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DESCRIPCION
Constructos y procedimientos de terapia génica para el tratamiento de la pérdida de audicién

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

En la presente solicitud se reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de EE.UU. No. 62/472,790, presentada
el 17 de marzo de 2017, y la Solicitud Provisional de EE.UU. No. 62/531,522, presentada el 12 de julio de 2017.

CAMPO DE LA DIVULGACION

Se divulgan composiciones farmacéuticas y procedimientos Utiles en el tratamiento y/o prevencién de la pérdida
de audicién y la sordera causadas por mutacién genética del gen TMPRSS3 o del gen LOXHDA1.

ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION

La pérdida de audicion es el déficit sensorial mas comudn en los seres humanos. De acuerdo con las estimaciones
de 2012 sobre la magnitud de la pérdida de audicién discapacitante publicadas por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), hay 360 millones de personas en todo el mundo que viven con pérdida de audicién discapacitante
(328 millones de adultos y 32 millones de nifios) y el 89% (o 322 millones) de esas personas residen en paises de
bajos ingresos (Estimaciones mundiales de la OMS sobre la prevalencia de la pérdida auditiva; Mortality and
Burden of Diseases and Prevention of Blindness and Deafness, WHO 2012).

Actualmente no existen agentes terapéuticos aprobados para prevenir o tratar la pérdida de audicién o la sordera.
La opcidn de tratamiento actual para las personas con pérdida de audicién discapacitante es el implante coclear.
El implante coclear es un procedimiento frecuente con un elevado coste sanitario asociado, mas de 1.000.000 de
délares de coste de por vida por paciente (Mohr PE, et al. (2000). The societal costs of severe to profound hearing
loss in the United States; Int J Technol Assess Health Care; 16(4):1120-35).

La demanda actual de implantes cocleares supera la oferta. El ritmo de produccion de unidades de implante coclear
fabricadas es de 50.000 unidades cada afio. Teniendo en cuenta las tasas de natalidad actuales y la incidencia y
prevalencia de la pérdida de audicién discapacitante en recién nacidos, se necesitan 134.000 implantes cocleares
al afio para proporcionar 1 implante coclear a cada nifio afectado. Esta cifra aumenta si se incluyen los pacientes
que necesitan implantes cocleares bilaterales (2).

El coste de por vida de un implante coclear es prohibitivo para la mayoria de las personas y, en particular, para las
que viven fuera de los paises desarrollados, donde reside la mayoria de las personas con pérdida de audicidén
discapacitante. Se necesitan opciones terapéuticas que ofrezcan alternativas rentables a los implantes cocleares,
especialmente para las personas que viven fuera de los paises desarrollados.

Més del 50% de las sorderas prelinguales son genéticas, es decir, hereditarias (Centers for Disease Control and
Prevention- Genetics of Hearing Loss). La hipoacusia y la sordera hereditarias pueden ser conductivas,
neurosensoriales 0 una combinacién de ambas; sindrémicas (asociadas a malformaciones del oido externo u otros
6rganos o a problemas médicos que afectan a otros sistemas organicos) o no sindrémicas (sin anomalias visibles
asociadas del oido externo ni problemas médicos relacionados); y prelinguales (antes de que se desarrolle el
lenguaje) o postlinguales (después de que se desarrolle el lenguaje) (Richard JH Smith, MD, A Eliot Shearer,
Michael S Hildebrand, PhD, y Guy Van Camp, PhD, Deafness and Hereditary Hearing Loss Overview,
GeneReviews Initial Posting: 14 de febrero de 1999; Ultima revisién: 9 de enero de 2014. Méas del 70% de las
pérdidas de audicién hereditarias no son sindrémicas. Los diferentes loci génicos de la sordera no sindrémica se
designan DFN (por DeaFNess). Los loci se nombran con base en el modo de herencia: DFNA (autosdmica
dominante), DFNB (autosémica recesiva) y DFNX (ligada al cromosoma X). El ndimero que sigue a las
designaciones anteriores refleja el orden de cartografia y/o descubrimiento de los genes. En la poblacién general,
la prevalencia de la pérdida de audicién aumenta con la edad. Este cambio refleja el impacto de la genética y el
medio ambiente y las interacciones entre los desencadenantes ambientales y la predisposicién genética de un
individuo.

La pérdida auditiva neurosensorial (SNHL) es la enfermedad neurodegenerativa mas comun en humanos y
actualmente no existen intervenciones farmacolégicas aprobadas. La SNHL puede estar causada por trastornos
genéticos, asi como adquirida a través de lesiones tales como traumatismos sonoros y ototoxicidad. Los
diagndésticos genéticos han demostrado que existen al menos 100 genes causantes de la SNHL no sindrémica.
Los recientes avances en genética y técnicas de terapia génica han demostrado que es posible rescatar varios
tipos recesivos de sordera mediante terapia génica (Akil et al., 2012; Askew et al., 2015). La administracién de
genes a largo plazo en el oido interno se ha logrado utilizando vectores virales adenoasociados (AAV) (Shu, Tao,
Wang, et al., 2016). A pesar de que la primera de estas observaciones se describié hace varios afios, aln no se
ha traducido en un ensayo clinico en humanos. Una enfermedad ideal para la investigacion traslacional en este
campo es una pérdida de audicion genética recesiva que afecta a un grupo definido de células del oido interno y
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se produce en el periodo postnatal, tras el desarrollo del habla. La prevalencia de la mutacién es una consideracion
adicional.

Como se describe en el presente documento, evaluando cuidadosamente tanto la incidencia de las causas
recesivas comunes de pérdida de audicién como teniendo en cuenta el tamafio del gen, es posible desarrollar un
programa de terapia génica que tenga una poblacién de pacientes accesible y bastante comun. Por ejemplo,
aunque menos frecuente que otras mutaciones, TMPRSS3 es una causa bastante comudn de pérdida de audicidon
lo suficientemente grave como para justificar un implante coclear. Ademas, es posible que los pacientes con
mutaciones en TMPRSS3 no respondan al implante coclear tan bien como los pacientes con otras mutaciones
(Shearer et al., 2017). Esto presenta la oportunidad de dirigirse a TMPRSS3, o a otros genes tales como LOXHDA1,
como terapia independiente 0 en combinacién con otros agentes terapéuticos y/o la implantacién coclear para
mejorar los resultados de la implantacién de este trastorno. La Tabla 1 (adaptada de (Miyagawa, Nishio, &amp;
Usami, 2016)) demuestra que las mutaciones en TMPRSS3 pueden ser la causa mas comun de hipoacusia
recesiva postlingual que tiene una distribucién bastante limitada dentro de la céclea y, debido al tamafio del gen,
puede incorporarse a los vectores AAV existentes.

Tabla 1: Incidencia de diferentes mutaciones en 176 pacientes adultos con implante coclear

ONSET 113
MUTACION PRE|POST|TOTAL |% DEL TOTAL |GEN SZ |CELULA CAPILAR DOM/REC
GJB2 26 |3 29 17% 2347 NO AMBOS
CDH23 6 7 13 8% 4843 si REC
SLC26A4 8 0 8 5% 4930 NO REC
MYOT7A 3 4 7 4% 7463 si AMBOS
OTDF 4 0 4 2% 6973 si REC
MYO15A 2 2 4 2% 11876 |Si REC
WARDNB SYN |3 0 3 2% 1504 NO DOM
TMPRSS3 0 3 3 2% 2460 si REC
ACTG1 0 2 2 1% 2123 si DOM
UJIER 4843,
(1=CDH23,
1=PCDH15) |2 0 2 1% 7042 ? REC
Mit1855A>G |0 2 2 1% h7k ? ?
GYRM 0 1 1 1% 15589 NO DOM
DFNA5 0 1 1 1% 2276 si DOM
COCH 0 1 1 1% 2882 NO DOM
WHRN 0 1 1 1% 2915 si REC
LOXHD1 1 0 1 1% 3978 si REC
Mit3243A>G |0 1 1 1% NA ? ?

La proteasa transmembrana humana, serina 3 (TMPRSS3; también denominada DFNB10, DFNB8, ECHOS1,
TADG12; Acc: HGNC:11877) se identificd por su asociacién tanto con la sordera congénita (presente al nacer)
como con la sordera autosémica recesiva de aparicién en la infancia. Las mutaciones en el gen TMPRSS3 estan
asociadas con la Deficiencia Auditiva Autosémica Recesiva No Sindrémica tipo DFNB8 y 10. TMPRSS3 es un gen
de 1646 pares de bases que codifica para una proteasa de serina y se asocia con DFNA 8/10 y puede constituir
hasta el 1-5% de los pacientes con hipoacusia sometidos a implante coclear (Weegerink et al., 2011). La pérdida
de funcién de este gen parece dar lugar a un amplio espectro de fenotipos auditivos dependiendo del lugar de la
mutacién. Tanto la pérdida de audicién congénita como la progresiva de aparicién en la edad adulta se han
asociado a la pérdida de este gen.

La aparicién de la pérdida auditiva DFNB8 es postlingual (edad 10-12 afios), mientras que la aparicién de la pérdida
auditiva DFNB10 es prelingual (congénita). Esta diferencia fenotipica refleja una diferencia genotipica. La variante
causante de DFNB8 es una variante del lugar de empalme, lo que sugiere que un empalme ineficiente se asocia
con una cantidad reducida de proteina normal que es suficiente para prevenir la sordera prelingual pero no
suficiente para prevenir la pérdida de audicién eventual. (Ver, Richard JH Smith, MD, et al. (2014). Genes Known
to Cause Autosomal Recessive Nonsyndromic Hearing Impairment: Deafness and Hereditary Hearing Loss
Overview; GeneReviews).
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Las mutaciones de TMPRSS3 en el cromosoma 21 que se sabe que causan pérdida de audicién se describen en
la Tabla 2.

TABLA 2. MUTACIONES TMPRSS3 (CROMOSOMA 21)

#

NOMBRE DE LA MUTACION

REFERENCIA

1

TMPRSS3, IVS4AS, G-A, -6

Scott HS, et al. (2001) Insertion of beta-satellite repeats identifies a
transmembrane protease causing both congenital and childhood
onset autosomal recessive deafness. Nat Genet. 27(1):59-63.

TMPRSS3, 8BP DEL, REPETICION

SATELITE INS

Scott HS, et al. (2001) Insertion of beta-satellite repeats identifies a
transmembrane protease causing both congenital and childhood
onset autosomal recessive deafness. Nat Genet. 27(1):59-63.

TMPRSS3, 1-BP DEL, 207C

Wattenhofer M, et al. (2002) Mutations in the TMPRSS3 gene are a
rare cause of childhood nonsyndromic deafness in Caucasian
patients. J Mol Med (Berl). 80(2):124-31.

€.753G>C (p.Trp251Cys)

Masmoudi S, et al. (2001) Novel missense mutations of TMPRSS3 in
two consanguineous Tunisian families with non-syndromic autosomal
recessive deafness. Hum Mutat. 18(2):101-8.

¢.308A>G (p.Asp103Gily)

Wattenhofer M, et al. (2002) Mutations in the TMPRSS3 gene are a
rare cause of childhood nonsyndromic deafness in Caucasian
patients. J Mol Med (Berl). 80(2):124-31.

¢.1211C>T (p.Pro404Leu)

Wattenhofer M, et al. (2005) A novel TMPRSS3 missense mutation in
a DFNB8/10 family prevents proteolytic activation of the protein. Hum
Genet. 117(6):528-35.

€.647G>T (p.Arg216Leu)

Wattenhofer M, et al. (2005) A novel TMPRSS3 missense mutation in
a DFNB8/10 family prevents proteolytic activation of the protein. Hum
Genet. 117(6):528-35.

¢.579dupA (p.Cys194Metfs)

Duzkale H, et al. (2013) A systematic approach to assessing the
clinical significance of genetic variants. Clin Genet. 84(5):453-63.

¢.1192C>T (p.GIn398Ter)

Wattenhofer M, et al. (2005) A novel TMPRSS3 missense mutation in
a DFNB8/10 family prevents proteolytic activation of the protein. Hum
Genet. 117(6):528-35.

10

€.323-6G>A

Scott HS, et al. (2001) Insertion of beta-satellite repeats identifies a
transmembrane protease causing both congenital and childhood
onset autosomal recessive deafness. Nat Genet. 27(1):59-63.

1

¢.916G>A (p.Ala306Thr)

Chung J, et al. (2014) A novel mutation of TMPRSS3 related to milder
auditory phenotype in Korean postlingual deafness: a possible future
implication for a personalized auditory rehabilitation. J Mol Med (Berl).
92(6).651-63.

12

¢.208delC (p.His70Thrfs)

Battelino S, et al. (2015) TMPRSS3 mutations in autosomal recessive
nonsyndromic hearing loss. Eur Arch Otorhinolaryngol. 273(5):1151-
4.

13

¢.1276G>A (p.Alad26Thr)

Weegerink NJ, et al. (2011) Genotype-phenotype correlation in
DFNB8/10 families with TMPRSS3 mutations. J Assoc Res
Otolaryngol. 12(6):753-66.

14

¢.413C>A (p. Ala 13 8Glu)

Eppsteiner RW, et al. (2012) Prediction of cochlear implant
performance by genetic mutation: the spiral ganglion hypothesis. Hear
Res. 292(1-2):51-8.

15

€.325C>T (p.Arg109Trp)

Lee YJ, Park D, Kim SY, Park WJ (2003) Pathogenic mutations but
not polymorphisms in congenital and childhood onset autosomal
recessive deafness disrupt the proteolytic activity of TMPRSS3. J Med
Genet. 40(8):629-31.

16

¢.346G>A (p.V116M)

Ganapathy A, et al. (2014) Non-syndromic hearing impairment in
India: high allelic heterogeneity among mutations in TMPRSS3,
TMC1, USHIC, CDH23 and TMIE._PLoS One. 9(1):e84773.

17

C.727G>A (p.G243R)

Ganapathy A, et al. (2014) Non-syndromic hearing impairment in
India: high allelic heterogeneity among mutations in TMPRSS3,

TMC1, USHIC, CDH23 and TMIE._PLoS One. 9(1):e84773.
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TABLA 2. MUTACIONES TMPRSS3 (CROMOSOMA 21)

# |NOMBRE DE LA MUTACION REFERENCIA

18|c.1156T>C (p.C386R) Ganapathy A, et al. (2014) Non-syndromic hearing impairment in
India: high allelic heterogeneity among mutations in TMPRSS3,
TMC1, USHIC, CDH23 and TMIE._PLoS One. 9(1):e84773.

El gen de los dominios de homologia de la lipoxigenasa 1 (LOXHD1; también denominado LH2D1, DFNB77,
FLJ32670; OMIM: 613072; Acc:HGNC:26521) codifica una proteina muy conservada formada en su totalidad por
dominios PLAT (policistina/lipoxigenasa/alfa-toxina), que se cree que intervienen en la orientacién de las proteinas
a la membrana plasmatica. Los estudios en ratones demuestran que este gen se expresa en las células ciliadas
mecanosensoriales del oido interno, y las mutaciones en este gen provocan defectos auditivos, lo que indica que
este gen es esencial para el funcionamiento normal de las células ciliadas. El cribado de familias humanas que
segregan sordera identific6 una mutacién en este gen que causa DFNB77, una forma progresiva de hipoacusia
autosdmica recesiva no sindrémica (ARNSHL). Para este gen se han observado variantes de transcripcion
empalmadas alternativamente que codifican diferentes isoformas.

Caracteristicas clinicas de LOXHD1:

e  Autosdmico recesivo
Pérdida auditiva neurosensorial bilateral (pérdida auditiva méas leve en frecuencias bajas)
Inicio congénito que conduce a implantes cocleares entre 7-10 afios de edad en familias judias
asquenazies

o Aparicién a los 7-8 afios de edad que progresa a una pérdida de moderada a grave de frecuencias medias
y altas durante la edad adulta en una familia consanguinea irani

Evidencia de que la hipoacusia autosémica recesiva no sindrémica-77 (DFNB77) esta causada por una mutacién
homocigota en el gen LOXHD1 (613072) en el cromosoma 18921.

La hibridacién in situ detectd la expresién de Loxhd1 en el oido interno de ratén en desarrollo en los dias
embrionarios 13,5 y 16, pero no en ningun otro tejido. En el dia 4 postnatal, se detectd expresidén en las células
ciliadas cocleares y vestibulares, con la mayor concentracidn en el nicleo. Loxhd1 se localizd progresivamente en
el citoplasma, y en el adulto, Loxhd1 se expresé en las células ciliadas a lo largo de la longitud de los estereocilios.

Utilizando una pantalla de mutagénesis con N-etil-N-nitrosourea (ENU), Grillet et al. (2009) desarrollaron la linea
de ratones "samba", que se vuelven hipoacUsicos a las 3 semanas de vida y sordos a las 8 semanas. Los ratones
homocigotos samba no mostraron ninguna otra anomalia neurolégica o vestibular, y los ratones heterocigotos
samba parecian completamente normales. El desarrollo estereociliar no se vio afectado en los ratones homocigotos
samba, pero la funcién de las células ciliadas se vio perturbada y éstas acabaron degenerando.

Grillet et al. (2009) descubrieron que samba era una mutacién en el gen Loxhd1 de ratén que desestabilizaba la
estructura beta-sandwich del dominio 10 de PLAT. La mutacién no alteré la estabilidad del ARNm o de la proteina
ni la localizacién de la proteina Loxhd1 a lo largo de la longitud de los estereocilios. Sin embargo, en el dia 21
postnatal, algunas células ciliadas mostraban defectos morfolégicos con estereocilios fusionados y membrana
erizada en la superficie apical de la célula. Los profundos cambios degenerativos eran evidentes en el dia 90
postnatal, incluida la pérdida de células ciliadas y una reduccién de las neuronas ganglionares espirales. Grillet et
al. (2009) plantearon la hipdtesis de que la degeneracidn de las neuronas ganglionares espirales era
probablemente secundaria a perturbaciones en la funcién y el mantenimiento de las células ciliadas.

Las mutaciones de LOXHD1 en el cromosoma 18 que se sabe que causan pérdida de audicién se describen en la
Tabla 3.

TABLA 3. MUTACIONES LOXHD1 (CROMOSOMA 18)

# NOMBRE DE LAREFERENCIA
MUTACION

—

€.2008C>T (p.Arg670Ter) |Grillet N, etal. (2009) Mutations in LOXHD1, an evolutionarily conserved stereociliary
protein, disrupt hair cell function in mice and cause progressive hearing loss in
humans. Am J Hum Genet. 85(3):328-37.
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(continuacién)

TABLA 3. MUTACIONES LOXHD1 (CROMOSOMA 18)

#NOMBRE DE LA{REFERENCIA
MUTACION

2(c.3169C>T (p.Arg1057Ter) |Edvardson S, et al. (2011) A deleterious mutation in the LOXHD1 gene causes
autosomal recessive hearing loss in Ashkenazi Jews. Am J Med Genet A.
155A(5):1170-2.

Grillet N, etal. (2009) Mutations in LOXHD1, an evolutionarily conserved stereociliary
protein, disrupt hair cell function in mice and cause progressive hearing loss in
humans. Am J Hum Genet. 85(3):328-37.

3|¢.2303delG Edvardson S, et al. (2011) A deleterious mutation in the LOXHD1 gene causes
(p-Gly768Alafs) autosomal recessive hearing loss in Ashkenazi Jews. Am J Med Genet A.
155A(5):1170-2.

Grillet N, etal. (2009) Mutations in LOXHD1, an evolutionarily conserved stereociliary
protein, disrupt hair cell function in mice and cause progressive hearing loss in
humans. Am J Hum Genet. 85(3):328-37.

4(c.4099G>T (p.Glu1367Ter) |Edvardson S, et al. (2011) A deleterious mutation in the LOXHD1 gene causes
autosomal recessive hearing loss in Ashkenazi Jews. Am J Med Genet A.
155A(5):1170-2.

Grillet N, etal. (2009) Mutations in LOXHD1, an evolutionarily conserved stereociliary
protein, disrupt hair cell function in mice and

cause progressive hearing loss in humans. Am J Hum Genet. 85(3):328-37.

51¢.2497C>T (p.Arg833Ter) [Edvardson S, et al. (2011) A deleterious mutation in the LOXHD1 gene causes
autosomal recessive hearing loss in Ashkenazi Jews. Am J Med Genet A.
155A(5):1170-2.

Grillet N, etal. (2009) Mutations in LOXHD1, an evolutionarily conserved stereociliary
protein, disrupt hair cell function in mice and cause progressive hearing loss in
humans. Am J Hum Genet. 85(3):328-37.

6(c.4714C>T Edvardson S, et al. (2011) A deleterious mutation in the LOXHD1 gene causes
autosomal recessive hearing loss in Ashkenazi Jews. Am J Med Genet A.
155A(5):1170-2.

La Publicacién de Solicitud de EE.UU. No. 2013/0095071, incorporada por referencia en el presente documento
en su totalidad, describe procedimientos de terapia génica para restaurar la pérdida de audicion relacionada con
la edad utilizando vectores virales adeno-asociados de tirosina mutada para entregar el inhibidor ligado al
cromosoma X de la proteina de la apoptosis (XIAP) a la membrana de la ventana redonda del oido interno. Sin
embargo, la publicacién no contempla la administracién de una secuencia de &cido nucleico que codifica TMPRSS3
o LOXHD 1 funcionales para prevenir o retrasar la aparicién o restaurar la pérdida de audiciéon o sordera causada
por la mutacién genética del gen TMPRSS3 o0 LOXHD 1, como se divulga en el presente documento.

Ademés, un escollo importante en el estado actual de la técnica para el desarrollo de terapias génicas clinicas para
trastornos auditivos es la falta de modelos animales que reflejen la pérdida de audicién humana. Muchos de los
modelos de ratén disponibles para las pérdidas auditivas genéticas con aparicién en la edad adulta en humanos
presentan una pérdida auditiva congénita, lo que hace que los estudios de entrega sean complejos. Existen pocos
modelos con aparicién de pérdida de audicién genética tras el desarrollo de la audicién. La administracién de
vectores en ratones neonatos da lugar a diferentes patrones de transfeccién que la administracion en ratones
adultos (Shu, Tao, Li, et al., 2016). Se necesitan nuevos modelos animales que puedan utilizarse para evaluar el
rescate de la audicion utilizando diferentes sistemas de vectores y objetivos génicos.

Actualmente no existen tratamientos terapéuticos aprobados para prevenir o tratar la pérdida de audicién o la
sordera y se carece de modelos animales preclinicos Utiles para probar dichos tratamientos. La presente invencion
describe composiciones farmacéuticas y procedimientos para la administracion génica por vector viral de
TMPRSS3 o LOXHD1 en el oido interno para restaurar la actividad de un gen TMPRSS3 o LOXHD1 mutado,
promover la supervivencia de las células ciliadas y restaurar la audicién en pacientes que sufren pérdida de
audicién o sordera, y modelos basados en animales para probar dichas composiciones farmacéuticas y
procedimientos.
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BREVE SUMARIO

Se divulga en el presente documento una composicién farmacéutica para su uso en un procedimiento para el
tratamiento o la prevencién de la pérdida de audicidn que incluye un vector de expresion que tiene la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:1, o una secuencia de 4cido nucleico que tiene al menos 90% de identidad de
secuencia con el 4cido nucleico de SEQ ID NO:1, en la que la secuencia de acido nucleico esta operativamente
unida a un promotor. En algunas realizaciones, la secuencia de &cido nucleico tiene al menos 90%, al menos 95%,
al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de secuencia con la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:1 El vector de expresion es un vector viral adeno-asociado AAV2. El promotor es el
promotor del citomegalovirus humano (HCMV).

Las referencias a procedimientos de tratamiento en los siguientes parrafos de esta descripciéon deben interpretarse
como referencias a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para
sSu uso en un procedimiento de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia.

En el presente documento se describe un procedimiento para tratar o prevenir la pérdida de audicién, que incluye
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de un vector de expresién que incluya la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO:1, o una secuencia de acido nucleico que tenga al menos 90% de identidad de
secuencia con el acido nucleico de SEQ ID NO:1, en el que la secuencia de &cido nucleico estd unida
operativamente a un promotor. En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico tiene al menos 90%, al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos un 99% de identidad de secuencia con la
secuencia de &cido nucleico de SEQ ID NO:1. El vector de expresién es un vector viral adeno-asociado AAV2. El
promotor es el promotor del citomegalovirus humano (HCMV). En algunas realizaciones, el vector de expresion se
administra en el oido interno del sujeto, por ejemplo, mediante inyecciéon. En algunas realizaciones, el
procedimiento de administracién se selecciona entre cocleostomia, membrana de ventana redonda, canalostomia
o cualquier combinacién de los mismos (véase, Erin E. Leary Swan, et al. (2008) Inner Ear Drug Delivery for
Auditory Applications. Adv Drug Deliv Rev. 60(15): 1583-1599). En algunas realizaciones, el vector de expresién
se introduce en la escama media a través del saco endolinfatico (Colletti V, et al. (2010) Evidence of gadolinium
distribution from the endolymphatic sac to the endolymphatic compartments of the human inner ear. Audiol
Neurootol. 15(6):353-63; Marco Mandala, MD, et al. (2010) Induced endolymphatic flow from the endolymphatic
sac to the cochlea in Méniére's disease. Otolaryngology-Head and Neck Surgery. 143, 673-679; Yamasoba T, et al.
(1999) Inner ear transgene expression after adenoviral vector inoculation in the endolymphatic sac. Hum Gene
Ther. 10(5):769-74). En algunas realizaciones, el sujeto tiene uno o més factores genéticos de riesgo asociados
con la pérdida de audicion. En algunas realizaciones, uno de los factores de riesgo genético es una mutaciéon en
el gen TMPRSS3. En algunas realizaciones, la mutacién en el gen TMPRSS3 se selecciona de entre una o méas
mutaciones TMPRSS3 conocidas por causar pérdida de audicion (véase, por ejemplo, la Tabla 2). En algunas
realizaciones, uno de los factores de riesgo genético es una mutacidén en el gen LOXHD1. En algunas realizaciones,
la mutacién en el gen LOXHD1 se selecciona de entre una o mas mutaciones LOXHD1 conocidas por causar
pérdida de audicién (véase, por ejemplo, la Tabla 3). En algunas realizaciones, el sujeto no muestra ningln
indicador clinico de pérdida de audicion.

En algunas realizaciones, un vector de expresién descrito en el presente documento se administra como terapia
de combinacién con uno 0 mas vectores de expresiéon que comprenden otras secuencias de &cidos nucleicos y/o
con uno o mas agentes farmacéuticos activos para tratar la pérdida de audiciéon. Por ejemplo, una terapia
combinada puede incluir un primer vector de expresién que tenga la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:
1y un segundo vector de expresion que tiene la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:2, en el que ambos
vectores de expresién se administran a un sujeto como parte de una terapia combinada para tratar la pérdida de
audicién.

Se divulga en el presente documento un ratén transgénico que tiene un gen TMPRSS3 humano con una mutacion
seleccionada de una o mas mutaciones TMPRSS3 conocidas por causar pérdida de audicién (véase, por ejemplo,
la Tabla 2). Se divulga en el presente documento un ratén transgénico que tiene un gen LOXHD1 humano con una
mutacidn seleccionada de una o mas mutaciones LOXHD1 conocidas por causar pérdida de audicién (véase, por
ejemplo, la Tabla 3).

La presente divulgacién proporciona una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1 y un ratén
transgénico de acuerdo con la reivindicaciéon 9. La siguiente discusién se proporciona para comprender las
reivindicaciones, pero el alcance de la proteccién sélo est definido por las reivindicaciones. En particular, el uso
de la palabra "realizacién" o "aspecto" no indica que se busque proteccion més alla del alcance de las
reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 muestra una secuencia de ADNc que codifica la TMPRSS3 humana de tipo salvaje (GenBank
Accession No. BC074847.2).

La Fig. 2 muestra la secuencia de aminoacidos de la TMPRSS3 humana de tipo silvestre codificada por
el ADNc de la Figura 1.
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La Fig. 3 muestra una secuencia de ADNc que codifica la LOXHD1 humana de tipo salvaje (GenBank
Accession No. AK057232.1).

La Fig. 4 muestra la secuencia de aminoécidos de la LOXHD1 humana de tipo silvestre codificada por el
ADNCc de la Figura 3.

La Fig. 5 muestra la inmunohistoquimica de Tmprss3 en la céclea de ratén adulto (Fasquelle, L., Scott,
H. S., Lenoir, M., Wang, J., Rebillard, G., Gaboyard, S., ... Delprat, B. (2011). Tmprss3, una serina proteasa
transmembrana deficiente en la sordera humana DFNB8/10, es critica para la supervivencia de las células
ciliadas cocleares al inicio de la audicién. Journal of Biological Chemistry, 286(19), 17383-17397).

DESCRIPCION DETALLADA

El objeto que se considera la invencién se sefiala en particular y se reivindica claramente en las reivindicaciones
al final de la memoria descriptiva. Lo anterior y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la invencién seran
evidentes a partir de la siguiente descripcién detallada tomada en conjunto con los dibujos adjuntos.

Tal como se utilizan en el presenre documento, los términos "tratar”, "que trata" y "tratamiento" abarcan una
variedad de actividades dirigidas a cambios deseables en los resultados clinicos. Por ejemplo, el término "tratar",
tal y como se utiliza en el presente documento, engloba cualquier actividad dirigida a lograr, o que logre, una mejora
detectable en uno o mas indicadores clinicos o sintomas de la pérdida de audicién, tal y como se describe en el
presente documento.

La pérdida de audicién causada por mutaciones TMPRSS3 o mutaciones LOXHD1 se presenta generalmente en
dos poblaciones: (i) la poblacién congénita, en la que los sujetos nacen con pérdida de audicidn, y (ii) la poblacién
progresiva, en la que los sujetos no tienen una pérdida de audicién medible al nacer, pero muestran una pérdida
de audicién progresiva a lo largo de un periodo de tiempo. Por lo tanto, en algunos casos, un sujeto puede tener
una mutacién en el gen TMPRSS3 o en el gen LOXHD1 (por ejemplo, como se detecta en una prueba de
diagndstico genético), pero aln no muestra indicadores clinicos o sintomas de pérdida de audicién, proporcionando
asi una ventana durante la cual se puede iniciar la intervencién terapéutica. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, la presente invencién proporciona procedimientos para la intervencidn terapéutica durante el periodo
de regresién gradual de la audicién. Los procedimientos de la presente invencién pueden iniciarse antes de dicho
periodo de tiempo. Los procedimientos de tratamiento de la pérdida de audicién proporcionados por la invencién
incluyen, entre otros, procedimientos para prevenir o retrasar la apariciéon de la pérdida de audicién o la progresién
de los indicadores o sintomas clinicos de la pérdida de audicién.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "pérdida auditiva" se emplea para describir la capacidad
reducida para oir sonidos, e incluye la sordera y la incapacidad total para oir sonidos.

Los términos "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz”, tal como se utilizan en el presente documento,
se refieren a una cantidad de un agente activo, tal como se describe en el presente documento, que es suficiente
para lograr, o contribuir a lograr, uno o0 mas resultados clinicos deseables, como los descritos en la descripcion de
"tratamiento" anterior. La cantidad "eficaz" adecuada en cada caso concreto puede determinarse mediante técnicas
estandar conocidas en la técnica, tal como un estudio de escalado de dosis.

El término "agente activo", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula (por ejemplo,
un vector AAV descrito en el presente documento) que se pretende utilizar en las composiciones y procedimientos
descritos en el presente documento y que se pretende que sea bioldgicamente activa, por ejemplo, con el fin de
tratar la pérdida de audicién.

El término "composicién farmacéutica”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una composicién
que comprende al menos un agente activo, tal como se describe en el presente documento, o una combinacién de
dos 0 més agentes activos, y uno 0 mas componentes adecuados para su uso en la administraciéon farmacéutica,
tales como portadores, estabilizadores, diluyentes, agentes dispersantes, agentes de suspension, agentes
espesantes, excipientes y similares.

Los términos "sujeto”" o "paciente" utilizados indistintamente en el presente documento abarcan mamiferos,
incluyendo, entre otros, los seres humanos, los primates no humanos, los roedores (tales como ratas, ratones y
cobayas) y similares. En algunas realizaciones de la invencién, el sujeto es un ser humano.

La dosis de un agente activo de la invencién puede calcularse basadndose en estudios en seres humanos u otros
mamiferos realizados para determinar la eficacia y/o las cantidades efectivas del agente activo. La cantidad de la
dosis y la frecuencia o el momento de la administraciéon pueden determinarse por procedimientos conocidos en la
técnica y pueden depender de factores tales como la forma farmacéutica del agente activo, la via de administracion,
si se utiliza sélo un agente activo o multiples agentes activos (por ejemplo, la dosis de un primer agente activo
requerida puede ser menor cuando dicho agente se utiliza en combinacién con un segundo agente activo), y las
caracteristicas del paciente, incluyendo la edad, el peso corporal o la presencia de cualquier condicién médica que
afecte al metabolismo del farmaco.
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En una realizacién, puede administrarse una dosis Unica. En otra realizacidn, se pueden administrar multiples dosis
durante un periodo de tiempo, por ejemplo, a intervalos especificos, tal como cuatro veces al dia, dos veces al dia,
una vez al dia, semanalmente, mensualmente, y similares.

Caracteristicas clinicas de la pérdida de audicién. La hipoacusia y la sordera hereditarias pueden ser
conductivas, neurosensoriales 0 una combinaciéon de ambas; sindrémicas (asociadas a malformaciones del oido
externo u otros érganos o a problemas médicos que afectan a otros sistemas orgénicos) o no sindrémicas (sin
anomalias visibles asociadas del oido externo ni problemas médicos relacionados); y prelocutivas (antes de que
se desarrolle el lenguaje) o postlocutivas (después de que se desarrolle el lenguaje) (Richard JH Smith, MD, et al.
(2104) Deafness and Hereditary Hearing Loss Overview. GeneReviews).

Diagnéstico/pruebas. Las formas genéticas de pérdida de audicion deben distinguirse de las causas adquiridas
(no genéticas) de pérdida de audicién. Las formas genéticas de la pérdida de audicién se diagnostican mediante
un examen otolégico, audiol6gico y fisico, los antecedentes familiares, pruebas auxiliares (por ejemplo, un TAC del
hueso temporal) y pruebas genéticas moleculares. Las pruebas genéticas moleculares, posibles para muchos tipos
de sordera sindrémica y no sindrémica, desempefian un papel destacado en el diagnéstico y el asesoramiento
genético.

Pruebas seleccionadas para medir la pérdida auditiva:
1. Otoemisiones acusticas de productos de distorsién (DPOAE). Las otoemisiones acusticas de
productos de distorsién (DPOAE) son respuestas generadas cuando la céclea es estimulada
simultdneamente por dos frecuencias de tonos puros cuya relacién se sitia entre 1,1 y 1,3. Estudios
recientes sobre el mecanismo de generacién de las DPOAE han subrayado la presencia de dos
componentes importantes en la respuesta DPOAE, uno generado por una "distorsién" de intermodulacion
y otro generado por una "reflexién".
La prevalencia de DPOAEs es del 100% en oidos adultos normales. Las respuestas de los oidos izquierdo
y derecho suelen estar correlacionadas (es decir, son muy similares). En sujetos normales, las mujeres
presentan DPOAEs de mayor amplitud. Los procedimientos de envejecimiento tienen un efecto sobre las
respuestas DPOAE al disminuir la amplitud DPOAE vy estrechar el espectro de respuesta DPOAE (es
decir, las respuestas a frecuencias més altas disminuyen gradualmente). Los DPOAE también pueden
registrarse en otras especies animales utilizadas en la investigacién clinica, como lagartos, ratones, ratas,
cobayas, chinchillas, pollos, perros y monos. (Sitio web sobre otoemisiones acusticas).
2. Respuesta auditiva del tronco encefalico (ABR). La prueba de respuesta auditiva del tronco
encefalico (ABR) proporciona informacién sobre el oido interno (céclea) y las vias cerebrales de la
audicién. Esta prueba también se denomina a veces potencial evocado auditivo (PEA). La prueba puede
utilizarse con nifios u otras personas que tengan dificultades con los procedimientos conductuales
convencionales de exploracién auditiva. El ABR también esta indicado para una persona con signos,
sintomas o quejas que sugieran un tipo de pérdida auditiva en el cerebro o en una via cerebral. La prueba
se utiliza tanto en seres humanos como en animales. EI ABR se realiza pegando electrodos en la cabeza
-similares a los que se colocan alrededor del corazdn cuando se realiza un electrocardiograma- y
registrando la actividad de las ondas cerebrales en respuesta al sonido. La persona sometida a la prueba
descansa tranquilamente o duerme mientras se realiza la prueba. No es necesario responder. El ABR
también puede utilizarse como prueba de cribado en los programas de cribado auditivo de recién nacidos.
Cuando se utiliza como prueba de cribado, sélo se comprueba un nivel de intensidad o sonoridad, y el
bebé pasa o no pasa la prueba. (Pégina web de la American Speech-Language-Hearing Association).

Manifestaciones clinicas de la pérdida de audicion. La pérdida de audicién se describe por tipo y aparicion:
Tipo

e la pérdida de audicion conductiva es el resultado de anomalias del oido externo y/o de los huesecillos
del oido medio.

e la pérdida auditiva neurosensorial es el resultado de un mal funcionamiento de las estructuras del oido
interno (es decir, la céclea).

La pérdida auditiva mixta es una combinacién de pérdida auditiva conductiva y neurosensorial.

La disfuncién auditiva central es el resultado de un dafio o disfuncién a nivel del octavo nervio craneal, el
tronco cerebral auditivo o la corteza cerebral.

Inicio

e la pérdida auditiva prelingual se produce antes de que se desarrolle el habla. Todas las pérdidas auditivas
congénitas (presentes al nacer) son prelinguales, pero no todas las pérdidas auditivas prelinguales son
congénitas.
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e la pérdida de audicién postlingual se produce después del desarrollo del habla normal.

(Richard JH Smith, MD, et al.; Deafness and Hereditary Hearing Loss Overview; GeneReviews; Publicacién inicial:
14 de febrero de 1999; Ultima revisién: 9 de enero de 2014.)

Gravedad de la pérdida de audicién. La audiciéon se mide en decibelios (dB). El umbral o marca de 0 dB para
cada frecuencia se refiere al nivel al que los adultos jévenes normales perciben una rafaga de tonos el 50% de las
veces. Se considera que la audicién es normal si los umbrales de un individuo estan dentro de los 15 dB de los
umbrales normales. La gravedad de la pérdida auditiva se clasifica como se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Gravedad de la pérdida auditiva en decibelios (dB)

Gravedad Umbral
auditivo en
decibelios

Leve 26-40 dB

Moderado 41-55 dB

Moderado Grave 56-70 dB

Grave 71-90 dB

Profundo 90 dB

Porcentaje de discapacidad auditiva. Para calcular el porcentaje de hipoacusia, se restan 25 dB de la media de
tonos puros de 500 Hz, 1000 Hz, 2000 Hz, 3000 Hz. El resultado se multiplica por 1,5 para obtener un nivel
especifico para cada oido. La deficiencia se determina ponderando el mejor oido cinco veces el peor oido (véase
la Tabla 5). Dado que el habla conversacional se sitla aproximadamente a 50-60 dB HL (nivel de audicién), el
célculo de la discapacidad funcional basado en promedios de tonos puros puede inducir a error. Por ejemplo, una
pérdida auditiva de 45 dB es funcionalmente mucho més significativa de lo que implica un 30%. Una escala de
valoracién diferente es apropiada para los nifios pequefios, para quienes incluso una pérdida auditiva limitada
uede tener un gran impacto en el desarrollo del lenguaje [Northern &amp; Downs 2002].

Tabla 5. Porcentaje Deficiencia auditiva

% Deterioro |Promedio de tonos puros (dB)* % Audicion residual
100% 91dB 0%

80% 78 dB 20%

60% 65 dB 40%

30% 45 dB 70%

* Tono puro medio de 500 Hz, 1000 Hz, 2000 Hz, 3000 Hz

Frecuencia de la pérdida auditiva . La frecuencia de la pérdida auditiva se designa como:

e Bajo (<500 Hz)
e Medio (501-2000 Hz)
o Alta (>2000 Hz)

Terapia génica. La terapia génica consiste en introducir ADN en un paciente para tratar una enfermedad genética.
El nuevo ADN suele contener un gen funcional para corregir los efectos de una mutacién causante de enfermedad
en el gen existente. La transferencia de genes ya sea con fines experimentales o terapéuticos, se basa en un
vector o sistema de vectores para transportar la informacién genética a las células objetivo. El vector o sistema
vectorial se considera el principal determinante de la eficacia, especificidad, respuesta del huésped, farmacologia
y longevidad de la reaccién de transferencia génica. Actualmente, la forma mas eficiente y eficaz de lograr la
transferencia de genes es mediante el uso de vectores o sistemas de vectores basados en virus que se han hecho
defectuosos para la replicacién (Publicacién PCT No. WO 2015/054653; Methods of Predicting Ancestral Virus
Sequences and Uses Thereof).

Vectores. Hasta la fecha, el adenovirus, el virus adenoasociado, el virus del herpes simple, el virus vaccinia, el
retrovirus, el adenovirus helper dependiente y el lentivirus han sido probados para la administracién de genes
cocleares. De ellos, el que ha demostrado mas potencial es el virus adenoasociado (AAV): no se replica, puede
transferir transgenes al oido interno de forma eficaz y no causa ototoxicidad. En particular, el AAV puede transfectar
eficazmente las células ciliadas internas, una caracteristica critica si se espera corregir defectos genéticos debidos
a mutaciones especificas de las células ciliadas. Hasta la fecha, se han utilizado con éxito varios subtipos diferentes
de AAV para la administraciéon de genes cocleares, demostrando un dafio minimo o nulo en el érgano de Corti. Un
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informe reciente en el que se estudiaron los serotipos 1, 2, 5, 6 y 8 del AAV demostrd que la expresién génica en
las células ciliadas, las células de sostén, el nervio auditivo y el ligamento espiral era satisfactoria, siendo las
células ciliadas las que se transducian con mayor eficacia (Lawrence R. Lustig, MD y Omar Akil, PhD (2012)
Cochlear Gene Therapy. Curr Opin Neurol. 25(1): 57-60). Los ejemplos de vectores AAV que pueden administrarse
al oido interno se describen con més detalle en la Solicitud de Patente de EE.UU. No. 2013/0095071.

El tamafio del gen objetivo que puede corregirse esté limitado por la capacidad de carga del AAV (Wu, Yang y
Colosi, 2010). A efectos de traduccién, esto limita los objetivos potenciales a aquellos trastornos genéticos
causados por genes relativamente pequefios (<4.6 kB) que causan pérdida de audicién recesiva. Como enfoque
inicial para desarrollar un farmaco de terapia génica, la mutacién del gen objetivo debe ser relativamente comun y
la pérdida de audicién debe producirse después del desarrollo del lenguaje. Identificar a los pacientes con pérdidas
de audicién progresivas que relnen estas caracteristicas ofrece la oportunidad de intervenir y detener o
posiblemente invertir la progresién de su pérdida. Se han iniciado ensayos de terapia génica del oido interno en
humanos para la sordera adquirida, por lo que se estan abordando muchos de los problemas de seguridad y
administracién (identificador de ensayos clinicos NCT02132130). La creciente disponibilidad y precisiéon de las
pruebas genéticas permitird identificar a los pacientes que pueden beneficiarse de este tipo de intervenciones
(Preciado et al., 2005).

Modelos de terapia génica en ratones: Se han rescatado varios modelos de ratén de sordera genética recesiva
mediante terapia génica. Algunos ejemplos son la correccidn de las pérdidas auditivas inducidas por mutaciones
en VGLUTS3, TLCA, whirlin, clarin 1 (Akil et al., 2012; Askew et al., 2015; Chien et al., 2016; Geng et al., 2017; Isgrig
et al., 2017). Todos estos modelos requieren la administracién del vector en el oido interno neonatal del ratén antes
de la maduracién de la audicién y antes de la degeneracién de las células ciliadas del oido interno. Esto indica que
para rescatar la audicion mediante una estrategia de terapia génica, los trastornos objetivo deben ser al menos
lentamente progresivos en humanos para permitir la administracién de la terapia antes de la pérdida de audicién y
la degeneracién de las células objetivo.

Las mutaciones de TMPRSS3 inducen pérdida de audicion: La pérdida de audiciéon relacionada con
mutaciones en TMPRSS3 (DFNA8/10) puede presentarse en una variedad de fenotipos diferentes. Se han descrito
tanto hipoacusias profundas congénitas como hipoacusias progresivas de apariciéon en la edad adulta (Weegerink
et al.,, 2011). Actualmente, se desconoce el mecanismo por el que se produce la disfuncién de Tmprss3. Se han
desarrollado dos modelos de ratén que datan de la pérdida de audicién al nacer y otro con inicio de la pérdida de
audicién en un momento ligeramente posterior, pero aun antes de la maduracién de la audicién y del raton.
Fasquelle et al. generaron un ratén mutante inducido por etil-nitrosourea portador de una mutacién sin sentido
truncadora de proteina en Tmprss3. Esto demostré la pérdida de células ciliadas y la degeneracién de la audicién
en el dia postnatal 12, alrededor del momento de maduracién de la audicion. Ademés, las células ciliadas saculares
se vieron afectadas y se observé una degeneracién retardada de las células ganglionares espirales (Fasquelle et
al.,, 2011). En el modelo de ratén no esta claro si la degeneracién del ganglio espiral est4 relacionada con la
degeneracion del 6rgano de Corti 0 se debe a una disfunciéon de Tmprss3 en el ganglio espiral. Varios estudios han
evaluado la distribucién de Tmprrss3 dentro del oido interno del ratén y demuestran en gran medida la presencia
de Tmprss3 en células ciliadas y células ganglionares espirales (Fan, Zhu, Li, Ji, & Wang, 2014; Fasquelle et al.,
2011). La expresidén de Tmprss3 de ratdn se evalué en ratones C57BI5 de 1 mes de edad utilizando el anticuerpo
anti-TMPRSS3 (1:100, ab167160, Abcam, Cambridge, MA). Se observé marcaje en las células ciliadas internas y
externas, en la estria vascular y en aproximadamente 50% de las células ganglionares espirales (Fig. 5). Esto
sugiere que la pérdida de la funcién de Tmprss3 podria provocar ademas la pérdida de la funcién estrial, aunque
no se observaron cambios en el potencial endococlear en el modelo de ratén Fasquelle (Fasquelle et al., 2011).

Los estudios de genotipo-fenotipo de Tmprss3 demuestran una amplia gama de diferentes formas de pérdida
auditiva que van desde pérdidas auditivas congénitas profundas hasta pérdidas auditivas progresivas de aparicién
adulta (Chung et al., 2014; Gao et al., 2017; Weegerink et al., 2011). Los estudios sugieren que la pérdida de
audicién debida a mutaciones en Tmprss3 puede suponer hasta 2 hasta5% de los pacientes sometidos a implante
coclear en adultos (Jolly et al., 2012; Miyagawa, Nishio, & Usami, 2016; Sloan-Heggen et al., 2016). Muchos de
los pacientes con estas mutaciones tienen cantidades significativas de audicién residual. Esto la convertiria en un
objetivo atractivo para una posible terapia de rescate, ya que habria un sustrato de células que podrian tratarse.
Existen algunos estudios divergentes sobre el éxito de la implantacidn coclear en pacientes con esta mutacién. Al
menos algunas formas de hipoacusia inducidas por la pérdida de Tmprss3 pueden no evolucionar tan bien con el
implante coclear como otras formas de sordera genética (Shearer et al., 2017). Esto estd potencialmente
relacionado con el hecho de que este gen se expresa tanto en las células ciliadas como en hasta 50% de las
células ganglionares espirales (véase la Fig. 5). Estas discrepancias deben tenerse en cuenta a la hora de elegir
un sistema de vectores para la administraciéon. Se ensayaran vectores con fuerte tropismo por células ciliadas y
tropismo combinado por células ciliadas y ganglios espirales. También se han observado diferencias en el tropismo
del vector al comparar el parto del oido interno neonatal y adulto (Shu, Tao, Li, et al., 2016; Shu, Tao, Wang, et al.,
2016a). Dado que la poblacién clinica objetivo son los seres humanos con un sistema auditivo maduro, en el
presente documento se divulga un modelo de ratén con pérdida de audicidn de inicio posterior a la maduracién de
la audicién que puede utilizarse como modelo tanto para la progresiéon de la enfermedad (véase el Ejemplo 1) como
para la administracién de una terapia de rescate en la céclea adulta (véase el Ejemplo 2).
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Serotipos de AAV para su administracién en el oido interno: Se ha demostrado que una amplia variedad de
serotipos diferentes de AAV son Utiles para transfectar tejido del oido interno (Gyérgy et al., 2017; Shu, Tao, Wang,
et al., 2016b; Xia, Yin, & Wang, 2012). Existen claras diferencias en la distribucién del transgén entregado por el
vector en animales neonatos y adultos y, ademas, hay diferencias en la entrega a la perilinfa frente a la endolinfa
cuando se evalla la transfeccién de células ciliadas (Kilpatrick et al., 2011; Wang et al., 2013). En los modelos de
ratén, la administracién del vector en la endolinfa mejora la transfeccion de las células ciliadas, pero provoca una
pérdida de audicidn residual, lo que dificulta la modelizacién de una pérdida de audicion progresiva.
Potencialmente, en animales mas grandes o en humanos, el vector podria administrarse en el saco endolinfatico
sin causar pérdida de audicién, aumentando asi la eficacia de la transfeccién (Colletti et al., 2010). A efectos de los
estudios previstos, la administracién en la perilinfa permitiria evaluar la audicién del ratén. Se ha demostrado que
el AAV2 llega a las células ciliadas y a las células ganglionares espirales en animales adultos (Tao et al., 2017).
Una ventaja adicional del AAV2 es que ya cuenta con un amplio historial y datos de seguridad en ensayos clinicos
de terapia génica humana (Santiago-Ortiz & Schaffer, 2016). Recientemente, diversos estudios han demostrado
que el AAV sintético (AAV2/Anc80) produce una entrega mejorada a las células ciliadas, pero puede no
proporcionar una entrega equivalente al ganglio espiral que el AAV2 nativo (Landegger et al., 2017; Suzuki,
Hashimoto, Xiao, Vandenberghe, & Liberman, 2017). La invencidn proporciona un modelo de ratén con pérdida de
audicién de inicio en la edad adulta y comparar si la terapia génica AAV2 o0 AAV2/Anc80 Tmprss3 produce un mejor
rescate de la audicién y de la funcién del ganglio espiral.

Células madre pluripotentes inducidas (iPSCs). Una célula madre pluripotente inducida (IPS o IPSC) es una
célula madre que se ha creado a partir de una célula adulta, tal como una célula de la piel, el higado, el estémago
u otra célula madura, mediante la introduccién de genes que reprograman la célula y la transforman en una célula
que tiene todas las caracteristicas de una célula madre embrionaria. El término pluripotente hace referencia a la
capacidad de una célula para dar lugar a multiples tipos celulares, incluyendo los tres linajes embrionarios que
forman los érganos, el sistema nervioso, la piel, los mlsculos y el esqueleto del cuerpo.

Edicién genética CRISPR/Cas9. Los procedimientos descritos en el presente documento también contemplan el
uso de la edicion del genoma CRISPR/Cas9 para rescatar la audicién mediante la edicién de la mutacién del gen
TMPRSS3 o la mutacién del gen LOXHD1. Esta tecnologia se ha utilizado para rescatar con éxito la audicién en
dos modelos genéticos de ratén con pérdida de audicién (Tmc1 y Pmca2) (Askew, C et al. (2015) Tmc gene therapy
restores auditory function in deaf mice. Sci Transl Med. 7(295):295ra108). Aunque la tecnologia se ha utilizado
principalmente para tratar la pérdida de audicion dominante, puede desarrollarse para tratar la pérdida de audicién
recesiva y restaurar la audicién en el modelo de ratén activado Tmprss3 y, en Ultima instancia, en seres humanos
con pérdida de audicién causada por una mutacién en el gen TMPRSS3 o en el gen LOXHD1. El uso de la edicién
génica CRISPR/Cas9 para reparar secuencias génicas defectuosas se describe con mas detalle en Publicacion
PCT No. WO 2016/069910, Publicacién PCT No. WO 2015/048577y Publicacién de Solicitud de EE.UU. No.
2015/0291 966.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1 - MODELO DE RATéN DE LA MUTACION TMPRSS3 QUE REFLEJA LA PERDIDA DE AUDICION
PROGRESIVA DE APARICION POSTNATAL QUE SE OBSERVA EN LOS PACIENTES

Mutacion dirigida de una mutacién TMPRSS3 humana [c.916G>A (p.A1a306Thr)] con el sistema
CRISPR/Cas9 en el ratdn: Los modelos de ratén existentes tienen una inactivacién completa del gen TMPRSS3
que provoca una pérdida de audicién congénita o una degeneracién de las células ciliadas al inicio de la audicion,
el dia postnatal 12 (Fasquelle et al., 2011). Este ejemplo describe el desarrollo de un ratén activado portador de
una mutacién TMPRSS3 humana. La ¢.916G>A (p.Ala306Thr) en TMPRSS3 es la mutacién mas comun que se ha
identificado en méas de 10 familias de diferentes etnias de pacientes sordos chinos, alemanes, holandeses y
coreanos, lo que sugiere que esta mutacién es la principal contribuyente al fenotipo DFNB8/DFNB10 (Chung et al.,
2014; Elbracht et al., 2007; Gao et al., 2017; Weegerink et al., 2011). Se generara un modelo de ratén portador de
la mutacién humana mediante la técnica CRISPR/Cas9, tal y como se describe en detalle en el estudio previo de
Harms et al. (Harms et al., 2014). Brevemente, las herramientas de disefio de ARN guia (ARNg) se utilizan para
elegir los ARNg apropiados para el gen y la mutacién de interés; un proveedor de servicios elegira y sintetizarg el
ARNg con la minima edicién prevista de sitios genémicos fuera del objetivo, junto con cebadores para amplificar
el locus gendmico de interés y otros sitios genémicos fuera del objetivo previstos.

Una vez establecidos, los ratones serén genotipados y evaluados para pérdida auditiva a las 2, 4 y 12 semanas
de edad usando ABR y DPOAEs. En el caso de la pérdida de audicién de aparicidn tardia, la comparaciéon de las
pruebas ABR y DPOAE puede demostrar si la reduccién de la funcién de Tmprss3 afecta de forma asimétrica a la
funcién de las células ciliadas o del ganglio espiral. Esto afectaria a la eleccién del vector para el desarrollo clinico,
dada la observacion de Shearer et al. (Shearer et al., 2017). Aunque no es un fenotipo prominente en humanos,
los mutantes de ratébn han mostrado una degeneracién sutil de las células ciliadas saculares. La evaluacién
histolégica del sistema vestibular y las pruebas de rotarod se utilizardn para detectar disfunciones del equilibrio. La
expresion de Tmprss3 mutante en las cécleas se determinard mediante RT PCR cuantitativa. Los resultados se
analizaran para ratones de tipo silvestre y homocigotos Tmprss3 c.916G>A. Se llevaran a cabo analisis histoldgicos
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e inmunohistoquimicos de la céclea de dia 3 postnatal y de 2, 4 y 12 semanas de edad para identificar patrones
de pérdida de células ciliadas. Basandose en los datos histolégicos, se seleccionaran puntos temporales para el
analisis de la supervivencia de las células ciliadas en el montaje completo, con el fin de determinar si existen
gradientes de supervivencia de las células ciliadas de basales a apicales. Si esta indicado, los especimenes
también pueden evaluarse mediante microscopia electrénica de barrido para evaluar la morfologia del haz
estereociliar. El analisis estadistico se llevard a cabo mediante Graphpad Prism versidén 7 utilizando ANOVA para
medidas repetidas. Uso estimado de animales n=10 por punto temporal para los mutantes y n=3 para los controles.

El establecimiento de un curso temporal de la pérdida de audicién inducida por [c.916G>A (p.Ala306Thr)]
establecera los puntos temporales para realizar estudios de rescate. Si tiene éxito, también definiria el curso
temporal de los estudios preclinicos de seguridad laterales.

Si la mutacién objetivo provoca una pérdida de audicién congénita completa en el ratén, puede disefiarse un ratén
inactivado inducible. Dado que los humanos muestran fenotipos muy variables, esto también puede observarse en
el ratdn, lo que dificulta el anélisis estadistico. Para los experimentos de rescate, esto podria solucionarse utilizando
la oreja contralateral no tratada como control. Alternativamente, el papel de Tmprss3 puede evaluarse en un modelo
de iPSC humanas (como se describe en el Ejemplo 4). La progresion de la pérdida de audicion también puede
retrasarse, en cuyo caso la observacién experimental se prolongara hasta los 6 meses de edad.

EJEMPLO 2 - EVALUAR SI LA PERDIDA DE AUDICION Y EN ESTE MODELO DE RATON PUEDE DETENERSE
O REVERTIRSE MEDIANTE TERAPIA GENICA TMPRSS3

Se ha propuesto una serie de vectores para administrar genes al oido interno. Para la administracién a largo plazo
de genes més pequefios, se han estudiado ampliamente los vectores AAV, que son seguros y permiten la
administraciéon a una amplia gama de células. Sin embargo, se ha demostrado que la administracion de AAV a las
células ciliadas externas es incompleta, incluso con titulos mas altos de vector. Recientemente se ha desarrollado
un vector viral sintético AAV2/Anc80 asociado a adeno que proporciona una buena administracién a las células
ciliadas internas y externas. Se probaran dos sistemas de vectores diferentes, uno basado en la posibilidad de que
la funcidén Tmprss3 también deba rescatarse en el ganglio espiral. Se comparara el rescate de la audicién en el
modelo de ratdn utilizando estos dos sistemas de vectores. Los resultados potenciales incluyen el rescate de
DPOAEs con ABRs pobres en el caso de AAV2/Anc80, lo que indicaria la necesidad de tratar el ganglio espiral
ademas de las células ciliadas. En resumen, el vector se administrara a una canalostomia del canal semicircular
posterior entre una y dos semanas antes del inicio documentado de la pérdida de audicién segln los resultados
del Ejemplo 1. Se inyectaran tres concentraciones diferentes de vector a diferencias logaritmicas de pliegues
utilizando una microbomba. La audicién de los animales se evaluara con ABR seriados y DPOAESs en los puntos
temporales determinados en el Ejemplo 1. Entre los 3 y los 6 meses de edad, se evaluara la supervivencia de las
células ciliadas mediante histologia, inmunohistoquimica y montaje completo de la céclea. Los controles consistiran
en animales tratados Unicamente con vectores que expresen GFP (AAV2.hCMV.GFP o AAV2/Anc80.hCMV.GFP).
Si los ratones demuestran adicionalmente cualquier vestibular también seran evaluados por la histologia del
sistema vestibular y las pruebas de rotarod. Ademas, se evaluarad la toxicidad del tratamiento con Tmprss3
transfectando ratones de tipo silvestre con ambos vectores que expresan Tmprss3. El anélisis estadistico se llevara
a cabo mediante Graphpad Prism versién 7 utilizando ANOVA para medidas repetidas. Los resultados se evaluaran
en funcién del titulo de audicién por vector. Uso estimado de animales n=60 por punto temporal (2 vectores, 3
concentraciones de vector; histologia y evaluaciéon de montaje completo) para mutantes y n=3 para controles. Los
estudios de sobreexpresién utilizardn n=5 animales con 2 vectores.

Se espera que la terapia génica Tmprss3 prevenga la progresién de la pérdida auditiva. Puede haber diferencias
en los distintos vectores para rescatar la audicidén, asi como efectos de dosificacion.

Si se descubre que el rescate de la audicién es incompleto, se pueden disefiar vectores diferentes. Potencialmente,
puede ser necesario optimizar la expresién de Tmprss3 utilizando promotores de diferente potencia o incluyendo
las regiones reguladoras de Tmprss3. Potencialmente, la terapia génica Tmprss3 puede tener que suministrarse
al oido interno en un momento muy temprano.

Evaluacién de un sistema de administracién de AAV2 TMPRSS3: El TMPRSS3 humano (BC074847) dirigido
por el promotor CMV humano (HCMV) se cloné en un sistema de vector AAV2. El vector se purificd en un gradiente
de cloruro de cesio. Los titulos se determinaron mediante pPCR (1,1 x 10" GC/ml). Tras la sintesis y purificacion,
el vector se alicuotd en volimenes de 20 pl y se almacené en PBS en glicerol al 5% a -80°C.

Desarrollo de un sistema de ensayo para la administracion de TMPRSS3: Con el fin de evaluar la eficacia de
la funcién del vector, quisimos desarrollar un sistema para ensayar la produccién de TMPSS3. Esto también serviria
para evaluar posteriores disefios de vectores con diferentes promotores y para evaluar la estabilidad del vector.
Las lineas celulares presentan diferencias en la eficiencia de transfeccién con diferentes serotipos de AAV (Ellis et
al., 2013). Se examinaron diversas lineas celulares para comprobar su capacidad de transfeccién con AAV2. Por
desgracia, muchas de las lineas celulares utilizadas habitualmente que son transfectables con AAV2 expresan
TMPRSS3 nativa. Se examinaron diversas lineas celulares de cancer humano en las que se habia confirmado
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mediante ARNseq que no expresaban TMPRSS3. Se encontraron células primarias de angiofibroma nasofaringeo
juvenil (JNA) transfectadas con AAV2hcmv.gfp. Las células se sembraron en matraces T-75 con DMEM y un 10%
de suero fetal bovino inactivado por calor (FBS) (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se mantuvieron a 37 °C y un 5% de
CO.. Los medios se cambiaban cada 48 horas. Cuando las células alcanzaron P4 y eran confluentes al 90-100%,
se afladieron 3 ml de tripsina al 0,05% para lavar, se aspiraron y luego se afiadieron 3 ml de tripsina para eliminar
las células. La incubaciédn se realizé a 37 grados durante 3-5 minutos. La tripsina se neutralizé con 10%FBS/DMEM.
La solucién de células se recogié en un vial cénico de 15 ml y se centrifugd a 1.200 rpm durante 5 minutos a 4
grados. A continuacién, se suspendieron las células en 10 ml de FBS/DMEM al 10% y se sembraron, dejando 24
horas para que se adhirieran. La transduccién de AAV2-TMPRSS3 se realizd sembrando las células en
portaobjetos Millicell EZ Slides de 4 pocillos (PEZGS0416, MilliporeSigma, Burlington, MA) con una concentracién
de 2ul/ml de AAV2.hemv. TMPRSS3 en 500ul de medio. El medio celular se cambid a las 24 horas y después cada
48 horas tras la transfeccién hasta que se analizaron las células.

Inmunocitoquimica de células transfectadas con AAV2-TMPRSS3: Las células JNA transfectadas se lavaron
inicialmente con PBS y luego se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS a temperatura ambiente durante 10
minutos. Las células se bloquearon y permeabilizaron con Tritén - X 100 al 1% / albumina de suero bovino al 1% /
suero normal al 10% durante una hora a temperatura ambiente. El anticuerpo primario (1:100, ab 167160, Abcam,
Cambridge, MA/ 1:50, GTX81644, GeneTex, Irvine, CA) se incub6 durante la noche a 4 °C. Al dia siguiente, las
células se lavaron con PBS y se marcaron con Alexa Fluor 488 (1:500, Invitrogen, Carlsbad, CA). Al dia siguiente,
las células se lavaron con PBS y se marcaron con Alexa Fluor 488 (1:500, Invitrogen, Carlsbad, CA). Estas células
se lavaron con PBS y se tifieron con el medio de montaje ProLong Gold antifade (Invitrogen, Carlsbad, CA) con
0,2 pg/ml de 4',6-diamidino-2-fenilindol.

Construcciéon de AAV/Anc80-TMPRSS3-IRES-GFP. Clonaremos un ADNc completo de TMPRSS3 humano en
un vector AAV/Anc80 con un marcador eGFP para que las células infectadas con el virus puedan rastrearse
mediante la expresién de GFP. Hemos obtenido un ADNc humano de longitud completa de TMPRSS3 con la
secuencia verificada. Utilizaremos el vector AAV/Anc80 para la clonacién. Previamente se cloné un gen ISL1
humano en el mismo vector y se inyecté AAV/Anc80-ISL1-IRES-GFP en oidos internos de ratones neonatos y
adultos mediante cocleostomia y canalostomia, respectivamente. El AAV/Anc80 permite la liberacién de genes en
células ciliadas neonatales y adultas de forma eficaz, sin causar dafios en las células ciliadas ni pérdida de
audicién. La expresién adicional del transgén se mantiene en el tiempo, lo que es ideal para nuestro objetivo de
expresar el gen TMPRSS3 en las células ciliadas Tmprss3” para restaurar la expresién génica y recuperar la
audicién (Shu et al., 2016; Tao et al., 2017).

Tras la clonacién de TMPRSS3 en el vector de AAV/Anc80-TMPRSS3-IRES-GFP, el vector se amplificara y
empaquetara, con el objetivo de alcanzar un titulo viral de 102 Primero probaremos el virus AAV/Anc80-
TMPRSS3-IRES-GFP infectando células humanas. Realizaremos el inmunomarcaje con un anticuerpo anti-
TMPRSS3 y lo co-localizaremos con GFP, para examinar si TMPRSS3 y GFP se expresan en las mismas células.
Para el estudio in vivo, probaremos el vector inyectédndolo en el oido interno neonatal de tipo silvestre mediante
cocleostomia y en el oido interno adulto mediante canalostomia, respectivamente. Dos semanas después de la
inyeccion, se recogeran las cécleas de los ratones para examinar si las sefiales de GFP se limitan a las células
ciliadas. En nuestros estudios anteriores, observamos una fuerte expresién de GFP en el 100% de las células
ciliadas internas y una expresién moderada en mas del 95% de las células ciliadas externas. Por tanto, esperamos
observar un patrén de expresién similar con el gen TMPRSS3.

Posteriormente se inyectara AAV/Anc80-TMPRSS3-GFP en la cécleaTmprss3” mediante cocleostomia y se
estudiara la audicién un mes después. Esperamos observar una mejor audicién en los oidos internos inyectados
en comparacién con los oidos internos de control no inyectados. Esto sera evidente sobre todo si los
ratonesTmprss3” sufren una pérdida de audicién profunda de aparicion temprana. Si la pérdida de audicién en los
Tmprss®- es progresiva y de aparicion tardia, es posible que comencemos a observar un rescate auditivo en una
fase posterior, por ejemplo, a los 2 y 3 meses de edad. Los estudios auditivos se llevarédn a cabo mediante ABR y
DPOAE. Si los umbrales ABR y DPOAE son significativamente mas bajos en cualquier frecuencia en los oidos
inyectados, es una indicacién de rescate auditivo mediado por AAV en ratones Tmprss3” . Seguiremos la
progresién del rescate auditivo durante 6 meses, para determinar si la recuperacién auditiva es sostenida.

En los ratones Tmprss3”, las células ciliadas acabaran muriendo. Con la administracién de genes mediada por
AAV, es probable que la recuperacién de la funcién de las células ciliadas conduzca a su supervivencia a lo largo
del tiempo, lo que se confirmard mediante el recuento de células ciliadas a lo largo de la extensidén de la céclea.
Esperamos ver un numero significativamente mayor de células ciliadas en las cocleas inyectadas en comparacién
con las cécleas de control no inyectadas. La comparacién de los resultados auditivos y la supervivencia celular
determinara cual es el vector y la dosis de vector 6ptimos para la terapia de rescate.

EJEMPLO 3 - TMPRSS3

DESARROLLO DE UN MODELO DE RATON MUTANTE TMPRSS3. El desarrollo de un modelo de ratén que se
asemeje lo mas posible a la condicién humana es clave para la terapia futura. Un modelo de ratén inactivo Tmprss3
esta disponible en vendedores comerciales y puede utilizarse en los experimentos descritos en estos Ejemplos,
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sin embargo, sera mas relevante desarrollar un modelo de ratén que albergue una mutacién humana conocida por
causar pérdida de audicién, como se ha descrito anteriormente. Se espera que el modelo demuestre que la
mutacién humana causa pérdida de audicién en el ratén igual que en el ser humano, lo que hace que el modelo
sea valioso para estudiarse con fines terapéuticos. Los procedimientos para producir lineas de ratones
transgénicos se utilizan habitualmente en la técnica y son conocidos por los expertos en la técnica. Y lo que es
més importante, el tiempo necesario para generar un modelo de ratén se ha acortado considerablemente, pasando
de una media de 2 afios hace unos pocos afios a unos pocos meses en la actualidad con el uso de la tecnologia
CRISPR/Cas9. Asi, el tiempo que se tarda en producir un modelo de ratén ya no es un factor limitante. Proponemos
crear un modelo de ratén TMPRSS3 portador de una mutacién humana para nuestro estudio. En los ratones sin
TMPRSS3, las células ciliadas mueren y los ratones presentan una pérdida auditiva profunda. Tras la creacidn del
modelo de ratdn activador Tmprss3, estudiaremos la supervivencia de las células ciliadas y la pérdida de audicién
mediante ABR y DPOAE. Si el modelo de ratén muestra una pérdida de audicién progresiva por la pérdida de
células ciliadas, es la demostracién de que hemos generado el modelo de ratén Tmprss3 para DFNB8 humano.

PRODUCIR AAV-TMPRSS3 PARA TERAPIA GENICA. Utilizaremos la terapia génica mediada por AAV para tratar
ratones mutantes Tmprss3. Hemos identificado dos vectores AAV (Anc80 y AAV2) para el estudio, pero también
pueden probarse otros vectores de expresién, tal como un vector adenoviral, un vector viral del herpes simple, un
vector viral de la vaccinia, un vector adenoviral helper dependiente, un vector lentiviral u otros vectores virales
adenoasociados, tales como AAV5, AAVB AAVE.2, AAV7, AAVSE, AAVY, AAVrh8, AA Vrh10, AAVrh39, AAVrh43,
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5, AAVB, AAV7 o AAVS. Tanto el Anc80 como el AAV2 son muy eficaces para
introducir genes en las células ciliadas neonatales de mamiferos sin afectar negativamente a la audicién normal.
Ademas, recientemente se ha demostrado que ambos pueden utilizarse para liberar genes en células ciliadas de
ratones adultos sin afectar a la audicién normal (Zinn, E. et al., In Silico Reconstruction of the Viral Evolutionary
Lineage Yields a Potent Gene Therapy Vector, Cell Rep. 2015 Ago 11;12(6): 1056-68; y Askew, C. et al., Tmc gene
therapy restores auditory function in deaf mice, Sci Transl Med. 2015 Jul 8;7(295):295ra108). Clonaremos un ADNc
de TMPRSS3 humano en un vector para producir virus AAV- TMPRSS3. Realizaremos un estudio para demostrar
que la TMPRSS3 se produce mediante un sistema de cultivo in vitro. Tras la confirmacién, el AAV-TMPRSS3 se
inyectara en el oido interno de ratones neonatos de tipo silvestre para demostrar que no tiene efectos adversos, lo
que se demostraréd mediante el analisis celular del oido interno y el estudio de la audiciéon (ABR y DPOAE).

ESTUDIO DE AAV-TMPRSS3 EN LA RESTAURACION DE LA AUDICION. Inyectaremos AAV-TMPRSS3 en el
oido interno neonatal de ratones mutantes activados Tmprss3. Se realizaran analisis para los ratones inyectados
y de control inyectados con AAV-GFP, que incluirdn pruebas de audicién, estudios celulares y moleculares y efecto
a largo plazo. A nivel celular determinaremos si el AAV-TMPRSS3 promueve la supervivencia de las células ciliadas
al mes de edad. En los oidos mutantes de control inyectados con AAV-GFP, esperamos ver la pérdida de células
ciliadas en este punto temporal. Por el contrario, esperamos que las células ciliadas inyectadas con AAV-TMPRSS3
sobrevivan. Optimizaremos el procedimiento de inyeccién (cocleostomia, membrana de ventana redonda,
canalostomia) y las dosis para una mejor recuperacidn de la audicion. Es importante destacar que realizaremos la
inyeccién en ratones adultos (de 1 a 6 meses de edad) y evaluaremos la recuperacién de la audicion. Los
resultados de la inyeccidén en adultos se compararan con los de neonatos, lo que nos informaré sobre la ventana
temporal en la que la intervencién sigue siendo eficaz.

EJEMPLO 4 - ESTUDIO DE CE,LULAS CAPILARES DERIVADAS DE CELULAS MADRE PLURIPOTENTES
INDUCIDAS EN PACIENTES (CELULAS iPS)

Un aspecto importante del estudio es demostrar que nuestra estrategia funciona con células ciliadas humanas.
Como no se dispone de hueso temporal humano para el estudio, en su lugar estableceremos lineas celulares iPS
de pacientes utilizando fibroblastos de pacientes, asi como fibroblastos de miembros de la familia de control. Se
recogeran los fibroblastos de los pacientes con la mutacién mas frecuente y se estableceran las lineas celulares
iPS. Las lineas celulares iPS se diferenciaran en células del oido interno, incluidas las células ciliadas. Con el
sistema de cultivo, se utilizard AAV-TMPRSS3 para infectar células ciliadas derivadas de iPS. Se estudiara la
supervivencia de las células ciliadas infectadas y la transduccién de células ciliadas mediante pinzamientos
irregulares. Esperamos observar una mejora de la supervivencia y la funcién de las células ciliadas, en
comparacién con las células ciliadas de control no infectadas y no tratadas. El estudio permitira evaluar la eficacia
de la infeccion por AAV-TMPRSS3 en células ciliadas humanas y la expresién del gen TMPRSS3. Este logro es
una demostraciéon de que las células ciliadas humanas defectuosas pueden tratarse con AAV-TMPRSS3, lo que
supone un gran paso adelante hacia futuros estudios clinicos.

EJEMPLO 5 - LOXHD1

DESARROLLO DE UN MODELO DE RATON MUTANTE LOXHDA1. El desarrollo de un modelo de raton que se
asemeje lo més posible a la condicidn humana es clave para la terapia futura. Un modelo de ratén inactivo LOXHD1
ser4 relevante para desarrollar un modelo que albergue una mutacién humana conocida por causar pérdida de
audicién, como se ha descrito anteriormente. Se espera que el modelo demuestre que la mutacién humana causa
pérdida de audicidn en el ratdn igual que en el ser humano, lo que hace que el modelo sea valioso para estudiarse
con fines terapéuticos. Los procedimientos para producir lineas de ratones transgénicos se utilizan habitualmente
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en la técnica y son conocidos por los expertos en la técnica. Y lo que es més importante, el tiempo necesario para
generar un modelo de ratén se ha acortado considerablemente, pasando de una media de 2 afios hace unos pocos
aflos a unos pocos meses en la actualidad con el uso de la tecnologia CRISPR/Cas9. Asi, el tiempo que se tarda
en producir un modelo de ratén ya no es un factor limitante. Proponemos crear un modelo de ratén LOXHD1
portador de una mutacién humana para nuestro estudio. En los ratones sin LOXHD1, las células ciliadas mueren
y los ratones presentan una pérdida auditiva profunda. Tras la creacién del modelo de ratén activador LOXHD1,
estudiaremos la supervivencia de las células ciliadas y la pérdida de audicién mediante ABR y DPOAE. Si el modelo
de ratén muestra una pérdida de audicién progresiva por la pérdida de células ciliadas, es la demostracion de que
hemos generado el modelo de raton LOXHD1 para DFNB77 humano.

PRODUCIR AAV-LOXHD1 PARA TERAPIA GENICA. Utilizaremos la terapia génica mediada por AAV para tratar
ratones mutantes LOXHD1. Hemos identificado dos vectores AAV (Anc80 y AAV2) para el estudio, pero también
pueden probarse otros vectores de expresién, tal como un vector adenoviral, un vector viral del herpes simple, un
vector viral de la vaccinia, un vector adenoviral helper dependiente, un vector lentiviral u otros vectores virales
adenoasociados, tales como AAV5, AAVB AAVE.2, AAV7, AAVSE, AAVY, AAVrh8, AA Vrh10, AAVrh39, AAVrh43,
AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5, AAVB, AAV7 o AAVS. Tanto el Anc80 como el AAV2 son muy eficaces para
introducir genes en las células ciliadas neonatales de mamiferos sin afectar negativamente a la audicién normal.
Ademas, recientemente se ha demostrado que ambos pueden utilizarse para introducir genes en células ciliadas
de ratones adultos sin afectar a la audicién normal (Zinn, E. et al. (2015) In Silico Reconstruction of the Viral
Evolutionary Lineage Yields a Potent Gene Therapy Vector. Cell Rep. 11;12(6):1056-68y Askew, C. et al. (2015)
Tmc gene therapy restores auditory function in deaf mic. Sci Transl Med. 7(295):295ra108). Clonaremos un ADNc
de LOXHD1 humano en un vector para producir virus AAV- LOXHD1. Realizaremos un estudio para demostrar que
la LOXHD1 se produce mediante un sistema de cultivo in vitro. Tras la confirmacién, el AAV-LOXHD1 se inyectara
en el oido interno de ratones neonatos de tipo silvestre para demostrar que no tiene efectos adversos, lo que se
demostrara mediante el analisis celular del oido interno y el estudio de la audicién (ABR y DPOAE).

ESTUDIO DE AAV-LOXHD1 EN LA RESTAURACION DE LA AUDICION. Inyectaremos AAV-LOXHD1 en el oido
interno neonatal de ratones mutantes activados LOXHD1. Se realizaran anélisis para los ratones inyectados y de
control inyectados con AAV-GFP, que incluirdn pruebas de audicion, estudios celulares y moleculares y efecto a
largo plazo. A nivel celular determinaremos si el AAV-LOXHD1 promueve la supervivencia de las células ciliadas al
mes de edad. En los oidos mutantes de control inyectados con AAV-GFP, esperamos ver la pérdida de células
ciliadas en este punto temporal. Por el contrario, esperamos que las células ciliadas AA V-LOXHD1 inyectadas
sobrevivan. Optimizaremos el procedimiento de inyeccién (cocleostomia, membrana de ventana redonda,
canalostomia) y las dosis para una mejor recuperacién de la audicion. Es importante destacar que realizaremos la
inyeccién en ratones adultos (de 1 a 6 meses de edad) y evaluaremos la recuperacién de la audicion. Los
resultados de la inyeccién en adultos se compararan con los de neonatos, lo que nos informara sobre la ventana
temporal en la que la intervencién sigue siendo eficaz.

ESTUDIO DE Cl,éLULAS CAPILARES DERIVADAS DE CELULAS MADRE PLURIPOTENTES INDUCIDAS EN
PACIENTES (CELULAS iPS). Un aspecto importante del estudio es demostrar que nuestra estrategia funciona
con células ciliadas humanas. Como no se dispone de hueso temporal humano para el estudio, en su lugar
estableceremos lineas celulares iPS de pacientes utilizando fibroblastos de pacientes, asi como fibroblastos de
miembros de la familia de control. Se recogeran los fibroblastos de los pacientes con la mutacién més frecuente y
se estableceran las lineas celulares iPS. Las lineas celulares iPS se diferenciaran en células del oido interno,
incluidas las células ciliadas. Con el sistema de cultivo, se utilizara AAV-LOXHD1 para infectar células ciliadas
derivadas de iPS. Se estudiara la supervivencia de las células ciliadas infectadas y la transduccién de células
ciliadas mediante pinzamientos irregulares. Esperamos observar una mejora de la supervivencia y la funcién de
las células ciliadas, en comparacién con las células ciliadas de control no infectadas y no tratadas. El estudio
ofrecera la oportunidad de evaluar la eficacia de la infeccién por AAV- LOXHD1 en células ciliadas humanas y la
expresion del gen LOXHD1. Este logro es una demostracién de que las células ciliadas humanas defectuosas
pueden tratarse con AAV-LOXHD1, lo que supone un gran paso adelante hacia futuros estudios clinicos.

EJEMPLO 6 - PROCEDIMIENTOS EJEMPLARES

Medicién ABR: Los umbrales ABR se registraron utilizando el programa Intelligent Hearing Systems Smart EP
(IHS, Miami, FL, EE. UU.). Los animales se anestesiaron como se ha descrito anteriormente y se mantuvieron
calientes en una almohadilla térmica (37 °C). Se colocaron electrodos de aguja en el vértex (+), detras de la oreja
izquierda (-) y detras de la oreja contraria (tierra). Se presentaron rafagas de tonos a 4, 8, 16 y 32 kHz, con una
duracién de 500 ps utilizando un transductor de alta frecuencia. El registro se realizé con una ganancia total igual
a 100K y utilizando ajustes de 100 Hz y 15 kHz para los filtros de paso alto y bajo. Se present6 un minimo de 128
barridos a 90 dB SPL. El SPL se redujo en pasos de 10 dB. Cerca del nivel umbral, se realizaron pasos de 5 dB
SPL utilizando hasta 1024 presentaciones en cada frecuencia. El umbral se defini6 como el NPS en el que se podia
identificar al menos una de las ondas en 2 o més repeticiones del registro. El umbral preoperatorio se midi6é antes
de la primera operacién y el umbral postoperatorio final se midié antes de sacrificar a los animales. Realizamos
pruebas en ratones antes de cada administracion de vectores y tres dias después de la Ultima administracién de
vectores.
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Mediciéon DPOAE: Para evaluar el dafio funcional en la OHC, se registraron las emisiones otoacusticas del
producto de distorsién (DPOAE) y la funcién de entrada/salida (funcién 1/O) en ambos lados utilizando el programa
IHS descrito anteriormente. Los productos de distorsién se midieron para tonos puros de 2 kHz a 32 kHz utilizando
el transductor de alta frecuencia IHS. La sonda Etymotic 10B+ se introdujo en el conducto auditivo externo. El nivel
L1 se fij6 en 65 dB El nivel L2 se fij6 en 55 dB. Las frecuencias se adquirieron con una relacién F2-F1 de 1,22
utilizando 16 barridos. Las funciones de E/S se adquirieron a una frecuencia de 16 kHz. Se utilizaron nueve niveles
de estimulo que oscilaban entre 65 dB SPL y 31 dB SPL en pasos de 5 dB. Se realizaron pruebas en ratones antes
de cada administracion de vectores y tres dias después de la Ultima administracién de vectores.

Entrega del AAV que expresa TMPRSS3 al oido interno: Todos los procedimientos fueron revisados y
aprobados por un Comité de Cuidado y Uso de Animales apropiado. Se anestesié a ratones adultos con una
inyeccion i.p. de una mezcla de ketamina (150 mg/kg), xilocaina (6 mg/kg) y acepromacina (2 mg/kg) en cloruro
sédico al 0,9%. El vector se administr6 en el canal semicircular posterior. Se realizd una incisién dorsal
postauricular y se expuso el canal semicircular posterior o lateral. Utilizando un microtaladro, se creé una
canalostomia, exponiendo el espacio perilinfatico. A continuacién, se inyectaron 0,5 pl de vector utilizando una
microjeringa Hamilton con graduaciones de 0,1 ul y una aguja de calibre 36. La canalostomia se sellara con cera
Osea y se dejd que los animales se recuperaran.

Protocolo para el entrenamiento y prueba del Rotarod (RR) en ratones: Para el entrenamiento, los ratones se
colocan en el Rotarod RR (ENV-575M, Med Associated Inc., Georgia, EE. UU.), de uno en uno y el programa se
inicializa a una velocidad de 4-40rpm. A medida que el ratén cae/salta/se detiene y gira en la primera ranura, se
recogen y se colocan en la ranura consecutiva sin detener el programa. Después del tratamiento, los ratones se
colocan en RR, un ratén en cada ranura y se inicia el programa. Cuando un ratén se cae, se recoge y se coloca
en la unidad de alojamiento de animales para esperar a que los demas ratones terminen el programa.
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Se han descrito una o més realizaciones de la presente invencién. No obstante, se entendera que pueden
realizarse diversas modificaciones sin apartarse del alcance de la invenciéon tal como se define en las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica para su uso en un procedimiento para el tratamiento o la prevencion de la pérdida
de audicién en un sujeto que la necesita, que comprende:

un vector viral adeno-asociado seleccionado para ser AAV2 que tiene una secuencia de acido nucleico TMPRSS3
humana seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1 y una secuencia de 4cido nucleico que tenga al
menos un 90% de identidad de secuencia con el acido nucleico de SEQ ID NO: 1, y un promotor de citomegalovirus
humano (HCMV) unido operativamente al 4cido nucleico.

2. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacioén 1, en la que el titulo del vector viral es
de 1,1 x 10" copias del genoma por mililitro (GC/mL), segln se determina por pPCR.

3. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o0 2, comprendiendo el procedimiento:

administrar al sujeto que lo necesita una cantidad de un vector viral adenoasociado seleccionado para ser AAV2y
que tiene una secuencia de acido nucleico TMPRSS3 humana seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO: 1, y una secuencia de acido nucleico que tenga al menos 90% de identidad de secuencia con el 4cido nucleico
de SEQ ID NO: 1, y un promotor de citomegalovirus humano (HCMV) unido operativamente al 4cido nucleico.

4. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que la cantidad eficaz es eficaz
para restaurar la expresiéon génica en las células ciliadas del oido del sujeto.

5. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 0 4, en la que
el vector viral adenoasociado se administra mediante un procedimiento de inyeccién, y en la que el procedimiento
de inyeccién se selecciona del grupo que consiste en cocleostomia, inyeccién en la membrana de la ventana
redonda, inyeccidén en el saco endolinfatico, inyeccién en la escala media, canalostomia, inyeccién en la escala
media a través del saco endolinfatico, o cualquier combinacién de los mismos.

6. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacidén 3, en la que el sujeto tiene uno o més
factores genéticos de riesgo asociados con la pérdida de audicién.

s

7. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que uno de los factores genéticos
de riesgo se selecciona del grupo que consiste en una mutacién en el gen TMPRSS3 o una mutacién en el gen
LOXHD1.

8. La composicién farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que el sujeto no muestra ningtn
indicador clinico de pérdida de audicion.

9. Un ratén transgénico disefiado para tener una o mas mutaciones activas que causan pérdida de audicién,
correspondiendo cada una de las mutaciones a una mutacién en un TMPRSS3 humano que se sabe que causa
pérdida de audicién, en el que la una o mas mutaciones activadas se seleccionan del grupo que consiste en:
IVS4AS, G-A, -6; 8-BP DEL, SATELLITE REPEAT INS; 1-BP DEL 207C; ¢.753G>C (p.Trp251Cys); ¢.308A>G
(p.Asp103Gly);, ¢.1211C>T (p.Pro404Leu); c.647G>T (p.Arg216Leu); ¢.579dupA (p.Cys194Metfs);, ¢.1192C>T
(p.GIn398Ter); ¢.323-6G>A; ¢.916G>A (p.Ala306Thr); c.208delC (p.His70Thrfs); c.1276G>A (p.Ala426Thr);
¢.413C>A (p.Ala138Glu); ¢.325C>T (p.Arg109Trp); ¢.346G>A(p.V116M); c.727G>A (p.G243R); and ¢.1156T>C
(p.C386R).

10. El ratén transgénico de la reivindicacidn 9. en el que la mutacién es ¢.916G>A (p.Ala306Thr).
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FIGURA1
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FIGURA 2
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AVELISNKICNHRDVYGGITSPEMLCAGYLTGGVDSCOGUEGEP LVIQERRIHWKLVGATAFGIGCAEVNRKPG
VYTRVISFLUWIHEQMERDLKT  {(ISEC ID NO:2)
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acaccaggaa

aagyycaaga
gaytggacat

goaasngtgt

gageaggoety

ctygaga
agascotggt

cotacaogt

tratoateat

actggaacaa

itelete felur-Yutubnl

accacagaca
ggocascttg

aocatcacaa

atcoanscctea
agcetitgacsa

Fgatstgaga

yaagoagagy
aaaagctagy

tgottgataa

SEQ ID NO:3)

acggagyrga

ceataaagatl
ctaattaaat

tgtata

agtggattya

otgoaagaty
tgtegatgty
gagt

ctgtgatgay

ctocaa

cgetgatgac
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gacgeiggayg

yyabtgagaaa
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FIGURA 4
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LFRRAELOTRLY TPEVEYEIDLY RS DVERAAGTDANIFIT IYCGCDAVCTOORYLUTNERREQK
QFFERKSAS RF”VFME?VGEIIEKIPI“kNNTuMNPGWFCbFVFI‘RJHPPBDbmmTITF
PCDRWLATSEDDRKKTIRELVEYDIFTERYMKDGS LROVYREVEEPLDIVLYSVQIFTGNT
PCAGTDAKVY ITIVGDLODTGERYLGKIENRTNRFERGTADTFI IEAADLOVIYKIKLRE
DNSEWCADWYVERVEIWNDTNEDEFLFLCGRWLILKEREDGRLERLFYEKEYTGDRESNCSE
SPADFWEIALISEMADVIISTVIGEPMAIYVOEGRII DY YVEVITGREKDAATDERAFIFL
TGEDDERSKRIWLDYPRGRRGEFSRGEVEREYVAGLDVGI I KNI BLGHDGASYESCWLVER
LOLAVETQGTRYMENCNCW LAKDRGDGIT SRVEFDLLDAMYVNIGVEVLYEMTVRTGDVVE
GCTRSNTFMTLYCG STREMQL ARFERECGNDTEIM LDTAPETEMRIRIDGLGS
RPEWFLERILLENMNTGDLIMEFYYGDWLSQRKGKRT LVCEMUAVIDEEEMMENT SYTVAY
KISDILGAGTDANVEI I IFGENGDSGTLALKQSANWNKFERNNTDTFRFPIMLELGHLCK
LEVWHDNRGIFPGWHLSYVIVKDN SRUETFHEFQCDCHW LS KIS EGDGRTVRDFACANNKICD
BLEETTYEIVIETGNGGETRENVWLILEGRENRSKEFLMEN S SRQEAFRKGCTTOTEEY DS
IYLGDIASLOCVGHLAREDREF I PRRELAWHVKT I TITEMEYON VY FENCRDCLI P LERKRKY
PEVERVIRITESFARKVOSLVEVRYEVIVTITGYEPGAGTDANVEVT I FGANGRTGRRELK
GEKMRNLFERCGSTDREFLETLELVVTRLGLAAECG {(SEQ ID NO: 4
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