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(57) Resumo: TERAPIA DE GENE PARA DISTURBIOS DE
ESPINHA DORSAL. A presente invencdo refere-se a métodos e
composi¢des para tratar distirbios ou lesdes que afetam a fungéo
motora e controle em um individuo. Em um aspecto, a invengéo
fornece um método para liberar um transgene a espinha dorsal de um
individuo administrando um vetor viral neurotrépico recombinante
contendo o transgene. O vetor viral libera o transgene a uma regido da
regiao dos nucleos cerebelares profundos do cérebro. Também
fornecidos sdo composi¢cdes e métodos para liberar um transgene a
espinha dorsal de um individuo administrando um vetor viral
neurotrépico recombinante contendo o transgene a regido do coértex
motor do cérebro do individuo.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "TERAPIA DE
GENE PARA DISTURBIOS DE ESPINHA DORSAL".

Este pedido de patente'reivindica prioridade sob 35 U. S. C. §
119(e) para o Pedido Provisério US N2 60/677.213, depositado em 2 de maio
de 2005, e Pedido de patente Provisério US N° 60/790.217, depositado em 8
de abril de 2006, os conteudos dos quais sao aqui incorporados por referéncia.

Campo da Invencao

A presente invengao refere-se as composicdes e métodos para
tratar disturbios que afetam a fungdo motora de um sujeito e em patrticular,

fungcdo motora afetada por doenga ou lesao ao cérebro e/ou espinha dorsal.

- Antecedentes da Invencdo

Terapia de gene € uma modalidade de tratamento emergente
para disturbios que afetam o sistema nervoso central (CNS). Terapia de ge-
ne do CNS foi facilitada pelo desenvolvimento de vetores virais capazes de -
infetar eficazmente neurdnios p(’)s-mitéticos. O Sistema nervoso central é
composto da espinha dorsal e do cérebro. A espinha dorsal leva informagao
sensoria do sistema nervoso periférico para o cérebro e leva informagao mo-
tora do cérebro para varios efetores. Para uma revisao de vetores virais para
liberagao de gene para o sistema nervoso central, vide Davidson et al. (2003)
Nature Rev. 4:353-364.

Vetores associados a adenovirus (AAV) sao considerados Uteis
para terapia de gene do CNS porque eles tém um perfil de toxicidade e de
imunogenicidade favoravel, sdo capazes de transduz‘ir células neuronais e
sao capazes de mediar expressdo a longo prazo no CNS (Kaplitt et al. (1994)
Nat. Genet. 8:148-154; Bartlett et al. (1998) Hum. Gene Ther. 9:1181-1186; e
Passini et al. (2002) J. Neurosci. 22:6437-6446). , '

Uma propriedade util dos vetores de AAV encontra-se na habili-
dade de alguns vetores de AAV de sofrer transporte retrogrado e/ou antero-
grado em células neuronais. Neurénios em uma regido do cérebro sao inter-
conectados por axénios as regides do cérebro distais assim provendo um
sistema de transporte para liberacao de vetor. Por exemplo, um vetor de AAV

pode ser administrado no ou préximos dos terminais dos axénios dos neurd-
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nios. Os neurdnios interiorizam o vetor de AAV e o transportam de uma ma-
neira retrograda ao longo do axdnio para o corpo celular. Propriedades simi-
lares de adenovirus, HSV, e virus de pseudorraivas foram demonstradas
liberar genes para as estruturas distais dentro do cérebro (Soudas et al.
(2001) FASEB J. 15:2283-2285; Breakefield et al. (1991) New Biol. 3:203-
218; e deFalco et al. (2001) Science, 291 :2608-2613).

Varios grupos relataram que a transducao do cérebro por soroti-
po de AAV 2 (AAV2) é limitado ao sitio de inje¢&o intracraniano (Kaplitt et al.
(1994) Nat. Genet. 8:148-154; Passini et al. (2002) J. Neurosci. 22:6437-
6446; e Chamberlin et al. (1998) Brain Res. 793:169-175). Recentes relato-
rios sugerem que transporte axonal retrégrado dos vetores virais neurotropi-
cos pode também ocorrer em circuitos seletos do cérebro de rato normal
(Kaspar et al. (2002) Mol. Ther. 5:50-56 (vetor de AAV); Kasper et al. (2003)
Science 301:839-842 (vetor lentiviral) e Azzouz et al, (2004) Nature 429:413-
417 (vetor lentiviral). Roaul et al. (2005) Nat. Med. 11(4):423-428 e Ralph et

al. (2005) Nat. Med. 11(4):429-433 relatam que injecao intramuscular de len-

tivirus expressam RNA de interferéncia de superéxido dismutase de Cu/Zn
humano (SOD1) retardou o principio da doencga de esclerose lateral amiotro-
fica (ALS) em um modelo roedor terapeuticamenté relevante de ALS.

Células transduzidas por vetores de AAV podem expressar um
produto de transgene terapéutico, como uma enzima ou um fator neurotréfi-
co, para mediar os efeitos benéficos intracelularmente. Estas células podem
também segregar o produto de transgene terapéutico, que pode ser subse-
quentemente absorvido por células distais onde podem mediar seus efeitos
benéficos. Este processo foi descrito como corre¢ao cruzada (Neufeld et al.
(1970) Science 169:141-146).

Porém, uma necessidade ainda existe por composi¢cdes e méto-
dos para tratar disfungéo da espinha dorsal que resulta em perda da fungao
motora em pacientes humanos. Esta invengao satisfaz esta necessidade e
fornece véntagens relacionadas também.

Sumario da Invencao

Esta invencéo fornece métodos e composicOes para liberar um
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transgene a espinha dorsal e / ou a regiao do tronco cerebral de um sujeito
administrando um vetor viral neurotrépico recombinante contendo o transge-
ne a pelo menos uma regiao da regiao dos nucleos cerebelares profundos
(DCN) do cérebro do sujeito. A liberagao viral esta sob condi¢des que favo-
recem expressao do transgene na espinha dorsal e / ou na regido do tronco
cerebral.

Em outro aspecto, a invengao fornece métodos e composicoes
para liberar um transgene a espinha dorsal de um sujeito administrando um
vetor viral neurotrépico recombinante contendo o transgene a regido do cér-
tex motor do cérebro do sujeito. A liberagéo do vetor viral esta sob condigdes
que favorecem expressao do transgene na espinha dorsal. Vetores virais
administrados a regiao do cortex motor sao interiorizados através de neurdnios
motores por meio de sua regiao do corpo celular e o transgene é expressado.
O transgene expresso pode depois sofrer transporte anterégrado para a por-
cao terminal de axénio do neurdnio motor, que esta presente na espinha
dorsal. Devido a natureza do cértex motor, vetores virais administrados a
esta regiao do cérebro podem também ser interiorizados por terminais dos
axonios de neurdnios motores. O vetor viral também pode sofrer transporte
retrégrado ao longo do axénio do neurdnio motor e ser expressado no corpo
celular do neurdénio motor.

Tambeém fornecidos séo composigdes e métodos para liberar um
transgene a um neurénio motor em um sujeito administrando um vetor viral
neurotrépico recombinante contendo o transgene a pelo menos uma regiao
da regiao dos nucleos cerebelares profundos do cérebro do sujeito. A libera-
¢ao do vetor esta sob condi¢des que favorecem expressao do transgene em
um neurdnio motor distal para o sitio de administragao.

Também fornecidos sdo métodos e composicoes para liberar um
transgene a um neur6nio motor em um sujeito administrando um vetor viral
neurotrépico contendo o transgene a regido do cortex motor do cérebro do |
sujeito e em que a administragao esta sob condi¢cdes que favorecem expres-
sao do transgene em um neurdnio motor distal ao sitio de administragao.

Em um aspecto alternado, a inveng¢ao fornece composicoes e
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métodos para tratar um disturbio de neurdénio motor em um sujeito adminis-
trando um vetor viral neurotrépico recombinante contendo um transgene te-
rapéutico a pelo menos uma regido da regiao dos nucleos cerebelares pro-
fundos do cérebro do sujeito. Administragao é feita sob condicdes que favo-
recem expressao do transgene em uma quantidade terapeuticamente eficaz
em pelo menos uma subdivisdo da espinha dorsal e / ou na regiéo do tronco
cerebral. '

Em ainda um aspecto adicional, a invencao fornece composi-
¢oes e método para melhorar os sintomas de um disturbio de neurénio motor
em um sujeito administrando um vetor viral neurotrépico recombinante con-
tendo o transgene terapéutico a regiao do cortex motor do cérebro do sujeito
e sob condi¢des que favorecem expressao do transgene em uma quantidade
terapeuticamente eficaz em pelo menos uma subdivisdo da espinha dorsal e
/ ou da regiao do tronco cerebral. |

E para ser entendido que tanto a descricdo geral anterior como a
descricdo detalhada a seguir sdo exemplares e explicativas apenas e néao
sao restritivas da invengdo como reivindicada. |

Breve Descricao das Figuras

A figura 1 é um esquematico de como o DCN poderia ser usado
para transportar virus terapéuticd a espinha dorsal. Linhagens que originam
dentro da caixa preta que esboga 0 DCN representam terminais dos axénios
que originam de corpos celulares (pontas da flecha) localizados dentro da
espinha dorsal.

- A figura 2 é uma reproducgédo de uma segéo transversal histoldgi-
ca através da juncdo de ponto-medular e cerebelo, mostrando as trés regi-
oes do DCN.

A figura 3 é uma vista esquémética do cerebelo que foi cortado
ao longo da linhagem do verme (sec¢éo sagital) e depois aplainado, como
também uma sec¢ao horizontal através da espinha dorsal e uma representa¢ao
da musculatura esquelética. Ela mostra as vias aferentes principais (entrada).

A figura 4 é um diagrama mostrando as vias eferentes principais
(saidas) do DCN.
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A figura 5 esquematicamente mostra 0s circuitos neurais no cor-
tex cerebral, ligando as entradas as saidas. As fibras trepadeiras originam
na oliva inferior que recebe as entradas do cortex cerebral, espinha dorsal e
sentidos especiais (visuais e audiveis). Entradas de fibra musgosa originam
de todos os outros aferentes como aferentes vestibulares, aferentes espi-
nhais, fusos musculares, 6rgaos de tendao de gdlgi, receptores de articula-
¢ao, receptores de pele e o cortex cerebral. H4 também trés tipos de inter-
neurénios inibidores no sistema intrinseco, incluindo células de cesta, célu-
las de golgi e células estreladas. Estes estao envolvidos na inibigéao lateral e
na sintonia fina da fungao dos neurdnios motores.

As figuras 2 a 5 sdo reproduzidas de Williams et al. (2005) The
Human Brain: Capitulo 3: The Cerebellum, disponivel no sitio de rede:
www.vh.org/adult/provider/anatomy/BrainAnatomy/Ch3Text/Section07.html.

As figuras 6A a 6E mostram tingimento imunopositivos de esfin-
gomielina de acido humano ("hASM") em segéeé cerebelares sagitais se-
guindo injecdo de vetores de sorotipo de AAV diferentes [(A)2/1, (B)2/2,
(C)2/5, (D)2/7 e (E)2/8] codificando para ASM humana nos nucleos cerebela-
res profundos de camundongos de ASMKO.

As figuras 7A a 7E demonstram transporte de proteina de esfin-
gomielina de acido humano ("hASM") para a espinha dorsal dos nucleos ce-
rebelares profundos. Este efeito foi observado em camundongos tratados
com AAV2/2-ASM, AAV2/5-ASM, AAV2/7-ASM & AAV2/8-ASM (A) amplia-
¢ao de 10X de hASM; (B) ampliagdo de 40X de hASM; (C) hASM confocal;
(D) ChAT confocal; e (E) hASM confocal & ChAT.

A figura 8 graficamente mostra niveis de homogeneizado de te-
cido cerebelar seguindo inje¢cao de vetores de sorotipo de AAV diferentes
(2/1, 2/2, 2/5, 2/7 e 2/8) codificando para ASM humana nos ntcleos cerebe-
lares profundos (n=5/grupo). Grupos nao conectados pela mesma letra sdo
significativamente (p < 0,0001) diferentes. |

As figuras 9A a 9G mostram tingimento imunopositivos de cal-
bindina em se¢des cerebelares sagitais seguindo injecao de vetores de soro-
tipo de AAV diferentes [(A)2/1, (B)2/2, (C)2/5, (D)2/7 e (E)2/8] codificando
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pafa ASM humana nos nucleos cerebelares profundos de camundongos de
ASMKO. ‘

As figuras 10A e 10B mostram desempenho de rotarod de acele-
ramento e de oscilagao (em 14 semanas de idade) em camundongos de
ASMKO (injetados com AAV-Bgal), WT e de ASMKO tratado com AAV-ASM
(n=8/grupo). Grupos néo conectados pela mesma letra sdo significativamen-
te diferentes. Camundongos injetados com AAV2/1-ASM e AAV2/8-ASM
demonstraram uma laténcia significativamente mais longa (p < 0,0009) para
cair que os camundongos de ASMKO ihjetados com AAV2/1-Bgal no teste
de rotarod de aceleragdo. Para o teste de rotarod de oscilagdo, camundon-
gos injetados com AA2/1-ASM demonstraram uma laténcia significativamen-
te mais longa (p < 0,0001) para cair que os camundongos injetados com
AAV2/1-Bgal.

As figuras 11A e 11B mostram desempenho de rotarod em camun-
dongos de ASMKO (n=8), WT (n=8) e bilateralmente tratados com AAV-ASM
(n=5/grupo) (em 20 semanas de idade). Para teste tanto de aceleragéo co-
mo de oscilagao, camundongos tratados com AAV-ASM desempenharam-se
significativamente melhor (p < 0,001) que camundongos de ASMKO tratados
com AAV2/1-Bgal. Desempenho de camundongos injetados com AAV2/1-ASM
foi indistinguivel de camundongos do tipo selvagem em ambos os testes de
aceleragao e oscilagao. '

Figura 12A ilustra as conexdes entre as regides dos nucleos ce-
rebelares profundos (mediana, interposta e lateral) e as regides da espinha
dorsal (cervical, toracica, lombar, e sacra). Figura 12B ilustra as conexdes
entre as regides dos nucleos cerebelares profundos (mediana, interposta e
lateral) e as regides do tronco cerebral (cérebro médio, pons e medula). As
conexoes sao representadas por setas que iniciam na regido do corpo celu-
lar de um neurdnio e termina na regiao terminal de axénio do neurdnio. Por
exemplo, as trés regides do DCN cada uma tem neurdnios com corpos celu-
lares que enviam axénios que terminam na regido cervical da espinha dorsal
enquanto a regiao cervical da espinha dorsal tiver corpos celulares que envi-

am axénios que terminam nas regiées mediais ou interpostas do DCN.
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A figura 13 ilustra distribuicao de proteina fluorescente verde no
tronco cerebral, ou neurGnios motores superiores, seguindo liberagdo de
DCN de AAV que codifica para proteina fluorescente verde (GFP).

A figura 14 ilustra distribuicdo de proteina fluorescente verde nas
regioes da espinha dorsal seguindo liberagdo de DCN de AAV que codifica
para proteina fluorescente verde (GFP).

A figura 15 ilustra a redug¢do no tingimento da proteina acidica
fibrilar glial (GFAP) no tronco cerebral seguindo liberacao de DCN de AAV
que codifica para IGF-1 quando comparada a liberagcédo de DCN de AAV que
codifica para GFP.

A figura 16 ilustra a redugdo no tingimento da proteina acidica
fibrilar glial (GFAP) dentro dos nucleos oromotores (nucleo trigeminal, nicleo
hipoglossal e nucleo facial) seguindo liberagao de DCN de AAV que codifica
para IGF-1 quando comparada a liberagao de DCN de AAV que codifica pa-
ra GFP. | |

A figura 17 ilustra a redu¢do no tingimento da proteina acidica
fibrilar glial (GFAP) ao longo da espinha dorsal seguindo liberagdo de DCN
de AAV que codifica para IGF-1 quando comparada a liberacdo de DCN de
AAV que codifica para GFP.

A figura 18 ilustra a distribuicdo de mRNA de IGF-1 dentro do
sistema nervoso central (CNS) seguindo liberagédo de DCN de AAV que codi-
fica para IGF-»1 quando comparada a liberagdo de DCN de AAV que codifica
para GFP. Beta-actina é usada como um controle pbsitivo para comparar
niveis de mRNA total.

A figura 19 ilustra que liberagdo de DCN de AAV-IGF-1 promo-
veu a sobrevivéncia dos neurénios motores. A diferenca entre camundongos
tratados com AAV codificando para IGF-1 quando comparada a liberagao de
DCN de AAV que codifica para GFP ¢ estatisticamente significativa para um
valor p = 0,01 como indicado pelo asterisco.

A figura 20 ilustra as melhorias funcionais no desempenho de
rotarod, resisténcia ao aperto de membro traseiro, e resisténcia ao aperto de

membro dianteiro em camundongos tratados com liberacdo de DCN de AAV
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que codifica para IGF-1 quando comparada a liberagao de DCN de AAV que
codifica para GFP.

A figura 21 ilustra o aumento na sobrevivéncia mediada por libe-
racao de DCN de AAV que codifica para IGF-1 quando comparada a libera-
¢ao de DCN de AAV que codifica para GFP. |

A figura 22 mostra distribuicdo de GFP dentro do cérebro de ca-
mundongo seguindo liberagao bilateral de um vetor de expressao de GFP de
AAV1 aos nucleos cerebelares profundos (DCN). Além do DCN, tingimento
positivo de GFP também foi observado nos bolbos olfatérios, cortex cerebral,
talamo, tronco cerebral, cértex cerebelares e espinha dorsal. Todas destas
areas ou recebem projegdes e/ou enviaram proje¢des ao DCN.

Descricdo Detalhada da Invencao

A fim de que a presente invengéo possa ser entendida mais facil-
mente, certos termos sao primeiro definidos. Definigées adicionais sao expos-
tas ao longo da descri¢gao detalhada.

A pratica da presente invengdo empregard, a menos que do contra-
rio indicado, técnicas convencionais de imunologia, biologia molecular, microbi-
ologia, biologia celular e DNA recombinante que estao dentro da habilidade da
técnica. Vide, por exemplo, Sambrook, Fritsch e Maniatis, MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL, 22 edigao (1989); CURRENT PRO-
TOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel, et al. eds., (1987)); a
série METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A
PRACTICAL APPROACH (M. J. MacPherson, B. D. Hames e G. R. Taylor,
eds. (1995)), Harlow e Lane, eds. (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY
MANUAL, AND ANIMAL CELL CULTURE (R.I. Freshney, ed. (1987)).

Como usado no relatério descritivo e nas reivindicagdes, a forma
singular "um”, "uma" e "o/a" inclui referénCias plurais a menos que o contexto
dite claramente o contrario. Por exemplo, o termo "uma célula" inclui uma
pluralidade de células, incluindo suas misturas.

Como aqui usado, o termo "compreendendo” é intencionado signi-
ficar que as composigcbes e métodos incluem os elementos recitados, mas

nao excluindo outros. "Consistindo essencialmente em" quando usado para
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definir composi¢cdes e métodos, significara excluindo outros elementos de
qualquer significacao essencial a combinagao. Desse modo, uma composi-
cao consistindo essencialmente nos elementos como definidos aqui ndo ex-
cluiria contaminantes de trago do método de isolamento e de purificagdo e
veiculos farmaceuticamente aceitaveis, como solugdo salina tamponada de
fosfato, conservantes, e similares. "Consistindo em" significara excluindo
mais que elementos de traco de similares ingredientes e etapas de método
substanciais para administrar as composi¢ées desta inven¢ao. Modalidades
definidas por cada um destes termos de transicdo estdo dentro do escopo
desta invengéo.

Todas as designagoes numericas, por exemplo, pH, temperatura,
tempo, concentragao, e peso molecular, incluindo faixas, sdo aproximacgoes
que sdo variadas (+) ou (-) por incrementos de 0,1. E para ser entendido,
embora nem sempre explicitamente declarado, que todas as designagdes
numéricas sao precedidas pelo termo "cerca de". Isto é também para ser
entendido, embora nem sempre explicitamente declarado, que os reagentes
descritos aqui sdo meramente exemplares e que equivalentes de tais sao
conhecidos na técnica.’

O termo "transgene" refere-se a um polinucleotideo que é intro-
duzido em uma célula e é capaz de ser transcrito no RNA e opcionalmente,
transladado e/ou expresso sob condi¢bes apropriadas. Em um aspecto, ele
confere uma propriedade desejada a uma célula a qual foi introduzido, ou do
contrario leva a um resultado terapéutico ou diagnéstiéo desejado. Em outro
aspecto, pode ser transcrito em uma molécula que medeia interferéncia de
RNA, como siRNA.

| Os termos "particulas de genoma (gp)", ou "equivalentes de ge-
noma"“, como usados em referéncia a uma titulagao viral, referem-se ao nu-
mero de virions contendo o genoma de DNA de AAV recombinante, inde-
pendente da infecciosidade ou funcionalidade. O nimero de particulas de
genoma em uma preparacao de vetor particular pode ser medido por proce-
dimentos como descritos nos Exemplos aqui, ou, por »exemplo, em Clark et al.
(1999) Hum. Gene Ther., 10:1031-1039; Veldwijk et al. (2002) Mol. Ther.,
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6:272-278.

Os termos "unidade de infecgéo (iu)", "particula infecciosa" ou
"unidade de replicagcao", como usados em referéncia a uma titulagéo viral,
referem-se ao numero de particulas infecciosas de vetor de AAV recombi-
nante e competentes para replicagao quando medidas pelo ensaio de centro
infeccioso, também conhecido como ensaio de centro de replicagdo, como
descrito, por exemplo, em McLaughlin et al. (1988) J. Virol., 62:1963-1973.

O termo "unidade de transdugao (tu)" como usado em referéncia
a uma titulagao viral, refere-se ao numero de particulas infecciosas de vetor de
AAV recombinante que resultam na produg@o de um produto de transgene fun-
cional quando medidas em ensaios funcionais como descritos nos Exemplos
aqui, ou por exemplo, em Xiao et al. (1997) Exp. Neurobiol., 144:113-124; ou
em Fisher et al. (1996) J. Virol., 70:520-532 (ensaio de LFU).

Os termos "terapéutico", "quantidade térapeuticamente eficaz" e
seus cognatos referem-se aquela quantidade de um RNA, DNA ou produto
de expressdo de DNA e/ou RNA que resulta em prevengédo ou retardo de
principio ou melhora dos sintomas em um sujeito ou um conseguimento de
um resultado bioldgico desejado, como corre¢do de neuropatologia, por e-
xemplo, patologia celular associada a uma doenca vneuronal motora como
ALS. O termo "corregédo terapéutica" refere-se aquele grau de corre¢édo que
resulta em prevengao ou retardo de principio ou melhora dos sintomas em
um sujeito. A quantidade eficaz pode ser determinada através de métodos
empiricos conhecidos.

- Uma "composi¢do" é também intencionada abranger uma com-
binacéo de agente ativo e similar veiculo, por exemplo, composto ou compo-
si¢do, inerte (por exemplo, um agente detectavel ou marcagao) ou ativo, co-
mo um adjuvante, diluente, aglutin_ante, éstabilizante, tampdes, sais, solven-
tes lipofilicos, conservante, adjuvante ou similares. Veiculos também incluem
excipientes farmacéuticos e proteinas de aditivos, peptideos, aminodcidos,
lipidios e carboidratos (por exemplo, agucares, incluindo monossacarideos,
di-, tri-, tetra- e oligossacarideos; agucares derivatizados como alditéis, aci-

dos alddnicos, agucares estereficados e similares; e polissacarideos ou po-
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limeros de agucar) que podem estar presentes isoladamente ou em combi-
nagao, vcom4preendendo sozinho ou em combinagdo 1-99,99 % em peso ou
volume. Excipientes de proteina exemplares incluem albumina de soro como
albumina de soro humano (HSA), albumina humana recombinante (rHA),
gelatina, caseina, e similares. Componentes de aminodacido/anticorpo repre-
sentativos que podem também funcionar em uma capacidade de tampona-
¢ao, incluem alanina, glicina, arginina, betaina, histidina, cido glutamico,
acido aspartico, cisteina, lisina, leucina, isoleucina, valina, metionina, fenila-
lanina, aspartame, e similares. Excipientes de carboidrato sdo também in-
tencionados dentro do escopo desta invengdo, exemplos destes incluem
mas nao sao limitados a monossacarideos como frutose, maltose, galactose,
glicose, D-manose, sorbose, e similares; dissacarideos, como lactose, su-
crose, trealose, celobiose, e similares; polissacarideos, como rafinose, mele-
zitose, maltodextrinas, dextranas, amidos, e similares; e alditdis, como mani-
tol, xilitol, maltitol, lactitol, sorbitol de xilitol (glucitol') e mioinositol.

O termo veiculo também inclui um tampdo ou um agente de a-
juste de pH; tipicamente, o tampao é um sal preparado de um acido ou base
organicos. Tampdes representativos incluem sais de acido organico como
sais de 4cido citrico, acido ascorbico, acido gluconico, acido carbénico, acido
tartarico, acido succinico, acido acético, ou acido ftalico; Tris, cloridrato de tro-
metamina, ou tampoes de fosfato. Veiculos adicionais incluem excipien-
tes/aditivos poliméricos como polivinilpirrolidonas, fictis (um agticar poliméri-
co), dextratos (por exemplo, ciclodextrinas, como 2-hidroxipropila-.quadra-
tura.-ciclodextrina), polietileno glicdis, agentes aromatizantes, agentes anti-
microbianos, adogantes, antioxidantes, agentes antiestaticos, tensoativos.
(por exemplo, polissorbatos como "TWEEN 20" e "TWEEN 80"), lipidios (por
exemplo, fosfolipideos, acidos graxos), esteréides (por exemplo, colesterol),
e agentes quelantes (por exemplo, EDTA).

Como aqui usado, o termo "veiculo farmaceuticamente aceitavel"
abrange quaisquer dos veiculos farmacéuticos padrdo, como uma solucdo
salina tamponada de fosfato, 4gua, e emulsdes, como um oleo/agua ou e-

mulséo de agua/dleo, e vérios tipos de agentes umectantes. As composi¢des
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também podem incluir estabilizantes e conservantes e qualquer um dos vei-
culos observados acima com a provisdao adicional que eles sdo aceitaveis
para o uso in vivo. Para exemplos de veiculos, estabilizantes e adjuvantes,
vide Martin REMINGTON’S PHARM. SCI., 152 Ed. (Mack Publ. Co., Easton
(1975) e Williams & Williams, (1995), e ao "PHYSISICAN'S DESK REFE-
RENCE", 522 ed., Medical Economics, Montvale, NJ. (1998).

Um "sujeito”, "individuo" ou "paciente" é usado alternadamente
aqui que se refere a um vertebrado, preferivelmente um mamifero, mais pre-
ferivelmente um humano. Mamiferos incluem, mas ndo sdo limitados a, mu-
rinos, ratos, simios, seres humanos, animais de fazenda, animais desporti-
VoS, e animais de estimacao.

Um “controle” € um sujeito ou amostra alternativa usada em um
experimento para proposito de comparagdo. Um controle pode ser "positivo"
ou "negativo”. Por exemplo, onde o propdsito do experimento for determinar

uma correlagdo de um nivel de expressao alterado de um gene com um tipo

‘particular de patologia (vide ALS, por exemplo, infra), é em geral preferivel

usar um controle positivo (um sujeito ou uma amostra de um sujeito, carre-
gando tal alterag&o e exibindo caracteristica de sintomas daquela doencga), e
um controle negativo (um sujeito ou uma amostra de um sujeito carecendo
da expresséao alterada e sintoma clinico daguela doenga).

“Diferencialmente expresso" como aplicado a um gene, refere-se
a produgéo diferencial do mRNA transcrito do gene ou do produto de protei-
na codificado pelo gene. Um gene diferencialmente expresso pode ser so-
bre-expressado ou subexpressado quando comparado ao nivel de expres-
sdo de uma célula normal ou de controle. Em um aspecto, isto se refere a
um diferencial que é pe'lo menos 1,5 vez, ou pelo menos 2,5 vezes, ou alter-
nativamente pelo menos 5 vezes, ou alternativamente pelo menos 10 vezes
mais alto ou menor que o nivel de expressao detectado em uma amostra de
controle. O termo "diferencialmente expresso" também se refere as sequén-
cias de nucleotideo em uma célula ou tecido que sdo expressas onde silen-
ciosas em uma ceélula de controle ou nao expressas onde expressadas em

uma célula de controle.
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Como aqui usado, o termo "modular” significa variar a quantida-
de ou intensidade de um efeito ou resultado, por exemplo, intensificar, au-
mentar, diminuir ou reduzir.

Como aqui usado o termo "melhorar" é sinénimo com "aliviar' e
significa reduzir ou iluminar. Por exemplo pode-se melhorar os sintomas de
uma doenga ou disturbio os tornando mais suportaveis.

Em aspectos onde transferéncia de gene é mediada por um Ve-
tor viral de DNA, como um adenovirus (Ad) ou adenovirus associado (AAV),
um constructo de vetor refere-se ao polinucleotideo que compreende o ge-
noma viral ou parte deste, e um transgene. Adenoviroses (Ads) sdo um gru-
po de virus relativamente bem-caracterizados, homogéneos incluindo mais
de 50 sorotipos. Vide, por exemplo, Pedido de Patente de PCT Internacional
N2 WO 95/27071. Ads sdo faceis de crescer e ndo requerem integragdo no
genoma da célula hospedeira. Vetores derivados de Ads recombinantes,
particularmente aqueles que reduzem o potenciai para recombinagdo e ge-
ragao de virus do tipo selvagem, foram também construidos. Vide, Pedidos
de Patente de PCT Internacional Nos. WO 95/00655 e WO 95/11984. AAV
do tipo selvagem tem infecciosidade e especificidade altas que integram no
genoma da célula hospedeira. Vide, Hermonat e Muzyczka (1984) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81 :6466-6470 e Lebkowski, et al. (1988) Mol. Cell. Biol.
8:3988-3996.

A invencao forvnece um método para liberar um transgene a es-
pinha dorsal e / ou tronco cerebral em um sujeito administrando um vetor
viral neurotrépico recombinante contendo um transgene a pelo menos uma
regiao da regido dos nucleos cerebelares profundos do cérebro, em que a
liberagéo esta sob condigbes que favorecem expresséo do transgene em um
sitio distal ao sitio de administragdo. A liberacdo pode também resultar em
expressao do transgene no sitio de administragdo.

A menos que do contrario especificamente indicado, expressao
do transgene n&o € limitada & translagdo para um polipeptideo ou proteina
mas também inclui replicacdo e/ou transcrigdo do polinucleotideo de trans-

gene.
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Em outro aspecto, a invencgao fornece um método de liberar um
produto de transgene terapéutico a uma célula alvo do CNS que é um neu-
rénio ou uma célula glial em um mamifero afligido com um distdrbio neuronal
motor, por exemplo, ALS ou lesdo de espinha dorsal traumatica. O transge-
ne pode codificar para IGF-1.

Em outro aspecto, a invencdo € um método para liberar um
transgene a espinha dorsal em um sujeito administrando um vetor viral neu-
rotropico recombinante contendo o dito transgene a regido do cértex motor
do cérebro, em que a dita liberagdo estd sob condigbes que favorecem ex-
pressao do dito transgene em um sitio distal ao dito sitio de administracao.

Em ainda um aspecto adicional, o vetor viral da invencao é admi-
nistrado pelo menos a uma regido da regido dos niicleos cerebelares pro-
fundos do cérebro onde o produto de transgene é expressado e liberado na
espinha dorsal e / ou na regido do tronco cerebral do sujeito.

Em outra modalidade, o vetor viral é administrado pelo menos a

‘uma regiao da regido dos nucleos cerebelares profundos do cérebro que é

interconectada com o tronco cerebral e os neurdnios motores espinhais. Es-
tas regides alvos tém conexdes diretas com células (por exemplo, interneu-
rénios e astrécitos) que compdem o ambiente celular do neurdnio motor. A
administragao libera o produto de transgene ao ambiente celular do neurénio
motor onde o produto medeia um efeito benéfico nas células que o com-
poem. _

Em uma modalidade, a invengéo € um método para liberar um
transgene ou modular sua expressdo, em um neurdnio motor em um sujeito
administrando um vetor viral neurotrépico contendo o transgene a regido do
cortex motor do cérebro do sujeito, em que o transgene é expressado em
uma regiao do neurdnio motor distal ao dito sitio de administragao. |

Em uma modalidade alternada, a invengdo é um método para
tratar um distdrbio de neurénio motor em um sujeito administrando um vetor
viral neurotropico recombinante contendo um transgene terapéutico a pelo

menos uma regiao da regiao dos nucleos cerebelares profundos do cérebro

‘do sujeito, em que o transgene é expressado em uma quantidade terapeuti-
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camente eficaz em pelo menos uma subdivisdo da espinha dorsal do suijeito.
Estas subdivisdes incluem um ou mais de cervical, toracica, lombar ou sacra
(vide figura 1, Figura 12A). O transgene podem também ser expressado em
uma quantidade terapeuticamente eficaz em pelo menos uma regido do
tronco cerebral, como, por exempio, o cérebro médio, pons, ou medula (vide
figura 12B). Ele pode também ser expressado em uma quantidade terapeuti-
camente eficaz tanto em pelo menos uma regido do tronco cerebral como
em pelo menos uma subdivisdo da espinha dorsal do sujeito.

Esta invengéo é também um método para melhorar os sintomas
de um disturbio de neurénio motor em um sujeito administrando um vetor
viral neurotropico recombinante contendo um transgene terapéutico a regiéo
do cértex motor do cérebro, em que o dito transgene é expressado em uma
quantidade terapeuticamente eficaz em pelo menos uma subdivisdo da espi-
nha dorsal do sujeito. Estas subdivisdes incluem uma ou mais de cervical,
toracica, lombar ou sacra (vide figura 1, Figura 12A).

Vetores virais neurotropicos adequados para a pratica desta in-
vengéo.incluem, mas nao s&o limitados a, vetores virais adeno-associados
(AAV), vetores virais de herpes simples (patente U. S. N2 5.672.344) e veto-
res lentivirais.

Nos metodos da inveng@o, AAV de qualquer sorotipo pode ser
usado. Em certas modalidades, AAV de qualquer sorotipo pode ser usado
contanto que o vetor seja capaz de sofrer transporte axonal retrogrado em
um cérebro comprometido.com a doenga, ou transporté axonal em um cére-
bro ndo-comprometido. O sorotipo do vetor viral usado em certas modalida-
des da inveng&o é selecionado do grupo consistindo em AAV1, AAV2, AAV3,
AAV4, AAVS, AAVE, AAV7, e AAVS (vide, por exemplo, Gao et al. (2002)
PNAS, 99:11854-11859; e Viral Vectors for Gene Therapy. Methods and Pro-
tocols, ed. Machida, Human Press, 2003). Outro sorotipo além daqueles lis-
tados aqui pode ser usado. Além disso, vetores de AAV pseudotipados po- |
dem também ser utilizados nos métodos descritos aqui. Vetores de AAV
pseudotipados sao aqueles contendo o genoma de um sorotipo de AAV no

capsideo de um segundo sorotipo de AAV; por exemplo, um vetor de AAV



10

15

20

25

30

16

contendo o capsideo de AAV2 e o genoma de AAV1 ou um vetor de AAV

-contendo o capsideo de AAV5 e o genoma de AAV2 (Auricchio et al., (2001)

Hum. Mol. Genet, 10(26):3075-81).

Vetores de AAV sdo derivados de parvoviroses de DNA unifila-
mentar (ss) que sdo nao-patogénicos aos mamiferos (revisado em Muzyscka
(1992) Curr. Top. Microb. Immunol., 158:97-129). Brevemente, vetores com
base em AAV tém os genes virais rep e cap que respondem por 96 % do
genoma viral removido, deixando as duas repeticbes terminais invertidas
(ITRs) de 145 pares de base (bp) de flanqueamento que sdo usadas para
iniciar a replicacdo de DNA viral, embalagem e integragdo. Na auséncia do
virus auxiliar, AAV do tipo selvagem integra no genoma da célula hospedeira
humana com especificidade de sitio preferencial no cromossomo 19q 13.3
ou pode permanecer epissomalmente expresso. Uma particula de AAV sim-
ples pode acomodar até 5 kb de ssDNA, portanto deixando cerca de 4,5 kb
para um transgene e elementos reguladores, que é tipicamente suficiente.
Porém, sistemas de trans-jungdo como descrito, por exemplo, na Patente
dos Estados Unidos N2 6.544.785, quase podem'dobrar este limite.

Em uma modalidade ilustrativa, AAV é AAV2 ou AAV1. Adenovi-
rus associado de muitos sorotipos, especialmente AAV2, foi extensivamente
estudado e caracterizado como vetores de terapia de gene. Aqueles versa-
dos na técnica estardo familiarizados com a preparagdo de vetores de tera-
pia de gene baseado em AAV funcionais. Numerosas referéncias para varios
métodos de producéo, purificacao e preparagéo de AAV para administragao
em sujeitos humanos podem ser encontradas no corpo extensivo da literatu-
ra publicada (vide, por exemplo, Viral Vectors for Gene Therapy: Methods
and Protocols, ed. Machida, Human Press, 2003). Adicionalmente, terapia de
gene com base em AAV alvejada para células do CNS foi descrita nas Pa-
tentes dos Estados Unidos Nos. 6.180.613 e 6.503.888. Vetores de AAV e-
xemplares adicionais s&o-vetores recombinantes de sorotipos AAV2/1, A-
AV2/2, AAV2/5, AAV2/7 e AAV2/8 que codificam proteina humana.

Em certos métodos da inveng¢ao, o vetor compreende um trans-

gene operavelmente ligado a um promotor. O transgene codifica uma molé-
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cula biologicamente ativa, expressao desta no CNS resulta em pelo menos
corregao parcial de neuropatologia. As sequéncias de cDNA genbmicas e
funcionais de ASM humana foram publicadas (vide, por exemplo, Patente
dos Estados Unidos N°® 5.773.278 e 6.541.218). O gene de fator de cresci-
mento semelhante a insulina (IGF-1) tem uma estrutura complexa que é
bem-conhecida na técnica. Ele tem pelo menos dois produtos de mRNA al-
ternativamente juntados que surgem da transcricdo de gene. H4 um pepti-
deo de 153 aminoacidos, conhecido por varios nomes ihcluindo IGF-1A ou
IGF-1Ea, e um peptideo de 195 aminoacidos, conhecido por varios nomes
incluindo IGF-1B ou IGF-1Eb. A forma madura de IGF-1 é um polipeptideo
de 70 aminoacidos. Ambos IGF-1Ea e IGF-1Eb contém o peptideo de 70
aminoacidos maduro, mas difere na seqiéncia e comprimento de suaé ex-
tensOes terminais de carboxila. As sequéncias de peptideo de IGF-1Ea e
IGF-1Eb sao representadas pelas SEQ ID NOS: 1 e 2, respectivamente. Os
cDNAs gendmico e funcional de IGF-1 humano, 'como também informacgao
adicional com relagé@o ao gene de IGF-1 e seus produtos, estdo disponiveis
no Acesso de Unigene N2 NM_00618.

O nivel de expressao de transgene em células eucaridticas é
grandemente determinado pelo promotor transcripcional dentro do cassete
de expressao de transgene. Promotores que mostram atividade a longo pra-
zo e sao especificos para tecido e até mesmo para célula sdo usados em
algumas modalidades. Exemplos néo-limitativos de promotores incluem, mas
nao sao limitados a, promotor de citomegalovirus (CMV) (Kaplitt et al. (1994)
Nat. Genet. 8:148-154), promotor de CMV/BS-gIbbina humana (Mandel et al.
(1998) J. Neurosci. 18:4271-4284), promotor de GFAP (Xu et al. (2001) Ge-
ne Ther. 8:1323-1332), promotor de enolase neurdnio-especifico de 1,8 kb
(NSE) (Klein et al. (1998) Exp. Neurol. 150:183-194), promotor de beta actina
de galinha (CBA) (Miyazaki (1989) Gene 79:269-277), promotor de B-glucuro-
nidase (GUSB) (Shipley et al. (1991) Genetics 10:1009-1018), e promotores
de ubiquitina como aqueles isolados de ubiquitina humana A, ubiquitina hu-
mana B, e ubiquitina humana C como descritos na pétente US N26.667.174.

Para prolongar a expressao, outros elementos reguladores podem adicio-



10

15

20

25

30

18

nalmente ser operavelmente ligados ao transgene, como, por exemplo, 0
Elemento Pos-regulador do virus de Hepatite de Woodchuck (WPRE) (Donello
et al. (1998) J. Virol. 72:5085-5092) ou o sitio de poliadenilagdo do horménio
de crescimento bovino (BGH).

Para algumas aplicagbes de terapia de gene do CNS, pode ser
necessario controlar a atividade transcripcional. Para este fim, regulagéo
farmacoldgica da expressao de gene com vetores virais pode ser obtida in-
cluindo varios elementos reguladores e promotores responsivos aos farma-
cos como descritos, por exemplo, em Haberma et. al. (1998) Gene Ther.
5:1604-16011; e Ye et al. (1995) Science 283:88-91.

Nos métodos desta invengao, o vetor viral pode ser administrado
contatando uma terminagao axonal terminal de um neurdnio com uma com-
posigao contendo um vetor viral que carrega o transgene, permitindo a parti-
cula viral ser endocitosada e transportado intracelularmente (de modo retré-
grado) ao longo do axénio para o corpo celular do neurdnio; permitindo ex-
pressar o produto de transgene terapéutico, em que o produto de transgene
terapéutico assim alivia a patologia no sujeito. O efeito pode ser nos neuro6-
nios motores, em células que compdem o ambiente dos neurénios motores
(como interneurdnios e astrécitos),'ou em ambos. Em certas modalidades, a
concentragéo do vetor na composicéo é pelo menos: (a) 5, 6, 7, 8, 8,4, 9, 9,3,
10, 15, 20, 25, ou 50 (x10' gp/ml); (b) 5, 6, 7, 8, 8,4, 9, 9,3, 10, 15, 20, 25,
ou 50 (*10° tu/ml); ou () 5, 6, 7, 8, 8,4, 9, 9,3, 10, 15, 20, 25, ou 50 (x10'°
iu/ml).

- Em métodos adicionais desta invengdo, o vetor viral pode ser
administrado contatando o corpo celular de um neurdnio com uma composi-
¢ao contendo um vetor viral que carrega o transgene, permitindo a particdla
viral ser endocitosada, permitindo expreSsar o produto de transgene terapéu-

tico e transportado de modo anterdgrado intracelularmente ao longo do axé-

" nio para o axdnio terminal do neurdnio, em que o produto de transgene tera-

péutico assim alivia a patologia no sujeito. O efeito pode ser nos neurénios
motores, em células que compdem o ambiente dos neurdnios motores (co-

mo interneurdnios e astrocitos), ou em ambos. Em certas modalidades, a



10

15

20

25

30

19

concentragao do vetor na composi¢ao é pelo menos: (a) 5, 6, 7, 8, 8,4, 9, 9,3,
10, 15, 20, 25, ou 50 (*10' gp/ml); (b) 5, 6, 7, 8, 8,4, 9, 9,3, 10, 15, 20, 25,
ou 50 (x10° tu/ml); ou (C) 5, 6, 7, 8, 8,4, 9, 9,3, 10, 15, 20, 25, ou 50 (x10"
iu/ml).

Em um aspecto, o transgene codifica uma molécula biologica-
mente ativa, expressao desta no CNS resulta em pelo menos correc¢éo par-
cial da neuropatologia. Em algumas modalidades, o produto de transgene
terapéutico € uma molécula de RNA que inibe expresséo de SOD em um
sujeito assim aliviando e impedindo os sintomas de ALS. Vide Roaul et al.
(2005) Nat. Med. 11(4):423 - 428 e Ralph et al. (2005) Nat. Med. 11(4):429-433.

Em um aspecto ao executar estes métodos, o transgene expres-
sa uma quantidade terapéutica de uma proteina selecionada do grupo con-
sistindo em fator-1 de crescimento de insulina (IGF-1), calbindina D28, par-
valbumina, HIF1-alfa, SIRT-2, VEGF, EPO (eritropoietina), CBP (proteina de
ligacdo da ligadora proteina ligadora de elemehto de resposta de cAMP
[CREB]), SMN-1, SMN-2, e CNTF (fator neurotrdfico ciliar). ‘

Alternativamente, o transgene inibe expressdo de uma forma
mutante de uma proteina, por exemplo, SOD mutante que resulta em ALS.
Roaul et al. (2005) supra e Ralph et al. (2005) supra.

Para identificagdo das estruturas no cérebro humano, vide, por
exemplo, The Human Brain: Surface, Three-Dimensional Suctional Anatomy
With MRI, an'd Blood Supply, 22 ed., eds. Deuteron et al., Springer Vela,
1999; Atlas of the Human Brain, eds. Mai et al., Academic Press; 1997; e Co-
planar Sterotaxic Atlas of the Human Brain: 3-Dimensional Proprotional System:
An Approach to Cerebral Imaging, eds. Tamarack et al., Thyme Medical Pub.,
1988. Para identificagdo de estruturas no cérebro de camundongo, vide, por
exemplo, The Mouse Brain in Sterotaxic Coordinates, 22 ed., Academic
Press, 2000. A figura 1 esquematicamente mostra a espinha dorsal e suas
quatro subdivisbes: cervical, toracica, lombar e sacra.

A invencao em questdo fornece métodos para modular, corrigir
ou aumentar a fungdo motora em um suijeito afligido com dano neuronal mo-

tor. Para o propodsito de ilustragdo apenas, o sujeito pode sofrer de um ou
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mais de esclerose lateral amiotrofica (ALS), atrofia muscular bulbar espinhal,
atrofia muscular espinhal, ataxia cerebelar espinhal, esclerose lateral prima-
ria (PLS), ou lesao de espinha dorsal traumatica.

Sem estar limitado pela teoria, a patologia associada ao dano de
neurdnio motor pode incluir degeneragao dos neurénios motores, gliose, a-
normalidades de neurofilamento, perda de fibras mielinadas em tratos corti-
coespinhais e raizes ventrais. Por exemplo, dois tipos de principio foram re-
conhecidos: principio bulbar, que afeta os neurénios motores superiores
(cortex e neurdnios motores do tronco cerebral), afeta os musculos faciais,
fala e engoligéo; e principio de membro, que afeta os neurénios motores in-
feriores (neurénios motores da espinha dorsal), é refletido por espasticidade,
fraqueza generalizada, atrofia muscular, paralisia, e insuficiéncia respiratéria.
Em ALS, sujeitos tém principio bulbar e de membro. Em PLS, sujeitos tém
principio bulbar. |

Sem estar limitado pela teoria, uma modalidade da invengéo en-
contra-se na habilidade para fornecer uma molécula terapéutica (por exem-
plo, uma proteina ou peptideo) para cada divisdo da espinha dorsal. Isto po-
de ser realizado injetando um vetor de AAV no DCN. Além disso, pode ser
importante alvejar lamina individual dentro de cada divisdo da espinha dorsal.
Lamina sdo sub-regibes especificas dentro das regides do cérebro e espinha
dorsal. Pode ser desejavel em certas modalidades alvejar lamina especifica
dentro de uma certa divisdo da espinha dorsal. Considerando que o dano
dos neurdnios motores pode ocorrer dentro dos neurénios motores superio-
res também, pode também ser desejavel fornecer uma molécula terapéutica
(por exemplo, uma proteina ou peptideo) as divisdes do tronco cerebral. Em
uma modalidade, pode ser desejavel fornecer a molécula terapéutica tanto
para a espinha dorsal, incluindo algumas ou todas as subdivisbes como
também para o tronco cerebral, incluindo algumas ou todas as subdivisdes.
A invengao imediata usa a introdugdo de um vetor de AAV no DCN para rea-
lizar a liberagéo acima descrita de uma molécula terapéutica para a(s) regi-
ao(6es) da espinha dorsal) e / ou tronco cerebral. A figura i2A ilustra as co-

nexdes entre as regides dos nucleos cerebelares profundos e da espinha-
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dorsal enquanto a Figura 12B ilustra as conexdes entre as regides dos nu-
cleos cerebelares profundos e do tronco cerebral.

A habilidade para organizar e executar agdes motoras comple-
xas depende dos sinais das areas motoras no cortex cerebral, isto é, do cér-
tex motor. Comandos corticais motores descem em dois tratos. As fibras cor-
ticobulares controlam os nucleos motores no tronco cerebral que move os
musculos faciais e as fibras corticoespinhais controlam os neurdénios motores
espinhais que inervam os musculos do tronco e do membro. O cértex cere-
bral também indiretamente influencia a atividade motora espinhal agindo nas
vias do tronco cerebral descendentes.

O cértex motor primario encontra-se ao longo do giro pré-central
na area de Broadmann (4). Os axdénios dos neurdnios corticais que projetam
junto a espinha dorsal correm no trato corticoespinhal, um fardo volumoso dé
fibras contendo aproximadamente 1 milhdo de axonios. Cerca de um tergo
destes origina do giro pré-central do I6bulo fronfal. Outro terco origina da
area 6. O restante origina nas &reas 3, 2, e 1 no cortex sensorio somético e
regula a transmissao de entrada aferente através do corno dorsal.

’ As fibras corticoespinhais correm junto com as fibras corticobul-
bares através do membro traseiro da capsula interna para alcangar a por¢éo
ventral do cerebro médio. Elas separam no pons em fardos pequenos de
fibras que cursam entre os nucleos de pontina. Elas reagrupam-se na medu-
la para formar a pirdmide medular. Cerca de trés quartos das fibras cortico-
espinhais cruzam a mediana na decussagéo piramidal na jungdo da medula
e espinha dorsal. As fibras cruzadas descem na parte dorsal das colunas
laterais (coluna dorsolateral) da espinha dorsal, formando o trato corticoes-
pinhal lateral. As fibras ndo-cruzadas descem nas colunas ventrais como o
trato corticoespinhal ventral.

As divisOes laterais e ventrais do trato corticoespinhal terminam
quase nas mesmas regides de massa cinzenta espinhal como os sistemas
laterais e medianos do tronco cerebral. O trato corticoespinhal lateral projeta-
se primariamente para nucleos motores na parte lateral do corno ventral e

para interneurdnios na zona intermediaria. O trato corticoespinhal ventral
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projeta-se bilateralmente para a coluna de célulav ventromedial e para por-
¢Oes adjacentes da zona intermediaria contendo os neurénios motores que
inervam os musculos axiais. A figura 3 esquematicamente mostra as vias
aferentes principais (entrada).

Profundamente dentro do cerebelo estd a substancia cinzenta
chamada os nucleos cerebelares profundos denominados o nucleo medial
(fastigial), o nucleo interposto (proposto) e o nucleo lateral (dentado). Como
aqui usado, o termo "nucleos cerebelares profundos” coletivamente referem-
se a estas trés regides. A figura 2 esquematicamente mostra as trés regides
do DCN. A figura 4 esquematicamente mostra as vias eferentes principais
(saida) do DCN. A figura 5 esquematicamente mostra os circuitos neurais no
cortex cerebral. As figuras 12A e 12B esquematicamente moétram as cone-
x0es entre 0 DCN e a espinha dorsal ou o tronco cerebral, respectivamente.

Se desejado, a estrutura do cérebro humano pode ser correlata-

da as estruturas similares no cérebro de similar mamifero. Por exemplo, a

~maioria dos mamiferos, incluindo os humanos e roedores, mostra uma orga-

nizagéo topografica similar das projecoes entorri'nais-hipocampais, com neu-
rénios na parte lateral tanto do cortex entorrinal lateral e mediano que se
projeta para a parte dorsal ou pés Septal do hipocampo, enquanto que a pro-
jecdo para o hipocampo ventral origina-se primariamente dos neurénios nas
partes medianas do cértex entorrinal (Principles of Neural Science, 42 ed.,
eds Kandel et al., McGraw-Hill, 1991; The Rat Nervous System, 22 ed,, ed.
Paxinos, Academic Press, 1995). Além disso, células da camada Il do cértex
entorrinal projetam-se para o giro dentado, e elas terminam nos dois tergos
externos da camada molecular do giro dentado. Os axdnios das células da
camada Ill projetam-se bilateralmente para as areas do cornu ammonis CA1
e CA3 do hipocampo, terminando na camada molecular stratum Iacunose. |
Em um aspecto, os métodos descritos incluem administrar ao
CNS de um sujeito afligido um vetor viral neurotrépico que carrega um trans-
gene codificando um produto terapéutico e permitindo expressar o transgene
dentro do CNS distalmente do sitio de administragdo em um nivel terapéuti-

co. Além disso, o vetor pode compreender um polinucleotideo que codifica
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para uma molécula biologicamente ativa eficaz para tratar o distirbio de
CNS. Tais moleculas biologicamente ativas podem compreender peptideos
incluindo mas n&o limitados as versdes nativas ou mutadas de proteinas de
comprimento total, versGes nativas ou mutadas de fragmentos de proteina,
polipeptideos sintéticos, anticorpos, e fragmentos de anticorpo como as mo-
léculas de Fab. Moléculas biologicamente ativas podem também compreen-
der nucleotideos incluindo polinucleotideos de DNA unifilamentar ou bifila-
mentar e polinucleotideos de RNA unifilamentar ou bifilamentar. Para uma
revisao das tecnologias de nucleotideo exemplares que podem ser usadas
na pratica dos métodos descritos aqui, vide Kurreck, (2003) J. Eur. J. Bio-
chem. 270, 1628-1644 [tecnologias antissenses]; Yu et al., (2002) PNAS
99(9), 6047-6052 [tecnologias de interferéncia de RNA]; e Elbashir et al.,
(2001) Genes Dev., 15(2):188-200 [tecnologia de SiRNA]. |

Em uma modalidade ilustrativa, a administragé@o € realizada por
injecao direta de uma solugao de vetor de titulagéb alta no DCN de um sujei-
to ou paciente. Por exemplo, a administragdo é através de injecéo direta em
uma ou mais regides dos nucleos cerebelares profundos do cérebro selecio-
nadas do grupo consistindo na regido medial (fastigial), regido interposta
(proposto) e a regido lateral (dentada). O DCN ¢ um sitio atrativo para inje-
¢ao devido a suas conexdes eferentes e aferentes extensivas com o tronco
cerebral e espinha dorsal. Estas células fornecem um meio eficiente e mini-
mamente invésivo para liberar vetor viral e transgene €expresso para as regi-
Oes da espinha dorsal e as regides do tronco cerebral. Sem estar limitado
pela teoria, o vetor viral pode ser levado pelos terminais dos axénios e de
modo retrogrado transportado ao longo do axénio para o corpo celular des-
tes neurdnios que se projetam ao longo na regido da espinha dorsal elou
tronco cerebral. Corpos de célula de neurdnios estdo também presentes no
DCN que tem terminagdes terminais dos ax6nios que terminam, por exemplo,
na regiao cervical da espinha dorsal. Vetor viral absorvido por estes corpos
celulares, ou transgene expresso resultante do vetor viral ou ambos, pode
ser de modo anterégrado transportado para as terminagdes terminais dos

axonios na regiao espinhal cervical. Portanto, usando o DCN como um sitio
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de injecao, apenas um volume pequeno de vetor viral é injetado mas este
medeia a expressao de transgene significativa ao longo de uma ou mais re-
gibes na espinha dorsal e/ou no tronco cerebral.

Em algumas modalidades, os métodos compreendem adminis-
tracdo de um vetor neurotrépico de titulagdo alta que carrega um transgene
terapéutico de forma que o produto de transgene é expressado a um nivel
terapéutico em um segundo sitio dentro do CNS distal do primeiro sitio. Em
algumas modalidades, a titulag&o viral da composigao é pelo menos: (a) 5, 6,
7,8,84,9,9,3, 10, 15, 20, 25, ou 50 (x10' gp/ml); (b) 5, 6, 7, 8, 8,4, 9, 9,3,
10, 15, 20, 25, ou 50 (x10° tu/ml); ou (c) 5, 6, 7, 8, 8,4, 9, 9,3, 10, 15, 20, 25,
ou 50 (x10' iw/ml). Em outras modalidades, a administragdo é realizada por
injegao intraparenquimal direta de uma solugdo de vetor neurotrépico de titu-
lacao alta no cérebro doente, depois disso o transgene é expressado distal,
contralateral ou ipsilateralmente, para o sitio de administragdo a um nivel
terapéutico pelo menos 2, 3, 5, 8 ,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, ou 50 mm
do sitio de administracao.

- A distancia entre os primeiro e seguhdo sitios é definida como a
regiao de distancia minima entre o sitio de administragédo (primeiro sitio) e o
limite da transdugao detectavel do sitio distal (segundo sitio) quando medida
usando procedimentos conhecidos na técnica ou como descrito nos Exem-
plos, por exemplo, hibridagado in situ. Alguns neurénios no CNS de mamife-
ros maiores podem atravessar distancias grandes em virtude de suas proje-
¢Oes axonais. Por exemplo, em humanos, alguns axdnios podem atravessar
uma distancia de 1000 mm ou mais. Desse modo, em varios métodos da
invengao, o vetor pode ser axonalmente transportado ao longo do compri-
mento inteiro do ax6nio a uma tal distancia a alcancar e travnsduzir 0 corpo
celular de origem.

Um sitio de administragdo de vetor dentro do CNS é escolhido
com base na regiao alvo deséjada de neuropatologia e a topologia dos cir-
cuitos do cérebro envolvida desde que um sitio de administragéo e a regido
alvo tenham conexoes axonais. A regido alvo pode ser definida, por exemplo,

usando coordenadas 3-D esterotaxicas. Em algumas modalidades, o sitio de
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administracéo é escolhido de forma que pelo menos 0,1, 0,5, 1, 5, ou 10 %
da quantidade total de vetor injetados sdo liberados distalmente na regido
alvo de pelo menos 1, 200, 500, ou 1000 mm?®. Um sitio de administracao
pode ser localizado em uma regido inervada por neurdnios de proje¢do que
conectam regides distais do cérebro. Por exemplo, a substancia negra e a-
rea segmentaria ventral enviam projecdes densas ao caudado e putamen
(coletivamente conhecidos como o estrato). Neurdnios dentro da substancia
negra e tegmento ventral podem ser alvejados para transdugéo por transpor-
te retrogrado de AAV seguindo inje¢do no estrato. Como outro exemplo, o
hipocampo recebe proje¢des axonais bem-definidas, previsiveis de outras
regides do cérebro. Outros sitios de administracdo podem ser localizados,
por exemplo, na espinha dorsal, tronco cerebral (medula, cérebro médio e
pons), mesencéfalo, cerebelo (incluindo os nucleos cerebelares profundos),
diencéfalo (talamo, hipotalamo), telencéfalo (estrato de corpo, cértex cere-
bral, ou, dentro do cértex, os Idébulos occipitais, témporais, parietais ou fron-
tais), ou combinagdes destes.

O segundo sitio (alvo) pode ser localizado em qualquer regido do
CNS, incluindo o cérebro e a espinha dorsal contendo uns neurénios que se
projetam para o primeiro sitio (administragdo). Em algumas modalidades, o
segundo sitio esta em uma regido do CNS selecionada da substancia negra,
a medula oblonga, o tronco cerebral, ou a espinha dorsal.

Para liberar o vetor especificamente para uma regido particular
do sistema nervoso central, especialmente para uma regido particular do
cérebro, ele pode ser administrado através de microinjecdo estereotaxica.
Por exemplo, no dia da cirurgia, pacientes terdo a base de estrutura estereo-
taxica fixada no lugar (atarraxadas no cranio). O cérebro com base de estru-
tura estereotaxica (MRI-compativel com marcagdes fiduciarias) sera image-
ado usando MRI de resolugdo alta. As imagens de MRI depois serao transfe-
ridas para um computador que opera software estereotaxico. Uma série de
imagens coronais, sagitais e axiais sera usada para determinar o sitio alvo
de injegéo de vetor, e trajetéria. O software translada diretamente a trajetéria

em coordenadas 3-dimensionais apropriadas para a estrutura estereotaxica.
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Orificios de trepanagéo sao perfurados acima do sitio de entrada e do apare-
lho estereotaxico localizado com a agulha implantada na profundidade dada.
O vetor em um veiculo farmaceuticamente aceitavel depois sera injetado. O
vetor é depois administrado através de injecao direta ao sitio alvo primario e
de modo retrégrado transportado para sitios alvos distais por meio de axd-
nios. Rotas adicionais de administracdo podem ser usadas, por exemplo,
aplicagao cortical superficial sob visualizagado direta, ou outra aplicagdo nao-
estereotaxica.

Além disso porque cada regido do DCN alveja regides especifi-
cas do CNS (vide figura 1 e Figuras 12A e 12B), pode-se especificamente
alvejar a regidao do CNS a qual o transgene é liberado pré-selecionando a

regido do DCN para administragcdo. Como € evidente para aqueles versados

na técnica, uma multidao de libera¢des de doseamento e alvejadas pode ser

alcangada variando a localizagdo, seqiiéncia e numero de administragcdes de
transgene. O volume total do material a ser administrado, e 0 nimero total
de particulas de vetor a ser administradas, serdo determinados por aqueles
versados na técnica com base em aspectos conhecidos da terapia de gene.
Eficacia terapéutica e seguranca podem ser testadas em um modelo animal
apropriado. Por exemplo, uma variedade de niodelos animais bem-
caracterizados existe para LSDs, por exemplo, como descrito aqui ou em
Watson et al. (2001) Methods Mol. Med. 76:383-403; ou Jeyakumar et al.
(2002) Neuropath. Appl. Neurobiol., 28:343-357 e ALS (vidé Tu et al. (1996)
P.N.A.S. 93:3155-3160; Roaul et al. (2005) Nat. Med. 11(4):423-428 e Ralph
et al. (2005) Nat. Med. 11(4):429-433).

Em camundongos experimentais, o volume total de solugdo de
AAV ¢ injetado por exemplo', entre 1 a 5 pl. Para outros mamiferos, incluindo
o cérebro humano, volumes e taxas de liberagdo sédo apropriadamente esca-
lonados. Por exemplo, foi demonstrado que os volumes de 150 pl podem ser
injetados seguramente no cérebro de primatas (Janson et al. (2002) Hum.
Gene Ther. 13:1391-1412). Tratamento pode consistir em uma injecdo sim-
ples por sitio alvo, ou pode ser repetido ao longo do trato de injecéo, se ne-

cessario. Sitios de inje¢do multiplos podem ser usados. Por exemplo, em
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algumas modalidades, além do primeiro sitio de administragdo, uma compo-
si¢gao contendo um vetor viral que carrega um transgene é administrada a outro
sitio que pode ser contralateral ou ipsolateral ao primeiro sitio de administragéo.
InjecOes podem ser simples ou multiplas, unilaterais ou bilaterais.

Prepara¢des de AAV de titulagdo alta podem ser produzidas usan-
do técnicas conhecidas na técnica, por exemplo, como descritas na Patente
dos Estados Unidos N° 5.658.776 e Viral vectors for gene Terapy: Methods
and protocols, ed. Machida, Human Press, 2003. |

Os exemplos a seguir fornecem modalidades ilustrativas da in-
vengao. Alguém versado na técnica reconhecerda as numerosas modifica-
¢Oes e variagbes que podem ser executadas sem alterar o espirito ou esco-
po da presente invengdo. Tais modificagdes e variagbes sdo abrangidas
dentro do escopo da invengdo. Os exemplos néo limitam a invencéo de for-
ma alguma.

Exemplos
Titulacao de Vetores Recombinvantes

TitulagOes de vetor de AAV foram medidas de acordo com nu-
mero de copia de genoma (particulas de genoma por mililitro). Concentra-
¢Oes de particula de genoma foram com base em Tagman® PCR do DNA de
vetor como previamente relatado (Clark et al. (1999) Hum. Gene Ther.,
10:1031-1039; Veldwijk et al. (2002) Mol. Ther., 6:272-278). Brevemente,
AAV-ASM purificado foi tratado com tampéo de digestao de capsideo (50
mM Tris-HCi pH 8,0, 1,0 mM EDTA, 0,5 % SDS, 1,0 mg/ml proteinase K) a
50°C durante 1 hora para liberar DNA do vetor. Amostras de DNA foram pos-
tas através de uma reagao em cadeia de polimerase (PCR) com preparado- -
res que anelam as sequéncias especificas no DNA do vetor, como a regiéo'
de promotor, transgene, ou a seqliéncia de poli A. Os resultados de PCR
foram depois quantificados por um software de Taqman}®'de Tempo Real,
como aquele fornecido pelo Perkin Eimer-Applied Biosystems (Foster City,
CA) Prism 7700 Sequence Detector System.

. Vetores que carregam um gene de marcador ensaiavel como o

gene de B-galactosidase ou de proteina fluorescente verde (GFP) podem ser
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titulados usando um ensaio de infecciosidade. Células suscetiveis (por e-
xemplo, células de HelLa ou COS) sao transduzidas com o AAV e um ensaio
€ executado para determinar a expressao de gene como tingimento de céiu-
las transduzida de vetor de B-galactosidase com X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopiranosideo) ou microscopia de fluorescéncia para células

transduzidas de GFP. Por exemplo, o ensaio é executado como segue: 4 x

10* células de Hela sdo banhadas em cada pog¢o de uma placa de cultura
de 24 pogos usando meios de crescimento normais. Apds ligacado, isto €,
aproximadamente 24 horas depois, as células sdo infetadas com Ad tipo 5 a
uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 10 e transduzidas com diluigdes
seriais do vetor empacotado e incubadas a 37°C. Um a trés dias depois, an-
tes dos efeitos citopaticos extensivos serem observados, o ensaio apropria-
do é executado nas células (por exemplo, tingimento de X-gal ou microsco-
'pia de fluorescéncia). Se um gene repérter como B-galactosidase for usado,
as células séo fixas em 2 % de paraformaldeido, 0,5 % de glutaraldeido e
tingidas para atividade de B-galactosidase usando X-gal. As diluigbes de ve-
tor que dao celulas bem separadas sé@o separadas. Cada célula positiva re-
presenta 1 unidade de transduc¢ao (tu) de vetor.

Expressao de Proteina Funcional Impede Prejuizo Motor em um Modelo de

Camundongo Terapeuticamente Relevante

Camundongos de ASMKO s&@o um modelo aceito de doenca de
Niemann-Pick dos tipos A e B (Horinouchi et al. (1995) Nat. Genetics 10:288-
293; Jin et al. (2002) J. Clin. Invest. 109:1183-1191; e Otterbach (1995) Cell
81:1053-1061). Doenca de Niemann-Pick (NPD) é classificado como uma
doenga de armazenamento lisossomal e € um distarbio neurometabdlico
herdado caracterizado por uma deficiéncia genética em acido esfingomieli-
nase (ASM; esfingomielina colinofosfoidrolase, EC 3.1.3.12). A caréncia de
proteina de ASM funcional resulta na acumulagao de substrato de esfingo-
mielina dentro dos lisossomas de neurénios e glios ao longo do cérebro. Isto
leva a formacdo de numeros grandes de lisossomas expandidos no pericari-
on que € uma caracteristica conspicua e o fenétipo celular priméario de NPD

do tipo A. A presenga de lisossomas expandidos correlata com a perda da
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funcado celular normal e um curso neurodegenerativo progressivo que leva a
morte do individuo afetado na infancia prematura (The Metabolic and Mole-
cular Bases of Iherited Diseases, eds. Scriver et al., McGraw-Hill, Nova lor-
que, 2001, pags. 3589-3610). Fendtipos celulares secundarios (por exemplo,
anormalidades metabdlicas adicionais) estao também associados a esta do-
enga, notavelmente a acumulacéo de nivel alto de colesterol no comparti-
mento lisossomal. Esfingomielina tem afinidade forte por colesterol que re-
sulta no sequestrando de quantidades grandes de colestérol nos lisossomas
de camundongos de ASMKO e pacientes humanos (Leventhal et al. (2001) J.
Biol. Chem. 276:44976-44983; Slotte (1997) Subcell. Biochem. 28:277-293:;
e Viana et al. (1990) J. Med. Genet. 27:499-504.) |

O experimento a seguir, avaliou a habilidade relativa dos vetores
de sorotipo AAV2/1, AAV2/2, AAV2/5, AAV2/7 e AAV2/8 recombinantes que
codificam ASM humana (hASM) para expressar proteina de hASM, corrigir
patologia de armazenamento de colesterol, sofref transporte, salvar células
de Purkinje, e iniciar restabelecimento funcional no camundongo de ASMKO
apos injecao unilateral dentro dos nucleos cerebelares profundos. Um grupo
adicional de camundongos de ASMKO recebeu inje¢des bilaterais no DCN
para avaliar se propagac¢ao/expressao de proteina de transgene melhorari-
am o restabelecimento funcional de comportamento.

Sessenta e seis camundongos (ASMKO) machos homozigotos (-
/-) modificadds para de acido esfingomielinase foram criados e dezesseis
controles machos de ninhada do tipo selvagem de jungbes de heterozigoto
(+/-). Camundongos foram genotipados por PCR seguindo o procedimento
descrito em Gal et al. (1975) N Engl J Med:293:632-636. Camundongos da
coldnia original foram retrocruzados com a cepa de C57/BI6. Os animais fo-
ram alojados sob ciclo 12:12 horas de luz/escuridao e supridos ad libitum
com alimento e agua. Todos os procedimentos foram executados sob um
protocolo aprovado pelo Institutional Animal Care and Use Committee.

Apos serem anestesiados com isoflurano, 0s camundongos (~7
semanas de idade) foram unilateralmente injetados nos nucleos cerebelares
profundos (A-P: -5,75 de bregma, M-L: -1,8 de bregma, D-V: -2,6 de dura,
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barra incisiva: 0,0) com um dos vetores de sorotipo de AAV a seguir
(n=8/vetor). AAV1-CMV-Bgal, AAV1-CMV-ASM, AAV2-CMV-ASM, AAVS5-
CMV-ASM, AAV7-CMV-ASM, e AAV8-CMV-ASM. Os vetores foram libera-
dos com uma seringa de 10 pl de Hamilton montada em uma bomba de se-
ringa a uma taxa de 0,5 pl/minuto em um total de 1,86 x 10'° particulas de
genoma por cerebro. O volume de injegéo final para cada vetor foi 4 pl. Uma
hora antes e vinte e quatro horas apds a cirurgia, os camundongos foram
dados cetoprofeno (5 mg/kg; SC) para analgesia.

Camundongos foram mortos 7 semanas pés-injegédo (14 sema-
nas de idade). Na hora do sacrificio, os camundongos foram sobre-dosados
com eutasol (150 mg/kg; IP) e rapidamente decapitados (n=5/grupo) ou
transcardialmente perfurados (n=3/grupo). Cérebros dos camundongos de-
capitados foram rapidamente removidos, congelados em nitrogénio liquido,
dissecados em 3 secgoes (hemisfério cerebral direitb, hemisfério cerebral es-
querdo & cerebelo) homogeneizados, e analisados para hASM por ELISA.
Cérebros e espinhas dorsais dos camundongos perfundidos foram proces-
sadas para expressao de proteina de ASM humavna, acumulacgao de coleste-
rol como detectado por tingimento de filipina e sobrevivéncia de célula de
Purkinje com tingimento de calbindina em segées d'e vibratona de 50 pm.
Camundongos de ASMKO que receberam injecdes bilaterais (~7 semanas
de idade) de AAV2/1-Bgal (n=8), AAV2/1-ASM (n=5), e AAV2/2-ASM (n=5)

foram sacrificados em 20 semanas de idade apds sofrer testagem de rotarod.

- Camundongos foram testados de rotarod de aceleragdo e de oscilagdo para

fungcdo motora no Smartrod (AccuScan) usando métodos conhecidos na téc-
nica. Métodos exemplares sdo reproduzidos em Sleat et al. (2004) J. Neu-
rosci. 24:9117-9126. As figuras 10 e 11 mostram graficamente os resultados
dos testes de rotarod como uma medi¢cdo de restabelecimento da fungéo
motora. _

O cDNA de ASM humana de comprimento total sob o controle do
promotor de citomegalovirus humano precocemente imediato (CMV), com
uma sequéncia de poliadenilacao de SV40, e um intron hibrido, foi clonado
em um plasmideo contendo ITRs de sorotipo de AAV2 (ITR de AAV2). Jin et
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al. (2002) J Clin Invest. 109:1183-1191. Vetores hibridos foram produzidos
através de transfecgdo tripla usando uma série de plasmideos auxiliares
contendo dominios de codificagdo de capsideo sorotipo-especificos além
dos genes de replicagdo do tipo de AAV2. Esta estratégia permite a embala-
gem de vetores de ITR de AAV2 em cada virion sorotipo-especifico Rabino-
witz, et al. (2002) J Virol. 76:791-801. Com este método o genoma recombi-
nante de hASM foi usado para gerar uma série de vetores de rAAV-hASM de
varios sorotipos incluindo AAV2/1, AAV2/2, AAV2/5, AAV2/7 e AAV2/8. Veto-
res de AAV recombinantes foram purificados através de cromatografia de
permuta idénica (Sorotipos 2/1, 2/2 e 2/5). O’'Riordan et al. (2000) J Gene Med
2: 444-54 ou centrifugagao de CsCl (sorotipos 2/8 e 2/7) Rabinowitz et al.
(2002) J. Urrol. 76:791-801. A titulagc@o final de particulas de virion de AAV-
ASM (particulas resistentes a DNase), foi determinada por PCR de TagMan
da sequéncia de CMV. Clark et al. (1999) Hum. Gene Therapy 10:1031-1039.

Anticorpos de ASM humano sao huménos especifico e nao rea-
gem cruzado com ASM de camundongo. Placas de Coster (Corning, NY)
9018 revestidas (100 pl/pogo) com anticorpo de ASM humana monocional
recombinante (rhASM) (2 pg/mi) diluido em 50 mM de tampao de carbonato
de sédio (pH 9,6) foram incubadas durante a noite @ 2-8°C. Anticorpo de
revestimento de excesso foi removido e diluente de bloqueio (KPL, Inc., MD)
foi adicionado por 1 h. @ 37°C. As placas foram lavadas com uma lavadora
de microplacé (Molecular Devices, CA) durante dois ciclos. Padrées, contro-
les e amostras diluidos em tampao de diluicdo padrao (PBS, 0,05 % Tween,
1 % HP-BSA) foram pipetados em duplicata e deixados incubar por 1 h @
37°C. As placas foram lavadas como descrito acima. Cem microlitros de an-
ticorpo de ASM humana biotinilado recombinante (rhASM) (diluido 1:20K em
tampao de diluicao padrao) foram adicionados a cada pogo, deixados incu-
bar por 1 h @ 37°C, e depois removidos com uma lavadora de microplaca.
Estreptavidina - HRP (Pierce Biotechnology, Inc., IL) diluido 1:10K foi depois
adicionada (100 pl/pogo) e deixada incubar por 30 min em temperatura am-
biente. As placas foram lavadas como descrito acima e depois incubadas
com SureBlue TMB (KPL, Inc., MD) durante 15 minutos @ 36-38°C. A rea-
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géb foi parada com solugao de interrup¢ao (KPL1 Inc., MD) e valores de ab-
sorbancia foram depois lidos a 450 nm com uma leitora de placa Spectra
Max 340 (Molecular Devices, CA). Andlise dos dados foi completada usando
software de Softmax Pro 4.3 (Molecular Devices, CA).

A concentragdo de proteina para cada amostra foi determinada
com um kit de ensaio de proteina de BCA (Pierce Biotechnology, Inc., IL)
usando albumina de soro bovino como padrao.

Camundongos foram transcardialmente perfurados com fixador
contendo 2 % paraformaldeido, 0,03 % glutaraldeido, 0,002 % CaCl, em 0,1
M tampao de acetato de sédio em pH 6,5, seguido por perfusdo com o
mesmo fixador em pH 8,5. Cérebros e espinhas dorsais dos camundongos
foram dissecados e pés-fixados durante a noite a 4°C em pH 8,5 fixados
sem glutaraldeido. Os tecidos foram lavados em 0,1 M tampéao de fosfato de
potassio, pH 7,4, embebidos em 3,5 % agar e cortados em sec¢bes sagitais
de 50 ym com um vibratome.

Cérebros e espinhas dorsais foram sagitalmente seccionados
em vibratome em intervalos de 50 pm. As se¢Oes foram processadas para
imunofluorescéncia com anticorpos primarios contra ASM humana (1:200).
As sec¢bes foram incubadas em 10 % de soro de jumento, 0,3% Triton X-100
em PBS durante 1 hora, seguido por incubacdao com ASM anti-humana de ca-
mundongo biotinilado em 2 % soro de jumento, 0,2 % Triton X-100 em PBS
durante 72 horas. Apds lavar, o sinal foi amplificado usando um kit de Amplifi-
cagao de Sinal Tyramide (PerkinElmer, Boston MA). Proteina de ASM hu-
mana foi visualizada com um microscépio fluorescente de Nikon, e imagens
foram capturadas com uma camera SPOT e software Adobe Photoshop.

Complexo de Filipin (Sigma, St., Louis, MO) foi diluido primeiro
em 100 % de metanol para uma concentragdo de matéria-prima de 1 mg/ml.
Solugdo de matéria-prima fica estavel durante 4 semanas a -20°C. Apds la-
var com PBS1 as se¢des foram incubadas na escuridao por trés horas em
uma solugao de filipin recentemente feita de 10 pg/ml em PBS. Secgdes fo-
ram depois lavadas trés vezes com PBS. Depdsitos de colesterol foram vi-

sualizados sob um filtro ultravioleta em um microscépio de fluorescéncia.
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Cérebros foram processados para imunofluorescéncia usando
anticorpos primarios direcionados contra a proteina ligadora de calcio, cal-
bindina. As seg¢0es foram lavadas com tampao de fosfato de potassio (KPB)
e depois enxaguadas com solu¢éo salina tamponada de fosfato de potassio
(KPBS). Secbes foram depois bloqueadas em 5 % soro de jumento, 0,25 %
Triton X-100 em KPBS para até 3 horas e depois incubadas em 5 % soro de
jumento, 0,2 % Triton X-100 e anti-calbindina de camundongo (1:2500, Sig-
ma, St., Louis, MO) em KPBS. As se¢bes foram enxaguadas com KPBS com
0,1 % Triton X-100 trés vezes apds 72 horas a 4°C. Anticorpo secundario,
CY3 de camundongo de anti-jumento (1:333, Jackson Immunoresearch La-
boratories, West Grove, PA) foi adicionado em KPBS + 0,1 % Triton X-_100
durante 90 minutos em temperatura ambiente. As se¢des foram lavadas com
KPB e depois montadas sobre l&minas revestidas com gel. As células cal-
bindina-positivas foram visualizadas sob epifonrescéncia. Para quantificar .
células de Purkinje do cerebelo, quatro se¢des cérebelares de rosto cheio,
medianas foram selecionadas de cada animal. Células de Purkinje calbindi-
na-imunopositivas foram vistas sob um microscépio fluorescente e os corpos
celulares foram contados em uma ampliagcdo de 20X. Cada lébulo foi conta-
do separadamente. Dois planos focais separados foram contados por I6bulo.
Apenas células no foco foram contadas para assegurar que nenhuma célula
foi contada duas vezes.

Segdes de vibratome de cinqlenta (50) pm foram processadas
primeiro para imunofluorescéncia com anticorpos dire.cionados contra ASM
humana, como descrito acima. As se¢des foram depois lavadas em PBS e
tingidas para colina acetiltransferase (ChAT; coelho policlonal, 1:500, Che-
micon International, Temecula, CA) com o protocolo esbogado acima para
calbindina. Ao invés de usar um anticorpo secundario de CY3, porém, FITC
de jumento-anticoelho (1:200, Jackson Immunoresearch Laboratories, West
Grove, PA) foi usado. O tingimento foi visualizado primeiro sob epifluores-
céncia e imagens posteriores foram adquiridas com um microscépio confocal.

- Tingimento de filipin foi quantificado como segue. Imagens em-

parelhadas de exposi¢ao foram capturadas - usando um microscépio de epi-
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fluorescéncia vertical de campo amplo Nikon E600 equipado com uma ca-
mera digital SPOT. O grupo de AAV2/1 - B-gal foi primeiro imageado, e a-
quela exposi¢éo foi usada para adquirir todas as imagens adicionais. Cada
imagem analisada representa um plano sagital mediano através do compri-
mento de cada meio-cérebro. Analise morfométrica foi executada com soft-
ware Metamorph (Universal Imaging Corporation). As imagens de AAV2/1 -
B-gal foram submetidas a limiares; uma vez estabelecido, 0 mesmo limiar foi
usado em todas as imagens. As regides a seguir foram selecionadas manu-
almente pelb usudrio e analisadas separadamente: cerebelo, pons, medula,
cérebro médio, cértex cerebral, hipocampo, tadlamo, hipotdlamo e estrato.
Intensidade integrada foi medida em cada regido, e todas as medi¢des (n =
3/grupo) de um grupo dado de animais foram usados para gerar médias. A re-
dugao em colesterol nos animais tratados foi depois calculada como o por cento
de diminuicao da inténsidade integrada comparada aos camundongos injeta-
dos sedados de B-gal. Inunomanchacéo de hASM positiva foi observada ao
longo do cerebelo (Tabela 1), pons, medula e espinha dorsal seguindo inje-
¢&o unilateral de AAV-ASM dentro dos nucleos cerebelares profundos.
Tabela 1

Areas com tingimento de hASM positiva como fungao de sorotipo
de AAV. * indica hASM positiva estava limite abaixo da detecgdo, mas corre-

¢ao de patologia de colesterol ainda ocorreu.

Estrutura | AAV1 | AAV2 | AAV5 | AAV7 | AAVS
nucleos cerebelares profundos | ++++ ++ +++ +++ | ++++
I6bulos cerebelares ++++ ++ +++ +++ | ++++
pontes ++ ++ ++ ++ +
medula + ++ ++ +++ +
espinha dorsal +++ 4+ ++ +
talamo * * * * *
hipotalamo | * * * * *
hipocampo * * * * *
estrato * * * * *
cortex cerebral . . . . .
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Dentro do cerebelo camundongos tratados com AAV2/1-ASM
tiveram o nivel mais difundido (isto é, propagacédo entre I6bulos dentro da
mesma segao sagital) de expressdo de hASM, enquanto que os camundon-
gos tratados com AAV2/2-ASM tiveram o nivel mais restringido de expressdo
de proteina de ASM humana. Expressdo de proteina de ASM humana em
camundongos tratados com AAV2/5-ASM, AAV2/7-ASM, e AAV2/8-ASM foi
intermediria entre estes dois grupos. Expansao mediana - lateral entre as
secOes sagitais foram maximas em camundongos tratados com sorotipos 1
& 8 e minimas sdo camundongos injetados com sorotipo 2. Sorotipos 5 & 7
iniciaram padrGes de propagag¢éo mediana - intermediéria entre os sorotipos
1 e 2. Cada camada do cerebelo (isto €, molecular, Purkinje e granular) foi
transduzida para cada sorotipo de AAV; porém, uma afinidade aumentada
para a camada molecular foi evidente para todos os sorotipos. Transducdo
de ceélula de Purkinje foi maxima em camundongos tratados com sorotipos 1
e 5. Camundongos injetados com sorotipo 7 tiverém 0 menor numero de cé-
lulas de Purkinje transduzidas. Camundongos tratados com sorotipo 8 tam-
bém tiveram poucas células de Purkinje transduzidas, mas tiveram menos
express@o de ASM dentro da camada granular quando comparada aos soro-
tipos 1, 2, 5 & 7. Células de Purkinje transduzidas com ASM pareciam ter
uma citoestrutura saudavel. Anélise quantitativa de Expressdo mediada por
AAV de proteina de hASM por ELISA em homogeneizados de tecido cerebe-
lar que suporia estes achados imunoistoquimicos. Camuhdongos injetados
com sorotipos 1 e 8 demonstraram significativamente (p < 0,0001) niveis de
proteina de hASM de cerebelo mais altos quando comparados a todos os
outros camundongos. Niveis de hASM cerebelar de camundongos injetados
com sorotipos 2, 5, & 7 ndo estavam acima dos niveis de WT (isto é base).
Como ASM humana esperada ndo foi detectada em camundongos do tipo
selvagem - o anticorpo de hASM usado no ELISA é humano especifico.

Uma auséncia de proteina de ASM funcional resulta em acumu-
lagao lisossomal de esfingomielina, e defeitos metabdlicos secundarios sub-
sequentes como trafico de colesterol anormal. Sarna et al. Eur. J. Neurosci.
13:1873-1880 e Leventhal et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:44976-4498. A-
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cumulo de colesterol livre no cérebro de camundongo de ASMKO é visuali-
zado processando filipin, uma molécula autofluorescente isolada de strep-
tomyces filipinensis. Cérebros de camundongo do tipo selvagem nio tingem
positivamente para filipin. Em todos camundongos tratados com AAV (com
excegao para AAV2/1-Bgal) liberagdo de tingimento de filipin (Tabela 2) so-

breposta com areas que foram positivas para imunomanchagdo de hASM

indicando que cada vetor de sorotipo € capaz de gerar um produto de trans-
gene funcional. '
Tabela 2 _

Por cento de Redugédo em liberagao de Filipin (isto é, colesterol)
quandd comparado aos camundongos de ASMKO tratados com AAV-Bgal
em regides do cérebro selecionadas seguindo inje¢ao intracerebelar de soro-
tipos de AAV diferentes (n=3/sorotipo; 2/1, 2/2, 2/5, 2/7, e 2/8) codificando
para ASM humana nos ntcleos cerebelares profundos de camundongos de
ASMKO.

2/1 2/2 25 |om 2/8
Cerebelo 96,54+ |9385+ |8675+ |9647+ |9912%+
2,14 1257 | 9,58 1,93 0,66
Cérebro 96,72+ |53,08+ |6588+ |7339+ |91,10%
intermediario | 1,73 2289 2453 |2239  |0,105
Pontes 91,31+ |50,07+ |7096+ |93,15+ |9672+
- 580  [2126 |2560 |3120 |10
Medula ~  |9329+ |8846+ |[81,55+ |8073+ |97,40+
) 6,22 3,04 17,31 14,99 | 1,60
Talamo 48,88+ [4121+ 3486+ |4844+ |77,03+
2525  |27.35 16,67 |2865 | 12,08
Hipotdlamo |82,81+ |86,96+ |8846+ |8295+ |99,68+
1014|1293  |590 1146 | 0,31
Cortex 2760+ |7362+ |5565+ |7697+ |9830%
2475  |149 28,89  |1427 |o0,34
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Como previamente demonstrado por (Passini et al. (2003) em
"Society for Neuroscience" New Orleans, LA), liberacdo de filipin também
ocorreu em areas anatomicamente conectadas com o sitio de inje¢do, mas
esta n&o tinja positivamente para hASM. Andlise de MetaMorph indicou que
uma redugao de tingimento de filipin ocorreu ao longo do eixo geométrico
caudal rostral inteiro. No cerebelo e tronco cerebral e filipin foi maximamente
reduzida em camundongos tratados com AAV2/1-ASM e AAV2/8-ASM, en-
qguanto que nos camundongos de diencéfalo e de cértex cerebral injetados
com AAV2/8-ASM teve o melhor nivel geral de liberagao de filipin (Tabela 2).
Nao obstante, estes resultados indicam que o nivel de hASM requerido para
corrigir patologia de armazenamento de colesterol é o camundongo de
ASMKO CNS é minimo (isto é, abaixo do limite de detecgdo de imunofluo-
rescéncia de hASM).

Estudos histoldgicos indicam que o cerebelo de camundongo de
ASMKO sofre deterioragao rapida. Mais especiﬁc‘a.mente, células de Purkinje
progressivamente morrem entre 8 e 20 semanas de idade (Sarna et al.
(2001) Eur. J. Neurosci. 13:1813-1880 e Stewart et al. (2002) em "Society for
Neuroscience", Orland, FL). Calbindina é um fabricante de célula de Purkinje
amplamente aceito. Tingimento positivo de calbindina em camundongos tra-
tados com AAV-ASM sugeriu que expressdo medida por AAV de hASM é
terapéutica. No geral, nossos resultados indicam que expressdao mediada
por AAV de hASM no cerebelo impede morte de células de Purkinje no ca-
mundongo de ASMKO (Tabela 3). Como sobrevivéncié de célula de Purkinje
esperada nao ocorreu nos I6bulos IV/V; camundongos foram injetados em 7
semanas de idade e antes de 8 semanas a maior parte destas células ja ti-
nham morrido. Sobrevivéncia de célula de Purkinje nos I6bulos IV/V foi ma-
xima em camundongos tratados com sorotipo 1. No I6bulo VI nenhuma so-
brevivéncia de célula de Purkinje significativa foi observada em camundon-
gos tratados com AAV. No Iébulo VIl apenas camundongos tratados com
sorotipo 5 mostraram sobrevivéncia de célula de Purkinje significativa. No
I6bulo VIII novamente camundongos tratados com sorotipo 5 como também

sorotipo 2 mostraram sobrevivéncia de célula de Purkinje significativa. Nos
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l6bulos 1X e X ndo houve nenhuma diferenga significativa entre os camun-
dongos de WT e de KO (ou entre camundongos tratados com AAV) em con-
tagens de célula de Purkinje. Isto foi esperado, porque em 14 semanas de
idade (isto é, idade de sacrificio) células de Purkinje nestes Iébulos ainda

séo viaveis em camundongos de ASMKO. Ao longo de todos os Iébulos, so-

‘brevivéncia de célula de Purkinje foi maxima em camundongos tratados com

sorotipos 1, 2, & 5 e minima em camundongos tratados com sorotipos 7 & 8.
Tabela 3

Contagem de célula de Purkinje nos Iébulos cerebelares I-X em
camundongos WT e de ASMKO seguindo injegao intracerebelar de sorotipos
de AAV diferentes (n=3/sorotipo; 2/1, 2/2, 2/5, 2/7, e 2/8) codificando para
ASM humana nos nucleos cerebelares profundos de camundongos de
ASMKO. Numeros que aparecem em italico séo significativamente diferentes
dos camundongos de KO (isto é, camundongos tratados com AAV2/1-Bgal)
p < 0,01.

2/1 2/2 2/5 217 2/8 KO wWT

M | 742+ |45+ 940z |1233+ |1+916 |58+ |113+
9,80 10,58 | 11,59 | 10,58 11,59 | 10,58

M |1242+ 11,33+ [2680+ |1533+ |98+ |2+965 |14750+
1032 (11,14 |1221 |114  [12.21 11,14

IV/V | 6057+ | 365+ |27,80+ |2966+ |68+ |8+1616 22066+
1728  |1867 |2045 |1867 |2045 18,67

VI |6114% |275+ |7220+ |31,16+ |38+ |685+ |121,16%
1121|1211 1326 |1211  |1326 |1048 | 12,11

VIl |1742+ |37,66+ |4060+ |533+ |02t |1737+ |37,16+
415 449 |a91 449 | 495 388  |4,49

VIl 4414+ |4866+ |8280+ [11,33+ |1840+ |3512+ |103.33+
1075 1162|1273 |1162 |1273 |1006 | 11,62

IX |12628+|102,66+ | 136,40+ | 60,16+ | 8440 +|108,0 +| 144+
1917|2071 |2268 [2071 |2268 |17.93 |2071

X |8985+ |7683+ |9380+ |4816+ |64,80+ |87+ |8666+
1254  |1355 [1484 |1355 [1484 |11,73 |1355
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No teste de rotarod de aceleragdo camundongos unilateraimente
injetados com AAV2/1-ASM e AAV2/8-ASM demonstraram uma laténcia sig-
nificativamente mais longa (p < 0,0009) para cair que os camundongos de
ASMKO injetados com AAV2/1-Bgal. Camundongos injetados com sorotipo
AA2/1-ASM nao foram significativamente diferentes dos camundongos do
tipo selvagem. Camundongos injetados com AAV2/2-ASM e AAV2/5-ASM
mostraram uma tendéncia para uma laténcia mais longa de cair que os ca-
mundongos de ASMKO injetados com AAV2/1-Bgal; enquanto que, camun-
dongos injetados com AAV2/7-ASM nao. Para o teste de rotarod de oscila-
¢ao, apenas camundongos injetados com AA2/1-ASM demonstraram uma
laténcia significativamente mais longa (p < 0,0001) para cair que os camun-
dongos injetados com M2/1-Bgal. Neste caso aqueles camundongos do tipo
selvagem desempenharam-se significativamente melhores que os camun-
dongos injetados com AA2/1-ASM. Camundon'gos de ASMKO que recebe-
ram injecao bilateral ou AAV2/1-ASM ou AAV2/2-ASM desempenharam-se
significativamente melhores (p < 0,001) que os camundongos de ASMKO
tratados com AAV2/1-Bgal pelds testes de aceleragao e oscilagdo. Camun-
dongos bilateralmente injetados de AAV2/1-ASM desempenharam-se com-
paravelmente aos camundongos do tipo selvagem para ambos os testes.

Um. modo para determinar se hASM gerado por AAV é funcio-
nalmente ativo dentro do ASMKO CNS é para avaliar sua influéncia em pato-
logia de armazenamento de colesterol - um defeito metabdlico secundario de
doenga de NPA. Em todos os camundongos tratadosAcom AAV (com exce-
¢ao para AAV2/1-Bgal) corregao de patologia de armazenamento de coleste-
rol sobreposta com areas que foram positivas para imunotingimento de
hASM indicando que cada vetor de sorotipo é capaz de gerar um produto de
transgene funcional. Como previamente demonstrado, corregdo de correcdo
de metabolismo de colesterol anormal também ocorreu em areas anatomi-
camente conectadas com o sitio de injecdo, mas também em regides que |
nao tingiram positivamente para hASM, sugerindo que o nivel de hASM re-
querido para corre¢ao de patologia de armazenamento de colesterol é mini-

mo. Consistente com estes resultados histoquimicos e bioquimicos de hASM,
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os 'camundongos tratados com sorotipos 1 e 8 demonstraram uma redugéo
notavel em patologia de armazenamento de colesterol. Camundongos trata-
dos com sorotipos 2, 5, & 7 também mostraram uma redugdo em patologia
de armazenamento de colesterol, mas ndo na mesma proporg¢do que os ca-
mundongos tratados com sorotipos 1 & 8.

Modelo Terapeuticamente Relevante de Esclerose Lateral Amiotrofica (ALS).

Esclerose lateral amiotréfica (ALS) € uma doenga neurodegene-
rativa fatal que é caracterizada por uma perda seletiva dos neurdnios moto-
res no cortex, tronco cerebral e espinha dorsal. Progressao da doenga pode
conduzir a atrofia de membros, musculos axiais e respiratérios. Morte celular
dos neurdnios motores € acompanhada por gliose reativa, anormalidades de
neurofilamento, e uma perda significativa de fibras mielinadas grandes nos
tratos corticoespinhais e raizes ventrais ®. Embora a etiologia de ALS seja
muito pouco entendida, evidéncias cumulativas indicam que ALS esporadico
(SALS) e familial (FALS) compartilham muitas caracteristicas patolégicas
similares; desse modo, fornecendo uma esperanga que o estudo de qual-
quer forma conduzird a um tratamento comum ’. FALS responde por apro-
ximadamente 10 % dos casos diagnosticados destes 20 % sdo dominante-
mente associados as mutagoes herdadas em Cu/Zh superdxido dismutase
(SOD1) 8 Camundongos transgénicos que expressam proteina de SOD1
humana mutante (por exemplo, camundongos de SOD1%%4) recapitulam mui-
tas caracteristicas patoldgicas de ALS e sdo um modelo animal disponivel para
estudo ALS °. Para SALS, uma miriade de mecanismos patolégicos foi impli-
cada como a causa subjacente, incluindo excitotoxicidade induzida por glu-
tamato, exposicdo a toxinas, disfungdo de proteassoma, dano mitocondrial,
desorganizagdo neurofilamentar e perda de suporte neurotrofico "',

Até agora ndo ha nenhuma terapia eficaz para o tratamento de
ALS. Fatores neurotréficos como fator-1 de crescimento de insulina (IGF-1)
foi investigado extensivamente por sua utilidade potencial no tratamento de
ALS. Liberagao intracraniana de vetores virais (que sdo capazes de trans-
porte axonal) as regides do CNS, que é interconectada com o tronco cere-

bral e neurénios motores espinhais, fornece um meio de administrar terapéu-
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ticas potenciais, como IGF-1, as areas que seriam do contrario dificeis de
alvejar através de meios da técnica anterior.

Sem estar limitado pela teoria, pode ser que estas regides alve-
jadas ndo necessariamente necessitardo ter conexdes diretas com neurd-
nios motores; ou seja, pode ser suficiente para estas regides alvejadas ter
conexdes diretas com as células (por exemplo, interneurdnios e astrécitos)
que meramente compdem o ambiente celular do neurénio motor. Esta supo-
sicao é suportada por estudos em camundongos quiméricos que sao mistu-
ras de células normais e expressando mutante de SOD1. Estes experimen-
tos mostraram que as células ndo-neuronais que nio expressaram SOD1
mutante tardaram a degeneracao e significativamente estendem a sobrevi-
véncia dos neurdnios motores de expressdo de mutante 3. Além disso, ex-
perimentos adicionais demonstraram que as células que compdem o ambi-
ente celular de um neurénio motor (por exemplo, astrécitos e microglia) sdo
fontes importantes de fatores neurotréficos, e déno a estas células (como
ocorre patologicamente em ALS) foi sugerido ser um dos fatores subjacentes
que contribuem para a degeneragdo dos neurdnios motores .

Uma regido do CNS que é provavel suportar o transporte de um
vetor viral terapéutico e/ou proteina expressa para o ambiente celular dos
neurdnios motores s&o os nucleos cerebelares profundos (DCN) do cerebelo.
O DCN tem conexdes aferentes e eferentes extensivas tanto com o tronco
cerebral como com a espinha dorsal (vide figura 1) '*'°. Alvejamento do
DCN em um modelo de camundongo de doenga neurometabdlica com veto-
res virais capazes de transporte axonal resultou na detecgédo da proteina de
transgene no tronco cerebral e espinha dorsal %°. De forma interessante a
proteina de transgene foi detectada em células que foram tanto positivas
como negativas para colina acetiltransferase (ChaT), um marcador de neu-
rénio motor.

Sobre-expressédo das mutacdes de gene de superdxido dismuta- |
se-1 (SOD1) em camundongos e ratos recapitulam as caracteristicas clini-
cas e patoldgicas de ALS em humanos. Compostos ativos em retardar os

sintomas neste modelo foram mostrados ser predicativos para eficacia clini-
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ca em pacientes com ALS, e sdo portanto um modelo terapeuticamente rele-

-vante desta doenca. Tais modelos de camundongo foram previamente des-

critos em Tu et al. (1996) P.N.A.S. 93:3155-3160; Kaspar et al. (2003) Sci-
ence 301 :839-842; Roaul et al. (2005) Nat. Med. 11(4):423-428 e Ralph et al.
(2005) Nat. Med. 11(4):429-433.

Portanto, os experimentos atuais buscaram investigar a influén-
cia de liberagao de DCN bilateral de AAV-IGF-1 na progressdo de doenga
em camundongos de SOD1G93A sintomaticos (isto é, 90 dias de idade).
Especificamente, as metas primarias foram determinar se a liberacdo de
AAV-IGF-1 resultou em (1) liberagdo de vetor e/ou proteina para o tronco
cerebral e espinha dorsal; (2) uma redugdo em neuropatologia no tronco ce-
rebral e espinha dorsal; (3) melhoria na fungdo de comportamento motor: e
(4) uma extensao significativa de periodo de vida. Os resultados indicam que
a injegao de vetores virais para regides do CNS que sdo interconectadas
com o tronco cerebral e espinha dorsal é um método viavel para liberar
transgenes terapéuticos . potenciais ao tronco cerebral e a espinha dorsal.
Além disso, nossos resultados suportam o desenvolvimento de terapias que
s&o projetadas para tratar degeneragio de neurdnio motor através de modi-
ficagcdo de seu ambiente celular.

Dois estudos foram executados no SOD1 de G93A (camundon-
go de SOD1G93A mutante, referido aqui ao camundongo de SOD1). Este
modelo mimetiza exatamente ALS humana. Ha degeneragdo de neurdnio
motor progressiva com déficits motores dos membros traseiros que apare-
cem por volta de 90 dias de idade no camundongo. Morte ocorre por volta de
120 - 122 dias. Cada estudo teve quatro grupos de tratamento: 1) camun-
dongos receberam sordtipo'de AAV 1 codificando para IGF-1 (AAV1-IGF-1);
2) camundongos receberam sorotipo de AAV 1 codificando para proteina
fluorescente verde (AAV1-GFP); 3) camundongos receberam sorotipo de
AAV 2 codificando para IGF-1 (AAV2-IGF-1); e 4) camundongos receberam
sorotipo de AAV 2 codificando para proteina fluorescente verde (AAV2-GFP).

Sem estar limitado pela teoria, IGF-1 é uma proteina terapéutica

para o tratamento de ALS devido a suas muitas agdes em niveis diferentes
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de neuraxia (vide Dire et al., Tends Neurosci, 1997, 20:326-331). No cérebro:
€ suposto reduzir apoptose neuronal e glial, proteger neurdnios contra toxici-
dade induzida por ferro, colquicina, desestabilizantes de célcio, peréxidos e
citocinas. Isto é também suposto modular a liberagéo de acetilcolina de neu-
rotransmissores e glutamato. E também suposto induzir a expressao de neu-
rofilamento, tublina e proteina basica de mielina. Na espinha dorsal: IGF-1 é
suposto modular atividade de ChaT e atenuar perda de fenétipo colinérgico,
intensificar brotamento de neurénios motorés, aumentar mielinagao, inibir
desmielinagao, estimular proliferagdo de neurdnios motores e diferenciacdo
de celulas precursoras, e promover divisdo, maturagdo, e crescimento de
células de Schwann. No musculo: IGF-1 é suposto induzir formagao de a-
grupamento de receptor de acetilcolina na jungdo neuromuscular e aumentar
fungao neuromuscular e resisténcia muscular. Neste experimento, a forma
de IGF-1Ea da proteina foi utilizada.

Proteina fluorescente verde foi utilizada como uma proteina de
controle que também permitiu a visualizagdo de expressdo mediada pela
injec@o dos vetores de AAV.

Noventa dias ap6s nascimento, camundongos de SOD1 foram
bilateralmente injetados no DCN com os vetores de AAV recombinantes. Em
um estudo, a dose foi aproximadamente 2,0 e 10 gc/ml injetados por sitio.
Certos camundongos foram sacrificados aproximadamente 110 dias apds
nascimento e seus cérebro e espinha dorsal foram analisados por tingimento
de GFP, expressdo de IGF-1 por meio de imunoistoquimica, expressdo de
IGF-1 por meio de ELISA, expressao de IGF-1 por meio de TA-PCR, locali-
zagao de ChaT por meio de imunoistoquimica, expressdo de proteina acidi-
ca fibrilar glial (GFAP), contagem de neurénios motores, testagem funcional
(oscilagéo e aceleragé@o) no rotarod como descrito acima, resisténcia ao a-
perto dos membros dianteiros e membros traseiros usando um medidor de
resisténcia ao aperto, e sobrevivéncia.

Um "evento de morte" foi entrado quando os animais ndo pude-
ram mais "endireita-se" dentro de 30 segundos apds o animal ter sido deita-

do de costas, ou os animais foram encontrados mortos pelos técnicos de
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cuidado do animal. Classificagdo de "evento de morte" foi executada por 2
individuos com o grupo do animal (GFP vs. IGF-1 que é cego) no tempo de
avaliacao.

GFP foi detectado no tronco cerebral e ao longo de cada divisdo
da espinha dorsal seguindo liberacao bilateral de um vetor de expresséo de
GFP de AAV para os nucleos cerebelares profundos (DCN) (vide figuras 13
e 14). A figura 22 mostra distribuicdo de GFP dentro do cérebro do camun-
dongo. Além do DCN, tingimento positivo de GFP foi também observado nos
bolbos olfatorios, cortex cerebral, tdlamo, tronco cerebral, cortex cerebelares
e espinha dorsal. Todas estas areas ou recebem proje¢des e/ou enviaram
projegoes ao DCN. Além disso, fibras e/ou células positivas de GFP foram
observadas em proximidade as ceélulas positivas de ChaT.

MRNA de IGF-1 foi detectado no tronco cerebral e em cada divi-
sdo da espinha dorsal em camundongos tratados com AAV1-IGF-1 ou A-
AV2-IGF-1 que demonstram que o vetor sofreu transporte retrogrado (vide
figura 18). Proteina de IGF-1 foi detectada no tronco cerebral e na espinha
dorsal em camundongos tratados com AAV1-IGF-1 ou AAV2-IGF-1. Uma
redugdo no tingimento de GFAP nos nicleos oromotores (por exemplo, o
nucleo motor trigeminal, nucleo facial e nicleo hipoglossal) e em cada divi-
sdo da espinha dorsal foi observada em camundongos tratados com AAV1-
IGF-1 ou AAV2-IGF-1 (vide figuras 15-17). GFAP é um marcador de gliose
que é uma marca patolégica de ALS. Liberagdo de AAV1-IGF-1 ou AAV2-
IGF1 conduziram a melhoria funcional significativa nas tarefas de rotarod e
de resisténcia ao aperto (vide figura 20). Liberacdo de AAV-IGF-1 AAV2-
IGF1 também significativamente estenderam o periodo de vida do camun-
dongo de SOD1 (vide figura 21 onde sobrevivéncia mediana éumentou para
133,5 ou 134 dias em camundongos tratados com AAV-IGF-1 quando com-
parado a 121 ou 120 dias em camundongos tratados com AAV-GFP). Figura
19 ilustra que liberagdo de DCN de AAV-IGF-1 promoveu a sobrevivéncia de
neurc“)nioé motores. A diferenga entre os camundongos tratados com AAV
que codifica para IGF-1 quando comparada a liberagdo de DCN de AAV que

codifica para GFP € estatisticamente significativa para um valor p = 0,01
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como indicado pelo asterisco.

| Independente do sorotipo, tratamento de AAV-IGF-1 significati-
vamente . promoveu sobrevivéncia de neurénio motor, desempenho motor
melhorado em testes de rotarod e resisténcia ao aperto, e periodo de vida
significativamente estendido. Expressédo de IGF-1 foi detectada ao longo do
tronco cerebral e da espinha dorsal usando PCR e ELISA.

O relatério descritivo € completamente entendido levando em
conta os ensinamentos das referéncias citadas dentro do relatério descritivo.
As modalidades dentro do relatdrio descritivo fornecem uma ilustragdo das
modalidades da invengdo e nao deveriam ser interpretadas para limitar o
escopo da invengdo. O artesdo versado reconhece facilmente que muitas
outras modalidades sdo abrangidas pela invengdo. Todas as publicacdes,
patentes, e sequéncias bioldgicas citadas nesta descri¢cao sao incorporadas
por referéncia em sua totalidade. A medida que o material incorporado por
referéncia contradiz ou é incompativel com o presente relatério descritivo, o
presente relatério descritivo substituira qualquer tal material. A citagao de
qualquer referéncia aqui ndo é uma admissdo que tais referéncias sejam
técnica anterior a presente invencgao.

A menos que do contrario indicado, todos os numeros que ex-
pressam quantidades de ingredientes, cultura de células, condigdes de tra-
tamento, e assim sucessivamente usados no relatério descritivo, incluindo
reivindicacdes, sao para ser entendidos como sendo modificados em todas
as circunstancias pelo termo “cerca de". Conseqlentemente, a menos que
diferentemente indicado ao contrario, os pardmetros numéricos sdo aproxi-
magoes e podem muito dependendo das propriedades desejadas buscadas
ser obtidos pela presente invengdo. A menos que do contrario indicado, o
termo "pelo menos" precedendo uma série de elementos é para ser entendi-
do para referir a cada elemento na série. Aqueles versados na técnica reco-
nhecerao, ou ser@o capazes de averiguar usando experimentacdo mais que
rotineiras, muitos equivalentes as modalidades especificas da invengéo des-
critas aqui. Tais equivalentes sédo intencionados ser abrangidos pelas reivin-

dicagdes a seguir.
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REIVINDICACOES

1. Método compreendendo administrar um vetor viral neurotrépi-
co recombinante compreendendo um transgene a pelo menos uma regido da
regido dos nucleos cerebelares profundos do cérebro, em que a dita admi-
nistragdo esta sob condi¢cbes que favorecem a liberagdo do produto de
transgene a espinha dorsal e/ou tronco cerebral.

2. Método compreendendo administrar um vetor viral neurotrépi-
co recombinante compreendendo um transgene a regiao do cértex motor do
cérebro, em que a dita administragio esta sob condi¢des que favorecem a
liberagao do produto de transgene a espinha dorsal.

3. Método para liberar um transgene a um neurénio motor em
um individuo, compreendendo administrar um vetor viral neurotrépico re-
combinante compreendendo o dito transgene a pelo menos uma regido da
regido dos nucleos cerebelares profundos do cérebro, em que o dito trans-
gene € expressado ou liberado em um neurdnio motor distal ao dito sitio de
administragao.

4. Método para liberar um transgene a um neurdnio motor em
um individuo, compreendendo administrar um vetor viral neurotrépico com-
preendendo o dito transgene & regido do cértex motor do cérebro, em que o
dito transgene é expressado ou liberado a um neurénio motor distal ao dito
sitio de administracao.

5. Método para tratar um disturbio de neurbnio motor em um in-
dividuo, compreendendo administrar um vetor viral neurotrépico recombinan-
te compreendendo um transgene terapéutico'a pelo menos uma regido da
regido dos nucleos cerebelares profundos do cérebro, em que o produto'de
transgene é liberado em uma quantidade terapeuticamente eficaz a pelo
menos uma subdivisao da espinha dorsal e/ou pelo menos uma divisdo do
tronco cerebral.

6. Método para melhorar os sintomas de um distﬂrbio de neur6-
nio motor em um individuo, compreendendo administrar um vetor viral neuro-
tropico recombinante compreendendo um transgene terapéutico a regido do

cortex motor do cérebro, em que o produto de transgene é liberado em uma-
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quantidade terapeuticamente eficaz a pelo menos uma subdivisdo da espi-
nha dorsal.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
em que o dito vetor viral neurotrépico é um vetor viral adeno-associado (AAV).

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
em que o dito vetor viral neurotrépico € um vetor viral adeno-associado, se-
lecionado de um grupo que consiste em AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5,
AAV6, AAV7, e AAVS. |

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1, 3
ou 5, em que a dita regiao da regido dos nucleos cerebelares profundos do
cérebro é selecionada do grupo que consiste na regido mediana, regiéo in-
terposta e na regiao lateral.

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
6, em que a dita liberagdo ¢é bilateral.

11. Método de acordo com a reivindicégéo 5 ou 6, em que a dita
subdivisdo de espinha dorsal é selecionada do grupo que consiste na subdi-
visdo cervical, na subdivisdo torécica, na subdivisdo lombar, e na subdivisdo
sacra.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 5 ou 6, em que o dito
transgene € liberado a todas as subdivisdes da espinha dorsal.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, em que pelo me-
nos uma das ditas multiplas administragbes ¢ bilateral.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
6, em que o dito transgene é selecionado do grupo que consiste em fator-1
de crescimento de insulina (IGF-1), calbindina D28, paralbumina, HIF1-alfa,
SIRT-2, VEGF, SMN-1, SMN-2 e CNTF (Fator neurotréfico ciliar). |

15. Método de acordo com a reivindicagdo 6, em que a expres-
sao do dito transgene alivia os sintomas de um disturbio neuronal motor se-
lecionado do grupo que consiste em esclerose lateral amiotréfica (ALS), es-
clerose lateral primaria (PLS), atrofia muscular bulbar espinhal, ataxia cere-
belar espinhal, atrofia muscular espinhal, e lesdo traumatica de espinha dor-
sal.



16. Método de acordo com qualquer uma das reivindica¢des 1 a
6, em que o dito individuo é um paciente humano.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
6, em que o dito transgene expressa uma quantidade terapéutica de uma
proteina selecionada do grupo que consiste em fator-1 de crescimento de
insulina (IGF-1), EPO (eritropoietina), CBP (proteina de ligagcdo de proteina
ligadora de elemento de resposta de cAMP [CREB]), calbindina D28, paral-
bumina, HIF1-alfa, SIRT-2, VEGF, SMN-1, SMN-2 e CNTF (fator neurotréfico
Ciliar).
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RESUMO
Patente de Invencdo: "TERAPIA DE GENE PARA DISTURBIOS DE ESPINHA
DORSAL". _

A presente invengao refere-se a métodos e composi¢des para
tratar disturbios ou lesdes que afetam a fungdo motora e controle em um
individuo. Em um aspecto, a invengéo fornece um método para liberar um
transgene a espinha dorsal de um individuo administrando um vetor viral
neurotropico recombinante contendo o transgene. O. vetor viral libera o]
transgene a uma regido da regido dos nucleos cerebelares profundos do
cérebro. Também fornecidos sdo composicdes e métodos para liberar um
transgeﬁe a espinha dorsal de um individuo administrando um vetor viral
neurotrépico recombinante contendo o transgene & regido do cértex motor

do cérebro do individuo.
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