEFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLOQLANSTIVAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLEPYLDPF

DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOQVPPRCPVPSFHVELC

REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPADFPQWNSDKP

SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGDLLQLLMP

34

TR|G7Q1V9_MA
CFA [Macaca

fascicularis

MPTPGSGRGFLWLGLVLSSVCVALGCETQANSTTDALNILLITIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDTTRLYDFNSYWRVHAGNESTIPQYFKENGYVTMSVGKVFHPGITSN
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Descrigéo

Sequéncia

(macaco que
come
carangueijo;
macaco

cinomdlogo) ]

HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP

EGTLPDKQSTEQATQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDSEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVOQALNISVPYGPI

PVEFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGHLLSALDDLOQLANSTIVAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLEPYLDPF

DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOQVPPRCPVPSFHVELC

REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPADFPQWNSDKP

SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGDLFQLLMP

35

TR|H2PX10 PO
NAB [Pongo
abelii
(Orangotango

de Sumatra)]

MPPPRTGRGLLWLGLVLSSVCVALGSETQADSTTDGLNVLLIIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDTTRLYDEFNSYWRVHAGNESTIPQYFKENGYVTMSVGKVEFHPGISSN

HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLTAKKMCWMEP

RAPCCDKQSTEQATQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVOQALNISVPYGPI

PVDFQOKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSTLDDLOLANSTITAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLEPYLDPF

DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOQVPPRCPVPSFHVELC

REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPADIPQWNSDKP

SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGDLFQLLMP

36

TR|AOAODSR4D
1 CHLSB
[Chlorocebus
sabaeus
(macaco

verde) ]

MPTPGSGRGEFLWLGLVLSSVCVALGSETQANSTTDALNILLIIVDDLR

PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQOAVCAPSRVSEFLTGRR

PDTTRLHNFNSYWRVHAGNESTIPQYFKENGYVTMSVGKVEFHPGITSN

HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP

EGTLPDKQSTEQATQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDSEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVOQALNISVPYGPI
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SEQ ID NO: Descrigio Sequéncia
PVEFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLQLANSTIVAFTSDHG
WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLFPYLDPF
DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLQVPPRCPVPSFHVELC
REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELTIAYSQYPRPADFPQWNSDKP
NLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYFVDSD
PLODHNMYNDSQGGDLEFQLLMP

37 TR|GL1RST8 |Gl | MSPPRTGQGLLWLGVVLSSVCVAXVTSPKPPSFVDALNVLLIIVDDLR
RST8 NOMLE PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQQAVCAPSRVSEFLTGRR
[Nomascus PDTTRLYDENSYWRVHAGNFSTIPQYFKENGYVTMSVGKVEHPGISSN
leucogenys HTDDSPYSWSFPPYHPSSXXXXXXKTCRGPDGELHANLLCPVDVLDVP
(Gib&o do EGTLPDKQSTEQAIQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK
norte de LYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPT
bochechas PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLQLANSTITIAFTSDHG
brancas) ] WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLFPYLDPF

DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLQVPPRCPVPSFHVELC
REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELTIAYSQYPRPADIPQWNSDKP
SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGESPDEFLANFSDIHAGELYFVDSD
PLODHNMYNDSQGGDLEFQLLMP

38 UPIOO00DSF62 | MPTPGSGRGFLWLGLVLSSVCVALGCETQANSTTDALNILLIIVDDLR
5 [Macaca PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQQAVCAPSRVSEFLTGRR
mulatta PDTTRLYDENSYWRVHAGNFSTIPQYFKENGYVTMSVGKVEHPGITSN
(Macaco HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP
Rhesus) ] EGTLPDKQSTEQAIQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK

LYPLENITLAPDSEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPT
PVEFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGHLLSALDDLQLANSTIVAFTSDHG
WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLFPYLDPF
DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLQVPPRCPVPSFHVELC
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SEQ ID NO: Descrigio Sequéncia
REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELTIAYSQYPRPADFPQWNSDKP
SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYFVDSD
PLODHNMYNDSQGGDLLQLLMP

39 UPI0O00274358 [ MPPPRTGRGLLWLGLVLSSVCVALGSETQANSTTDALNVLLIIVDDLR
B [Pan PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQQAVCAPSRVSEFLTGRR
paniscus PDTTRLYDENSYWRVHAGNFSTIPQYFKENGYVTMSVGKVEHPGISSN
(Pigmeu HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVLDVP
chimpanze; EGTLPDKQSTEQAIRLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK
Bonobo) ] LYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPT

PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLQLANSTITIAFTSDHG
WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLFPYLDPF
DSASQLMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLQVPPRCPVPSFHVELC
REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELTIAYSQYPRPSDIPQWNSDKP
SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYFVDSD
PLODHNMYNDSQGGDLEFQLLMP

40 UPIOO027F6FC | MPTPGSGRGFLWLGLVLSSVCVALGCEMQANSTTDALNILLIIVDDLR
5 [Papio PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQQAVCAPSRVSEFLTGRR
Anubis PDTTRLYDENSYWRVHAGNFSTIPQYFKENGYVTMSVGKVEHPGITSN
(Babuino HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP
verde EGTLPDKQSTEQAIQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK
oliva)] LYPLENITLAPDSEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPT

PVEFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLOQLANSTIVAFTSDHG

WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLEPYLDPF

DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOQVPPRCPVPSFHVELC

REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPADFPQWNSDKP

SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYEFVDSD

PLODHNMYNDSQGGDLFQLLMP

Peticdo 870190103369, de 14/10/2019, pag. 186/239




129/166

SEQ ID NO: Descrigio Sequéncia

41 UPIOO027FAEO | MPPPRTGLCLLLLGLVLGSVCVTLGSQAQANSTTDALNVLLIIVDDLR
3 [Saimiri PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFVQOQAVCAPSRVSEFLTGRR
boliviensis PDTTRLYDENSYWRVHAGNFSTIPQYFKDNGYVTMSVGKVEFHPGISSN
(Macaco HSDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP
esquilo EGTLPDKQSTEEAIRLLKKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK
boliviano) ] LYPLENITLAPDPEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPT
PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGHLLSALDDLHLANSTIVAFTSDHG
WALGEHGEWAKYSNFDVATRVPLMEFYVPGRTASLPETGEKLEFPYVDPFE
HSASELMEPGRQSTDLVELVSLFPTLAGLAGLQVPPRCPVPSFHIELC
REGKNLLKHFRFHGLEEDPYLPGNPRELTIAYSQYPRPADFPQONSDKP
SLKYIKIMGYSIRTVDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYFVDSD

PLODHNMYNDSQGGELFQSLMP
42 UPIOO03ABBF2 | MPTPGSGRGFLWLGLVLSSVCVALGCETQANSTTDALNILLIIVDDLR
8 [Macaca PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQEAVCAPSRVSEFLTGRR
fascicularis PDTTRLYDENSYWRVHAGNFSTIPQYFKENGYVTMSVGKVEHPGITSN
(Macaco HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP
caranguejo e | EGTLPDKQSTEQATQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHIPFRYPKEFQK
macaco LYPLENITLAPDSEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPT
cinomdlogo) ] PVEFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGRLLSALDDLQLANSTIVAFTSDHG
WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMEFYVPGRTASLPEAGEKLFPYLDPF
DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLQVPPRCPVPSFHVELC
REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELTIAYSQYPRPADFPQWNSDKP
SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGENPDEFLANFSDIHAGELYFVDSD

PLODHNMYNDSQGGDLEFQLLMP
43 UPI0O00533297 | MPTPASGRGFLWLGLVLSSVCVALGSETQANSTTDALNILLIIVDDLR
F PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQQAVCAPSRVSEFLTGRR
[Rhinopithec | PDTTRLYDENSYWRVHAGNESTIPQYFKENGYVIMSVGKVFHPGITSN
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SEQ ID NO: Descrigio Sequéncia
us roxellana | HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP
(Macao de EGTLPDKQSTEQAVQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHI PFRYPKEFQK
nariz LYPLENITLAPDSEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPI
dourado; PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGHLLSALDDLQLANSTIVAFTSDHG
Pygathrix WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMFYVPGRTASLPEAGEKLFPYLDPF
roxellana)] DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOVPPRCPVPSFHVELC
REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPADFPQWNSDKP
SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGFNPDEFLANFSDIHAGELYFVDSD
PFQDHNMYNDSQGGDLFQLLMP
44 UPIOO005F40BD | MPTPASGRGFLWLGLVLRSVCVALGSETQANSTTDALNILLIIVDDLR
2 [Colobus PSLGCYGDKLVRSPNIDQLASHSLLFONAFAQQAVCTPSHVSFLTGRR
angolensis PDTTRLYDFNSYWRVHAGNFSTIPQYFKENGYVTMSVGKVFHPGITSN
palliates HTDDSPYSWSFPPYHPSSEKYENTKTCRGPDGELHANLLCPVDVVDVP
(Colobus EGTLPDKQSTEQAIQLLEKMKTSASPFFLAVGYHKPHI PFRYPKEFQK
Angolano de LYPLENITLAPDSEVPDGLPPVAYNPWMDIRQREDVQALNISVPYGPI
Peter) ] PVDFQRKIRQSYFASVSYLDTQVGHLLSALDDLQLANSTIVAFTSDHG
WALGEHGEWAKYSNFDVATHVPLMFYVPGRTASLPEAGEKLFPYLDPF
DSASELMEPGRQSMDLVELVSLFPTLAGLAGLOVPPRCPVPSFHVELC
REGKNLLKHFRFRDLEEDPYLPGNPRELIAYSQYPRPADFPQWNSDKP
SLKDIKIMGYSIRTIDYRYTVWVGFNPDEFLANFSDIHAGELYFVDSD
PLODHNMYNDSQGGDLFQLLMP
6. EXEMPLOS
6.1 EXEMPLO 1: hIDS cDNA
[00142] Un vetor a base de c¢DNA de hIDS ¢é construido

compreendendo um transgene com hIDS

também compreende &cidos nucléicos
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sinal escolhido no grupo listado na Tabela 2. Opcionalmente, o

vetor compreende adicionalmente um promotor.
6.2 EXEMPLO 2: cDNAs HIDS substituidos

[00143] Um vetor a base de c¢cDNA hIDS é construido compreendendo
um transgene que compreende hIDS com substituicdes, delecdes ou
adicdes de aminodcidos em comparacdo com a sequéncia de hIDS da
SEQ ID NO:1, por exemplo, incluindo, sem limitacéo, as
substituicdes de aminoacidos selecionadas dentre as
correspondentes residuos nédo conservados em ortdlogos de IDS
mostrados na FIG.2, com a condicdo de gque tais mutacdes néo
incluam a substituicdo do residuo de cisteina na posicido 84
(C84), necesséaria para a atividade enzimadtica (Millat et al.,
1997, Biochem J 326: 243-247); ou uma mutacdo que foi
identificada em fendétipos graves, intermedidrios graves,
intermedidrios ou atenuados de MPS II, por exemplo, como mostrado
na FIG. 3, ou conforme relatado por Sukegawa-Hayasaka et al.,
2006, J Inhert Metab Dis 29: 755-761 (relatando os mutantes
"atenuados" R48P, A85LT, W337R e o mutante truncado Q531X; e os
mutantes "graves™ P86L, S333L , S349I, R468Q, R468L); Millat et
al., 1998, BBA 1406: 214-218 (relatando mutantes "atenuados”"
P480L e P480Q; e mutante "grave" P86L); e Bonucelli et al., 2001,
BBA 1537: 233-238, cada um dos quails é incorporado por referéncia
agqul na sua totalidade. O transgene também compreende &cidos
nucléicos compreendendo um peptideo sinal escolhido a partir do
grupo listado na Tabela 2. Opcionalmente, o vetor compreende

adicionalmente um promotor.

6.3 EXEMPLO 3: Tratamento de MPS II em modelos animais com hIDS

ou hIDS substituidos
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[00144] Umn vetor baseado em cDNA de hIDS é considerado util
para o tratamento de MPS II quando expresso como um Ltransgene.
Umn modelo animal para MPS II, por exemplo, um modelo de
camundongo descrito em Garcia et al., 2007, J Inherit Metab Dis
30: 924-34 ou Muenzer et al., 2001, Acta Paediatr Suppl 91: 98-
99 ¢é administrado como recombinante vetor que codifica HIDS
intratecalmente a uma dose suficiente para administrar e manter
uma concentracdo terapeuticamente eficaz do produto transgene no
LCR do animal. Apds o tratamento, o animal é avaliado gquanto a
melhoria dos sintomas consistentes com a doenca no modelo animal

especifico.

6.1 EXEMPLO 4: Tratamento de MPS II com hIDS ou hIDS

substituidos

[00145] Umn vetor baseado em cDNA de hIDS é considerado util
para o tratamento de MPS II quando expresso como um Ltransgene.
Um sujeito que se apresenta com MPS II é administrado a um vetor
baseado em c¢DNA que codifica HIDS (por exemplo, Construcédo 1
(veja abaixo) por via intratecal a uma dose suficiente para
administrar e manter uma concentracdo terapéutica do produto
transgene no LCR. o sujeito é avaliado quanto a melhora nos

sintomas da MPS II.

6.2 EXEMPLO 5: Um estudo aberto, multicéntrico de fase I/II
para avaliar a seguranca, tolerabilidade e farmacodinémica da
construcdo 1 em individuos pedidtricos com MPS II (sindrome de

Hunter)
6.2.1 SINOPSE

[00146] PRODUTO INVESTIGACIONAL, DOSE E ROTA DE ADMINISTRACAOQ
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[00147] Construcdo 1: ARAVI.CB7.hIDS (capsideo recombinante do
sorotipo 9 do virus adeno associado ao virus contendo cassete de
expressdo de iduronato humano-2-sulfatase humana). Veja o

paradgrafo [0019] e a Figura 5.

[00148] O produto serd entregue como uma dose intracisternal

(IC) Unica.

[00149] Dois niveis de dose serdo avaliados: 1,3 x 1010 copias
do genoma (GC)/g de massa cerebral (Dose 1) e 6,5 x 1010 GC/g de
massa cerebral (Dose 2). A dose total administrada sera
responséavel pelo tamanho estimado do cérebro dos sujeitos do
estudo com base na idade. O volume total do produto administrado

ndo excederad 5 mL.
[00150] OBJETIVOS
[00151] Objetivo principal:

. Avaliar a seguranca e a tolerabilidade da Construcdo 1 a 24
semanas apds uma dose uUnica de CI administrada a pacientes

pedidtricos com MPS II grave
[00152] Objetivos secundarios:

o Para avaliar a seguranca e tolerabilidade a longo prazo da

Construcao 1

. Avaliar o efeito da Construcdo 1 sobre biomarcadores no

liquido cefalorraquidiano (LCR), plasma e urina

. Avaliar o efeito da Construcdo 1 nos parémetros do
desenvolvimento neurolégico da funcédo cognitiva, comportamental

e adaptativa

. Avaliar o derramamento de vetores no LCR, plasma e urina
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[00153] Objetivos exploratérios:

o Para avaliar a imunogenicidade da Construcédo 1

. Para explorar o efeito da Construcédo 1 em alteracdes fisicas
no CNS

. Explorar o efeito da Construcdo 1 nas manifestacdes

sistémicas da doenca

. Para explorar o efeito da Construcdo 1 na capacidade
auditiva
. Explorar o efeito da Construcdo 1 em biomarcadores no plasma

e na urina em individuos que descontinuam temporariamente o IV

ERT (ELAPRASE®)

o Explorar o efeito da Construcdo 1 na qualidade de vida (QV)

e medidas de sono.
[00154] METODOLOGIA DO ESTUDO

[00155] Este & um estudo de escalonamento de dose de braco
unico, fase I/II, primeiro em humano, multicéntrico, de rdétulo
aberto e com um braco, da Construcdo 1. Nenhum grupo de controle
estd incluido. Aproximadamente 6 individuos pedidtricos com MPS
IT grave podem ser incluidos em dois estudos de corte de dose,
1,3 x 1010 GC/g de massa cerebral (Dose 1) ou 6,5 x 1010 GC/g de
massa cerebral (Dose 2) e receberdo uma dose uUnica da Construcgéo
1 administrado por injecdo de IC. A seguranca serd o foco
principal das primeiras 24 semanas apds o tratamento (periodo do
estudo primério). Apds a conclusédo do periodo primadrio do estudo,
0s sujeitos continuardo sendo avaliados (seguranca e eficéacia)

por até um total de 104 semanas apds o tratamento com a
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Construcédo 1. No final do estudo, os sujeitos serdo convidados

a participar de um estudo de longa duracido de acompanhamento.

[00156] Os trés primeiros sujeitos elegiveis serdo inscritos
no estudo de corte Dose 1 (1,3 x 1019 GC/g de massa cerebral).
Apbs a administracdo da Construcdo 1 para o primeiro sujeito,
haverd um periodo de observacdo de 8 semanas para seguranca. O
Comité de Seguranca Interna (ISC) analisara os dados de seguranca
obtidos durante as primeiras 8 semanas (incluindo os dados
obtidos durante a visita da Semana 8) para esse assunto e, se
nado houver preocupac¢des com a seguranca, o segundo sujeito poderé
ser 1nscrito. O mesmo processo serd usado para inscrever o
terceiro sujeito. Se nenhum evento do gatilho de revisao de
seguranca (SRT) for observado, todos os dados de seguranca
disponiveils para o estudo de corte Dose 1, obtidos até a visita
da Semana 8 para o terceiro sujeito, serdo avaliados pelo Comité
Independente de Monitoramento de Dados (IDMC). Se a decisado for
avancar para a segunda dose (6,5 x 1019 GC/g de massa cerebral),
0s 2 sujeitos subsequentes seguirdo o mesmo esquema de dosagem
do estudo de corte de dose inicial com a administracdo de cada
sujeito subsequente apds todos os dados de seguranca obtidos
durante o foram revisadas as primeiras 8 semanas (incluindo dados
obtidos durante a visita da Semana 8) para o ultimo sujeito
administrado. O ISC revisard todos os dados de seguranca do
sujeito obtidos até a visita da 2% semana da Semana 2 e inclusive
poderd determinar que é seguro prosseguir com a administracdo do
terceiro sujeito imediatamente apds esta avaliacdo. Todos os
dados de seguranca disponiveis parao estudo de corte da Dose 2
serdo avaliados pelo IDMC apds a visita da Semana 8 para o

terceiro sujeito no estudo de corte da Dose 2.
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[00157] Os individuos em potencial serdo rastreados até 35
dias antes da dosagem para determinar a elegibilidade para o
estudo. Os individuos que atenderem aos critérios de
elegibilidade serdo admitidos no hospital entre o dia 2 e a manha
do dia 1 (de acordo com a pratica institucional), e as avaliacdes
da linha de base serdo realizadas pré-dose. O0Os individuos
receberdo uma dose Unica de CI da Construcdo 1 no Dia 1 e
permanecerdo no hospital por aproximadamente 30-36 horas apds a
administracdo para observacdo. As avaliacdes subsequentes no
periodo primadrio do estudo (ou seja, até a Semana 24) serdo
realizadas semanalmente até a Semana 4 e nas Semanas 8, 12, 16,
20 e 24. Apds o periodo primario do estudo, as visitas seréo
realizadas nas Semanas 28, 32, 40, 48, 52, 56, 64, 78 e 104. As
visitas da semana 12, 40 e 64 podem ser realizadas por uma
enfermeira de salde em casa. As avaliacdes da semana 20 e 28
serdo limitadas a avaliacdo de EAs e terapias concomitantes por

contato telefdnico.

[00158] Todos os individuos receberdo inicialmente supresséo
imune (IS) no estudo com base em descobertas de potencial
imunogenicidade no estudo de seguranca/toxicologia ndo clinico
realizado em animais e incluiréo corticosterdides
(metilprednisolona 10 mg/kg por via intravenosa [IV] uma vez no
dia 1 predose e prednisona oral a partir de 0,5 mg/kg/dia no dia
2, com reducdo gradual e interrupcdo até a semana 12), tacrolimus
(1 mg duas vezes ao dia [BID] por via oral) [boca] dia 2 a semana
24 com nivel sanguineo alvo de 4 -8 ng/mL e reducdo gradual
durante 8 semanas entre as semanas 24 e 32) e sirolimus (uma
dose de carga de 1 mg/m? @ cada 4 horas x 3 doses no dia 2 e

depois no dia 1: sirolimus 0,5 mg/m?/dia dividido em dosagem BID
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com nivel sanguineo alvo de 4-8 ng/ml até a Semana 48As
avaliac®es neuroldgicas e o monitoramento do nivel sanguineo de
tacrolimus/sirolimus serdo realizados conforme Tabela 3. As
doses de sirolimus e tacrolimus serdo ajustadas para manter os

niveis sanguineos no intervalo alvo.

[00159] Nenhuma terapia de EI é planejada apds a Semana 48. Se
0o EI for necesséario apds a Semana 48 para controlar uma resposta
imune clinicamente relevante, o) regime imunossupressor
apropriado seréd determinado pelo investigador principal (PI), em
discussdo com o Monitor Médico e Patrocinador, conforme indicado

clinicamente.

[00160] As avaliacdes de eficéacia incluirio funcéo
neurocognitiva, capacidade auditiva, ressonédncia magnética
cerebral, tamanho do figado e baco e medicdes dos niveis de
biomarcadores farmacodindmicos (DP) no LCR, plasma e urina.
Escalas neurocognitivas ou adaptativas, executadas como parte do
padrdo de atendimento dos sujeitos durante a participacdo no
estudo, também podem ser coletadas, conforme determinado pelo

patrocinador do estudo apds discussdo com o local.
[00161] Pontos finais
[00162] Pontos finais pricipais:

. Seguranca até a semana 24: EAs e eventos adversos graves

(EAS)
[00163] Pontos finais secundarios:

. Seguranca na semana 104: relatdérios de EA, avaliacdes
laboratoriais, sinais vitais, ECGs, exames fisicos e avaliacdes

neuroldgicas.
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. Biomarcadores no LCR (GAGs, atividade I2S), plasma (GAGs,

atividade I2S) e urina (GAGs)

o Paré&metros do desenvolvimento neuroldgico da  funcéo

cognitiva, comportamental e adaptativa:

o Escalas Bayley de desenvolvimento de bebés e criancas

pequenas, 3% edicdo (BSID-III) (Bayley, 2005) ou Bateria de

avaliacdo Kaufman para criancas, 2° edicdo (KABC-II) (Kaufman,
2004) .

o Escalas de comportamento adaptativo de Vineland, 2°¢
edicdo, formuldrio de entrevista abrangente (VABS-II) (Sparrow

et al., 2005)

. Concentracdo de vetores no LCR, plasma e urina por reacéo
quantitativa em cadeia da polimerase (PCR) para a Construcédo 1

de 4cido desoxirribonucleico (DNA)
[00164] Parametros exploratdrios:
o Medic¢des de imunogenicidade

o Titulos de anticorpos neutralizantes para AAVY e 0s

titulos de anticorpos de ligacdo para I2S no LCR e no soro.

o Ensaio de imunoespaco ligado a enzima (ELISPOT):

resposta das células T ao AAVY9 e I2S

o Citometria de fluxo: células T reguladoras especificas

de AAV e I28

o Anormalidades estruturais do SNC avaliadas por ressonéncia

magnética (MRI) do cérebro

o Tamanho do figado e baco avaliado por ressonadncia magnética

e ultrassonografia do abdomem
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o Alteracdes da capacidade auditiva medidas pelo teste de

resposta auditiva do tronco cerebral (PEATE)

o GAGs plasmédticos e urindrios em individuos que descontinuam

temporariamente a TRE IV (ELAPRASE®)
. PedsQL (versao 4)
. Impressao global da escala do sono

[00165] A duracdo total do estudo pode ser de 104 semanas apds
a dose, com um ponto de avaliacdo da seguranca primaria de 24

semanas. A triagem pode levar até 35 dias.
[00166] DIAGNOSTICO E CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

[00167] Para ser elegivel para participar deste estudo, um

sujeito deve atender a todos os seguintes critérios de incluséo:

1. O (s) responsavel (is) legal (is) do (s) sujeito (s) esté
(do) dispostc (s) a fornecer (m) consentimento informado (s) por
escrito e assinado apds a explicacdo da natureza do estudo e

antes de qualquer procedimento relacionado a pesqguisa.

2. E um homem
3. Atende a um dos seguintes critérios:
a. Tem um diagndéstico documentado de MPS II E tem 2 4

meses a <5 anos de idade E tem uma pontuacdo no teste

neurocognitivo> 55 e < 77 (BSID-III ou KABC-II), OU

b. Tem um diagndéstico documentado de MPS II E é 2 4 meses
e <5 anos de idade E tem um declinio de 2 1 desvio padr&o no
teste neurocognitivo sequencial (BSID-III ou KABC-II) e uma

pontuacdo no teste> 55, OU
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C. Tem um parente diagnosticado com MPS II grave dJue
possul a mesma mutacdo IDS do sujeito E, na opinido de um

geneticista, herdou uma forma grave de MPS II

4, Possuil capacidade auditiva e visual suficiente, com cu sem
auxiliares, para concluir o teste de protocolo necessario e ser

compativel com o uso do auxilio, se aplicédvel, nos dias de teste.

[00168] Os individuos que atenderem a qualguer um dos seguintes
critérios de exclusdo ndo serdo elegivels para participar do

estudo:

1. Tem uma contra-indicacdo para uma injecdo de CI, incluindo

qualgquer um dos seguintes:

a. A revisdo dos exames de ressonédncia magnética de base
pela equipe de neurorradiologistas/neurocirurgides
participantes do estudo (1 por 1local) mostra uma contra-

indicacdo para uma injecdo de CI

b. Histéria de cirurgia prévia de cabeca/pescoco, dgue
resultou em contraindicacdo a injecdo de CI, com base na reviséao
das informacdes disponiveis pela equipe de

neurorradiologistas/neurocirurgides participantes do estudo

C. Tem alguma contra-indicacéo para tomografia

computadorizada (TC), agente de contraste ou anestesia geral

d. Tem alguma contra-indicacdo para ressonédncia magnética

ou gadolinio

e. Tem taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe) <30

mL/min/1.73 m?

2. Tem alguma condicdo que contra indique o tratamento com

prednisona, tacrolimus ou sirolimus
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3. Tem algum déficit neurocognitivo nédo atribuivel a MPS II ou
diagndéstico de uma condicdo neuropsiquidtrica que, na opinido do

PI, possa confundir a interpretacdo dos resultados do estudo

4, Tem alguma contraindicacdo para puncédo lombar
5. Possui derivacdo ventricular
6. Foi submetido a transplante de células-tronco

hematopoiéticas (TCTH)

7. Teve tratamento prévio com um produto de terapia genética

baseado em AAV

8. Recebeu idursulfase [ELAPRASE®] por administracéo

intratecal (TI)

9. Recebeu idursulfase [ELAPRASE®P] IV e sofreu uma reacdo de
hipersensibilidade grave, 1incluindo anafilaxia, considerada

relacionada a administracdo de idursulfase IV [ELAPRASE®].

10. Recebeu qualquer produto sob investigacdo no prazo de 30
dias a partir da meia-vida do Dia 1 ou 5 antes da assinatura do

TCLE, o que for maior

11. Tem alguma histdéria de linfoma ou histdéria de outro céncer,
além de células escamosas ou carcinoma basocelular da pele, que
ndo tenha sido em plena remissdo por pelo menos 3 meses antes da

triagem
12. Tem uma contagem de plaquetas <100.000 por microlitro (uL)

13. Tem aminotransferase (ALT) ou aspartato aminotransferase
(AST)> 3 x LSN ou bilirrubina total> 1,5 x LSN na triagem, a
menos que o sujeito tenha um histdérico previamente conhecido da
sindrome de Gilbert e uma bilirrubina fracionada dgue mostre

bilirrubina conjugada <35% da bilirrubina total
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14. Hipertensdo ndo controlada (pressdo arterial sistdlica
[PA]> 180 mmHg, pressdo diastdlica> 100 mmHg) apesar do

tratamento médico maximo

15. Tem histérico de infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) ou hepatite B ou virus da hepatite C, ou testes de
triagem positivos para antigeno de superficie da hepatite B ou
anticorpo central da hepatite B ou anticorpos para hepatite C ou

HIV

16. E um membro da familia de primeiro grau de um funciondrio
do 1local <clinico ou dgualquer outro individuo envolvido na
conducédo do estudo ou é um funcionédrio do local clinico ou outro

individuo envolvido na conducdo do estudo

17. Apresenta uma anormalidade eletrocardiogréafica
clinicamente significativa que, na opinido do PI, comprometeria

a seguranca do individuo

18. Tem uma condicdo médica ou psicoldbgica grave ou instéavel
que, na opinido do PI, comprometeria a seguranca do sujeito ou
a participacdo bem-sucedida no estudo ou interpretacdo dos

resultados do estudo

19. Convulsdes nao controladas que, na opinido do PI,

colocariam o sujeito em risco indevido
Critérios de exclusdo relacionados a terapia imunossupressora:

20. Tem histérico de reacao de hipersensibilidade ao

tacrolimus, sirolimus ou prednisona

21. Possul histérico de imunodeficiéncia priméaria (por exemplo,

sindrome da imunodeficiéncia varidvel comum), esplenectomia ou
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qualgquer condicdo subjacente que predisponha o sujeito a

infeccéo

22. Tem infeccdo por herpes zoster (VZV), citomegalovirus (CMV)
ou virus de Epstein-Barr (EBV) que ndo fol completamente

resolvida pelo menos 12 semanas antes da triagem

23. Alguma infeccédo que exija hospitalizacdo ou tratamento com
anti-infecciosos parentéricos ndo fol resolvida pelo menos 8

semanas antes da Visita 2

24. Tem alguma infeccdo ativa que exija anti-infecciosos orais

(incluindo antivirais) dentro de 10 dias antes da Visita 2

25. Tem um histdédrico de tuberculose ativa (TB) ou um teste

Quantiferon-TB Gold positivo durante a triagem

26. Tem alguma vacina viva dentro de 8 semanas antes da

assinatura da CIF

27. Realizou uma grande cirurgia dentro de 8 semanas antes de
assinar a CIF ou uma grande cirurgia planejada durante o periodo

do estudo

28. Antecipar a necessidade de adenoidectomia ou amigdalectomia

dentro de 6 meses apds a inscricéo
29. Tem uma contagem absoluta de neutréfilos <1,3 x 103/ulL

30. Tem alguma condicdo ou anormalidade laboratorial que o IP

acredita que ndo seria apropriada para terapia imunossupressora
[00169] METODOS ESTATISTICOS

[00170] Todos os dados serdo apresentados nas listagens de
dados do sujeito. As varidveis categdbébricas serdo resumidas

usando frequéncias e porcentagens, e as variadveis continuas
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serdo resumidas usando estatistica descritiva (n, média, desvio
padrdo, mediana, minimo e méaximo). Exibicdes graficas seréo
apresentadas conforme apropriado. Os parametros de seguranca e
DP serdo relatados por grupo de doses e também podem ser

relatados para os 2 grupos de doses combinados.

[00171] Tamanho da amostra e célculo de poténcia: Nenhum
cadlculo formal foi realizado para determinar o tamanho da

amostra.

6.2.2 ABREVIATURAS E TERMOS

Abreviagao Termos

ARV Virus adeno-associado
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Abreviacao

Termos

AAVO

Vetor AAV do sorotipo 9

AF (s)

Eventos Adversos

ALP

Alcalina fosfatase

ALT

Alanina aminotransferase

AST

Aspartato aminotransferase

BBB

Barreira hematoencefalica

BID

Duas vezes ao dia

BP

Pressdo sanguinea

BSID

Escalas de Bayley de
desenvolvimento de bebés e

criancas pequenas

BSL

Nivel de biosseguranca

CB7

C4 e CB hibridos (promotor de

actina beta de frango)

CBC

Hemograma completo

CcDNA

DNA consenso

CEFR

Coébdigo de Regulamentos Federais

CI

Intervalo de confianca

CMV

Citomegalovirus

CNS

Sistema Nervoso Central

CoA

Certificado de anélise

CRF

Formuldrio de Relatdério de Caso
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Abreviacao Termos
CSF Liquido cefalorragquidiano
CT Tomografia computadorizada
CTA Contrato de Ensaio Clinico
Critérios comuns de terminologia
CTCAE
para eventos adversos
CZ Crystal Zenith®
Toxicidade (s) limitadora de
DLT (s)
dose (s)
DNA Acido desoxirribonucleico
DRG Ganglios da raiz dorsal
EBV Virus Epstein - Barr
ECG Eletrocardiograma
EDC Captura eletrdnica de dados
Taxa de filtracdo glomerular
eGFR
estimada
Ensaio de imunoabsorcéo
ELISA
enzimdtica
ELISPOT Imunoespaco ligado a enzima
EOS Fim do estudo
ERT Terapia de reposicdo enzimatica
ET Rescisdo antecipada
Administracdo de Medicamentos e
FDA
Alimentos dos EUA
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Abreviacao Termos

GAG (s) Glicosaminoglicano (s)

GAN Neuropatia Axonal Gigante

GC Coébpias do genoma

GCP Boas Praticas Clinicas

BPL Boas Préaticas de Laboratédrio

GM3 Monossialodihexosilgangliosideo

HDL Lipoproteina de alta densidade

Hep Hepatite

Hex Hexosaminidase

hIDS Iduronato-2-sulfatase humana
Lei de Portabilidade e

HIPAA Contabilidade de Seguros de
Saude

HIV Virus da imunodeficiéncia humana
Transplante de células-tronco

HSCT
hematopoiéticas

I23 Iduronato-2-sulfatase

IB Brochura do Investigador

IC Intracisternal (1ly)

ICF Termo de Consentimento Informado
Conselho Internacional de

ICH .
Harmonilzacéao

ICV Intracerebroventricular
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Abreviacao Termos
Comité Independente de
I1DMC
Monitoramento de Dados
IDS Gene iduronato-2-sulfatase
IEC (s) Comité (s) de Etica Independente
IgG Imunoglobulina G
IND Investigacdo de novo medicamento
IP Produto em investigacéo
QI Quociente de inteligéncia
IRB Quadro de Revisdo Institucional
supressdo imunoldgica /
IS
imunossupresséo
IT Intratecal (ly)
Repeticdo (&es) invertida (s) do
ITR (s)
terminal
IV Intravenoso (1ly)
Bateria de Avaliacdo Kaufman
KABC
para Criancas
Escala de desenvolvimento
KIDS
infantil Kinder
Escala de Quioto do
KSPD
Desenvolvimento Psicoldgico
LDL Lipoproteina de baixa densidade
LIMP2 Proteina de membrana lisossédmica
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Abreviacao

Termos

MED

Dose eficaz minima

MedDRA

Dicionario Médico de Atividades

Regulatérias

MMF

Micofenolato de mofetil

MPS I

Mucopolissacaridose tipo I

MPS II

Mucopolissacaridose tipo II

MPS III

Sindrome de Sanfilippo

MPS VII

Mucopolissacaridose tipo VII

MRT

Imagem de Ressondncia magnética

MTD

Dose maxima tolerada

mTORC1

Alvo mamifero / mecanicista do

complexo rapamicina 1

NUmero na amostra

NAB

Anticorpo neutralizante

NCI

Instituto Nacional do Cancer

NHP (s)

Primata (s) ndo humano

NIH

Instituto Nacional de Saude

NOAEL

Nenhum nivel de efeito adverso

observavel

PBMC (s)

Células mononucleares do sangue

periférico

PCR

Reacdo em cadeia da polimerase

PD

Farmacodindmica (s)
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Abreviacao Termos
PgP Glicoproteina P
PI Pesquisador Principal
Leucoencefalopatia multifocal
PML
progressive
PO Via boca / oral
Tempo de protrombina ou Termo
PT
preferido
PTT Tempo parcial de tromboplastina
Nefropatia associada ao virus do
PVAN
polioma
QD Diariamente
Reacdo em cadeia da polimerase
qPCR
quantitativa
RBC Hemécia
RG1 Grupo de Risco 1
Capsula recombinante do sorotipo
Construcdo 1 ou 9 do virus adeno-associado que
Construto 1 contém a cassete de expresséo
iduronato-2-sulfatase humana
SAE (s) Eventos adversos graves
SEIVA Plano de analise estatistica
Verificacdo do documento de
SDV
origem
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Abreviacao Termos
SMA Atrofia muscular espinhal
SOC Classe de 6rgdo do sistema
SRT Gatilho de revisdao de seguranca
TR Tuberculose
Eventos adversos emergentes do
TEAE (S)
tratamento
Treg Célula T reguladora
ULN Limite superior do normal
NOS Estados Unidos
NOS Ultrassom
USMs Medidas de seguranca urgentes
\VAY Virus varicela zoster
WBC Glébulo branco (contagem)
WHO Organizacdo Mundial da Saude
6.2.3 PLANO INVESTIGACIONAL
[00172] Pontos finais
[00173] Pontos finais primarios
o Seguranca até a semana 24: EAs e SAEs

[00174] Pontos finais secundarios

. Seguranca na semana 104: relatdérios de EA, avaliacdes
laboratoriais, sinais vitais, eletrocardiogramas (ECGs), exames

fisicos e avaliacdes neuroldgicas
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® Biomarcadores no LCR (GAGs, atividade I2S), plasma (GAGs,

atividade I2S) e urina (GAGs)

= Paré&metros do desenvolvimento neuroldgico da  funcéo

cognitiva, comportamental e adaptativa:

o Escalas Bayley de desenvolvimento de bebés e criancas

pequenas, 3% edicdo (BSID-III) (Bayley, 2005) ou Bateria de

avaliacdo Kaufman para criancas, 2% edicdo (KABC-II) (Kaufman,
2004)

o Escalas de comportamento adaptativo de Vineland, 2°¢
edicdo, formuldrio de entrevista abrangente (VABS-II) (Sparrow

et al., 2005)

& Concentracdo de vetores no LCR, plasma e urina por reacéo
quantitativa em cadeia da polimerase (PCR) para o DNA da

Construcao 1
[00175] Pontos exploratdrios finais
o Medic¢des de imunogenicidade

o Neutralizando os titulos de anticorpos para ARVI e

ligando os titulos de anticorpos para I2S5 no LCR e no soro

o Ensaio de imunoespaco ligado a enzima (ELISPOT):

resposta das células T ao AAVY9 e I2S

o Citometria de fluxo: células T reguladoras especificas de
AAV e 1I2S
o Anormalidades estruturais do SNC avaliadas por ressonéncia

magnética do cérebro

o Tamanho do figado e baco avaliado por ressonadncia magnética

do abdémem
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o Alteracdes da capacidade auditiva medidas pelo teste de

resposta auditiva do tronco cerebral (PEATE)

o GAGss no plasma e na urina em individuos gue descontinuam

temporariamente a TRE IV (ELAPRASE®)

. PedsQL (versao 4)

. Impressao global da escala do sono
[00176] PROJETO DE ESTUDO

[00177] Este & um estudo de escalonamento de dose de braco
unico, fase I/II, primeiro em humano, multicéntrico, de rdétulo
aberto, e braco uUnico da Construcdo 1. Aproximadamente 6
individuos pedidtricos com MPS II grave podem ser incluidos em
dois tempos de dose, 1,3 x 1040 GC/g de massa cerebral (Dose 1)
ou 6,5 x 1019 GC/g de massa cerebral (Dose 2) e receberdo uma
dose Unica da Construcdo 1 administrado por injecdo de IC. A
seguranca serd o foco principal das primeiras 24 semanas apds o
tratamento (periodo do estudo primario). Apds a conclusido do
periodo primério do estudo, os sujeitos continuardo a ser
avaliados (seguranca e eficédcia) por até um total de 104 semanas
apds o tratamento com a Construcdo 1. No final do estudo, todos
0s sujeitos serdo convidados a participar de um estudo de

acompanhamento a médio prazo.

[00178] Os individuos em potencial serdo rastreados até 35
dias antes da dosagem para determinar a elegibilidade para o
estudo. Os individuos que atenderem aos critérios de
elegibilidade serdo admitidos no hospital entre o dia 2 e a manha
do dia 1 (de acordo com a pratica institucional), e as avaliacdes
da linha de base serdo realizadas pré-dose. O0Os individuos

receberdo uma dose Unica de CI da Construcdo 1 no Dia 1 e
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permanecerdo no hospital por aproximadamente 30 a 36 horas apds
a administracdo para observacdo. As avaliacdes subsequentes no
periodo primadrio do estudo (ou seja, até a Semana 24) serdo
realizadas semanalmente até a Semana 4 e nas Semanas 8, 12, 16,
20 e 24. Apds o periodo do estudo primério, as visitas seréo
realizadas nas Semanas 28, 32, 40, 48, 52, 56, 64, 78 e 104. As
visitas da semana 12, 40 e 64 podem ser realizadas por uma
enfermeira em casa. As estimativas da semana 20 e 28 serdo
limitadas a avaliacdo de EAs e terapias concomitantes por contato

telefdnico.

[00179] Todos os 1individuos receberdo inicialmente o SI no
estudo com base nos resultados dos estudos ndoc clinicos. A
terapia com IS incluird corticosterdides (metilprednisolona 10
mg/kg IV uma vez no dia 1 pré-dose e prednisona oral a partir de
0,5 mg/kg/dia no dia 2 com reducdo gradual e descontinuacdo até
a semana 12), tacrolimus (1 mg duas vezes ao dia [BID] por via
oral [PO] do dia 2 & semana 24, com nivel sanguineo de 4-8 ng/mL
e reducao gradual durante 8 semanas entre as semanas 24 e 32) e
sirolimus (uma dose inicial de 1 mg / m? a cada 4 horas x 3 doses
no dia 2 e depois no dia 1: sirolimus 0,5 mg/m?/dia dividido em
duas vezes ao dia com dose no sangue de 4-8 ng/ml até a semana
48). As avaliacdes neuroldgicas e o monitoramento do nivel
sanguineo de tacrolimus/sirolimus serdo realizados conforme
Tabela 3. As doses de sirolimus e tacrolimus serdo ajustadas

para manter os niveils sanguineos no intervalo alvo.

[00180] Nenhuma terapia de EI é planejada apds a Semana 48. Se
0o EI for necesséario apds a Semana 48 para controlar uma resposta
imune clinicamente relevante, o) regime imunossupressor

apropriado sera determinado pelo investigador principal (PI), em
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discussdo com o Médico Monitor e o Patrocinador, conforme

indicado clinicamente.

[00181] A seguranca e tolerabilidade da Construcdo 1 seréo
monitoradas por meio da avaliacdo de EAs e eventos adversos
graves (SAEs), quimica, hematologia, urindlise, marcadores de
inflamacdo no LCR, i1imunogenicidade, derramamento de vetor
(concentracdo de vetor), sinails wvitais, eletrocardiogramas

(ECGs) e exames fisicos, incluindo avaliacdes neuroldgicas.

[00182] As avaliacdes de eficéacia incluirio funcéo
neurocognitiva e adaptativa, capacidade auditiva, ressonéncia
magnética cerebral, tamanho do figado e baco, medicdes dos niveis

de biomarcadores de DP no LCR, plasma e urina.
6.2.4 POPULACAO E SELECAO
[00183] SELECAO DA POPULACAO DO ESTUDO

[00184] Aproximadamente 6 individuos pedidtricos com idade 2
4 meses a < 5 anos gque documentaram déficits neurocognitivos
devido a MPS II ou que tém um gendtipo e histdédrico familiar
consistentes com uma forma herdada de MPS II grave serdo tratados

com produto em investigacdo (IP).
[00185] CRITERIOS DE INCLUSAO

[00186] Para ser elegivel para participar deste estudo, o

individuo deve atender a todos o0s seguintes critérios:

1. O responsavel legal do individuo estd disposto e apto a
fornecer um consentimento informado por escrito e assinado apds
a explicacdo da natureza do estudo e antes de qualquer

procedimento relacionado a pesquisa.

2. E um homem
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3. Atende a um dos seguintes critérios:

a. Tem um diagndéstico documentado de MPS II E tem 2 4
meses a <5 anos de idade E tem uma pontuacdo no teste

neurocognitivo > 55 e £ 77 (BSID-III ou KABC-II), OU

b. Tem um diagndéstico documentado de MPS II E é 2 4 meses
e < 5 anos de idade E tem um declinio de 2 1 desvio padrdo no
teste neurocognitivo sequencial (BSID-III ou KABC-II) e uma

pontuacdo no teste > 55, OR

C. Parente diagnosticado com MPS II Jgrave com a mesma
mutacdo IDS do sujeito E, na opinido de um geneticista, herdou

uma forma grave de MPS 1T

4, Possui capacidade auditiva e visual suficiente, com ocu sem
auxiliares, para concluir o teste de protocolo necessario e ser

compativel com o uso do auxilio, se aplicével, nos dias de teste.
[00187] CRITERIOS DE EXCLUSAO

[00188] Um sujeito que atenda a gqualguer um dos seguintes
critérios de exclusdo ndo serda elegivel para participar do

estudo:

1. Tem uma contra-indicacdo para uma injecdo de CI, incluindo

qualgquer um dos seguintes:

a. A revisdo dos exames de ressonédncia magnética de base
pela equipe de neurorradiologistas/neurocirurgides
participantes do estudo (1 por 1local) mostra uma contra-

indicacdo para uma injecdo de CI

b. Histéria de cirurgia prévia de cabeca/pescoco, dgue

resultou em contraindicacdo a injecdo de CI, com base na reviséao
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das informacdes disponiveis pela equipe de

neurorradiologistas/neurocirurgides participantes do estudo

C. Tem alguma contra-indicacéo para tomografia

computadorizada (TC), contraste ou anestesia geral

d. Tem alguma contra-indicacdo para ressonédncia magnética

ou gadolinio

e. Tem taxa de filtracdo glomerular estimada ( TFGe) <30
nL/min/1.73 n?
2. Tem alguma condicdo que contraindique o tratamento com

prednisona, tacrolimus ou sirolimus.

3. Tem algum déficit neurocognitivo nédo atribuivel a MPS II ou
diagndéstico de uma condicdo neuropsiquidtrica que, na opinido do

PI, possa confundir a interpretacdo dos resultados do estudo.

4, Tem alguma contra-indicacdo para puncdo lombar
5. Possui derivacdo ventricular
6. Foi submetido a transplante de células-tronco

hematopoiéticas (TCTH) .

7. Teve tratamento prévio com um produto de terapia genética

baseado em AAV.
8. Recebeu idursulfase via administracdo intratecal (TI)

9. Recebeu idursulfase IV [ELAPRASE®] e sofreu uma reacdo de
hipersensibilidade grave, 1incluindo anafilaxia, considerada

relacionada a administracdo de idursulfase IV [ELAPRASE®].

10. Recebeu qualquer produto sob investigacdo no prazo de 30
dias a partir da meia-vida do Dia 1 ou 5 antes da assinatura do

TCLE, o que for maior
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11. Tem algum histdérico de linfoma ou histdérico de outro céncer,
além de células escamosas ou carcinoma basocelular da pele, que
ndo estd em remissdo completa por pelo menos 3 meses antes da

triagem.
12. Contagem de plagquetas <100.000 por microlitro (uL)

13. Tem aminotransferase (ALT) ou aspartato aminotransferase
(AST) > 3 x ULN ou bilirrubina total > 1,5 x LSN na triagem, a
menos que o sujeito tenha um histdérico previamente conhecido da
sindrome de Gilbert e uma bilirrubina fracionada dgue mostre

bilirrubina conjugada < 35% da bilirrubina total.

14. Hipertensdo nédo controlada (pressido arterial sistdlica [PA]
> 180 mmHg, pressdo diastdélica > 100 mmHg) apesar de tratamento

médico.

15. Tem histérico de infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) ou hepatite B ou virus da hepatite C, ou testes de
triagem positivos para antigeno de superficie da hepatite B ou
anticorpo do nucleo da hepatite B ou anticorpos para hepatite C

ou HIV.

16. E um membro da familia de primeiro grau de um funciondrio
do 1local <clinico ou dgualquer outro individuo envolvido na
conducédo do estudo ou é um funcionédrio do local clinico ou outro

individuo envolvido na conducdo do estudo.

17. Possui uma anormalidade eletrocardiografica clinicamente
significativa que, na opinido do PI, comprometeria a segurancga

do individuo.

18. Possuil uma condicdo médica ou psicoldgica grave ou instéavel

que, na opinido do PI, comprometeria a seguranca do sujeito ou
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a participacdo bem-sucedida no estudo ou interpretacdo dos

resultados do estudo.

19. Tem convulsdes ndo controladas que, na opinido do PI

iria colocar o assunto em risco indevido.
Critérios de exclusdo relacionados a terapia imunossupressora:

20. Histdéria de reacdo de hipersensibilidade ao tacrolimus,

sirolimus ou prednisona

21. Um histérico de imunodeficiéncia primaria (por exemplo,
sindrome comum de imunodeficiéncia wvariéavel), esplenectomia ou
qualgquer condicdo subjacente que predisponha o sujeito a

infeccéo

22. Infeccdo por herpes zoster (VZV), citomegalovirus (CMV) ou
virus de Epstein - Barr (EBV) que ndo foi completamente resclvida

pelo menos 12 semanas antes da triagem

23. Qualquer infeccdo que exija hospitalizacdo ou tratamento
com anti-infecciosos parenterais ndo foli resolvida pelo menos 8

semanas antes da Visita 2

24. Qualquer infeccdo ativa que exija anti-infecciosos orais

(incluindo antivirais) dentro de 10 dias antes da Visita 2

25. Histoérico de tuberculose ativa (TB) ou um teste

Quantiferon-TB Gold positivo durante a triagem

26. Qualquer vacina ativa dentro de 8 semanas antes da

assinatura da CIF

27. Cirurgia importante dentro de 8 semanas antes de assinar a

CIF ou cirurgia importante planejada durante o periodo do estudo
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28. Antecipe a necessidade de adenoidectomia ou amigdalectomia

dentro de 6 meses apds a inscricéo
29. Contagem absoluta de neutréfilos <1,3 x 103/uL

30. Qualquer condicdo ou anormalidade laboratorial que o IP

acredite ndo seria apropriada para terapia imunossupressora
31.

6.2.5 TRATAMENTOS

[00189] TRATAMENTOS ADMINISTRADOS

[00190] O produto em 1investigacdo ou experimental (PI),
Construcdo 1 (veja a Figura b5), serd administrado como uma
administracdo de IC de dose uUnica. Dois niveis de dose: 1,3 x
1019 GC/g de massa cerebral (Dose 1) ou 6,5 x 10! GC/g de massa
cerebral (Dose 2). A dose total administrada (GC total) sera
ajustada para levar em consideracdo as diferencas no tamanho do
cérebro por idade. O volume total do produto administrado néo

excederéd 5 mL.

[00191] Nenhuma terapia de referéncia serd administrada
durante este estudo. A terapia IS serd administrada além da IP,

conforme descrito abaixo.
[00192] PRODUTO EM INVESTIGACAO

[00193] A Construcdo 1 é& um AAV recombinante ndo replicante do
capsideo do sorotipo 9 contendo uma cassete de expressdo hIDS.Ver

paradgrafo [0019].
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Constructo ou construcéaol

hIDS

Promotor CRB7, intron beta- actina
de frango, sinal de poliadenilacéo

da beta-globina de coelho

AAV = virus adeno-associado; CB = beta-actina de frango; hIDS =

iduronato-2-sulfatase humana

[00194] A Construcdo 1 é um vetor AAVY9 recombinante néo
replicante que permite a expressdo eficiente do produto
iduronato-2-sulfatase humana (hIDS) no sistema nervoso central
(CNS) apds administracdo intratecal (IT). O genoma do vetor
contém um cassete de expressdao HIDS, flanqueado por repeticdes
terminais invertidas AAV2 (ITRs). A expressdo do cassete &
conduzida por um promotor CB7, um hibrido entre um intensificador
imediato do citomegalovirus (CMV) e o promotor de RB-actina de
frango. A transcricldo deste promotor é aumentada pela presenca
do intrén de PB-actina de frango (CI). O sinal de poliadenilacéo
para a cassete de expressdo é& do gene da PR-globina de coelho
(RBG) . Uma representacido esquematica da Construcdo 1 é ilustrada

na FIG.5)

[00195] O IP final é fornecido como uma solucdo congelada do
ingrediente ativo do vetor AAV (AAVI.CB7.hIDS) em solucédo
Flliotts B® modificada com Pluronic® F68 a 0,001%, preenchida em

2 mL em frascos injetdveis de CRYSTAL ZENITH® (CZ), e selados
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com uma rolha de borracha sem latex e selo flip-off de aluminio.
Os frascos para injetaveis devem ser armazenados a < - 60°C. A
concentracdo (em GC/mL) de <cada lote IP serd relatada no
certificado de andlise (CoA). Instrucdes detalhadas de dosagem,
com base na concentracdo do produto, serdo fornecidas no manual

de administracédo.
[00196] TERAPTA IMUNOSSUPRESSORA
[00197] Corticosterdides

. Na manhéa da administracéo do vetor (dia 1 pré-
administracido), os 1individuos receberdo metilprednisolona 10
mg/kg IV (madximo de 500 mg) por pelo menos 30 minutos. A
metilprednisolona deve ser administrada antes da puncdo lombar
e injecdo intravenosa de IP. A pré-medicacdo com acetaminofeno

e um anti-histaminico é opcional e a critério do investigador.

o No dia 2, a prednisona oral serd iniciada com o objetivo de
interromper a prednisona até a semana 12. A dose de prednisona

serd a seguinte:

o Dia 2 até o final da Semana 2: 0,5 mg/kg/dia

o Semana 3 e 4: 0,35 mg/kg/dia

o Semana 5-8: 0,2 mg/kg/dia

o Semana 9-12: 0,1 mg/kg

o A prednisona serd descontinuada apds a semana 12. A

dose exata de prednisona pode ser ajustada para a prdédxima dose

clinicamente prética mais alta.

[00198] Sirolimus
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. 2 dias antes da administracdo do vetor (dia -2): seréa
administrada uma dose de carga de sirolimus 1 mg/m? a cada 4 horas

x 3 doses

. A partir do dia -1: sirolimus 0,5 mg/m?2/dia dividido em duas

vezes ao dia com dosagem sanguinea alvo de 4-8 ng/ml
o Sirolimus seréd descontinuado apds a visita da Semana 48.
[00199] Tacrolimus

o O tacrolimus seréd iniciado no dia 2 (no dia seguinte a
administracdo da IP) na dose de 1 mg duas vezes ao dia e ajustado

para atingir um nivel sanguineo de 4-8 ng/mlL por 24 semanas.

. A partir da visita da semana 24, o tacrolimus sera diminuido
ao longo de 8 semanas. Na semana 24, a dose serd reduzida em
aproximadamente 50%. Na semana 28, a dose serd ainda mais
reduzida em aproximadamente 50%. O tacrolimus seréd descontinuado

na semana 32.

o A monitorizacdo dos nivels sanguineos de tacrolimus e
sirolimus serd realizada conforme Tabela 3. 0Os ajustes de dose

sdo discutidos nos paragrafos [00220] - [00222].
[00200] METODO DE ATRIBUICAO DE ASSUNTOS AO TRATAMENTO

[00201] Os individuos elegiveis serdo inscritos e
atribuidos sequencialmente a uma doses de corte com os trés
individuos iniciais designados para obter 1,3 x 1010 GC/g
de massa cerebral; os trés sujeitos subsequentes seréao
designados para obter 6,5 x 1010 GC/g de massa cerebral,

aguardando revisdo dos dados de seguranca pelo IDMC.
[00202] CONSIDERACOES DE DOSAGEM

[00203] PRODUTO EM INVESTIGACAO OU EXPERIMENTAL
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[00204] Consulte os paragrafos [00175] a [00186] para obter
uma descricédc do plano para dosar sequencialmente os individuos,
incluindo a revisdo dos dados de seguranca entre individuos e

apds a dosagem de cada um em qualgquer nivel de dose.
[00205] TERAPIA IMUNOSSUPRESSORA

[00206] A dosagem de prednisona comecara em 0,5 mg/kg/dia e

serd gradualmente reduzida pela visita da Semana 12.

[00207] Serdo feitos ajustes na dose de tacrolimus para manter
as concentracdes minimas de sangue total dentro de 4 a 8 ng/mL
nas primeiras 24 semanas. Na semana 24, a dose serd reduzida em
aproximadamente 50%. Na semana 28, a dose serd ainda mais
reduzida em aproximadamente 50%. O tacrolimus sera descontinuado
na semana 32. Serdo feitos ajustes na dose de sirolimus para
manter as concentracdes minimas no sangue total dentro de 4 a 8
ng/mL. Na maioria dos individuos, os ajustes de dose podem ser
baseados na equacdao: nova dose = dose atual x (concentracao
alvo/concentracdo atual). 0Os individuos devem continuar com a
nova dose de manutencdo por pelo menos 7 a 14 dias antes de mais

ajustes na dosagem com monitoramento da concentracéo.

[00208] Os seguintes medicamentos e procedimentos sao
proibidos:

o Nenhum IT ERT é permitido dentro de 6 meses apds a triagem.
o Qualquer produto experimental dentro de 30 dias ou 5 meias-

vidas, o que for maior, antes da assinatura da CIF ou a gqualquer

momento durante o estudo (até a Semana 104)

. As vaclinas ativas devem ser evitadas durante o uso de

sirolimus e/ou tacrolimus
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. Inibidores fortes do CYP3A4 e/ou glicoproteina P (PgP)
(como cetoconazol, voriconazol, 1itraconazol, posaconazol,
eritromicina, telitromicina ou claritromicina) ou fortes
indutores do CYP3RA4 e ou Pgp (como rifutina ou rifampina)

sirolimus e/ou tacrolimus

. O suco de toranja (Grapefruit) inibe as enzimas CYP3A,
resultando em aumento das <concentracdes minimas de
tacrolimus e sirolimus no sangue total. Os individuos devem
evitar comer toranja ou beber suco de toranja com tacrolimus

e/ou sirolimus.
[00209] MEDICAMENTOS E PROCEDIMENTOS PERMITIDOS

[00210] Os individuos poderdo permanecer em um regime estavel
de IV ERT, bem como quaisquer medidas de suporte (por exemplo,
fisioterapia). De acordo com o padrédo de atendimento do hospital
local, os individuos poderédo receber medicagdo para prevenir a
claustrofobia durante a ressondncia magnética e receber

anestesia geral para puncdo lombar, ressonédncia magnética e

estudos de neuroconducéao (PEATES ou potenciais evocados
sensoriais).
[00211] Outros medicamentos além dos descritos acima, que sé&o

considerados necessédrios para a seguranca e o0 bem-estar do
individuo (por exemplo, para hipertenséo), podem ser
administrados a critério do Investigador, de acordo com o padrédo

local de atendimento e registrados nas sec¢des apropriadas. do

CRF'.
EQUIVALENTES
[00212] Embora a invencdo seja descrita em detalhes com

referéncia as formas de realizacdo especificas da mesma, seréa
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entendido que variacdes que sdo Tfuncionalmente equivalentes
estdo dentro do escopo desta i1invencdo. De fato, varias
modificacdes da invencdo, além das mostradas e descritas aqui,
tornar-se-do evidentes para os especialistas na técnica a partir
da descricdo anterior e dos desenhos anexos. Tals modificacdes
devem se enquadrar no escopo das reivindicagdes anexas. Os
especialistas na técnica reconhecerdo, ou serdo capazes de
verificar, usando ndo mais do dJue experimentacdo de rotina,
muitos equivalentes as formas de realizacdes especificas da
invencdo aqui descritas. Tais equivalentes devem ser abrangidos

pelas reivindicacdes a seguir.

[00213] Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patente
mencionados nesta especificacdo sdo aqui incorporados por
referéncia na especificacdo na mesma extensdo como se cada
publicacdo, patente ou pedido de patente individual fosse
especifica e individualmente indicado para ser incorporado agqui

por referéncia em sua totalidade.
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REINVIDICACOES

1. Precursor de iduronato-2-sulfatase humana recombinante
glicosilada (IDS) caracterizado pelo fato de ser produzido por

células neuronais humanas ou gliais humanas.

2. Precursor de IDS humana recombinante glicosilada de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de
apresentar aproximadamente 90 kDa, medido por eletroforese em

gel de poliacrilamida.

3. Precursor de IDS humana recombinante glicosilada de
acordo com as reivindicacdes 1 e 2 caracterizado pelo fato de
conter uma formilglicina, ser «2,6-sialilado, ndo conter NeuGc
detectével, ndo conter antigeno o-Gal detectével e/ou é manose-

o—-fosforilada.

4, Precursor de IDS humana recombinante glicosilada de
acordo com as reivindicacdes 1 a 3 caracterizado pelo fato de
ser secretado a partir de um depdsito de células no sistema
nervoso central, geneticamente modificado por engenharia
genética para secretar o referido precursor da glicoproteina IDS

humana.

5. Precursor de IDS humano recombinante glicosilado, de
acordo com a reivindicacédo 4, caracterizado pelo fato de que o

depdsito é formado no cérebro de um humano.

6. Precursor de IDS humano recombinante glicosilado, de
acordo com qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 5, caracterizado
pelo fato de que as células neuronals ou gliais humanas séo

deficientes na atividade de IDS.
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7. Precursor de IDS humano recombinante glicosilado, de
acordo com qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 6, caracterizado
pelo fato de gque o precursor de IDS humano recombinante

glicosilado compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO.1

8. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com
mucopolissacaridose tipo II (MPS II), caracterizado pelo fato de
compreender a entrega ao ligquido cefalorraquidiano (LCR) do
referido sujeito humano uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um precursor iduronato-2-sulfatase recombinante glicosilado

humano (IDS) produzido por células neuronais ou gliais humanas.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado
pelo fato de gque o precursor de IDS humano recombinante
glicosilado tem aproximadamente 90 kDa, conforme medido por

eletroforese em gel de poliacrilamida.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado
pelo fato de gque o precursor de IDS humano recombinante
glicosilado tem aproximadamente 90 kDa, medido por eletroforese
em gel de poliacrilamida, contém uma formilglicina, é o2, 6-
sialilado, ndo contém NeuGc detectavel, ndo contém antigeno o-

Gal detectéavel, e/ou é manose-6-fosforilada.

11. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
8 a 10, caracterizado pelo fato de que o precursor de IDS humano
recombinante glicosilado é secretado a partir de um depdsito de
células no sistema nervoso central geneticamente modificado por
engenharia genética para secretar o referido precursor de IDS

humano recombinante glicosilado.
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12. Método, de acordo com a reivindicacéao 11,
caracterizado pelo fato de gque o depdsito é formado no cérebro

de um sujeito humano.

13. Método, de acordo com gqualquer uma das reivindicacdes
8 a 12, caracterizado pelo fato de gque o sujeito humano é

deficiente na atividade do IDS.

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
8 a 13, caracterizado pelo fato de que o precursor de IDS humano
recombinante glicosilado compreende a sequéncia de aminoéacidos

de SEQ ID NO.1

15. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com
MPS II, caracterizado pelo fato de compreender a administracéo
ao CSF do referido sujeito humano de um vetor de expressdo de
nucleotideo recombinante gque codifica IDS humano, em dgue O
referido vetor de expressdo de nucleotideo recombinante gquando
usado para transduzir uma célula neuronal humana primaria em
cultura direciona a expressdo de um precursor de IDS humano
glicosilado secretado de aproximadamente 90 kDa, medido por
eletroforese em gel de poliacrilamida, que contém formilglicina,
é o2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectéavel, ndo contém

antigeno o-Gal detectéavel e/ou é manose -6-fosforilado.

16. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com
MPS II, caracterizado pelo fato de compreender a administracéo
ao CSF do referido sujeito humano de um vetor de expressdo de
nucleotideo recombinante que codifica IDS humano, de modo gue um
depbdsito seja formado no sistema nervoso central humano due
secreta um precursor de IDS humano glicosilado que tem

aproximadamente 90 kDa, medido por eletroforese em gel de
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poliacrilamida, contém uma formilglicina, & o2,6-sialilado, néo
contém NeuGc detectavel, ndo contém antigeno o-Gal detectavel

e/ou é manose-6-fosforilado.

17. Método, de acordo com a reivindicacéo lo,
caracterizado pelo fato de que a secrecdo do referido precursor
de IDS humano glicosilado é confirmada pela transducdo de uma
linha celular neuronal humana com o referido vetor de expresséo

de nucleotideo recombinante em cultura de células.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 16 ou 17,
caracterizado pelo fato de que a secrecdo do referido precursor
de IDS humano glicosilado é confirmada na presenca e auséncia de

manose-6—fosfato.

19. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
15 a 18, caracterizado pelo fato de que o IDS humano compreende

a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO.1

20. Método, de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
15 a 19, caracterizado pelo fato de que o vetor de expressdo de
nucleotideo recombinante compreende um promotor especifico de
neurdnio gque controla a expressdo do precursor de IDS humano
glicosilado em c¢células neuronals humanas ou um promotor
especifico de célula glial que controla a expressdo do precursor

de IDS humano glicosilado em células gliais humanas.

21. Método, de acordo com qualguer uma das reivindicacdes
15 a 20, caracterizado pelo fato de que o vetor de expressdo de
nucleotideo recombinante codifica um peptideo lider que garante
0 processamento co- e pds-traducdo adequado do precursor do IDS
humano glicosilado em células neuronais humanas ou células

gliais humanas.
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22. Método, de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
15 a 21, caracterizado pelo fato de que o vetor de expressdo de

nucleotideo recombinante é um vetor de AAV.

23. Método, de acordo com a reivindicacéao 22,
caracterizado pelo fato de que o vetor de expressao de
nucleotideo recombinante é um vetor de AAV com defeito de

replicacéo.

24, Método, de acordo com a reivindicacdo 22 ou 23,
caracterizado pelo fato de que o vetor de expressao de

nucleotideo recombinante é um vetor AAVY ou AAVrhlO.

25. Método, de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
15 a 24, caracterizado pelo fato de que o vetor de expressdo de
nucleotideo recombinante é entregue ao CFS do sujeito humano por
puncao intratecal, intracerebroventricular, lombar ou

administracdo intranasal.

26. Método, de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
15 a 25, caracterizado pelo fato de que o sujeito humano é

deficiente na atividade do IDS.

27. Método para tratar um sujeito humano diagnosticado com
MPS II, caracterizado pelo fato de compreender a administracéo
ao CSF do referido sujeito humano uma formulacdo contendo um
vetor de expressdo de nucleotideo recombinante que codifica o
IDS humano, em gque a formulacido é adequada para administracédo ao
CSF do cérebro humano, de modo que um o depdsito & formado no
sistema nervoso central humano que secreta um precursor de IDS
humano glicosilado que é de aproximadamente 90 kDa, medido por

eletroforese em gel de ©poliacrilamida, que contém uma
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formilglicina, é w2,6-sialilado, ndo contém NeuGc detectavel,

ndo contém o-Gal antigeno detectavel, e/ou manose-6-fosforilada.
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RESUMO

PRECURSOR DE IDURONATO-2-SULFATASE HUMANA RECOMBINANTE
GLICOSILADA (IDS), METODO PARA TRATAR UM SUJEITO HUMANO

DIAGNOSTICADO COM MUCOPOLISSACARIDOSE TIPO II (MPS II)

S&o descritas composicdes e métodos para a entrega de
iduronato-2-sulfatase recombinante humano (IDS) produzida por
células neuronais ou gliais humanas no liquido cefalorraquidiano
do sistema nervoso central (SNC) de um individuo humano

diagnosticado com mucopolissacaridose II (MPS II).

Peticdo 870190103369, de 14/10/2019, pag. 225/239



Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

7 1A 26 0B8F DB3 9399

Campo 2

4 6 1D A87 9 DEO4&222A

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: P4137 Listagem de Sequéncia.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 14/10/2019
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 15:30:22
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. 71A260B8FDB39399
- Campo 2: 461DA879DE04222A

Peticdo 870190103369, de 14/10/2019, pag. 239/239



