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La Mucopolisacaridosi tipus 1lIB (MPSIIIB) és una malaltia minoritaria
d’acumulacié lisosomica causada per la deficiencia de [I'enzim a-N-acetil-
glucosaminidasa (NAGLU), implicat en la via de degradacié del glicosaminoglica
(GAG) Heparan Sulfat (HS). Aquesta pérdua d’activitat comporta una acumulacio
patologica de HS intralisosdomic que dona lloc a la disfuncié i mort cel-lular. La MPSIIIB
€s una malaltia neurodegenerativa amb una lleu afectacié somatica. Després d’un
primer periode asimptomatic durant els primers mesos de vida, la malaltia es
caracteritza per una fase inical durant la infantesa amb alentiment del
desenvolupament mental, alteracions en el comportament i deteriorament intel-lectual.
Amb l'aparicid de deméncia severa, els problemes de comportament desapareixen i
les funcions motores inicien un deteriorament progressiu, que finalment resulta en una
pérdua total de locomocio, disfagia i lesions en el sistema piramidal. La mort se sol
produir entre la segona i tercera década de vida, tot i que formes més lleus de la

malaltia presenten una evolucié més lenta amb esperances de vida més llargues.

Actualment, no hi ha cap tractament especific per la MPSIIIB. Totes les terapies i
tractaments actuals estan basats en el control simptomatic i en la millora de la qualitat
de vida. Per aquesta rad, es fa necessari el desenvolupament de noves estratégies
terapéutiques. La terapia génica in vivo basada en I'administracié de vectors virals
derivats dels virus adenoassociats (AAV) ofereix una alternativa atractiva per al
tractament de malalties minoritaries d’origen genétic com la MPSIIIB. Entre tots els
vectors AAV identificats i caracteritzats, els derivats del serotip 9 (AAV9) es presenten

un ampli tropisme al Sistema Nerviés Central (SNC).

Per tant, en la present tesi doctoral s’ha desenvolupat una estratégia de terapia
génica centrada en l'administracié al Liquid Cefaloraquidi (LCR) d’'un vector AAV9
codificant per la proteina NAGLU murina (AAV9-mNAGLU), amb la finalitat de tractar
la patologia neurologica i somatica de la MPSIIIB.

Una unica administracio del vector viral AAV9-mNAGLU a la cisterna magna de
ratolins models de la malaltia, va donar lloc a una amplia transduccié del SNC i del
fetge, que es va traduir en un augment en els nivells d’activitat NAGLU en aquests
organs. A nivell del SNC, 'augment d’activitat NAGLU en els ratolins MPSIIIB tractats
va permetre normalitzar del contingut de GAGs del cervell i corregir els signes de
neuroinflamacié. També es va dur a terme un estudi d’expressié génica del cervell, el
qual va permetre observar una desregulacié de [I'expressié génica de gens

caracteristics de cél-lules de la microglia, d’'immunitat innata i d’estrés oxidatiu en els
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ratolins MPSIIIB no tractats. Aquesta expressio génica alterada va ser corregida amb
el tractament amb AAV9-mNAGLU.

L’augment d’activitat NAGLU hepatica va comportar un increment de l'activitat
circulant, que alhora va permetre normalitzar el contingut de GAGs de la majoria
d'organs i teixits analitzats. El tractament amb AAV9-mNAGLU també va comportar
una normalitzacié de les alteracions de comportament i un augment significatiu de la

supervivencia dels ratolins MPSIIIB d’ambdds sexes.

Posteriorment, es va avaluar la translacionabilitat de I'aproximacié terapeutica en
models animals més grans. Gossos Beagle adults van ser utilitzats per a aquesta
finalitat, als quals se’ls va administrar el vector viral AAV9 codificant per la proteina
NAGLU canina (AAV9-cNAGLU) al LCR. Es va observar una produccié i secrecio
elevada i estable de 'enzim NAGLU actiu al LCR. També es va utilitzar el model cani
per avaluar I'efecte de la immunitat preexistent sobre els nivells d’activitat NAGLU al
LCR. Els resultats van mostrar com després de l'administracié del vector AAV9-
cNAGLU, els nivells d’activitat al LCR es mantenien elevats i constants a llarg termini

independentment de la preséncia d’elevats titols circulants de NAbs.

Conjuntament, els resultats van mostrar I'eficacia terapeutica de 'administracio al
LCR de vectors AAV9 codificants per la proteina NAGLU i la translacionabilitat
d’aquesta aproximacié cap a models animals grans, aixi com també la persisténcia
d’activitat al LCR independentment de la preséncia de NAbs circulants contra la
capsida del vector viral. Per tant, I'aproximacié de terapia génica descrita en aquest
treball pot esdevenir un possible tractament, no només per a la MPSIIIB, sin6 que

també per a altres malalties d’acumulacio lisosdmica amb afectacié del SNC.
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1. MALALTIES MINORITARIES

Les Malalties minoritaries, altrament conegudes com a Malalties rares degut a la
seva traduccié literal del terme anglés Rare diseases, comprenen un grup d’entre
6.000 y 8.000 malalties amb baixa prevalenca i que afecten entre un 6 y un 8% de la
poblacié mundial. Tot i considerar-se de baixa prevalenca, col-lectivament les malalties
minoritaries afecten a 1 de cada 20 individus. El 80% d’aquestes malalties son d’origen
genétic, mentre que el 20% restant fa referéncia a trastorns adquirits, ja siguin
degeneratius i proliferatius o0 ocasionats com a consequéncia d’infeccions viriques o
bacterianes o deguts a al-lérgies i d’'altres causes ambientals. El 75% de malalties
minoritaries afecten a nens i d’'aquests, el 30% solen morir abans dels 5 anys d’edat.
En general, es tracta de malalties croniques, progressives, degeneratives i

incapacitants amb pérdua progressiva de la qualitat de vida i d’autonomia.

No hi ha un consens clar, Unic i acceptat per classificar una malaltia de baixa
prevalenga com a minoritaria, ja que cada pais en té la seva propia definicio.
D’aquesta manera, als EEUU es considera una malaltia com a minoritaria aquella que
presenta una prevalenca igual o inferior a un entre cada 1.200 individus (Rare
Diseases Act of 2002, Public Law 107).

A nivell Europeu, la Direccié General de Salut i Consumidors en Salut Publica de
la Comissié Europea, estableix que les malalties minoritaries son totes aquelles
"malalties potencialment mortals o cronicament debilitants —moltes d’elles d’origen
genetic—, la prevalenca de les quals és tan baixa que es requereixen esforgos
combinats per tal de: (a) reduir-ne el nombre d’afectats, (b) prevenir-ne la mortalitat
perinatal i infantil degudes a la seva causa, i (c) mantenir la qualitat de vida i el
potencial socio-economic dels malalts." Aixi, la Comissio també estableix que a la Unié
Europea (UE), una malaltia és considerada com a rara o minoritaria quan afecta a 5
persones de cada 10.000, una prevalenca d'una persona entre cada 2.000
(Communication from the UE Commission, 2008). A I'Estat Espanyol s’estima que hi
ha al voltant de 3 milions de persones afectades d’alguna malaltia minoritaria
(Estrategia en Enfermedades Raras del Sistema Nacional de Salud, 2009), i a

Catalunya el nombre de casos es calcula entre 300.000 i 400.000 persones.
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2. LISOSOMES | MALALTIES D’ACUMULACIO LISOSOMICA

Les malalties d’acumulacio lisosdmica (LSDs: Lysosomal Storage Disorders) son
un grup de malalties minoritaries que comprenen prop de 50 malalties genétiques
causades per la deficiéncia d’un enzim lisosdmic concret o, en una minoria de casos,
degudes a la deficiencia d’enzims no lisosdmics perd que es troben implicats en
alguna de les seves funcions biologiques, de manera que la disfuncié d’aquests

enzims dona lloc a la disfuncié i a I'alteracié de 'lhomeostasi lisosomica.

2.1. Lisosomes i enzims lisosomics

Els lisosomes son organuls intracel-lulars encarregats principalment de la funcié
digestiva i de reciclatge cel-lular, tant dels productes propis de la cél-lula (procés
conegut com autofagia) aixi com també de components extracel-lulars internalitzats
pels processos d’endocitosi, pinocitosi i fagocitosi. A banda de la funcié digestiva,
també es troben implicats en altres funcions cel-lulars fonamentals com la secrecid, el
reciclatge i reparacié de la membrana cel-lular, senyalitzacid, autofagia, immunitat i

metabolisme energétic (Settembre, 2013).

Per a dur a terme la funcié digestiva, els lisosomes disposen del voltant de 120
proteines lisosdmiques integrals de membrana i de prop de 50 enzims secretables
capacos d’hidrolitzar polisacarids, proteines, acids nucleics i lipids, digestions que
duen a terme a un pH acid de 5,5. Per aquesta raé a aquests ultims se’ls anomena
també hidrolases acides. Fora d'un estret rang de pH, les hidrolases acides sén
inactives, fet que protegeix la cél-lula d’'una possible autodigestidé incontrolada, per
exemple per ruptura de la membrana lisosdmica i abocament del seu contingut al
citosol, ja que el pH citosolic és del voltant de 7,2 (Cooper, 2000). Els enzims integrals
de membrana lisosomica es troben implicats en processos d’acidificacié del lumen
lisosomic, de transport de substancies a través de la membrana lisosomica i de fusio

d’aquesta membrana amb d’altres estructures cel-lulars (Settembre, 2013).

Les hidrolases acides son sintetitzades al reticle endoplasmatic rugds, del qual
se’n desprenen vesicules que es fusionen amb I'Aparell de Golgi, on pateixen les
pertinents glicosilacions post-transcripcionals, entre elles, I'addicié de residus de
manosa-6-fosfat (M6P) als extrems terminals de les cadenes d’oligosacarids. Aquests
residus soén la marca distintiva d’aquests enzims, ja que és al trans Golgi on sén
reconeguts pels receptors de M6P (MPR) (Ghosh, 2003; Braulke, 2009). De I'Aparell

-6-
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de Golgi se’'n formen noves vesicules de pH lleugerament acid: els lisosomes primaris,
els quals tenen a la seva membrana la M6P unida al seu receptor. Aquests lisosomes
primaris, es fusionen amb altres vesicules acides: els endosomes tardans.
L’acidificacio del pH intravesicular, deguda a la preséncia de bombes de protons a la
membrana dels lisosomes primaris (Ohkuma, 1982), és la responsable de la
dissociacio entre els enzims lisosomics i els MPR un cop a I'endosoma tarda. Es
llavors quan els receptors poden ser reciclats, bé sigui de retorn cap a I'Aparell de
Golgi o bé cap a la membrana plasmatica cel-lular, on poden captar altres enzims
lisosdmics secretats per les cél-lules veines. Les vesicules que es desprenen dels
endosomes tardans i que contenen macromolécules i altres productes que han de ser
digerits s’anomenen lisosomes secundaris, amb un pH més acid que permet I'activacio

de les hidrolases acides (Figura 1).

Figura 1. Hidrolases acides i digestio lisosomica. A I'’Aparell de Golgi les hidrolases acides se’ls
afegeix la M6P caracteristica d’aquest tipus d’enzims lisosomics, fet que els permet ser
reconegudes pel seu receptor. Del Golgi se’n desprenen les vesicules que es van acidificant per
formar els lisosomes primaris, els quals es fusionen amb els endosomes tardans procedents de les
diferents vies de digestié cel-lular (fagocitosi, pinocitosi, exocitosi i processos autofagics). La
maduracié dels endosomes tardans dona lloc als lisosomes secundaris, encarregats de la
degradacié macromolecular propiament dita. Els productes resultants de la digestié son reutilitzats
per la cél-lula o bé sén eliminats en forma de cossos residuals. Adaptat de Desnick i Schuchman,
2002.
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Les hidrolases acides sintetitzades en una cél-lula, no només duen a terme la
seva funcié en aquesta mateixa cél-lula, sind que també poden ser secretades al medi
extracel-lular a partir de vesicules que es desprenen directament de I'’Aparell de Golgi i
viatgen fins a la membrana plasmatica cel-lular. Aquestes vesicules es fusionen amb
la membrana alliberant el seu contingut al medi extracel-lular i/o al torrent circulatori.
D’aquesta manera, aquests enzims poden ser internalitzats mitjangant endocitosi
mediada pel MPR de cél-lules veines o distants que I'expressin a la seva membrana
plasmatica (Desnik i Schuchman, 2002; Enns i Huhn, 2008) (Figura 2).

Hidrolasa acida

activada

Figura 2. Mecanisme de correccié creuada. Les hidrolases acides produides en una ceél-lula
determinada poden ser excretades al medi extracel-lular i al torrent circulatori, podent ser captades
per cel-lules veines o distants que expressin el MPR a la seva membrana, i exercir la seva funcio
digestiva en aquestes cél-lules. L’eficacia de la majoria d’aproximacions terapéutiques en estudis
preclinics es basa en aquesta propietat.
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2.2. Malalties d’acumulacio lisosomica

La majoria de LSDs de les que se’n té constancia son malalties monogéniques
d’heréncia autosdmica recessiva, a excepcié d’algunes que sén d’heréncia lligada al
cromosoma X, com la malaltia de Hunter (o Mucopolisacaridosi tipus Il), la malaltia de
Danon o la malaltia de Fabry (Taula 1). En qualsevol cas, la majoria de les LSDs sén
causades per mutacions en gens que codifiquen per algun dels enzims lisosomics
(solubles o de membrana), mentre que una minoria son degudes a mutacions en
enzims no lisosdmics perd implicats en la biogénesi lisosdmica o en la maduracio
proteica d’enzims lisosdmics (Neufeld, 1991; Dierks, 2009). En aquest ultim grup s’hi
troben, per exemple, la Malaltia de Niemann-Pick C1, la Deficiéncia multiple de

sulfatases (o malaltia d’Austin) i les Mucolipidosis tipus Il i lll (Taula 1).

Les LSDs sén considerades malalties minoritaries ja que presenten una incidéncia
global inferior a 1 de cada 2.000 naixements. No hi ha un consens clar per definir la
incidéncia exacta per cadascuna d’elles, ja que depén de I'area geografica estudiada

aixi com també de l'eficiéncia en el seu diagnostic.

Aixi, estudis retrospectius realitzats en diferents arees geografiques estableixen
incidencies globals de les LSDs de 1 en 7.700 naixements a Australia (Meikle, 1999), 1
en 7.100 a Holanda (Poorthuis, 1999), 1 en 8.275 a Italia (Dionisi-Vici, 2002) o 1 en
4.000 a Portugal (Pinto, 2004). De tota manera, la incidéncia més elevada en una
malaltia minoritaria de la que se'n té constancia és a la poblacié Finesa, on la

Aspartilglicosaminuria afecta a 1 de cada 18.500 naixements (Arvio, 1993).

2.2.1. Classificacio

La falta d’activitat enzimatica de qualsevol dels enzims deficitaris en les LSDs,
doéna lloc a 'acumulacié patoldgica de formes parcialment degradades de diferents
substrats a I'interior dels lisosomes, la qual cosa resulta en la formaci6 intracel-lular de
grans cossos d’inclusié i en la conseqient distensid lisosomica a linterior de les
cél-lules afectades. Finalment, l'acumulacié d’aquests productes intermedis de
degradacioé a linterior de les ceél-lules t¢ com a consequéncia la disfunci6 i la mort
cel-lulars. Per aquesta rad, se solen classificar les LSDs en funcié del substrat que

s’acumula en cada cas, que alhora ve determinat per I'enzim deficitari (Taula 1).
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Taula 1. Classificacié de les malalties d’acumulacié lisosémica (Part /)

Nom de la malaltia

Altres noms

Proteina deficitaria

Productes
emmagatzemats

Defectes en la degradacié de Glicoproteines

Mucolipidosi | (tipus 1i II)
Galactosialidosi
a-Manosidosi

B-Manosidosi

Aspartilglucosaminuria
a-Fucosidosis
Malaltia de Schindler

Sialidosi

Defectes en la degradacio de Glicolipids

a-N-acetilneuraminidasa
Catepsina A
a-manosidasa

B-manosidasa

Aspartilglucosaminidasa
a-L-fucosidasa

a-N-
acetilgalactosaminidasa

Sialil-oligosacarids
Sialil-oligosacarids
Oligosacarids amb
manosa

Oligosacarids amb
manosa
Aspartilglucosamina
Oligosacarids amb fucosa
Oligosacarids amb N-
acetilgalactosamina

GM1 Gangliosidosi (tipus I, 11, 1)
GM2 Gangliosidosi - Tay-Sachs

GM2 Gangliosidosi - Sandhoff

GM2 Gangliosidosi (variant AB)

Malaltia de Gaucher (tipus I, I1'i ll)

Malaltia de Gaucher (variant)
Leucodistrofia Metacromatica
L. Metacromatica (variant)

Deficiencia multiple de Sulfatases

Leucodistrofia de cél-lules
globoides
Malaltia de Fabry

Malaltia de Fabry (variant)

Malaltia de Tay-Sachs

Malaltia de Sandhoff

Tay-Sachs (variant AB)

Malaltia d'Austin /
Mucosulfatidosi

Malaltia de Krabbe

B-galactosidasa
B-hexosaminidasa
(subunitat a)
B-hexosaminidasa
(subunitat B)

Proteina activadora de
GM2
Glucocerebrosidasa

Saponsin C
Avrilsulfatasa A
Saponsin B

c-a-formylglycine-
generating enzyme

B-galactosilceramidasa

a-galactosidasa A
a-galactosidasa A

Defectes en la degradacié de Mucopolisacarids - Mucopolisacaridosis

Gangliosid GM1
Gangliosid GM2

Gangliosid GM2
Gangliosid GM2

Glucosilceramides
Glucosilceramides
Glicolipids sulfatats

GM1 i Glicolipids sulfatats

Galactocerebrosids
sulfatats

Galactosilceramides

Globotriaosilceramida
Globotriaosilceramida

MPS |

MPS I

MPS IlI
MPS IIIA
MPS 111B
MPS IlIC
MPC HlID

MPS IV
MPS IVA
MPS IVB

MPS VI

MPS VI

MPS IX

Malaltia de Hurler, Scheie
i Hurler/Scheie

Malaltia de Hunter
Sindrome de Sanfilippo
Sindrome de Sanfilippo A
Sindorme de Sanfilippo B

Sindorme de Sanfilippo C

Sindorme de Sanfilippo D

Malaltia de Morquio
Malaltia de Morquio A

Malaltia de Morquio B

Sindrome de Morateaux-
Lamy

Sindrome de Sly

a-iduronidasa
Iduronat sulfatasa

Heparan N-sulfatasa
a-N-
acetilglucosaminidasa
Acetil-CoA:a-
glucosaminida N-
acetiltransferasa
N-acetilgalactosamina-6-
sulfatasa

Galactosamina-6-
sulfatasa
B-galactosidasa

Arylsulfatasa B
B-glucuronidasa

Hialuronidasa

Dermatan i Heparan sulfat

Dermatan i Heparan sulfat

Heparan sulfat
Heparan sulfat

Heparan sulfat

Heparan sulfat

Keratan i Condroitin sulfat

Keratan sulfat
Dermatan Sulfat

Heparan, Dermatan i
Condroitin sulfat

Acid hialuronic
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Taula 1. Classificaci6 de les malalties d’acumulacié lisosomica (Part Il)

Malaltia

Altres noms

Proteina deficitaria

Productes
emmagatzemats

Defectes en la degradacié del Glicogen

Glucogenosis tipus Il

Malaltia de Pompe

Defectes en la degradacio o transport de Lipids

a-glucosidasa

Malaltia de Niemann-Pick A i B
Malaltia de Niemann-Pick C1
Malaltia de Niemann-Pick C2
Lipogranulomatosi de Farber
Malaltia de Wolman

Lipofuscinosi neuronal ceroidea

Malaltia de Farber

Esfingomielinasa

NPC1

NPC2

Ceramidasa acida
Lipasa acida lisosomica

Esfingomielina
Colesterol i Esfingolipids
Colesterol i Esfingolipids
Ceramida

Triglicérids i Esters de
colesterol

(CLN)
CLN1 Palmitoil-proteina Lipofuscina
tioesterasa
CLN2 Malaltia de Jansky- Tripeptidil peptidasa 1 Lipofuscina
Bielschowsky
CLN3 Malaltia de Batten Batenina Lipofuscina
CLN4 DNAJC5 Lipofuscina
CLN5 CLN5 Lipofuscina
CLN6 CLN6 Lipofuscina
CLN7 MFSD8 Lipofuscina
CLN8 CLN8 Lipofuscina
Defectes en la degradaci6 de Polipéptids
Picnodisostosi Sindrome de Toulouse- Catepsina K Proteines Ossies
Lautrec
Defectes en Transportadors Lisosomics
Malaltia de Salla Sialuria Sialina Sialil-oligosacarids
Cistinosi Cistinosina Cistina

Defectes en proteines implicades en el trafic lisosomic

(Transportador lisosmal
de cistina)

AMRS

Mucolipidosi Il - 111
Mucolipidosi Il - Il o/
Mucolipidosi Il - [l y

Mucolipidosi IV

Malaltia de Danon

Sindrome de Chédiak-Higashi
Sindrome de Griscelli
Sindrome de Griscelli tipus 1
Sindrome de Griscelli tipus 2
Sindrome de Griscelli tipus 3
Sindrome de Hermansky-Pudlak

Arthrogryposis, mental
retardation, seizures

Polidistrofia pseudo-Hurler

Sialolipidosi

Pseudoglucogenosi tipus
Il

Sindrome de Paid

Transportador UDP-N-
acetilglucosamina

N-Acetilglucosamina-1-
Fosfat Transferasa

N-Acetilglucosamina-1-
Fosfat Transferasa
Mucolipidina-1

LAMP-2

LYST

MYO5A
RAB27A
Melanofilina
HPS1

N-Glicans ramificats

Oligosacarids,
Mucopolisacarids, Lipids
Oligosacarids,
Mucopolisacarids, Lipids
Mucopolisacarids i Lipids
Glucogen i debris
citoplasmatic

Varis productes

Varis productes
Varis productes
Varis productes
Lipofuscina

Adaptat de Wilcox, 2004, Futerman i van Meer, 2004 i de Greiner-Tollersrud i Berg, 2005.
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2.2.2. Simptomatologia

Les LSDs presenten un ampli espectre de fenotips clinics, de manera que I'edat
d’inici, la severitat dels simptomes i el grau d’afectacié del Sistema Nerviés Central
(SNC) poden variar dins una mateixa malaltia. Per tant, LSDs com la malaltia de
Pompe o la malaltia de Gaucher presenten formes d’aparicio infantil, juvenil i adulta
(Greiner-Tollersrud i Berg, 2005). En general, la simptomatologia de les formes més
greus apareix durant la primera década de vida i els de les formes lleus i moderades
solen iniciar-se durant la segona o la tercera década. A nivell d’anormalitats fisiques,
moltes LSDs solen presentar organomegalies, macroglossia, trets facials toscos i
progressius aixi com també d’altres malformacions esquelétiques. A banda, de les
alteracions a nivell somatic, en moltes LSDs també s’hi troba afectat el SNC. Aixi, les
formes més greus, presenten neurodegeneracid, neuropatia periférica, retard mental
progressiu, anormalitats del comportament i hiperactivitat. Molts d’aquests simptomes i
signes solen anar acompanyats d’alteracions a nivell oftalmoldgic, cardiac,

gastrointestinal, renal o cutani (Wilcox, 2004; Vellodi, 2004).

2.2.3. Diagnostic

Degut a la seva baixa incidencia, el diagnostic de les LSDs normalment no és
immediat i en la majoria de casos no s’hi arriba fins passats uns anys després d’haver-
se descartat altres malalties més comuns o quan els simptomes sén molt clars i la
malaltia ja esta establerta. En els casos de formes lleus, el diagnostic final pot no
establir-se fins a l'adolescéncia o fins a l'edat adulta. Les proves diagnostiques
especifiques per a una determinada LSD només es duen a terme com a primer
screening quan hi ha antecedents familiars. Generalment, la primera prova diagnostica
quan hi ha sospita d’'una LSDs consisteix en avaluar els nivells d’'un determinat
producte d’acumulacié lisosdomica en orina, tot i que una de les proves definitives que
permeten el diagnostic final és la disminucié o abséncia d’'una activitat enzimatica

lisosdmica concreta, ja sigui en leucocits sanguinis o en biopsies de pell.

2.2.4. Tractament

Fins a data d’avui, no hi ha cap tractament definitiu per a la majoria de LSDs. Els
tractaments disponibles soén pal-liatius i basats principalment en el tractament

simptomatic. En tractar-se de malalties degeneratives, tant a nivell del SNC com a
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nivell somatic, és imprescindible un diagnostic rapid per comencar el tractament

simptomatic el més aviat possible, ja que aquest és meés efectiu quan abans s’inicia.

La majoria de LSDs s6n causades per deficiéncies en els enzims lisosdmics
solubles o hidrolases acides. Un cop al medi extracel-lular, aquests enzims poden ser
captats per les cél-lules veines gracies al seu reconeixement i posterior endocitosi
mediada pel receptor de la M6P (Figura 2). Aquest fet distintiu de la majoria d’enzims
lisosomics permet el desenvolupament d’estratégies basades en [I'administracio
intravenosa de la versio corregida de I'enzim deficitari, conegudes com Terapies de

Reemplacament Enzimatic (ERT: Enzyme Replacement Therapy).

Al 1991, la Malaltia de Gaucher va ser la primera LSD en ésser tractada amb éxit
amb ERT. Des d’aleshores, la ERT es troba comercialment disponible per a algunes
LSDs com les malalties de Fabry, Pompe i per algunes Mucopolisacaridosis. Tot i la
seva disponibilitat per aquestes LSDs, la produccié d’enzim recombinant suposa un
gran cost, que es calcula que pot arribar a ser entre 250 mil i 1 milié de dolars per
pacient i any (Rohrbach i Clarke, 2007).

Lluny de representar una cura definitiva, la ERT Unicament sol comportar una
regressié poc significativa de les manifestacions sistémiques i una millora lleu de la
qualitat de vida. A més, I'enzim administrat per via intravenosa és eliminat rapidament
de la circulacié i el seu efecte terapeutic és transitori, per la qual cosa es requereix
d’administracions periodiques (Desnick i Schuchman, 2012). La ERT tampoc déna lloc
a canvis significatius en la funcié cognitiva dels pacients degut a que la principal
limitacié d’aquesta terapia resideix en la incapacitat de I'enzim recombinant administrat
per via intravenosa de travessar la Barrera Hematoencefalica (BHE) i corregir
l'afectacid del SNC (Futerman i van Meer, 2004). Per tal de superar aquest
inconvenient i que I'enzim arribi al SNC, I'administracié intratecal directa al liquid
cefaloraquidi (LCR) representa una millora tot i els riscs d’infeccié associats que
comporta la persisténcia d'un catéter permanentment connectat (Felice, 2011).
Aquesta aproximacié ha demostrat ser efectiva en models animals de MPS IlIA
(Hemsley, 2009) i de MPS | (Kakkis, 2004), i actualment hi ha assajos clinics basats en
'administracio intratecal d’enzim recombinant en pacients d’aquestes malalties
(NCT00215527, NCT 01155778, clinicaltrials.gov).

Altres terapies alternatives estan essent desenvolupades per tal de superar
I'inconvenient que suposa la BHE. Entre elles, el trasplantament al-logénic de medul-la

Ossia, de Cél-lules Mare Hematopoétiques (HSCs: Hematopoietic Stem Cells), o de
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Cél-lules Mare de Cordd Umbilical, han demostrat ser efectives només en el
tractament d’algunes LSDs (Whitley, 1993; Krivit, 1999; Staba, 2004).

També s’estan desenvolupant les Terapies de Reduccié de Substrat, basades en
'administracié de petites molécules amb la capacitat de travessar lliurement la BHE i
d’inhibir parcialment els enzims encarregats de la biosintesi de les macromolécules
que es degraden als lisosomes i reduir-ne aixi la seva acumulacid. Aquestes terapies
han demostrat certa efectivitat en estudis clinics amb pacients de les malalties de
Niemann Pick (Pineda, 2010), Tay-Sachs (Enns i Huhn, 2008) i també en alguns
subtipus de MPS (de Ruijter, 2012).

Una altra terapia experimental es coneix com Chemical Chaperoning o Enzyme
Enhancement Therapies, consistents en I'administracié de petites molécules amb la
capacitat de creuar la BHE i d’estabilitzar el plegament proteic. D’aquesta manera, i
sobretot en pacients amb LSDs amb una activitat enzimatica residual, s’afavoreix el
correcte plegament proteic de I'enzim augmentant-ne aixi la seva activitat residual.
Aquesta aproximacid ha demostrat ser efectiva en fibroblasts de pacients de les
malalties de Gaucher (Sawkar, 2006), Fabry (Fan, 2007) o Pompe (Okumiya, 2007).

Del conjunt de tractaments experimentals actuals, la terapia génica in vivo es
postula com la terapia d’eleccié per al tractament, no només de la majoria de les LSDs,
sin6 també de moltes malalties genetiques hereditaries monogéniques, ja que permet
la possibilitat d’'un unic tractament efectiu de per vida (Mingozzi i High, 2011).
Aproximacions de terapia génica basades en la utilitzacié de vectors virals per al
tractament de LSDs, estan demostrant la seva eficacia en models animals (Ellinwood,
2011; Haurigot, 2013; Passini, 2014). Fins a data d’avui perd, no hi ha cap protocol

basat en vectors virals aprovat per al tractament de LSDs.

2.3. Mucopolisacaridosis

Les Mucopolisacaridosis (MPS) sén un grup de LSDs caracteritzades per
mutacions en els gens codificants per enzims lisosomics que participen en la
degradaci6 de diferents tipus de Mucopolisacarids, també anomenats
Glicosaminoglicans (GAGs), la qual cosa comporta la seva acumulacié patologica a
I'interior dels lisosomes de les cél-lules afectades (Muenzer, 2011; Coutinho, 2012).
L’acumulacié sostinguda en el temps de GAGs déna lloc a un dany cel-lular progressiu

que afecta mudltiples teixits i pot conduir a discapacitat cognitiva, fallada organica i
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reduccié significativa de I'esperanca de vida. Degut a la seva baixa prevalenca i

incidéncia, les MPS s'’inclouen dins el grup de malalties minoritaries (Taula 2).

Taula 2. Incidéncia dels diferents tipus de MPS

Incidéncia
(casos per 100.000 naixements)

Malaltia Global’ UE2
MPS I - Hurler, Scheie, Hurler/Scheie 0,69-1.66 1
MPS Il -Hunter 0,30-0,71 06
MPSIII - Sanfilippo 0,872
MPS IlIA - Sanfilippo A 0,29-1,89
MPS 1lIB - Sanfilippo B 0,42-0,72
MPS llIC - Sanfilippo C 0,07-0,21
MPC IIID - Sanfilippo D 0,1
MPS IV - Morquio 0,4b
MPS IVA - Morquio A 0,22-1,3
MPS IVB - Morquio B 0,02-0,14
MPS VI - Morateaux-Lamy 0,36-1,30 0,16
MPS VII - Sly 0,05-0,29 0,01
MPS IX 4 casos descrits -

Incidencia dels diferents tipus de MPS en estudis bibliografics a la UE i arreu
del mon. 1Adaptat de Muenzer, 2011; 2Adaptat de Prevalence of Rare
Diseases: Bibliographic Data. Orphanet Report Series, Novembre 2013;
#Prevalenca global per a la MPS IlI; bPrevalenga global per ala MPS IV.

S’han identificat diferents tipus de MPS en funcié de I'enzim deficitari i en
consequéncia, del GAG acumulat. Totes elles s6n d’heréncia autosOmica recessiva,

excepte la MPSII, que és d’heréncia lligada al sexe (Taula 1).

La MPSII o Malaltia de Hunter va ser la primera MPS de la qual se’'n té constancia
cientifica documentada. Al 1917 el Dr. Charles Hunter, el qual va donar nom a la
malaltia (Hunter, 1917), la va descriure per primera vegada en 2 bessons canadencs.

Des d’aleshores, 7 subtipus diferents de MPS han estat identificats (Taula 2).
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3. GLICOSAMINOGLICANS

Els Glicosaminoglicans, també anomenats Mucopolisacarids, es troben formant
part dels proteoglicans estructurals o bé de les membranes cel-lulars. S6n precisament
les formes parcialment degradades d’aquests GAGs les que s’acumulen de manera

patologica a l'interior dels lisosomes en els diferents tipus de MPS.

Els GAGs estan formats per llargues cadenes no ramificades de polisacarids, les
quals presenten repeticions de disacarids com a unitat basica. Aquesta unitat basica
consta d’'una hexosamina (N-acetil-D-glucosamina o N-acetil-D-galactosamina) unida a
un acid uronic (acid glucurodnic o acid iduronic), a excepcié del Keratan sulfat, on I'acid
uronic és substituit per una galactosa (Taylor i Gallo, 2006). Per tant, en funcié de la
seva estructura basica repetitiva, els GAGs es classifiquen en 4 families: (1) Heparan
Sulfat, (2) Dermatan sulfat/Condroitin sulfat, (3) Keratan sulfat i (4) Acid hialuronic
(Figura 3). Durant la seva sintesi, els GAGs —a excepcié de I'acid hialuronic— pateixen
gran nombre de modificacions, com acetilacions, epimeritzacions i sulfatacions, essent

aquestes Ultimes essencials per a la seva funcio especifica.

re"Y 3% s rSS
el 4 A 4 D 4 B a4
25 2535 25 65 25 NS
- - - -
Dermatan suifat . s & v s &
NS a5 NS 65 25 45
A, " —_— Y
Condroitin sulfat -- -_- - ---
25 45 NS 65 25 45
— _— —_— _—
Keratan sulfat --_ --"_ --_ -"_
8 68 NS NS 65 S
e Y. Y Y
Acid hialuronic L 4 A 4 A 4 A 4
i - — -
- — — [
Gled oy Glelas Gallac Gal

Figura 3. Tipus i composicié dels GAGs. Esquematitzacié de la seqiiéncia de carbohidrats dels
diferents tipus de GAGs. GlcA: Acid glucurdnic; IdoA: Acid idurdnic; GlcNAc: N-acetil-D-
glucosamina; GalNAc: N-acetil-D-galactosamina; Gal: Galactosa. XS indica el nombre de possibles
sulfatacions per a cada carbohidrat; NS: No sulfatat. Adaptat de Taylor i Gallo, 2006.
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Historicament s’havia considerat que els GAGs només tenien una funcio
estructural formant part dels proteoglicans de la matriu extracel-lular, perd estudis
posteriors han demostrat que també participen en processos inflamatoris, no
unicament en la seva forma habitual formant part dels proteoglicans de matriu o de les

membranes cel-lulars sin6 també en les seves formes solubles.

A banda del seu paper en la resposta immunitaria, els GAGs també actuen com a
coreceptors de multitud de molécules, entre elles factors de creixement, participant aixi
en la modulacié de processos fonamentals per la cél-lula, com la supervivéncia, la

divisio, la migracié o la diferenciacio cel-lular (Kreuger, 2005; Ashikari-Hada, 2005).

L’Heparan Sulfat (HS) és un tipus de GAG present de forma ubiqua a la superficie
de cél-lules animals i vegetals, formant part dels proteoglicans de membrana i de la
matriu extracel-lular. La seva unitat basica estructural més comu és la formada per un
acid glucurodnic (GIcA) unit a una N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) per mitja d’un enllag
O-glicosidic B(1—4) (Figures 3 i 4). Alhora, els disacarids formats per la uni6 del I'acid
glucurodnic i la N-acetilglucosamina s’uneixen entre ells per enllagos a(1—4). Aquest
disacarid o unitat basica estructural pateix diferents modificacions durant la sintesi del
HS, com sén N-deacetilacions i N-sulfatacions de la glucosamina, epimeritzacions de
I'acid glucuronic per donar lloc a subunitats d’acid uronic, i sulfatacions tant de I'acid
uronic com de la glucosamina en diferents posicions (Sugahara i Kitagawa, 2002). El
conjunt d’aquestes modificacions és el qué acaba donant la funcié especifica al HS
(Gallagher, 2006).

HO
o 0 Q
™~
b R
2 H
H
R ) HN\\
H
\\G 9 Ac
HO 4
b
Acid glucurénic N-acetilglucosamina

Figura 4. Estructura de I’Heparan Sulfat. La unitat basica repetitiva principal que déna lloc a la
formacio del HS és el disacarid format per un acid glucurodnic i una N-acetilglucosamina.
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El HS s’uneix a una gran varietat de factors de creixement, quimioquines i
proteines de la matriu extracel-lular, i moltes d’aquestes interaccions son
indispensables per tal que aquestes proteines puguin dur a terme la seva funcio.
Aixi, els proteoglicans formats per HS (HSPG: Heparan Sulphate Proteoglycans)
actuen com a coreceptors de gran varietat de molécules i participen en gran varietat
de processos: migracio, proliferacio, adhesio i diferenciacio cel-lulars, angiogénesi i

inflamacio, entre d’altres (Dreyfuss, 2009).

En el cas de processos inflamatoris i en algunes malalties neurodegeneratives
s’han observat nivells elevats tant de HSPG com de HS i dels seus productes de
degradacié. Després d’'una lesié o en determinats estats patologics, el HS pot ser
alliberat dels HSPG, i aquestes formes solubles poden ser posteriorment modificades
alterant la seva llargada o revelant dominis especifics que en la forma original no es
trobaven exposats. Aquests GAGs solubles poden també actuar com a
quimioatractants de leucdcits i cél-lules glials en diversos processos inflamatoris
(Gotte, 2003; Ausseil, 2008).

El HS també s’ha vist que pot intervenir en la senyalitzacié nuclear, ja que
diferents estudis n’han observat la seva preséncia al nucli cel-lular (Stewart i
Sanderson, 2013).

Els enzims implicats en la degradacido del HS que actuen en primer lloc, les
heparanases, ho fan directament sobre els HSPG per alliberar-ne les cadenes de HS
(Bame, 2001). Es llavors quan aquestes cadenes de HS sén transportades cap als
lisosomes on té lloc la seva degradacio. La degradacié lisosomica del HS és un procés
multienzimatic on tradicionalment s’ha descrit que hi participen de manera sequencial
8 enzims, la deficiéncia d’algun dels quals és la causant d’algun dels subtipus de MPS
(Figura 5). D’aquests 8 enzims, 4 sén exclusius de la degradaci6 del HS i la seva
deficiéncia és la causant dels 4 subtipus de la Sindrome de Sanfilippo o MPSIII. Els
enzims a-iduronidasa, iduronat 2-sulfatasa i -glucuronidasa estan implicats també en
la degradacié del GAG Dermatan Sulfat, i la seva deficiéncia dona lloc a les MPSI, Il i
VI, respectivament (Taula 1). No es coneix cap defecte de la glucuronat sulfatasa, per

la qual cosa no s’ha associat a cap malaltia.
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Figura 5. Degradacié de I’Heparan Sulfat. La degradaci6 del HS és un procés multienzimatic on
hi participen 3 exoglicosidases (reaccions 2, 6 i 8), 5 sulfatases (reaccions 1, 3, 4,7, 9i 10) i una
transferasa (reaccié 5). En vermell s’indica la malaltia provocada per la deficiéncia de cadascun
d’aquests enzims. Adaptat de Neufeld i Muenzer, 2001 i de Kowalewski, 2012.

-19-



Introduccio

Estudis recents proposen I'existéncia d’'un nou pas essencial en la degradacio del
HS, no descrit encara, catalitzat per la sulfatasa lisosomica Arilsulfatasa G (Frese,
2008). Ratolins Knockout (KO) per aquesta sulfatasa presenten un marcat fenotip molt
similar a 'observat en la MPSIII, incloent acumulacié de GAGs tant a cervell com a
teixits somatics, aixi com també alteracions de comportament, entre d’altres. Per
aquesta rad, es va proposar anomenar la malaltia causada per la deficiéncia d’aquest
enzim com a MPSIIIE (Kowalewski, 2012). Tot i no haver-hi cap cas descrit de MPSIIIE
en humans, existeixen MPS de les quals no se’'n coneix I'enzim deficitari i podrien
respondre a una deficiéncia de I'Arilsulfatasa G. Aixi, caldria afegir una sulfatasa més
en la via de degradacié classica del HS, per la qual cosa, enlloc de 8 enzims n’hi
participarien 9. L'Arilsulfatasa G actua també a nivell dels extrems no reductors del HS

de-sulfatant residus de N-sulfoglucosamina-3-O-sulfat (Figura 5).
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4. MUCOPOLISACARIDOSI TIPUS llIB

La Mucopolisacaridosi tipus Il (MPSIIl), també anomenada Sindrome de
Sanfilippo en honor al metge que la va descriure per primera vegada (Sanfilippo,
1963), és una malaltia hereditaria d’heréncia autosomica recessiva caracteritzada per
'acumulacio lisosomica del GAG Heparan Sulfat. Al 1963, el Dr. Sylvester Sanfilippo
va descriure una malaltia molt similar a les malalties de Hurler i Hunter (MPSI i MPSII,
respectivament) caracteritzada per retard mental i per I'excrecié anormalment elevada
en orina de HS. Posteriorment, aquesta malaltia es va anomenar MPSIII i es va
subdividir en 4 subtipus: A, B, C i D, en funcié de I'enzim lisosomic deficitari. Degut al
fet que cada subtipus de MPSIII és causat per la deficiéncia d’'un enzim lisosdomic
especific (Taula1, Figura 5), els pacients mostren molta heterogeneitat en la
presentacié de la clinica, fins i tot entre germans (Valstar, 2008), rad per la qual la
prediccio de I'evolucié clinica d’'un pacient esdeve gairebé impossible. De tota manera,
s’assumeix que els 4 subtipus son clinicament molt similars, tot i que el subtipus A ha
demostrat ser el que es presenta amb una major severitat, un inici més primerenc, una
progressid més rapida i una supervivéncia més curta (van de Kamp, 1981; Meyer,
2007; Valstar, 2010a).

L’enzim deficitari en la MPSIIIB és la N-acetilglucosaminidasa, alfa (NAGLU), una
hidrolasa acida que actua com a exoglicosidasa degradant els extrems no reductors
dels residus de N-acetilglucosamina del HS (Figura 5), i és un dels quatre enzims
lisosdmics implicats exclusivament en la degradacié daquest GAG. Com a
consequéncia, la pérdua d’activitat enzimatica NAGLU resulta en 'acumulacié de HS, i
la malaltia resultant es caracteritza clinicament per un inici durant la infantesa amb
neuropatia progressiva del SNC. L’evolucio clinica de la malaltia es pot subdividir en 3
fases. En la primera, després d’un periode asimptomatic durant els primers mesos de
vida, es comenga a fer aparent un alentiment del desenvolupament intel-lectual. En la
segona fase s’observa l'aparicié6 d’alteracions greus en el comportament aixi com
també un empitjorament intel-lectual progressiu. Finalment, amb l'inici d'una deméncia
severa, les alteracions en el comportament comencen a desaparéixer lentament i la
majoria de funcions motores comencen a empitjorar, donant lloc a la pérdua total de
locomocid, disfagia i lesions en el sistema piramidal. Els pacients solen morir cap a la fi
de la segona o a l'inici de la tercera década de vida (Neufeld i Muenzer, 2001; Valstar,
2010b).

A banda d’aquesta forma més severa, una segona forma de progressié més lenta,

d’inici en edats més tardanes i amb una supervivéncia més perllongada, coneguda
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com MPSIIIB de fenotip atenuat, s’ha descrit en subgrups de pacients alemanys
(Moog, 2007) i holandesos (Valstar, 2010b).

4.1. Prevalenca de la MPSIIIB

Tot i que la prevalenca combinada dels quatre subtipus de MPSIII varia en funcié

de l'area geografica estudiada, gairebé totes les publicacions estan d’acord en el fet

que la MPSIII és una malaltia minoritaria degut a la seva baixa prevalenca. Varis

estudis epidemiologics s’han dut a terme per tal de valorar la prevalenga i/o incidéncia

de la MPSIIIB arreu del mén, mostrant resultats amb molta variabilitat entre paisos. En

general, es pot afirmar que d’entre els quatre subtipus de MPSIII, el subtipus A és el

més comu al nord d’Europa i a Australia, mentre que el subtipus B és més prevalent a

Brasil i al sud d’Europa (a excepci6 de I'Estat Espanyol, on el subtipus més freqiient és
I'A) (Coelho, 1997; Emre, 2002; Meikle, 1999; Michelakakis, 1995, Delgadillo, 2013)

(Taula 3.).

Taula 3. Prevalences i incidéncies de la MPSIIIB

Grup d'estudi

Periode d’estudi

Incidéncia o Prevalenga
(per 10.000)

Referéncia
bibliografica

Alemanya
Australia
Dinamarca
Franga

Grécia

Holanda

Nord de Portugal
Nord d'Irlanda
Noruega

Oest d'Australia
Regne Unit
Republica Txeca
Suécia

Taiwan

1980 — 1995
1980 — 1996
1975 - 2004
1990 — 1994
1990 — 1994
1970 — 1996
1966 — 1994
1958 — 1985
1979 — 2004
1969 — 1996
1990 — 1994
1975 - 2008
1975 - 2004
1984 — 2004

0.036
0.047
0.009
0.010
0.078
0.042
0.072
0.012
0.009
0.064
0.021
0.002
0.016 (prevalenga*)

incidéncia)

prevalenga al naixement)
prevalenca®)

incidéncia)

incidencia)

prevalenga al naixement)
prevalenca al naixement)
incidéncia al naixement)
prevalenca®)

incidéncia al naixement)
incidéncia)

prevalenga al naixement)

~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~ o~

0.28 (incidéncia al naixement)

Baehner, 2005
Meikle, 1999
Malm, 2008
Héron, 2010
Héron, 2010
Poorthuis, 1999
Pinto, 2004
Nelson, 1997
Malm, 2008
Nelson, 2003
Héron, 2010
Poupetova, 2010
Malm, 2008
Lin, 2009

Recull d’incidéncies i prevalences de la MPSIIIB a la literatura cientifico-médica.
*Prevalencga conjunta dels subtipus A, B, Ci D.
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La recol-lecci6 de dades valides per a l'estimacid correcta de la prevalenca i
incidéncia de la MPSIIIB i altres malalties minoritaries, es fa dificil degut al fet que no
estan subjectes a un registre obligatori. A més, com a consequiéncia de la variabilitat
clinica dels pacients i de la preséncia de formes lleus d’aparicié adulta, el diagnostic és
sovint dificultés fent que molts casos puguin ser passats per alt, donant lloc a una

subestimacio de la frequéncia d’alguns subtipus.

Per tal de donar un Unic valor per la prevalenca de la MPSIIIB, no és aconsellable
fer-ho a partir de les dades mostrades a la Taula 3, ja que son resultats molt variables
entre ells, es refereixen a periodes de temps diferents i es basen en metodologies
diferents. Un dels estudis més recents és el dut a terme per Héron i col-laboradors
(Héron, 2011), en el qual es descriu la incidéncia combinada dels diferents subtipus de
MPSIII a Europa, basat en I'estudi de més de la meitat de la poblacié de la UE. En
aquest estudi, la incidéncia extrapolada de la MPSIIIB a la UE s’estima de 14
naixements vius per any. Sota el supodsit d’'una incidéncia estable al llarg del temps, es
pot calcular la prevalenca segons la formula P = | x D, on P = prevalenga, | =
incidéncia i D = duracié de la condicié (en aquest cas, I'esperanga de vida de la
MPSIIIB). La duracié de la condicié per a la MPSIIIB es considera entre la segona i la
tercera década de vida, i al voltant de la quarantena de vida per a les formes més
atenuades (Valstar, 2010b). Prenent 30 anys de mitjana com a duracio de la condicid i
estimant una poblacié mitjana de 505.308.332 habitants a la UE (poblacié mitjana de la
UE entre els anys 2010 i 2013, segons la base de dades de I'Eurostat), es pot estimar

la prevalenga de la MPSIIIB segons:

14 casos/any
505.308.332 habitants

Prevalenca (P) = X 30 anys = 0,008 en 10.000

Per tant, el valor de prevalencga estimat per a la Mucopolisacaridosi IlIB a la UE és
de 0,008 en 10.000.
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4.2. N-acetilglucosaminidasa, alfa (NAGLU)

4.2.1. Gen codificant per la proteina NAGLU humana

El locus del gen NAGLU huma, identificat per primera vegada I'any 1996 (Zhao,
1996), es troba localitzat al cromosoma 17g21.1 i comprén una regio
d’'aproximadament 8,3 kb des del lloc d’inici de traduccié fins al lloc de poliadenilacio,
amb 6 exons de llargada variable, des de 86 bp fins a 1452 bp (Figura 6) (Weber,
2001; Yogalingam i Hopwood, 2001).

Homao sapions

e — L " -
B Cromosoma 17g21
—
o — - [ | - 8.5 kb
Mus musculus
_— ] = - —
— Cromosoma 11
—
r— - [ W | - 76 kb
- _ = Canis lupus familiars
— B i - Cromosoma 9

&8 kb

Figura 6. Organitzacié i localitzacié cromosomica dels gens codificants per la proteina
NAGLU humana, murina i canina. Representacié esquematica dels gens codificants per la N-
acetilglucosaminidasa, alfa humana, murina i canina. Les capses carabasses i verdes indiquen les
regions no traduides en 5’ i 3’ respectivament. Les capses blaves indiquen els exons. La linia blava
meés prima indica els introns.

Mitjancant analisis d’expressi6 de mRNA s’ha determinat la preséncia de RNA
d’aproximadament 2,7 kb corresponent al gen NAGLU huma, el qual es troba altament
expressat en fetge i cor. Nivells més moderats del transcrit també s’han detectat a
practicament la resta d’drgans i teixits somatics, aixi com també al SNC (Figura 7)
(Weber, 1996; Su, 2004).
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Figura 7. Expressié del gen NAGLU huma en diferents teixits. Els valors de 'eix superior fan
referéncia a Unitats Arbitraries d’expressid. Extret de http:/biogps.org/#goto= genereport&id=4669.
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4.2.2. Enzim NAGLU (EC 3.2.1.50)

L’enzim NAGLU actua hidrolitzant I'enlla¢g a(1—4) entre les N-acetilglucosamines
terminals unides al corresponent acid uronic, en les cadenes de HS. El cDNA de la
NAGLU codifica per a una proteina de 720 aminoacids amb una sequéncia inicial de
20 a 23 residus que formen el péptid senyal. També presenta 6 llocs potencials per a
N-glucosilacions als residus d’asparagina 261, 272, 435, 503, 526, i 532 (Zhao, 1996;
Yogalingam i Hopwood, 2001). Com a minim, un d’aquests residus permet I'addici6 de

cadenes laterals amb carbohidrats fosforilats. (Weber, 2001; Beesley, 2005).

L’enzim NAGLU ha estat purificat i estudiat a partir de fetge (Sasaki, 1991),
placenta (Weber, 1996) i orina (Weber, 2001); la seva biosintesi i posterior maduracio
també s’ha avaluat en fibroblasts de pacients de MPSIIIB (von Figura, 1984; Ballabio,
1984) i en ceél-lules de carcinoma huma (Di Natale, 1985). El pes molecular de I'enzim
varia entre 80 kDa i 86 kDa per la forma precursora immadura, 77 kDa per la forma

intermédia i 73 kDa per la forma madura (Beesley, 2005).

4.2.3. Mutacions en el gen NAGLU huma

S’ha proposat un model estructural per la NAGLU humana basat en I'estructura de
l'enzim CpGH98, un homoleg bacteria de la proteina NAGLU (Ficko-Blean, 2008).
Aquest estudi revela les bases estructurals del centre actiu de I'enzim i alhora ha
permés mapar gran part de les mutacions descrites en els pacients afectats per la

MPSIIIB, mutacions ampliament distribuides al llarg de I'estructura proteica (Figura 8).

Fins a dia d’avui, més de 100 mutacions diferents en el gen NAGLU huma han
estat associades amb la MPSIIIB, incloent-hi 68 mutacions amb canvi de sentit
(missense mutacions), 9 mutacions sense sentit (nonsense mutations), 21 petites
delecions, 10 insercions i 2 mutacions de splice site (Yogalingam i Hopwood, 2001;
Champion, 2010). La majoria d’aquestes mutacions es troben confinades a families
concretes i, per tant, es presenten amb baixes freqiiéncies al-leliques. De tota manera,
un petit nombre de mutacions recurrents han estat descrites en diferents poblacions,
com per exemple la mutacié R626X, que afecta a un 16,7% dels al-lels mutats en els
pacients MPSIIIB grecs (Beesley, 2005). O la mutacié P521L, observada en 3 de cada
4 al-lels mutants en dues families de Hong Kong. Ambdues families sén d’origen xinés
perd no estan relacionades, per la qual cosa s’especula que hi pot haver un efecte

fundador de la mutacié P521L en la poblacié xinesa de Hong Kong (Beesley, 2005).
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De la mateixa manera, en la poblacié turca també s’han descrit altres mutacions que
podrien tenir un efecte fundador (G79C, c.IVS5-2A>G, R482W) (Bunge, 1999; Emre,
2002).

Figura 8. Estructura proteica predita per I’enzim a-N-acetilglucosaminidasa huma. (A)
Representacié esquematica del plegament en 3D del model d’homologia de la proteina NAGLU
humana obtingut a partir de I'estructura de '’homoleg bacteria CpGH98 present en Clostridium
perfrigens. (B) Model estructural on s’hi mostra la localitzaci6 de les mutacions conegudes
causants de la MPSIIIB. Els residus mutats es mostren com esferes; les esferes blaves pertanyen
a residus del centre actiu, mentre que les vermelles fan referéncia a residus no pertanyents al
centre actiu. Adaptat de Ficko-Blean, 2008.

Les mutacions R482\W, R565W, R565P i delTG2171— 2172 han estat descrites en
pacients d’altres grups étnics associades a fenotips severs de MPSIIIB (Weber, 1999;
Bunge, 1999; Tanaka, 2002).

Posteriorment, en una analisi molecular dut a terme en pacients portuguesos es
va concloure que la mutacié R234C es trobava present en el 32% dels al-lels mutats.
Estudis posteriors en pacients de I'Estat Espanyol, també han demostrat I'existéncia
d’aquesta mateixa mutacié en heterozigosi en pacients de MPSIIIB. El fet de compartir
un haplotip ancestral entre la poblacié portuguesa i I'espanyola de la Peninsula Ibérica
suggereix un origen comu d’aquesta mutacié dins la Peninsula, fet que alhora
explicaria I'elevada incidéncia d’aquesta mutacié en els pacients de la Sindrome de

Sanfilippo B en aquesta regié geografica (Mangas, 2008; Delgadillo, 2013).

Altres estudis també han permés identificar noves mutacions no descrites fins
aquest moment: la mutacié R565Q en homozigosi present en 3 de 4 germans afectats

de MPSIIIB d’'una familia iraniana (Najmabadi, 2011); la delecié ¢.867delC i la mutacio
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W361R en un estudi realitzat en 3 families xineses no relacionades (Tang, 2013); o la
mutacio de splicing IVS2+5G>A identificada en pacients espanyols (Delgadillo, 2013).
La identificacid constant de noves mutacions permet enriquir el coneixement sobre
l'espectre de mutacions del gen NAGLU i poder-ho aixi relacionar amb el fenotip
observat per a una millor comprensio de la patogénesi de la MPSIIIB. La gran varietat
de mutacions identificades reflexa doncs, la gran heterogeneitat clinica observada en

aquesta malaltia.

4.3. Simptomatologia de la MPSIIIB

4.3.1. Simptomes inicials

Després d’'un periode inicial asimptomatic, la malaltia se sol presentar entre el
primer i quart any de vida de mitjana (rang entre 1 i 10 anys), essent el principal
simptoma el retard en el desenvolupament en combinaci®6 amb problemes de

comportament i retard en la parla (Beesley, 1998; Meyer, 2007; Valstar, 2010b).

4.3.2. Trastorns del comportament i alentiment del desenvolupament

L’alentiment en el desenvolupament i la disminucié de les habilitats intel-lectuals
que comporten les dificultats en 'aprenentatge, es presenten inicialment a I'edat de 4
anys. En aquest moment, els pacients mostren una pérdua progressiva de funcions
motores i mentals. La regressié de les habilitats intel-lectuals, en particular la pérdua
de la parla que se sol donar en fases inicials i en molts casos abans de fer-ne el
diagnostic, precedeix l'inici del retard de les funcions motores (Bax i Colville, 1995;
Valstar, 2008; Valstar, 2010b). Els atacs epileptics, aixi com la falta de coordinaci6 en

caminar son també frequents.

Les alteracions del comportament solen apareixer a I'edat dels 5 anys i se solen
iniciar amb inquietud i agitacio intenses. També és frequent observar temper tantrums
(rebequeries), atacs de plor i comportament agressiu, hiperactiu i destructiu (Beesley,
1998; Valstar, 2010b; Delgadillo, 2013). Els comportaments agressius poden esdevenir
extremadament problematics en pacients adults, degut a la preservacio de les funcions
motores i de la forga fisica (Moog, 2007; Valstar, 2010b). Amb la progressié de la
malaltia, els problemes de comportament disminueixen i finalment desapareixen com a

consequiéencia del retard mental, donant lloc a la pérdua completa d’iniciativa.
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4.3.3. Trastorns del son

Els pacients amb MPSIIIB sovint presenten un temps de son nocturn reduit, una
pobre qualitat del son, un augment en els episodis de son durant el dia i una major
dificultat per adormir-se (Moog, 2007; Valstar, 2010b). Aquestes alteracions poden ser
episodiques, combinades amb periodes de millora i fins i tot amb patrons normals del
son. Aquests fets impliquen lalteracié del ritme circadiari normal, la qual cosa

s’evidencia amb la preséncia d’alteracions en els nivells de melatonina (Mahon, 2014).

4.3.4. Simptomatologia somatica

Gairebé tots els pacients afectats de la Sindrome de Sanfilippo B sén propensos a
patir infeccions, principalment d’oida i de vies altes i baixes del sistema respiratori
(Cleary i Wraith, 1993). Son també usuals els trastorns del sistema digestiu

manifestats com a episodis diarreics (Valstar, 2010b; Delgadillo, 2013).

En alguns casos, els pacients mostren degeneracié articular progressiva que
acaba interferint amb la mobilitat normal al voltant dels 10 anys (Cleary i Wraith, 1993;
Neufeld i Muenzer, 2001). També s’observen problemes per mantenir I'equilibri i, en
conseqliéncia, caigudes frequients. En general, els pacients amb un fenotip més sever
acaben depenent d’'una cadira de rodes durant I'adolescéncia, mentre que els que
presenten un fenotip més atenuat no solen necessitar-la fins a la quarta década de
vida (Meyer, 2007; Valstar, 2010b).

Una lleu hepatomegalia se sol observar en pacients joves, mentre que
'esplenomegalia és menys frequent (van de Kamp, 1981; Neufeld i Muenzer, 2001).
D’altra banda, no hi sol haver afectacié cardiaca fins a les fases finals de la malaltia,
quan es poden observar alteracions valvulars, hipertrofia ventricular i/fo aritmies
(Cleary i Wraith, 1993; Valstar, 2010b).

Les anormalitats esquelétiques sén també presents en la majoria de pacients,
incloent disostosis multiplex, rigidesa articular, displasia de maluc, hiperplasia dels
ossos facials, escoliosi i anormalitats que afecten les extremitats posteriors, com per
exemple hallux valgus, pes equinus, pes planovalgus i escurgament del tendd de la
corva (Moog, 2007). Els dimorfismes facials, tot i que generalment solen ser lleus, se
solen detectar en la majoria de pacients. Amb la progressié de la malaltia, els trets
facials toscos caracteristics de les MPS tendeixen a fer-se més evidents: celles amples

i prominents, cara allargada, front prominent i curt, i llavis gruixuts (Valstar, 2008). La
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macrocefalia és també freqlient en nens, mentre que els pacients amb formes lleus

solen presentar una circumferéncia cranial normal (van de Kamp, 1981).

Amb l'evolucié de la malaltia també apareixen les dificultats per menjar, que es
van accentuant de manera progressiva degut a la impossibilitat per mastegar i
empassar (Yogalingam i Hopwood, 2001). Les dificultats per empassar es troben
presents en tots els pacients majors de 30 anys (pacients amb fenotip atenuat) (Moog,
2007).

La pérdua d’audicié se sol observar en etapes més avancades de la malaltia
(Cleary i Wraith, 1993), i és més comu en pacients afectats per les formes més

severes (Neufeld i Muenzer, 2001).

4.3.5. Mort

La neuropatia progressiva del SNC comporta la mort, generalment, entre la
segona i la tercera década de vida (Bunge, 1999; Meyer, 2007), tot i que
supervivéncies més elevades s’observen en pacients amb fenotips més atenuats,

havent-t’hi constancia de pacients majors de 50 anys (Moog, 2007; Valstar, 2010b).

Les causes de mort sén principalment per infeccions respiratories croniques,
generalment pneumonies, fet que complica la severa debilitat que pateixen aquests
pacients (Neufeld i Muenzer, 2001; Meyer, 2007; Valstar, 2010b; Delgadillo, 2013).

4.4. Diagnostic

4.4.1. Diagnostic convencional

La primera prova diagnostica en realitzar-se quan hi ha sospita de MPS és la
quantificacié de GAGs excretats en orina. Els pacients amb Sindrome de Sanfilippo
presenten una lleu excrecid6 de GAGs en orina, per la qual cosa préviament cal
precipitar o separar els GAGs per métodes electroforétics per tal de concentrar-los,
identificar-ne el tipus i poder diagnosticar correctament els pacients (Gray, 2007). Per
tant, uns nivells anormalment elevats de HS en orina, sense increment de cap altre
GAG, és clarament suggestiu de la Sindrome de Sanfilippo. Alhora, els nivells
plasmatics i urinaris de GAGs poden ser marcadors de la severitat de la malaltia (de

Ruijter, 2013). Un cop determinada I'’heparan sulfaturia, es realitzen proves d’activitat
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enzimatica en leucocits o fibroblasts per tal d'obtenir el diagnostic definitiu i la
classificacio del subtipus en A, B, C o D. Per a la detecci6 d’activitat enzimatica dels 4
subtipus s’utilitzen substrats sintétics conjugats amb el fluordfor 4-Metilumbeliferona
(Marsh i Fensom, 1985; He, 1993; Voznyi YaV, 1993; Karpova, 1996).

4.4.2. Diagnostic postnatal

Degut a la necessitat de diagnosticar els pacients abans que s’estableixi una
acumulacié patoldogica de GAGs causant efectes irreversibles, actualment s’esta
investigant en el desenvolupament de noves proves diagnostiques per a la deteccio de
totes les MPS i poder-les realitzar en recent nascuts. Aquestes proves es basen en la
deteccio de substancies que mostren una clara acumulacié en els pacients de totes les
MPS, que generalment son proteines implicades amb I'estabilitat estructural dels
lisosomes, com per exemple LAMP-1 (Lysosomal-associated membrane protein-1). En
un estudi dut a terme per Meikle i col-laboradors es va avaluar els nivells plasmatics de
LAMP-1 en pacients diagnosticats de MPSIIIB, i es va poder observar que els nivells
proteics de LAMP-1 es trobaven significativament augmentats la majoria dels pacients
estudiats (Meikle, 1999). Tot i aixi, estudis posteriors on es mesurava també la
presencia de LAMP-1, no van mostrar canvis significatius (Meikle, 2004). Altres
proteines lisosdmiques, com per exemple LAMP-2 o Chitotriosidasa (proteina
secretada per macrofags que s’ha trobat elevada en pacients amb la malaltia de
Gaucher), s’han estudiat com a possibles biomarcadors, perd també amb resultats poc
concloents (Guo, 1995; Hua, 1998).

4.4.3. Diagnostic prenatal

El diagndstic prenatal es pot realitzar en embarassos de families que ja tenen un
fill diagnosticat de MPSIIIB. Hi ha 3 formes de diagnostic prenatal (Hendriksz, 2012):

(a) Biopsia de les vellositats corioniques. Se sol dur a terme entre les setmanes
10 i 14 de 'embaras. Si es desconeix la mutacié causal de la malaltia, es pot
realitzar un estudi d’activitat enzimatica NAGLU, per la qual cosa cal dur a
terme un cultiu cel-lular de les vellositats. Si, pel contrari, es coneix la mutacié
causal, directament es pot extreure DNA de les vellositats i fer-ne I'analisi per

detectar-ne la mutacio.
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(b) Amniocentesi. El coneixement de la mutacié causal permet dur a terme el
diagnostic prenatal a partir de DNA extret d’amnidcits cultivats. Si es
desconeix la mutacid, es pot realitzar I'analisi d’activitat enzimatica en també
en amniodcits cultivats. A més, el liquid amnidtic permet la determinacié de

GAGs com a prova complementaria al diagnostic.

(c) Diagndstic preimplantacional d’embrions. Només pot tenir lloc si es coneix la

mutacio o mutacions especifiques de la familia afectada.

4.5. Correlacié genotip-fenotip

L’amplia variabilitat clinica observada en pacients de MPSIIIB reflecteix I'elevat
grau d’heterogeneitat molecular descrit en les mutacions subjacents. A més a més, la
interpretacié del fenotip clinic derivat de les diferents mutacions és dificultés en una
malaltia on la caracteristica principal és la degeneracié del SNC, i gran part de
l'avaluacié clinica és el resultat d’observacions qualitatives independents que no

sempre son comparables.

Es considera que les LSDs es caracteritzen per un “llindar clinic’ d’activitat
enzimatica circulant per sobre de la qual 'enzim és capa¢ de degradar el seu substrat i
disminuir-ne la seva acumulacio, permetent aixi que no s’estableixi la malaltia
(Conzelmann i Sandhoff, 1983; Leinekugel, 1992). Aquest llindar depén de la malaltia,
ja que és molt baix per exemple en la MPSI, que amb només el 0,1% d’activitat
enzimatica s’observa correccioé de I'acumulacié lisosdomica, mentre que el llindar per a
la malaltia de Gaucher sembla situar-se entre I'11 i el 15% d’activitat (Schueler, 2004).
Estudis preclinics basats en ERT o en aproximacions de terapia génica en altres
formes de MPS han demostrat que nivells circulants baixos d’enzim (de només el 5%
de I'activitat normal) donen lloc a la correccié de 'acumulaci6 de GAGs en alguns
teixits somatics (Donsante, 2007; Garcia, 2007). En el cas particular de la Sindrome de
Sanfilippo A, s’han identificat individus portadors de mutacions associades amb fenotip
lleu i amb certa activitat enzimatica residual, la qual cosa suggereix que els nivells
baixos perd constants d’activitat sén suficients com per variar el curs de la malaltia
(Meyer, 2007).

També s’han realitzat diferents estudis correlacionant la severitat del fenotip amb
mutacions concretes. Aixi, les mutacions F48L, G69S, S612G, R643C i L497V s’han
observat en fenotips lleus de MPSIIIB (Yogalingam i Hopwood, 2001; Valstar, 2010b).
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Pel contrari, en un estudi realitzat per Weber i col-laboradors es va determinar que
totes les mutacions que donaven lloc a la terminacioé prematura de la proteina eren les
que correlacionaven amb els fenotips més severs (Weber, 1999). D’altra banda, les
mutacions sense sentit V334F i P521L en homozigosi aixi com també la pérdua del
codd stop en combinacié amb la mutacié R297X confereixen un fenotip sever (Weber,
1999).

La prediccié de la correlacié genotip-fenotip per a la MPSIIIB resulta també
complicada degut a la preséncia de polimorfismes presents al gen NAGLU (Zhao,
1998; Weber, 1999). No queda clar, pero, si la preséncia d’aquests polimorfismes
modifica I'activitat residual de I'enzim NAGLU mutant en els pacients (Zhao, 1998;
Yogalingam i Hopwood, 2001). Per tant, en la majoria de casos, és aquesta gran

heterogeneitat al-1élica la que dificulta una precisa correlacié genotip-fenotip.

4.6. Patofisiologia de la MPSIIIB

Els GAGs, i el HS entre ells, formen part dels proteoglicans presents a la matriu
extracel-lular i a la membrana cel-lular, de manera que es troben en gairebé tots els
tipus cel-lulars. Aquests mucopolisacarids juguen un paper determinant en el suport
mecanic dels diferents teixits ja que son els responsables d’acumular grans volums
d’aigua. A banda d’aquesta funcio estructural, també es troben implicats en multiples
funcions cel-lulars com el creixement cel-lular, les interaccions intercel-lulars, la
immunitat, la defensa contra infeccions virals, la coagulacié i el metabolisme lipidic.
Aquest ampli rang de funcions els ve determinat per la seva capacitat d’unié6 a
diferents proteines, com proteases, factors de creixement o quimioquines (Capila i
Linhardt, 2002). Per aquesta rad, és concebible que I'excés de formes parcialment
degradades de HS aixi com d'oligosacarids derivats del HS que s’acumulen als
lisosomes i son alliberats a I'espai extracel-lular en pacients de la MPSIIIB, poden
interferir amb els processos mencionats, agreujant la malaltia (Valstar, 2008). De tota
manera, el conjunt d’esdeveniments patologics responsables de la disfuncié i la mort

cel-lular no es coneixen amb certesa.

El HS presenta funcions importants tant en el desenvolupament com en la
plasticitat neuronal i se sap que pot actuar com a receptor de baixa afinitat pels
membres de la familia del Factor de creixement de fibroblasts (FGF: Fibroblast Growth
Factor), com per exemple FGF-1, FGF-2 o el seu receptor FGFR (Yayon, 1991). Una

de les funcions clau del complex FGF-2/HS és la de regular el creixement i la
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proliferacié d’astrocits, els quals tenen un paper critic en el manteniment de
'homeodstasi neuronal, en particular després d’'una lesié o en processos patologics. A
més, el FGF-2 que té també un paper neuroprotector i activador de la proliferacio en
neurones i en cél-lules precursores neuronals, s’ha trobat disminuit al cervell del ratoli
MPSIIIB, el qué explicaria I'elevada taxa d’apoptosi i la reduccié de la proliferacio

neuronal observades en aquesta malaltia (Li, 2002).

4.7. Tractament convencional

Per al correcte tractament dels pacients amb MPSIIIB es fan necessaries
avaluacions periddiques, cures de suport i un equip clinic multidisciplinari que pugui

abordar la gran varietat de complicacions neurologiques i sistémiques.

Actualment no es disposa de cap tractament especific aprovat ni eficag per la
MPSIIIB. Els tractaments disponibles sén unicament simptomatics i destinats a alleujar
les alteracions derivades de la neurodegeneracié i de les malformacions
esquelétiques, aixi com també millorar tant la qualitat de vida dels pacients com la de
les families. Degut al fet que [l'afectaci6 somatica en la MPSIIIB no és gaire
pronunciada en comparacié amb d’altres MPS, els principals esforgos es basen en el

tractament dels signes i simptomes derivats de les alteracions del SNC.

L’engruiximent de les meninges com a consequéncia dels diposits de GAGs és la
principal causa de 'augment de pressié intracranial del LCR, que en molts casos es
correlaciona amb alteracions del comportament (Muenzer, 2009). Per aquesta rag,
quan les alteracions en el comportament sén refractaries a la medicacioé convencional,
la col-locacié d’un sistema de derivacié pot ser util per tal d’'alleujar la pressié. Els
simptomes neurologics van millorar en sis pacients afectats de la Sindrome de

Sanfilippo mitjangant la col-locacié d’aquests sistemes de derivacié (Robertson, 1998).

D’altra banda, les auto-lesions i I'agressivitat reben tractament farmacoldgic amb
benzodiazepines, antagonistes (3-adrenérgics, antipsicotics o hormones sexuals com
estrogens o progesterona (Kushner, 2005). Les alteracions en el patré del son es
poden tractar amb I'administracié de melatonina o benzodiazepines (Fraser, 2005). El
tractament farmacoldgic amb antiepiléptics també s’aplica en aquells casos on els

atacs epiléptics hi son presents.

Les infeccions recurrents d’oida i de vies respiratories es tracten amb antibiodtics, i

els problemes auditius es poden millorar amb la utilitzacié d’audidfons. A nivell ossi, les
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alteracions esquelétiques, tot i presentar-se amb menys severitat, poden requerir de
fisioterapia i controls radiografics periddics. La cirurgia correctiva també és un
tractament utilitzat en aquells casos més greus. Els problemes de disfagia s’han de

tractar amb la utilitzacié de sondes nasogastriques (Pineda, 2013).

4.8. Models animals de la MPSIIIB

Per a I'estudi de les bases genétiques i metabdliques d’'una determinada malaltia, i
per I'assaig de possibles terapies extrapolables a la clinica humana, es fa necessari

I'Us de models animals.

4.8.1. Model animal muri

El model animal més ampliament utilitzat per a I'estudi de la MPSIIIB ha estat el
model muri de la malaltia (Li, 1999); es tracta d’un ratoli Knock-out (KO) que presenta
una disrupcié de I'exd 6 del gen Naglu, on es localitzen gran part de les mutacions
causants de la MPSIIIB en humans (Schmidtchen, 1998). El ratoli MPSIIIB ha estat
utilitzat per a I'estudi de diverses aproximacions terapeutiques per a la MPSIIIB, ja que
la disrupcio introduida a I'exd 6 fa que presenti una patologia molt semblant a la
descrita en humans (Li, 1999; Ohmi, 2003; Villani, 2007; DiRosario, 2009).

El ratoli MPSIIIB acumula HS en molts teixits, incloent fetge, ronyd, melsa,
pulmons i cervell (Li, 1999; Fu, 2007; McCarty, 2011; Fu, 2011), i la patologia causada
per aquesta acumulacid ja és facilment detectable en animals de menys d’'un mes
d’edat (DiRosario, 2009; Villani, 2009). El cervell del ratoli MPSIIIB es caracteritza per
una accentuada neuroinflamacié, descrita ja en animals joves (Ohmi, 2003; DiRosario,
2009), amb activacié de cél-lules de la microglia i d’astrocits reactius amb capacitat
reduida per reaccionar a lesions posteriors (Li, 2002). L’augment progressiu en el
temps d’aquests astrocits reactius suggereix que I'acumulacié cronica de HS pot ser la
responsable del procés d’activacié i/o proliferacioé astrocitaria. Aquests descobriments
concorden amb les observacions fetes en autdpsies de pacients de MPSIIIB, en les
quals també s’hi ha observat astrocits reactius (Tamagawa, 1985; Kurihara, 1996). A
banda de la patologia del SNC, el ratoli MPSIIIB presenta afectacié del Sistema
Nervios Periféric (SNP) acompanyat d’'una pérdua sensorial progressiva, la qual cosa

posa de manifest I'afectacio total del sistema nervios (Fu, 2012).
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Hi ha evidéncies que el sistema immunitari innat pot ser activat pels oligosacarids
derivats del HS a través de la via de senyalitzacié dels receptors TLR4 (Toll-Like
Receptor 4) (Ausseil, 2008). Els TLRs sén receptors activats per una gran varietat de
Patrons Moleculars Associats a Patogens (PAMPs: Pathogen-Associated Molecular
Paterns), perd també per lligands enddgens implicats en dany tissular, com per
exemple productes de la matriu extracel-lular (Carpentier, 2008). L’activacié del les
cél-lules de la microglia per part dels TLR4 inicia una cascada de senyalitzacié que
alhora porta a la produccio de citoquines pro-inflamatories, com TNFa o IL1[3, les quals
sén toxiques per les neurones (Ausseil, 2008). En conseqléncia, el cervell del ratoli
MPSIIIB i el dels pacients de MPSIIIB presenten un increment en cél-lules de la

microglia activades (Ohmi, 2003; Tamagawa, 1985).

D’altra banda, I'estrés oxidatiu ha estat també avaluat al ratoli MPSIIIB, mesurant
la produccio de l'ié superoxid en diferents parts del cervell i del cerebel, i avaluant-ne
el seu efecte sobre diferents macromolécules de teixits afectats. Els estudis van
revelar que l'estrés oxidatiu es trobava ja present a una edat primerenca, produint
oxidacié proteica, peroxidacio lipidica i oxidacié del DNA al SNC (Villani, 2009). En
aquest mateix estudi es van identificar gens amb expressi6 alterada i consequentment
amb una possible associaci6 amb la neuropatologia del ratoli. Entre els gens amb
expressié alterada es van identificar gens sobreexpressats per cél-lules T
NK/citotoxiques, suggerint la implicacié d’aquest tipus cel-lular en la patologia neuronal
del ratoli MPSIIIB (Villani, 2009).

A banda del HS, les neurones dels pacients de Sanfilippo B també acumulen els
gangliosids GM2 i GM3, i en alguns casos, colesterol no esterificat. Aquesta
acumulacio secundaria també juga un paper important en la patologia neurologica, ja
que l'acumulacid intraneuronal de GM2 ha estat associada amb la dendritogénesi
ectopica (Walkley, 1998) i amb la incapacitat per mantenir 'lhomeostasi del calci degut
a una disminucié en la seva recaptacio cap al reticle endoplasmatic (Pelled, 2003). A
més a més, el segrest lisosomic de colesterol és sabut que interfereix amb la correcta
funci6 endosoma-lisosoma (Walkley i Vanier, 2009), que alhora és una funcio
important per a la correcta funcionalitat neuronal. Aquestes acumulacions secundaries
sén probablement causades per la inhibicié induida pels GAGs de les hidrolases
lisosdmiques, ja que els GAGs poden unir-se selectivament a diferents hidrolases
reduint-ne aixi la seva activitat (Avila i Convit, 1975). No només I'acumulacié de GAGs

sind també altres mecanismes, com per exemple alteracions de la sintesi i/lo en el
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trafic intracel-lular de ganglidsids, poden estar implicats en aquesta acumulacio
secundaria de GM2 i GM3 a les neurones (McGlynn, 2004).

En ratolins MPSIIIB joves s’ha observat, també com en humans, un comportament
hiperactiu amb alteracions del ritme circadiari (Cressant, 2004). A mesura que avanca
la malaltia, la hiperactivitat es manté (Langford-Smith, 2011) i les alteracions del ritme
circadiari s’accentuen, principalment degut a alteracions del Nucli Supraquiasmatic,
encarregat de regular els ritmes circadiaris mitjangant I'estimulacié de la secreci6 de
melatonina (Heldermon, 2007; Canal, 2010). En animals adults, s'observen altres
alteracions somatiques també observades en humans, com problemes d’audicio i de

visié deguts a alteracions de I'oida o de la retina, respectivament (Heldermon, 2007).

Les alteracions motores solen apareixer també en ratolins MPSIIIB de major edat
(Heldermon, 2007; Fu, 2011), coincidint amb una disminucié del nombre de cél-lules
de Purkinje del cerebel (Heldermon, 2007) i amb la neurodegeneracié que també

afecta al sistema nervids periféric (Fu, 2012).

Per tant, la patologia del model muri de la MPSIIIB presenta una seérie de
caracteristiques tant bioquimiques com patofisiologiques que la fan molt similar a la
patologia humana, fent-ne d’aquest un bon model per a I'estudi de la patologia aixi

com també per a I'assaig de terapies.

4.8.2. Model animal cani

La MPSIIIB també es déna de manera natural en altres animals, fet que permet
disposar d’aquests com a possibles models de la malaltia en espécies animals grans.
Fins a data d’avui, s’ha descrit la MPSIIIB d’aparicié espontania en gos (Ellinwood,
2003) i en emu (Aronovich, 2001).

En el cas de l'espécie canina, la MPSIIIB és també d’heréncia autosOmica
recessiva i es va descriure en gossos de la raca Schipperke. La manca quasi total
d’'activitat NAGLU al fetge, melsa i ronyé (entre un 2,8% i un 6,6% respecte a I'activitat
en gossos sans) i nivells anormalment elevats de GAGs, van ser determinants per a
diagnosticar els gossos (Ellinwood, 2003). La determinacié d’activitat enzimatica
d’altres enzims lisosdmics implicats en la degradacio del HS es trobava anormalment
elevada. Aquesta elevacié secundaria de I'activitat enzimatica ha estat també descrita
en el ratoli MPSIIIB, fet atribuible a un augment en el nombre i la mida dels lisosomes

i/o a un augment en la biosintesi d’aquests enzims en resposta a 'acumulacié del HS
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(Li, 1999). Com en el model muri, el gos MPSIIIB també presenta acumulacio
secundaria dels ganglidosids GM1 i GM2 (Ellinwood, 2011).

Estudis post mortem dels animals van permetre determinar que les lesions del
SNC observades en el gos MPSIIIB eren similars a les descrites en pacients humans,
com per exemple la preséncia d’inclusions citoplasmatiques en neurones i cél-lules de
la microglia, i una quasi completa pérdua de cél-lules de Purkinje. L’afectacio
cerebel-losa, tot i estar poc documentada en pacients humans, presenta un ampli rang
d’afectacio, des d’'una marcada disminucié en el nombre de cél-lules de Purkinje
(Wallace, 1966), fins a un cas d’'un pacient que a l'inici de I'edat adulta no presentava

evidéncies clares de lesions cerebel-loses (Hadfield, 1980).

Degut doncs a la seva similitud amb la malaltia humana, el gos MPSIIIB pot
esdevenir també un bon model animal no muri per a I'estudi de la patologia aixi com

també per a I'assaig de terapies (Ellinwood, 2011).

4.8.3. Model animal aviari

La MPSIIIB també afecta de manera natural i es presenta com una malaltia
d’heréncia autosomica recessiva en emus (Dromaius novaehollandiae). Similar a la
patologia humana, murina i canina, la MPSIIIB en emus es presenta amb una
neurodegeneracié progressiva caracteritzada per ataxia, tremolors, inapeténcia i
letargia. Les inclusions citoplasmatiques al cervell, fetge i altres teixits també en sén
caracteristiques, aixi com també alts nivells de GAGs al cervell i teixits periférics,
heparan sulfataria i una activitat NAGLU residual mitjana del 6%, respecte dels
animals sans (Aronovich, 2001; Palmieri, 2014). De tota manera, degut a les
diferéncies tant fisiologiques com anatomiques pel fet de no tractar-se d’'un mamifer
aixi com també per I'existéncia d’'un model animal més accessible com el gos, 'emu no

es presenta com un model animal d’eleccié per a I'estudi de la malaltia.

4.9. Terapies en desenvolupament

4.9.1. Transplantament de cél-lules mare hematopoétiques

El transplantament de HSCs es basa en la capacitat que presenten les cél-lules

mieloides del donant de medul-la per migrar, creuar la BHE, entrar al parénquima
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cerebral i diferenciar-se cap a cél-lules de la microglia amb capacitat de secreci6 de
'enzim lisosdmic deficitari i que aquest sigui recaptat per les neurones i cél-lules

veines.

El transplantament de HSCs ha demostrat ser efectiu en la reversié d’alteracions
viscerals, esquelétiques i del SNC en diferents MPS, entre elles MPSI, MPS VI o
MPSVII (Yamada, 1998; Peters i Steward, 2003). En canvi, aquesta terapia no ha
tingut éxit en la prevencié de la degeneracié neuronal en pacients de MPSIII ni en
concret, de la MPSIIIB (Vellodi, 1992; Hoogerbrugge, 1995; Gungdr i Tungbilek, 1995).
Aquests transplantaments es van dur a terme en pacients amb la malaltia neuroldgica
ja establerta, per la qual cosa la interpretacié dels resultats resulta dificultosa, ja que
en altres MPS s’ha demostrat que els nivells més elevats d’eficacia terapeéutica
s’obtenen quan el transplantament es realitza just abans o a l'inici de I'aparicié de la
patologia neurologica. El transplantament de HSCs en un pacient de MPSIIIA en fase
inicial de la malaltia no va demostrar millora en la preservacié de la funcié cognitiva en
comparacié amb un germa malalt no tractat (Sivakumur i Wraith, 1999). Estudis
posteriors realitzats en el ratoli model de la MPSIIIA suggereixen que el nombre total
de cél-lules de la microglia procedents de les HSCs del donant localitzades al cervell
representen un molt baix percentatge, rad per la qual, 'enzim produit per aquestes no
és suficient com per a revertir la malaltia (Lau, 2013). Es per aquestes raons que el
transplantament de HSCs s’ha deixat de considerar com una opcié terapéutica en

pacients humans de MPSIII.

4.9.2. Transplantament de cél-lules de cordé umbilical

Les cél-lules humanes hematopoétiques de cordé umbilical (hUCB: human
Umbilical Cord Blood), a diferéncia de les HSCs, tenen la capacitat de diferenciar-se
en cél-lules no-hematiques com per exemple neurones. El transplantament de hUBC
directament al LCR o I'administracié endovenosa en ratolins MPSIIIB, han mostrat una
distribucio de les hUCB tant al cervell com en varis teixits periférics, aixi com també
una millora en la cognicid i una reduccié de GAGs en teixits somatics (Garbuzova-
Davis, 2005 i 2009; Willing, 2013). El transplantament de hUBC en pacients de
MPSIIIA i MPSIIIB s’ha realitzat tot i que els resultats obtinguts sén molt similars als
observats amb el transplantament de HSCs, sense indicis clars sobre la proteccio de la

neurodegeneracio (Prasad i Kurtzberg, 2010; de Ruijter, 2011).
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De tota manera, actualment s’estan duent a terme assajos clinics basats tant en el
transplantament de HSCs com en la transfusid de hUCB en pacients amb malalties
metaboliques hereditaries, en els quals, una de les malalties incloses en els assajos és
la Sindrome de Sanfilippo (NCT00383448, NCT00654433, www.clinicaltrials.gov).

4.9.3. Terapies de reemplagcament enzimatic (ERT)

4.9.3.1. ERT intravenosa

Actualment, la ERT intravenosa és la terapia més eficient pel tractament de la
patologia somatica de moltes LSDs, tot i que la principal limitacié és la d’assolir
quantitats d’enzim suficientment elevades al SNC com per dur-hi a terme un efecte
terapéutic. La BHE és doncs, un dels principals obstacles per aquest tipus de terapia.
Per superar-lo, s’han dissenyat diferents estratégies terapéutiques basades en
fusionar I'enzim deficitari amb una altra proteina que pugui ser reconeguda per
receptors presents a I'endoteli vascular cerebral. Aixi es pot superar la limitacié de la
BHE i passar de la circulacié sanguinia al SNC per un mecanisme de transport mediat

per receptor (de Ruijter, 2011).

Fins a data d’avui, pero, no hi ha cap terapia aprovada per a la MPSIIIB basada en
'administraci6 de NAGLU humana recombinant. Estudis en el model muri de la
MPSIIIB han demostrat que la ERT amb NAGLU humana recombinant Gnicament ha
funcionat en determinats llinatges cel-lulars (Yu, 2000). Aquest fet és en part degut a
que la NAGLU recombinant sintetitzada no es fosforila correctament en els residus de
manosa, i per tant, no pot ser correctament internalitzada via el receptor de la M6P
(Zhao, 2000; Weber, 2001). Tot i aixi, I'empresa farmacéutica Synageva BioPharma
esta actualment desenvolupant assajos preclinics en el ratoli MPSIIIB amb NAGLU
recombinant (producte farmacéutic SBC-130, www.synageva.com) administrada per
via intravenosa, demostrant disminucié del contingut de GAGs a nivell neurologic i

somatic.

4.9.3.2. ERT intratecal

L’alternativa terapéutica per tal de superar I'obstacle que suposa la BHE en la
ERT consisteix en I'administracid directa de I'enzim recombinant al parénquima

cerebral 0 al LCR, que ha demostrat eficacia terapéutica al SNC del model animal muri
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de la MPSIIIA (Savas, 2004; Hemsley, 2009). Actualment, també hi ha diversos
assajos clinics en pacients pediatrics basats en la injeccid intratecal dels enzims
recombinants deficitaris en diverses MPS (NCT01155778 i NCT01299727;

www.clinicaltrials.gov).

A més, també s’esta desenvolupant un programa basat en la ERT intratecal per al
tractament de la patologia neuroldgica en pacients de MPSIIIB. El programa dut a
terme per la farmacéutica Shire es troba encara en fase preclinica. Aquest assaig es
basa en la propietat del receptor de la M6P, que a banda d’unir residus de M6P, també
uneix de manera eficient el factor de creixement similar a la insulina de tipus 2 (IGF2).
Per aquesta rad, una opcié terapéutica per tal d’augmentar la captacié de la NAGLU
recombinant és la de sintetitzar una proteina de fusié entre la NAGLU i IGF2 (numero
de patent: US20110318327 A1). Estudis recents mostren I'eficacia in vivo d’aquesta
proteina de fusi6 quan és administrada directament al LCR per via
intracerebroventricular en el ratoli MPSIIIB. El tractament ha permés la normalitzacio
dels nivells de HS i d’altres productes d’acumulacié secundaria al cervell (Kan, 2014).
Per tant, I'estratégia d’administrar una proteina de fusié entre la NAGLU i IGF2 podria

suposar una millora en la internalitzacié de la proteina recombinant.

4.9.3.3. ERT intranassal

La ruta d’administracié intranassal d’enzims lisosdbmics és una terapia emergent
no invasiva per a I'administracié d’aquests directament des de la mucosa nassal fins al
cervell i la medul-la espinal, amb I'objectiu de tractar principalment la patologia del
SNC evitant la BHE (Dhuria, 2010).

Mentre que els mecanismes exactes pels quals un compost arriba al SNC després
de ser administrat intranassal encara no son totalment coneguts, varis estudis
demostren que altres compostos com drogues, cél-lules, vectors virals o péptids son
distribuits eficientment al SNC (Wolf, 2012). Hi ha indicis que els productes
administrats per via intranassal accedeixen al SNC a través de la circulacié sanguinia
aprofitant els capil-lars presents a la mucosa nassal, i també a través de les
terminacions nervioses presents en I'epiteli nassal, les quals connecten directament

amb el bulb olfactori i amb I'espina dorsal (Dhuria, 2010).

En el cas concret de les MPS, la terapia intranassal ha demostrat certa eficacia en

el model muri de la MPSI. Pocs minuts després de I'administracié de I'enzim lisosomic
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a-lduronidasa (IDUA), deficitari en aquesta patologia, la seva activitat es va veure
augmentada al cervell. En el mateix estudi, I'administracié intranassal d’'un vector viral
adenoassociat de serotip 8 codificant per 'enzim IDUA va donar lloc a I'augment
d’activitat enzimatica al cervell (Wolf, 2012). Aquesta aproximacié podria ser
extrapolada a la d’altres MPS, i suposar un possible tractament no invasiu per a la

patologia del SNC, tot i que més estudis son necessaris.

4.9.4. Terapies de reduccio de substrat

En el context de la MPSIIIB, les terapies de reduccio o de privacié de substrat son
aquelles que tenen com a finalitat reduir la sintesi de HS disminuint-ne aixi la seva

acumulacio lisosdmica.

4.9.4.1. Genisteina

La Genisteina (4',5, 7-trihydroxyisoflavone), un fitoestrogen pertanyent a la familia
de les isoflavones i present a la soja i als seus derivats alimentaris, es va veure que
actuava inhibint la sintesi de HS, en fibroblasts en cultiu de pacients de MPSIIIB
(Piotrowska, 2006). Posteriorment es va comprovar que aquesta inhibicié era duta a
terme a través de la via de senyalitzacié depenent del Factor de Creixement Epidérmic
(EGF; Epidermal Growth Factor), via alhora implicada en la regulacié de I'expressié de
gens que participen en la biosintesi de GAGs (Jakdbkiewicz-Banecka, 2009). Com la
genisteina, altres isoflavones presents en diferents aliments derivats de la soja també
tenen un efecte d’inhibicié de sintesi de GAGs, i totes elles d’una forma dosi-depenent
(Piotrowska, 2010).

L’administracio oral de genisteina (subministrada amb la dieta) també ha mostrat
la seva eficacia en el ratoli MPSIIIB, disminuint el contingut lisosomic en teixits
periférics i al SNC, reduint la neuroinflamacid, disminuint 'acumulacié intracel-lular de
metabolits secundaris i millorant també el comportament patologic respecte dels
ratolins MPSIIIB no tractats (Malinowska, 2009 i 2010). El fet d’'observar reduccié en la
patologia del SNC és indicatiu que la genisteina, degut al seu baix pes molecular, pot
creuar la BHE (Tsai, 2005; Kloska, 2012).

Actualment, s’estan duent a terme diferents assajos clinics basats en

'administracio oral de genisteina a diferents dosis en pacients de MPSIIIB i d’altres

-42-



Introduccio

MPS. En aquests assajos es valoren els efectes de diferents dosis de genisteina sobre
els nivells de GAGs, avaluats principalment per la seva excrecio urinaria, i sobre el
comportament i la funcié cognitiva. Estudis realitzats en pacients polonesos mostren
com el tractament amb genisteina dona lloc a una reduccio i fins i tot a una lleugera
disminucié en I'excrecié urinaria de GAGs aixi com també una millora de la funcié
cognitiva (Piotrowska, 2008 i 2011). En canvi, altres estudis mostren poca millora en
I'excrecio urinaria de GAGs sense efectes cognitius, la qual cosa suggereix la
necessitat d’administrar dosis més elevades de genisteina per tal d’observar una
millora significativa (Delgadillo, 2011; de Ruijter, 2012). Estudis més recents utilitzant
dosis encara més elevades de genisteina mostren que aquestes son segures, sense

aparicio d’efectes secundaris greus (Kim, 2013).

Els resultats extrets d’aquests assajos clinics juntament amb la accessibilitat i
disponibilitat del tractament (la majoria poden esdevenir productes nutricionals
enriquits amb genisteina i d’altres isoflavones), ha resultat en un augment de la
utilitzacié de la genisteina per a la millora simptomatica de pacients amb MPSIII en

diferents paisos, tot i que amb limitada eficacia terapéutica.

4.9.4.2. Rodamina B

La Rodamina B, un colorant utilitzat en cosmeética i com a tragador de liquids,
també ha demostrat una eficacia similar a la de la genisteina en reduir 'acumulacié
patologica de GAGs en estudis preclinics. Tot i no haver estat provada en pacients ni
en ratolins afectats de MPSIIIB, la Rodamina B administrada per via intravenosa en el
ratoli MPSIIIA si que ha donat lloc a una reduccié significativa en I'acumulacié de
GAGs i a una millora en les alteracions del comportament d’aquest model animal
(Roberts, 2007). La Rodamina B actua suprimint la sintesi de GAGs inhibint la
formacio dels precursors glucidics i/o I'activitat de les glicosiltransferases, implicades
en la sintesi de GAGs. Tot i mostrar certa eficacia terapéutica en el tractament de la
MPSIIIA en estudis preclinics, sembla que el seu perfil de toxicitat en humans no la

faria acceptable de cara a la seva aplicaci6 a la clinica humana (Giugliani, 2012).

4.9.4.3. Miglustat

El Miglustat (N-butyl-deoxynojirimycin), un aminosucre aprovat per al tractament

simptomatic de les malalties de Gaucher tipus | i de Niemann-Pick tipus C, actua
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limitant la sintesi dels glicoesfingolipids per mitja de la inhibici6 de I'enzim
glucosilceramida sintasa. En aquestes malalties, el Miglustat ha demostrat certa
eficacia en l'estabilitzacié de la patologia neuroldgica, tot i que amb limitats beneficis
terapéutics (Pineda, 2009 i 2010).

Com la genisteina, el Miglustat també és capag de travessar la BHE disminuint els
nivells cerebrals de ganglidosids en models animals de gangliosidosis (Platt, 1997). Per
aquesta rao es va postular que el Miglustat podria utilitzar-se també com a tractament
simptomatic per a pacients amb la Sindrome de Sanfilippo amb acumulacié secundaria
de gangliosids GM2 i GM3. En un estudi clinic, 'administracié oral de Miglustat en
pacients de MPSIIIB, no va mostrar cap eficacia ni en el comportament ni en la
reduccié dels nivells de GM2 en cap dels pacients tractats després de 6 mesos de
tractament (Guffon, 2011). Per tant, i a I'espera d’'un seguiment a més llarg termini
d’aquests pacients, el Miglustat no es presenta com una alternativa a curt termini per al

tractament simptomatic de la MPSIIIB.

4.9.5. Terapies d’augment d’activitat enzimatica

Les terapies d’augment de I'activitat enzimatica (Enzyme Enhancement Therapies)
ofereixen la possibilitat de noves estratégies terapéutiques destinades a augmentar
l'activitat residual d’enzims lisosdomics mutats. Aquestes terapies es basen en la
utilitzacié de “xaperones farmacologiques” amb la finalitat de reconéixer enzims amb
plegament defectuds i afavorir-ne el correcte plegament, permetent d’aquesta manera
que recuperin la seva estructura 3D i consequentment, la seva activitat enzimatica.
D’aquesta manera, s’'incrementa I'activitat residual de I'enzim podent aixi assolir el
llindar terapéutic d’activitat enzimatica necessaria per tal de disminuir el contingut
lisosomic en la majoria de LSDs (Schueler, 2004). A més, les xaperones soén
molécules petites també amb la capacitat de creuar la BHE, i per tant, de superar la

principal limitacié de la ERT intravenosa.

Per a la MPSIIIB s’han estudiat diferents molécules que a elevades
concentracions tenen un efecte inhibitori sobre I'enzim NAGLU, perd que a
concentracions baixes actuen com a xaperones, augmentant l'activitat enzimatica
(Ficko-Blean, 2008). De totes maneres, no hi ha encara cap assaig clinic ni tractament

aprovat per a la MPSIIIB basat en xaperones.
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4.9.6. Terapies basades en I'augment de I’excreci6 lisosomica

L’autofagia és un procés de degradacio lisosomica de components propis de la
cél-lula. Per tant, es tracta d’'un procés estretament lligat amb el sistema de digestio
lisosomica (Figura 1) i que alhora suposa un important mecanisme per a la

supervivencia cel-lular en circumstancies de privacié de nutrients (Settembre, 2013).

En moltes LSDs s’ha vist que el procés autofagic també es troba alterat com a
conseqiiencia de la disrupcid de I'homeodstasi lisosdmica, la qual cosa comporta
'acumulacio citoplasmatica d’autofagosomes. En les LSDs, els autofagosomes no
s’uneixen als lisosomes i, per tant, el seu contingut en proteines propies i/o en
organuls cel-lulars no és degradat i també s’acumula a linterior de la cél-lula
(Settembre, 2008). Aquest fet dona lloc a dany i estrés cel-lular que alhora comporten
l'inici d’'una resposta inflamatoria i finalment, la mort cel-lular (Lieberman, 2012). Les
neurones son particularment vulnerables a les alteracions del procés autofagic, rad per
la qual en malalties neurodegeneratives s’observa un elevat grau de mort neuronal

relacionada amb alteracions de l'autofagia (Nixon, 2013).

A nivell molecular, s’ha observat que el factor de transcripci6 EB (TFEB:
Transcription Factor EB) és un regulador comu entre els processos de digestio
lisosomica i d’autofagia, ja que regula I'expressié génica de gens autofagics i de gens
codificants per proteines lisosomiques (Sardiello, 2009; Settembre, 2011). A més,
també s’ha vist que el TFEB augmenta el pool de lisosomes cap a les proximitats de la
membrana plasmatica cel-lular, promovent-ne la seva fusié i consequentment la
induccié d’exocitosi i alliberament del seu contingut al medi extracel-lular (Medina,
2011). La sobreexpressio d’aquest factor de transcripcido en fibroblasts derivats del
model muri de la MPSIIIA ha permés observar una reversié en 'acumulacié patologica
de GAGs (Medina, 2011).

Recentment, s’ha observat que el compost 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD), un excipient aprovat per la FDA utilitzat com a potenciador de 'estabilitat i la
biodisponibilitat de certs medicaments, actua a nivell cel-lular activant el TFEB.
L’addici6 de HPBCD en cultius cel-lulars derivats de pacients amb Lipofuscinosi
neuronal ceroidea, un tipus de LSD, ha demostrat ser efectiva normalitzant
'acumulacio lisosdmica per mitja de I'activacié de l'autofagia (Song, 2014). Aquesta
aproximacié podria ser també extrapolada per al tractament de 'acumulacié lisosomica
de la MPSIIIB.
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5. TERAPIA GENICA

Davant les limitacions que presenten els tractaments actuals per a la MPSIIIB, es
fa necessari el desenvolupament de noves estratégies terapéutiques. Una de les
alternatives que esta prenent forga en els ultims anys en diferents estudis preclinics de

LSDs és la Terapia Génica.

La terapia génica es basa en la utilitzacio de sequéncies de DNA especifiques per
al tractament de malalties o per a I'alleujament dels simptomes de les mateixes. En el
cas de les LSDs i de la majoria de malalties monogéniques, la terapia génica es centra
en administrar la copia corregida del gen mutat amb la finalitat de recuperar la seva

funcié i de revertir el fenotip patologic observat als pacients afectats.

5.1. Classificacio de la terapia génica

La terapia génica es divideix en dos grans grups en funcié de la metodologia
utilitzada: terapia génica ex vivo i terapia génica in vivo. La terapia génica ex vivo
consisteix en obtenir cél-lules de pacients o models animals d’'una determinada
malaltia, generalment HSCs, modificar-les genéticament in vitro utilitzant el vector més
apropiat per a cada situacio, i reinfondre-les al pacient o model animal en questid. La
utilitzacié de cél-lules autdlogues o bé de donants amb alta compatibilitat HLA és

essencial per tal d’evitar la resposta immunitaria contra les cél-lules trasplantades.

D’altra banda, la terapia génica in vivo consisteix en l'administracié de la
seqléncia de DNA terapéutica directament al pacient o al model animal d'una
determinada malaltia. Com que es tracta d’'una administracié directa, cal préviament
haver determinat la biodistribucié aixi com també la farmacocinética i la possible
toxicitat del vector utilitzat per a 'administracié del material genétic. En qualsevol cas,
la terapia génica permet la manipulacié del material genétic amb la finalitat de produir
l'efecte desitjat en funcié de les necessitats terapéutiques. Aixi, els vectors virals
poden contenir material genétic que un cop a linterior de la cél-lula diana pugui donar
lloc a I'expressiod tant de gens funcionals amb la finalitat de suplir funcions defectives
dins la propia cél-lula, o de gens inhibidors amb la finalitat de silenciar o disminuir

l'expressid de gens patoldogicament sobreexpressats.

En funcio del vector utilitzat per 'administracié del DNA, la terapia génica també
es pot subdividir en Viral i No viral. Les estratégies de terapia génica no viral es basen

en l'administracié del DNA nu o bé per mitja de diferents métodes fisicoquimics —com
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pot ser la seva encapsulaciéo en liposomes o en polimers catidnics—, o I'electro-
transferencia de DNA. En qualsevol cas, s6n métodes amb baixa especificitat
d’'alliberament del DNA als organs o teixits diana i d’expressié transitoria, per la qual
cosa unicament han estat utilitzats en models animals i amb resultats variables, degut
principalment a la transitorietat de I'expressié génica assolida (Aronovich, 2009;
Osborn, 2011; Baldo, 2012).

La terapia génica viral aprofita les propietats infectives dels vectors virals, derivats
de virus salvatges, per a la introduccié del material geneétic a l'interior de les cél-lules
diana. A diferéncia dels vectors no virals, els vectors virals presenten especificitat
d'unié a receptor (la qual cosa determina I'drgan, teixit o cél-lula diana), elevada

eficiéncia de transduccio i expressié genica a llarg termini.

Concretament, I'expressié a llarg termini caracteristica de la terapia génica viral
aixi com també la possibilitat de la secrecié del producte al torrent sanguini i la seva
distribucio a tot 'organisme permet que la terapia génica viral es postuli com la terapia
d’eleccio per al desenvolupament d’'un possible tractament no només per a les MPS,
sind que per gran part de les malalties hereditaries monogéniques. Actualment, la
terapia génica viral s’esta utilitzant per al desenvolupament de terapies per a diferents
patologies, tot i que fins a data d’avui unicament un producte de terapia génica ha
estat aprovat per al tractament en la clinica humana. A I'Octubre del 2012, la Comissié
Europea va autoritzar la comercialitzacié del producte conegut com a Glybera®, basat
en un vector viral adenoassociat de serotip 1 per al tractament de la Deficiéncia de la
Lipoproteina Lipasa (LPLD: Lipoprotein Lipase Deficiency) o Sindrome de
Quilomicronémia, una malaltia minoritaria monogénica amb una incidéncia d’1 entre
1.000.000.

5.2. Vectors virals

Els virus han evolucionat especialitzant-se en introduir el seu material genétic a
I'interior de les cél-lules que infecten com a part del seu cicle reproductiu. El cicle vital
dels virus es pot dividir en dues fases diferenciades en el temps: infeccié i replicacio.
La primera compreén tots els passos necessaris per a la introduccio del material genétic
a l'interior de les cel-lules, i ve determinada i induida per la unié especifica a receptors
de la superficie cel-lular. Un cop al citoplasma, el material genétic viral és transportat
fins al nucli utilitzant els mecanismes de transport intracel-lulars, i un cop al nucli, el

genoma viral aprofita la maquinaria de replicacié cel-lular per sintetitzar proteines virals
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reguladores i iniciar la sintesi de nou DNA viral. La fase de replicacié es caracteritza
per I'expressié de gens estructurals amb la finalitat de sintetitzar les proteines de la
capsida necessaries per a la formacié de noves particules virals contenint el respectiu

genoma.

Els vectors virals utilitzats en terapia génica son virus modificats de tal manera
que Unicament conserven les propietats infectives dels virus dels quals provenen. A
diferéncia d’aquests, no es poden reproduir ni infectar noves cél-lules, ja que se’ls ha
eliminat el genoma viral i substituit pel cassetfte d’expressié pertinent. El procés que
permet introduir informacié genética funcional continguda en els vectors virals a

I'interior de les cél-lules diana s’anomena transduccio.

Els principals vectors virals utilitzats en aproximacions de terapia genica son els
derivats de Retrovirus (entre ells els Lentivirus), Herpesvirus, Adenovirus i Virus

Adenoassociats (Taula 4).

Els vectors retrovirals presenten una envolta lipidica i un genoma de RNA de
cadena senzilla (ssRNA) que un cop al nucli de la cél-lula hoste és retrotranscrit cap a
DNA i posteriorment s’integra als cromosomes, donant lloc a I'expressié a llarg termini,
perd per contra, també a la possibilitat de produir mutacions insercionals. Un segon
desavantatge recau en la seva capacitat per transduir unicament cél-lules en divisio,

fet que en limita el seu Us en determinats teixits (Taula 4).

Els vectors lentivirals sén un subtipus de vectors retrovirals amb la capacitat de
transduir també cél-lules quiescents, propietat que els fa apropiats per al tractament de
malalties que afecten al SNC. El principal avantatge tant dels retrovirus com dels
lentivirus és la seva habilitat per incorporar el gen d’interés al genoma cel-lular de
cél-lules en divisio, la qual cosa assegura la seva transmissio a les cél-lules de la seva

progénie (Taula 4).

Els vectors adenovirals es caracteritzen per un genoma de dsDNA, perd a
diferéncia dels vectors derivats del HSV (Herpes Simplex Virus), presenten una
capacitat menor d’encapsidacié de DNA de 36kb. Tot i presentar un elevat tropisme
neuronal, la seves aplicacions per al tractament del SNC s6n limitades degut a la seva
alta toxicitat en aquesta part del sistema nerviés (Thomas, 2001; Lozier, 2002) (Taula
4).
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Taula 4. Caracteristiques dels principals vectors virals utilitzats en terapia génica

Vectors derivats
de Retrovirus

Vectors derivats
del HSV

Vectors derivats
d'Adenovirus

Vectors derivats
de AAV

Familia

Malaltia
associada al
virus salvatge

Capacitat
d'encapsidacio

Genoma

Insercio al DNA
genomic

Transduccié de
cél-lules
quiescents

Immunitat

innata

Avantatges

Inconvenients

Retroviridae

8 kb

ssRNA

Si

No (Si els vectors
Lentivirals)

Si
*Expressio estable en
cel-lules en divisid

*Produccio a titols
elevats

*Integracio6 a I'atzar en
el genoma

*Capacitat

d'encapsidacio limitada

*Infecten només cél-lules

en divisié (excepte
Lentivirus)

Herpesviridae

Si

150 kb

dsDNA

No

Si

Si

sInfecten ceél-lules
quiescents i en
divisio

*Es mantenen
episomals

*Elevada capacitat
d'encapsidacio

*Expressio transitoria

*Neurotoxicitat poc
caracteritzada

Adenoviridae

36 kb

dsDNA

No

Si

Si

sInfecten cél-lules
quiescents i en
divisiod

*Es mantenen
episomals

*Elevada capacitat
d'encapsidacio

*Elevats nivells
d'expressio6 del
transgen in vivo

*Aparicié de resposta
immunologica i
inflamatoria

*Impossibilitat per
seleccionar el
tropisme

Parvoviridae

No

4,7 kb ssAAV
2,2 kb scAAV

ssDNA

Inserciéo amb molt
baixa eficienica

Si

Limitada

eInfecten cel-lules
quiescents i en
divisio

*Es mantenenen
episomals

*Produccié a
titols elevats

*Baixa
immunogenicitat

*Capacitat
d’encapsidacio
limitada

*Expressié génica
limitada per la
sintesi de la
cadena de DNA
complementaria

Adaptat de Nagabhushan Kalburgi, 2013.
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Tot i la disponibilitat de gran varietat de vectors virals per al tractament de
patologies que afecten al SNC, els vectors virals adenoassociats son els més

ampliament utilitzats per al tractament de patologies del SNC.

5.3. Vectors virals adenoassociats

Els vectors virals adenoassociats deriven de virus humans de la familia
Parvoviridae, els anomenats Virus Adenoassociats (AAV: Adeno-associated Virus) que
no provoquen cap patologia humana coneguda i que es van descobrir per primera
vegada com a contaminants en preparacions d’Adenovirus (Atchinson, 1965; Hoggan,
1966). Els AAV també formen part del génere Dependoviridae, que en general sén
virus poc immunogeénics, no patogénics i no-autbnoms, és a dir, que no es poden
replicar per si sols, sind que necessiten de la coinfeccid de virus accessoris
(Adenovirus o Herpesvirus) per completar el seu cicle vital (Lentz, 2012). Aquestes
caracteristiques naturals dels AAV permeten que els vectors virals recombinants
derivats d’aquests virus siguin segurs i presentin baixa probabilitat d’aparicié d’efectes

secundaris deguts a la seva administracié en protocols de terapia génica.

5.3.1. Biologia dels virus adenoassociats

Els AAV salvatges pertanyen al grup de virus sense envolta lipidica. Soén
particules icosaédriques de 20 nm de diametre amb capsida proteica (Xie, 2002) i amb
un genoma de DNA de cadena senzilla (ssDNA), d’aproximadament 4,8 kb, format per
dos gens: el gen rep, codificant per proteines implicades en la replicacio i el gen cap,
que codifica per proteines estructurals. L’expressid geénica esta controlada per tres
promotors diferents que donen lloc a tres Marcs Oberts de Lectura (ORF: Open
Reading Frame). Per mecanismes de splicing alternatiu d’aquests dos gens es
generen les 7 proteines virals, 4 implicades en la replicacio i estabilitzacié del DNA
(Rep78, Rep68, Rep52 i Rep40, derivades del gen rep) i 3 que formen la capsida
(VP1, VP2 i VP3, derivades del gen cap) (Figura 9). S6n precisament les proteines de
la capsida proteica les que els confereixen la capacitat d’'unié a receptor i per tant, en
determinen el tropisme, el qual varia en funcié del serotip (Taula 5). S’han descrit,
identificat i caracteritzat multitud de serotips diferents de AAV humans (serotips 1, 2 i
5) i de primats (serotips 7, 8, 9, rh.10), entre d’altres (Gao, 2002; Gao, 2005). Degut a

la variabilitat de tropisme, varis estudis es centren en la seva caracteritzacié per a la
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utilitzacié d’aquests AAV com a vectors virals per al desenvolupament d’aproximacions

de terapia génica per al tractament de malalties humanes.

El genoma viral dels AAV es troba flanquejat en 5’ i 3’ per sequiéncies terminals
repetitives i invertides (ITR: Inverted Terminal Repeats) que contenen les funcions en
cis necessaries per a la replicacid, empaquetament i integracié del genoma viral
(Samulski, 1989; Srivastava, 1989). Les ITRs formen una estructura en forma de T
donant lloc a un Joop per complementarietat dins la propia seqiéncia (Nash, 2008)
(Figura 9).

ITR ITR

p5 pl9 pd0 PolyA

Figura 9. Representacié esquematica del genoma del AAV de serotip 2. El genoma viral es
troba flaquejat per dues sequiencies ITR. Les fletxes indiquen la posicié dels tres promotors p5, p19
i p40 codificants pels 3 ORFs. Tots els transcrits comparteixen la mateixa senyal de poliadenilacio
(PolyA). Adaptat de Daya, 2008.

La uni6 a receptor per part d’aquests virus és variable, i reflexa la gran variabilitat
de seqliéncia que hi ha entre ells. L'acid sialic i el HS soén els receptors més habituals
per molts AAV (Taula 5), tot i que en alguns serotips, el receptor cel-lular roman
encara desconegut. Aquest és el cas del serotip 9, un dels més utilitzats en terapia
génica, del qual se n’ha descrit recentment el seu receptor (Shen, 2011; Taula 5). A
banda dels receptors primaris, els AAV també interaccionen amb diversos coreceptors
durant el seu procés d’internalitzacié (Taula 5). Aquesta diversitat en la utilitzacié de
receptors i coreceptors és el qué en determina les diferencies de tropisme in vivo entre

els diferents serotips.
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Taula 5. Receptors, coreceptors i tropisme dels principals serotips de AAV

Serotip Receptor Co-receptors Tropisme
AAV1 Acid Sialic Desconegut Muscul esquelétic, SNC, Retina, Pancrees
AAV2 Heparan Sulfat FGFR1, HGFR, LamR  Cél-lules musculars vasculars,
Muscul esqulétic, SNC, Fetge, Ronyd
AAV3 Heparan Sulfat FGFR1, HGFR, LamR  Muscul esqueletic, Hepatocarcinoma
AAV4 Acid Sialic Desconegut SNC (ependimocits), Retina
AAV5 Acid Sialic PDGFR Muscul esquelétic, SNC, Ependimocits,
Pulmo, Retina
AAV6 Acid Sialic EGFR Muscul esquelétic, Cor, Pulmo
AAV7 Desconegut Desconegut Muscul esquelétic, SNC, Retina
AAV8 Desconegut LamR Fetge, Muscul esquelétic, SNC, Retina,

Pancrees, Cor

AAV9 Galactosa N-unida LamR Fetge, Cor, Pulmd, SNC, Muscul esqueleétic,
Pancrees, Ronyd

Adaptat de Lentz, 2012. FGFR1: Receptor del Factor de Creixement de Fibroblasts tipus 1;
HGFR: Receptor del Factor de Creixement d’Hepatdcits; LamR: Receptor de Laminina;
PDGFR: Receptor del Factor de Creixement derivat de Plaquetes; EGFR: Receptor del Factor
de Creixement Epidérmic.

El trafic de les particules viriques des del medi extracel-lular a l'interior del nucli no
és totalment conegut, tot i que sembla que en alguns serotips pot estar mediat per

endocitosi en vesicules amb revestiment de clatrina (Schultz i Chamberlain, 2008).

Un cop al nucli cel-lular, la sintesi de la cadena complementaria de DNA viral, pas
critic i limitant de la replicacio viral, requereix tant de la maquinaria enzimatica cel-lular
(Nash, 2008) com de I'expressié del gen viral rep, donant lloc a les diferents proteines
Rep 78, 68, 52 i 40 (Im i Muzyczka, 1992). En abséncia d’'un virus accessori, el
genoma viral pot persistir de forma episomal formant mondmers o unint-se donant lloc
a concatemers circulars (Schnepp, 2005). A més, la integracié del genoma viral, tot i
donar-se en molt baixa freqiéncia, quan té lloc es dona preferencialment en llocs
especifics del cromosoma 19 huma (McCarty, 2004), generalment en llocs
transcripcionalment actius o amb preséncia de trencaments de doble cadena (Miller,
2002; Nakai, 2003).
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5.3.2. Caracteristiques dels vectors AAV

Els vectors virals derivats dels AAV es generen substituint el genoma viral
codificant per les proteines rep i cap contingut entre les dues ITR, pel constructe de
DNA d’eleccid, sense superar el limit maxim d’encapsidacié d’aquests vectors que és
d'aproximadament 4,7 kb (Taula 4). Com a consequéncia, els vectors perden la
capacitat d’expressié de proteines virals, minimitzant I'accié del sistema immunitari
contra les cél-lules transduides, tot i que s’han descrit respostes immunitaries
desencadenades per vectors AAV en humans (Manno, 2006; Mingozzi, 2009). La
majoria de vectors virals utilitzats en aproximacions de terapia génica estan basats en
el genoma del AAV2, un dels serotips millor caracteritzats (Samulski, 1982; Srivastava,
1989).

Com en els AAV salvatges, les proteines de la capsida confereixen I'especificitat
d'unioé a receptor dels AAV (Taula 5). D’aquesta manera, l'elevat tropisme neuronal
d’alguns serotips juntament amb el fet que els AAV poden transduir cél-lules
quiescents, posiciona aquests vectors com a bons candidats per al tractament de
patologies que afecten al SNC. A més, la seva taxa d’insercié al genoma cel-lular es
veu disminuida degut a I'abséncia dels gens virals Rep78 i Rep68 (McCarty, 2004), fet
que disminueix la probabilitat que apareguin alteracions degudes a mutacions

insercionals.

Un cop al nucli, la sintesi de la cadena complementaria de ssDNA, la qual és el
pas limitant en la transduccid cel-lular, suposa també la principal limitacié d’aquests
vectors (Ferrari, 1996). Per tal de superar aquesta limitacid, es van desenvolupar els
anomenats Self-complementary AAV (scAAV) (McCarty, 2001). Aquests vectors
consten d’'una sequéncia ITR mutada i centrada entre dues seqliéncies de DNA del
transgén, una d’elles invertida i complementaria a l'altra. La complementarietat entre
sequéncies permet la formacié de dsDNA dins les particules virals, fet que es tradueix
en una expressi® més primerenca del transgén respecte dels vectors AAV amb
ssDNA. Per contra, el fet de disposar d’'una cadena complementaria de DNA limita la

capacitat d’encapsidacio a 2,2 kb.

Els vectors AAV poden ser elaborats i purificats a titols elevats al laboratori
(Ayuso, 2010a). Generalment, la produccié es realitza per un sistema de triple
transfeccio, amb la participacié de tres plasmidis, de manera que tant els gens virals
rep i cap, com els gens del virus accessori es proporcionen en trans. Un dels plasmidis

conté el cassette d’expressio d’interés flanquejat per les seqiéncies ITR. Un segon
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plasmidi accessori sense ITR codifica per les proteines virals Rep i VP. Ambdds
plasmidis sén co-transfectats en una linia cel-lular juntament amb un tercer plasmidi
codificant per les proteines adenovirals necessaries per a la replicacié dels vectors
AAV. D’aquesta manera s’aconsegueix encapsidar unicament el material genétic
contingut entre les ITRs evitant I'encapsidacié dels gens virals (Lai, 2010; Wu, 2010).
L’especificitat de serotip ve donada pel gen cap, codificant per les proteines VP, de
manera que la combinacié del gen rep del AAV2 amb el gen cap d’altres serotips,
permet I'obtencié de particules virals amb les ITR del AAV2 perd amb la capsida

proteica propia d’altres serotips de AAV (Grimm, 2003; Rabinowitz, 2002).

La purificacié final es duu a terme per mitja de la lisi cel-lular i posterior
centrifugacié en gradients de clorur de cessi (CsCl) o d’iodixanol (Ayuso, 2010b). En
particular, el protocol de purificacid desenvolupat al nostre laboratori basat en
Polietilenglicol i un gradient de CsCl permet optimitzar la purificacié dels vectors

minimitzant la preséncia de capsides buides (Ayuso, 2010b).

5.3.3. Terapia génica amb vectors AAV per malalties del SNC

La terapia génica amb vectors AAV ofereix una alternativa atractiva per al
tractament de malalties minoritaries d’origen genétic. Les estratégies de terapia génica
basades en vectors AAV han mostrat resultats prometedors, d’'una banda com a eina
per a la transferéncia génica in vivo i d’altra banda mostrant expressio a llarg termini
en models animals (Rivera, 2005; Niemeyer, 2009; Nathawani, 2011a) aixi com també
en pacients humans de malalties genétiques després d'una unica administracio
(Bainbridge, 2008; Maguire, 2008; Buchlis, 2012). A més, degut a les seva baixa
immunogenicitat (Bessis, 2004; Mingozzi i High, 2013), al fet que permeten expressi6 a
llarg termini i a la seva capacitat per transduir diferents tipus cel-lulars presents al
cervell (Wang, 2003; Burger, 2004; Lawlor, 2009), els AAV es postulen com els vectors

d’eleccio per al tractament de malalties genétiques amb afeccié del SNC.

Diverses aproximacions de terapia génica basades en I'administracié de vectors
AAV tant al SNC per injeccio directa al parénquima cerebral (Fraldi, 2007; Ciron, 2009;
Ellinwood, 2011) com per administracié directa al LCR (Passini, 2003 Fu, 2010;
Haurigot, 2013) han demostrat ser efectives en la transducciéo de diferents tipus
cel-lulars del SNC en models animals, especialment els serotip 9 i rh.10 (Sondhi, 2007;
Piguet, 2012; Swain, 2014). A més a més, recentment s’han publicat els primers

resultats d’un assaig clinic basat en I'administracié directa al parénquima cerebral de
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vectors AAV en pacients afectats de MPSIIIA (Tardieu, 2014; NCT01474343,
clinicaltrials.gov). A 4 pacients d’entre 3 i 7 anys d’edat se’ls ha administrat un vector
AAV de serotip rh.10 codificant per la Sulfamidasa humana (proteina deficitaria en
aquests pacients) juntament amb el factor SUMF1 (Sulfatase Modifying Factor 1), a
través de 6 punts d’injeccio repartits bilateralment en ambdds hemisferis cerebrals, en
els quals s’hi fan 2 administracions per punt a diferents profunditats. Els resultats
preliminars obtinguts després d’'un any de seguiment mostren la tolerabilitat de
'administracio viral, i 'abséncia d’efectes secundaris (Tardieu, 2014). D’altra banda i
degut a l'abséncia de marcadors validats, no és possible I'observacié de millores
substancials en l'eficacia del tractament, i fins i tot en dos dels pacients s’augmenta
I'atrofia cerebral, suggerint una eficacia limitada d’aquest tipus de tractament
intraparénquima (Tardieu, 2014). Aquest fet podria atribuir-se a la limitada difusié del

vector viral a partir dels punts d’injeccio.

D’entre tots els serotips de AAV descrits i caracteritzats, el serotip 9 (AAV9) (Gao,
2004) mostra un ampli tropisme (Inagaki, 2006; Cearley i Wolfe, 2006; Klein, 2008;
Zincarelli, 2008). Respecte dels serotips classics (1 a 8), el serotip 9 presenta
variacions en les proteines de la capsida que li confereixen la capacitat de travessar la
BHE quan és administrat per via sistémica, permetent la seva entrada al SNC. En
aquest sentit, 'administracié intravenosa de vectors virals derivats del AAV9 ha
demostrat ser efectiva en la transduccié de neurones i cél-lules glials al SNC (Foust,
2009; Duque, 2009; Gray, 2011) i també en la correccid6 de les alteracions
neurologiques presents en models murins de la MPSIIIA (Ruzo, 2012a i 2012b) i
MPSIIIB (Fu, 2011). De tota manera, el mecanisme exacte pel qual els AAV9 passen
la BHE encara és desconegut. D’altra banda, I'administracié directa de vectors virals
derivats del AAV9 directament al LCR també ha demostrat la seva capacitat de
transduccié de diferents tipus cel-lulars del SNC en el model muri de la MPSIIIA
(Haurigot, 2013). A més, una part d’aquest vector és capac¢ de passar a circulacio
sistémica i transduir drgans periférics com el fetge o el cor, fent possible la produccio i
secrecié de la proteina no només al SNC, siné que també per part d’altres organs

periférics.

En resum, els vectors virals derivats dels AAV, son els vectors d’eleccié per a la
majoria d’aproximacions de terapia génica basades en I'administracié de proteines
terapeutiques, especialment al SNC, ja que donen lloc a una expressid génica eficient,
a llarg termini, amb baixa immunogenicitat i minima patogenicitat. A més, els titols

necessaris per a possibles futures aplicacions a la clinica humana els fa escalables.
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6. ESTAT ACTUAL DE LA TERAPIA GENICA PER A LA MPSIIIB

S’han dut a terme diferents aproximacions de terapia génica amb vectors virals en
els models animals muri i cani de la MPSIIIB, essent el primer el més ampliament

utilitzat.

6.1. Terapia génica amb vectors lentivirals

El ratoli MPSIIIB ha estat utilitzat per a I'estudi de diferents aproximacions de
terapia génica basades en I'administracié de vectors virals codificants per la NAGLU a
través de diferents vies. D’'una banda, els vectors lentivirals han estat utilitzats per a
estrategies de terapia génica ex vivo. La transduccié de HSCs de medul-la dssia de
ratolins MPSIIIB amb vectors lentivirals codificants per la NAGLU humana i posterior
reinfusid en ratolins malalts, ha demostrat ser efectiva en la correccid de les
manifestacions patoldgiques del SNC. Aquesta, s’atribueix a la migracié de les
cél-lules trasplantades des de la medul-la dssia fins al SNC (Zheng, 2004). De tota
manera, la limitada eficacia terapéutica obtinguda amb el transplantament de HSCs en
pacients de MPSIIIB fa preveure que la terapia génica ex vivo utilitzant HSCs pot no

resultar ser efectiva a I'hora de corregir la patologia del SNC en aquests pacients.

Altres estratégies s’han basat en I'administracié directa de vectors lentivirals per
via intravenosa (Di Natale, 2005). En aquest estudi, unicament s’han assolit valors
d’activitat NAGLU hepatica de I'1% respecte dels animals sans, tot i que suficients per
corregir la malaltia en aquest organ i de reduir, perd no de normalitzar, el contingut en
GAGs d’altres drgans com el pulmé o la melsa. No obstant, no s’observa correccio
dels nivells de GAGs al SNC per la incapacitat d’aquests vectors per creuar la BHE.
Posteriorment, el mateix grup va dur a terme I'administracié intracranial d’aquests
vectors lentivirals en ratolins MPSIIIB amb la finalitat d’avaluar-ne els seus efectes al
SNC (Di Domenico, 2009). Tot i que en I'estudi no es fa referéncia als efectes sobre
I'afectacio somatica, si que es va observar una millora de la patologia del SNC que
com a consequéncia també va donar lloc a una millora en el comportament dels
animals tractats amb els vectors lentivirals. Tot i aixi, la correccidé del contingut en
GAGs unicament va ser parcial i restringida a determinades zones del cervell. Els
autors atribueixen aquest fet a la poca difusié del vector respecte del punt d’injeccié, la
qual cosa va permetre una major correccié en zones adjacents i Unicament una

lleugera millora o fins i tot cap canvi en zones més allunyades (Di Domenico, 2009).
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6.2. Terapia génica amb vectors AAV

Degut als resultats poc prometedors obtinguts amb la terapia génica basada en
vectors lentivirals i aprofitant els avantatges que ofereixen altres vectors com els AAV
(principalment la seva baixa immunogenicitat i 'expressio a llarg termini), aquests han

estat els vectors d’eleccid en altres estudis amb el model animal muri.

Un dels primers serotips utilitzats va ser el AAV2. Aquest vector, codificant per la
NAGLU humana i administrat directament al parénquima cerebral de ratolins MPSIIIB,
va mostrar tant un augment en l'activitat NAGLU de les zones adjacents al punt
d’administracié6 com una reduccié en la distensié lisosbmica (Fu, 2002). Estudis
posteriors del mateix grup s’han basat tant en I'administracio intracisterna magna com
intravenosa, o ambdues combinades, del AAV2 codificant per la NAGLU humana en
ratolins MPSIIIB, perd unicament han observat correccid/millora de la patologia del
SNC, sense efectes o amb efectes minims sobre la patologia somatica (Fu, 2007;
McCarty, 2009; Fu, 2010). Davant la incapacitat del AAV2 per superar la BHE quan és
administrat sisttmicament, els ratolins préviament havien de ser tractats amb un agent
permeabilitzador per tal de permetre la disrupcio transitoria de la BHE i afavorir

'entrada del vector al SNC.

D’altra banda, també s’han dut a terme aproximacions terapéutiques en el ratoli
MPSIIIB basades en AAV5 codificants per I'enzim NAGLU huma. En aquest sentit,
terapies combinades amb vectors AAVS injectats al parénquima cerebral juntament
amb el transplantament de medul-la dssia de ratolins no afectats (Heldermon, 2010) o
amb I'administracié d’un vector lentiviral intravends (Heldermon, 2013) han demostrat
la seva eficacia en corregir la patologia somatica i del SNC. Tot i aixi, I'efecte sinérgic
de I'administracié cerebral de AAV5 juntament amb el transplantament de medul-la o
amb I'administracié de vectors lentivirals, no resulta en una clara millora respecte del

tractament amb el AAV5 Unicament.

Altres aproximacions de terapia génica s’han basat en la comparacié de
I'eficiéncia de les administracions intraparenquimals entre AAV2 i AAV5 codificants per
la NAGLU humana. En aquest cas, es va observar una major millora en la correccié de
la patologia del SNC amb els vectors AAV5 respecte dels AAV2, indicant una millor
eficiéncia de transduccié per part dels vectors AAV5 (Cressant, 2004). En qualsevol
cas, el tractament amb AAV5 va donar lloc a la correccié de la patologia del SNC i a

una millora de la patologia somatica i del comportament, suggerint que una Uunica
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injeccio intracerebral no és suficient per corregir conjuntament la patologia somatica i
del SNC en el ratoli MPSIIIB (Cressant, 2004).

El model cani va ser també utilitzat per a la injeccio intraparénquima cerebral del
vector AAV5 codificant per la NAGLU humana. El tractament Unicament va donar lloc a
una reduccio del contingut en GAGs al cervell, sense assolir els nivells normals. El fet
de no observar-s’hi correccié es va atribuir al fet que uUnicament es van realitzar 4
diposits de la preparacio viral en cada gos, per la qual cosa la difusio del vector va ser

limitada, limitant també I'eficacia terapéutica (Ellinwood, 2011).

L’Unica aproximacié de terapia génica que ha arribat a estudis clinics per a la
MPSIIIB, esta basada en I'administracid intraparénquima cerebral de la NAGLU
humana codificada en un AAV5. Els primers resultats preliminars encara no s’han fet
publics, perd els detalls de l'assaig es poden consultar al registre ISRCTN
(ISRCTN19853672, www.controlled-trials.com/). La diferéncia de mida entre el cervell
huma i el cervell dels ratolins fa més dificultés el fet de cobrir la totalitat del volum
cerebral amb injeccions intraparenquimals. Per tant, 'administracié de vectors AAV en
pacients humans requereix de multiples punts d’injeccié associats a procediments

quirurgics complexes, la qual cosa esdevé técnicament més dificultosa.

Recentment, el AAV9 també ha comencgat a ser considerat com un dels serotips
d’elecci6 per al disseny d’estratégies de terapia génica per al tractament de malalties
del SNC, principalment degut a la seva capacitat per creuar la BHE i al seu tropisme

tant neuronal com per cél-lules de la glia (Gray, 2011).

L’estudi de terapia génica més recent realitzat en el model muri de la MPSIIIB es
basa en l'administracié sistémica d’'un AAV9 codificant per la NAGLU humana. En
aquest estudi, el primer basat en la utilitzacié de vectors AAV9 per al tractament de la
MPSIIIIB, es va administrar el vector viral per via sistémica. Aprofitant la propietat
d’'aquest serotip de travessar la BHE sense necessitat d’administrar un agent
permeabilitzador, se’n va observar la seva expressio en tot el SNC aixi com també en
organs i teixits periférics com el fetge, el cor o el muscul esquelétic. Aquest elevat grau
de transducci6é anava acompanyat de la correccié de la patologia a nivell somatic i del
SNC, disminuint el contingut en GAGs, corregint els defectes de comportament i
millorant la supervivencia dels ratolins MPSIIIB tractats (Fu, 2011). De tota manera,
I'eficacia terapéutica es va aconseguir amb dosis molt elevades de vector (>1x10™
vg/kg), la qual cosa podria representar un inconvenient de cara a la translacio clinica

d’'una possible terapia en humans, tant a nivell de costos de produccié com de toxicitat
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davant I'exposicio sistémica a dosis tan elevades. A més, el constructe d’expressié de
la NAGLU humana es troba sota el control transcripcional del promotor CMV, el qual
esta ampliament descrit que se silencia poc temps després de la transduccio cel-lular
(Loéser, 1998; Gray, 2011).

El mateix grup ha demostrat la viabilitat i expressio a llarg termini de la proteina
NAGLU humana amb una unica administracié intravenosa del mateix vector viral AAV9
en primats sans (Murrey, 2014). Tot i la preséncia d’anticossos contra la proteina
humana i contra la capsida del AAV9, no s’ha detectat resposta immunitaria cel-lular ni
cap alteracio en el comportament animal, suggerint la viabilitat del tractament i la seva
escalabilitat a la clinica humana amb pacients de MPSIIIB. De tota manera, el
problema d’escalabilitat de dosi segueix essent un inconvenient inherent a

'administracio intravenosa.

Tot i aixi, entre tots els vectors utilitzats en el model muri de la MPSIIIB, el AAV9
administrat en una sola injeccié sistemica és el que ha mostrat, fins a data d’avui, ser

el més eficient en corregir la patologia.

6.3. Administracié de vectors AAV9 al LCR per al tractament de MPS amb
afectacioé del SNC

El LCR, tant en I'espécie humana com en ratolins, circula lliurement pels ventricles
cerebrals, pel canal central de la medul-la espinal i per I'espai subaracnoidal (Figura
10). Es produit per cadascun dels 4 ventricles, en els plexes coroidals, una estructura
formada per una monocapa de cél-lules ependimaries i pels corresponents vasos
sanguinis i teixit connectiu. Aixi, el LCR format als ventricles laterals flueix cap al tercer
i quart ventricle, des d’on es distribueix cap al canal central de la medul-la espinal i
també cap a l'espai subaracnoidal, al qual hi accedeix a través del Foramen de
Magendie. Aquest foramen comunica directament amb la cisterna magna, una de les
tres principals obertures de I'espai subaracnoidal, situada entre el cerebel i la part
dorsal de la medul-la oblonga. Un cop a I'espai subaracnoidal, el LCR es distribueix
per tot el SNC. Aquest fet el fa idoni per a una distribuci6 més amplia dels vectors
virals al SNC quan son administrats al LCR, a diferéncia d’'una administracié directa al

parénquima cerebral, on la difusié es veu limitada al voltant del punt d’administracio.
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Figura 10. Representacié esquematica del cervell huma i magnificacio de la cisterna magna.
ElI LCR es produeix a la monocapa de ceél-lules ependimaries que recobreixen la part interna dels 4
ventricles cerebrals. Accedeix a I'espai subaracnoidal a partir de dues obertures laterals del quart
ventricle i a través del Foramen de Magendie. El LCR drena a circulacié sanguinia, concretament
al sinus sagital superior, a través de projeccions aracnoidals cap al sinus vends, anomenades
granulacions aracnoidals. Adaptat de Anatomy & Physiology REVEALED® 2.0, McGraw-Hill Higher
Educational Product.

Canal central

A banda del ratoli MPSIIIB, el vector viral AAV9 també ha estat utilitzat en altres
models murins de MPS. En el cas del model muri de la MPSIIIA, al nostre laboratori
hem demostrat que una uUnica administracié del vector AAV9 codificant per la
sulfamidasa murina directament al LCR a través de la cisterna magna va donar lloc a
'expressio del vector al SNC, SNP i al fetge, amb reversié6 de la patologia tant
somatica com del SNC. A més, també es va observar una correccio en el
comportament aixi com una normalitzacié en la supervivéncia dels ratolins MPSIIIA
tractats amb el vector terapéutic (Haurigot, 2013). En el mateix estudi, el vector viral
AAV9 codificant per la sulfamidasa canina va ser administrat intracisterna magna en
gossos control, demostrant I'expressio a llarg termini de la proteina canina al LCR tot i
la preséncia delevats titols d’anticossos neutralitzants circulants contra AAV9. A
diferéncia del tractament sistéemic amb AAV9, I'administracié intracisterna magna

permet reduir la dosi efectiva administrada permetent I'escalabilitat del tractament cap
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a la clinica humana aixi com també a models animals més grans. Aquest estudi doncs,
suggereix la viabilitat d’'un possible tractament per a la MPSIIIA aixi com també per
altres LSDs amb afectacid del SNC per mitja de I'administracié del vector viral

directament al LCR.

Per tant, degut al fet que el vector viral AAV9 presenta un ampli tropisme i
transduccié del SNC quan és administrat a la cisterna magna, aixi com també als
resultats observats en el tractament intracisterna amb AAV9 per a la MPSIIIA i a la
similitud entre la MPSIIIA i la MPSIIIB, fa que I'administracié directa al LCR per via
intracisterna del vector viral AAV9 codificant per la NAGLU es presenti com un dels
tractaments d’eleccié per a provar-ne la seva eficacia en el tractament de la patologia

del ratoli MPSIIIB, i la seva posterior escalabilitat cap a la clinica humana.

Cap dels tractaments per a la MPSIIIB descrits fins a aquest punt han donat lloc a
la restauracié de I'activitat NAGLU conjuntament amb una correccié de les inclusions
citoplasmatiques al SNC i als teixits somatics. Per tant, es fa necessari el
desenvolupament de noves estratégies terapéutiques meés eficaces per al tractament
de la MPSIIIB.
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Objectius

La Mucopolisacaridosi IlIB és una malaltia minoritaria caracteritzada per una
progressiva i severa neurodegeneracio, i per alteracions a nivell somatic. Tot i que es
pot presentar en diferents formes d’evolucio, la més greu és la d’aparicié infantil que
duu a la mort dels pacients entre la primera i la segona década de vida. Les terapies
actuals per al tractament de la patologia son merament pal-liatives i destinades al
control simptomatic i a la millora de la qualitat de vida. Per aquesta rad, es fa necessari
el desenvolupament de noves estratégies terapéutiques per al seu tractament. La
terapia génica in vivo basada en I'administraciéo de vectors virals adenoassociats es
presenta com una de les alternatives terapéutiques més prometedores, ja que permet
I'expressio a llarg termini de la proteina deficitaria a nivell del sistema nervids central
aixi com també a nivell somatic, afavorint el tractament de la patologia somatica i del

sistema nervids central.

L’objectiu general del present estudi va ser desenvolupar una aproximacié de
terapia génica per al tractament de I’afectacié neurolégica i somatica de la
mucopolisacaridosi tipus IlIB. Aquest objectiu principal es va subdividir en els

seguents objectius especifics:

1. Avaluar els efectes de I’'administracio directa al liquid cefaloraquidi d’un
vector viral adenoassociat de serotip 9 codificant per la proteina NAGLU
en ratolins model de la MPSIIIB.

1.1. Estudiar I'efecte del tractament sobre la patologia neuroldgica i somatica.

1.2. Determinar I'efecte del tractament a nivell conductual i de supervivéncia.

2. Avaluar la translacionabilitat de I'aproximacié terapéutica en un model

animal gran, gossos Beagle adults.
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Resultats

Part 1. Caracteritzacio del model muri de
MPSIIIB a 2 mesos d’edat
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1. PATOLOGIA DEL SISTEMA NERVIOS CENTRAL

Previ al disseny d’'una aproximacio terapéutica per ser provada en el ratoli
MPSIIIB, es va dur a terme un analisi fenotipic complert del ratoli model de la malaltia
als 2 mesos d’edat amb la finalitat de determinar I'estat de la patologia a aquesta edat

primerenca, quan els ratolins sén adults joves.

Per tal de valorar el grau d’afectacié del SNC del ratoli MPSIIIB, en primer lloc es
va determinar I'activitat enzimatica NAGLU i I'acumulaciéo de GAGs en diferents parts
del cervell de ratolins Control (Wilde-type, WT), Heterozigots (Het) i Homozigots
(MPSIIIB) per la disrupcié del gen Naglu. Amb aquesta finalitat, el cervell es va dividir
longitudinalment en 2 regions (dreta i esquerra) i cadascuna alhora es va dividir en 5
regions coronals més, essent la regio “I” la més frontal i la regié “V” la més caudal.
D’aquesta manera, les regions cerebrals es trobaven igualment representades per a

les posteriors determinacions analitiques.

1.1. Determinacio d’activitat NAGLU i contingut de GAGs al cervell

L’activitat NAGLU mesurada a les diferents parts del cervell de ratolins mascles i
femelles va ser practicament indetectable en ratolins MPSIIIB, mentre que els
heterozigots presentaven una activitat aproximada del 50% respecte dels ratolins WT
(Figura 11A i C). No obstant, el 50% d’activitat NAGLU observada en els extractes de
cervell dels ratolins heterozigots era suficient per mantenir la quantitat de GAGs a
nivells indistingibles dels determinats en cervells de ratolins WT (Figura 11B i D). Per
contra, en totes les zones del cervell analitzades de ratolins MPSIIIB, 'acumulacié de
GAGs es trobava significativament augmentada, tant en mascles com en femelles, en
concordanga amb l'abséncia d’activitat enzimatica NAGLU en aquest ratolins models

de la malaltia.
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Figura 11. Mesura d’activitat NAGLU i quantificacio de GAGs al cervell. (A,C) Determinacié
d’activitat NAGLU i (B,D) quantificacio de GAGs en extractes de cervell de ratolins mascles (A,B) i
femelles (C,D) de 2 mesos d’edat. L'activitat NAGLU en totes les regions de cervell analitzades de
ratolins MPSIIIB mascles (A) i femelles (C) era practicament indetectable, mentre que els
heterozigots presentaven una activitat d’aproximadament el 50% respecte I'activitat observada en
els WT. En totes les regions del cervell de ratolins MPSIIIB d’ambdés sexes s’hi va detectar un
augment significatiu de 'acumulacié de GAGs. Els ratolins heterozigots no presentaven diferéncies
significatives d’acumulacié respecte dels WT. Les dades que es mostren corresponen a la mitjana
+ SEM de 3-4 animals per grup. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. WT; ND: No detectable.

L’acumulacié patoldogica de GAGs observada al cervell dels ratolins MPSIIIB
d’'ambdds sexes (Figura 11B i D) es va confirmar posteriorment mitjangcant analisi
immunohistoquimica en camp clar utilitzant el marcatge contra la proteina LIMP-2, una

proteina integral de la membrana lisosomica (Fujita, 1991) (Figura 12).
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Figura 12. Increment del compartiment lisosomic al cervell. Imatges representatives del
marcatge de LIMP-2 en diferents zones del cervell de ratolins WT, Heterozigots i MPSIIIB
d’ambdoés sexes de 2 mesos d’edat. En les zones analitzades, els ratolins MPSIIIB presentaven un
augment en el compartiment lisosdmic en comparacioé amb ratolins WT i Heterozigots de la mateixa
edat. Imatges representatives de 3 animals per grup. La barra d’escala indica 50 pm.
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Els ratolins MPSIIIB de 2 mesos d’edat i independentment del sexe, presentaven
un augment significatiu del marcatge lisosomic per a LIMP-2, indicatiu d’'un augment
en el compartiment d’aquests organuls i per tant, d’'un excés d’acumulacié de GAGs al
SNC (Figura 12).

A més, i d’acord amb la quantificacié de GAGs que es mostra a la Figura 11, no es
va observar un major marcatge contra LIMP-2 en els talls histologics de ratolins
heterozigots en comparacié amb el grup WT. Aquest fet confirmava I'abséncia de
distensio lisosomica en aquest grup de ratolins, els quals, tot i presentar una activitat
del 50% respecte dels ratolins WT, van mostrar un fenotip indistingible de I'observat en

el grup WT.

1.2. Avaluacioé de la neuroinflamacio

L’acumulacié cronica i sostinguda de formes intermédies de degradacié de HS i
com a procés secundari a 'acumulaciéo d’aquest GAG a les neurones i cél-lules de la
glia, déna lloc a processos de neuroinflamaci6 al cervell dels ratolins MPSIIIB (Ohmi,
2003; Ausseil, 2008; Wilkinson, 2012), caracteristica també compartida amb la malaltia

humana (Kurihara, 1996; Tamagawa, 1985).

Per aquest motiu, també es va avaluar la possible neuroinflamacié en ratolins
MPSIIIB joves mitjangant analisi immunohistoquimica contra marcadors de processos
neuroinflamatoris, ja que en aquest i d’altres models animals, la neuroinflamacié és un

procés clau en el desenvolupament de la patologia.

En primer lloc, es van dur a terme tincions immunohistoquimiques en seccions de
cortex cerebral, talem i colliculus superior utilitzant marcadors especifics per a astrocits
(GFAP) i per a microglia (Bsi-B4). La GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) és una
proteina estructural citoplasmatica present als astrocits, mentre que Bsi-B4 és una
lectina que reconeix conjugats glicoproteics de membrana que contenen residus
terminals de a-D-galactosa presents en les cél-lules de la micrdglia activades, perd no
en altres tipus de cél-lules glials (Streit, 1987). Ambdues tincions, estretament
relacionades amb la neuroinflamacid, van posar de manifest una marcada astrocitosi i
microgliosi en totes les regions cerebrals analitzades de ratolins MPSIIIB, mentre que
les mateixes regions de ratolins heterozigots tenien un aspecte no patologic

indistingible de I'observat en els ratolins WT (Figures 13 i 14).
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Figura 13. Avaluacié de la neuroinflamacioé en ratolins mascles. Imatges representatives dels
marcatges per a GFAP (A) i Bsi-B4 (B) en diferents zones del cervell de ratolins WT, Heterozigots i
MPSIIIB mascles de 2 mesos d’edat. L’analisi immunohistoquimica va posar de manifest la
preséncia d’'una marcada astrocitosi i microgliosi inicament en els cervells de ratolins MPSIIIB. No
es va observar augment del marcatge de GFAP ni del de Bsi-B4 en ratolins Het en comparacié
amb els WT de la mateixa edat. Imatges representatives de 3 animals per grup. La barra d’escala
indica 25 ym.

-70-



Resultats

GFAP

x

Bsi-B4
Talem

Figura 14. Avaluacié de la neuroinflamacié en ratolins femelles. Imatges representatives dels
marcatges contra GFAP (A) i Bsi-B4 (B) en diferents zones del cervell de ratolins WT, Heterozigots
i MPSIIIB femelles de 2 mesos d'edat. L'analisi immunohistoquimica va posar de manifest la
preséncia d’'una marcada astrocitosi i microgliosi inicament en els cervells de ratolins MPSIIIB. No
es va observar augment del marcatge de GFAP ni del de Bsi-B4 en ratolins Het en comparacio
amb els WT de la mateixa edat. Imatges representatives de 3 animals per grup. La barra d’escala
indica 25 ym.
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Aixi, els resultats obtinguts amb I'analisi immunohistoquimica de processos de
neuroinflamacio van permetre confirmar que els ratolins MPSIIIB mascles i femelles de
2 mesos d’edat presentaven, una marcada astrocitosi i microgliosi, i per tant, una

neuroinflamacié establerta (Figures 13 i 14).

Aquest conjunt d’observacions indicava que a l'edat de 2 mesos, la patologia

neurolodgica dels ratolins MPSIIIB es trobava totalment establerta.
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2. PATOLOGIA SOMATICA

Paral-lelament a I'estudi de la patologia del SNC en ratolins MPSIIIB joves, també

es va dur a terme una valoracié de I'afectacié a nivell somatic. La determinacié de

I'activitat NAGLU en fetge i sérum, com ja s’havia observat en el cas del cervell, va ser

practicament indetectable en els ratolins MPSIIIB, mentre que l'activitat en ratolins

heterozigots era d’aproximadament el 50% respecte a I'activitat mesurada en ratolins

WT (Figura 15).
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Figura 15. Mesura d’activitat NAGLU circulant i hepatica. L’activitat NAGLU circulant i hepatica
de ratolins de 2 mesos d’edat va mostrar ser del 50% en els ratolins Heterozigots en comparacié
als WT de la mateixa edat. Els ratolins MPSIIIB van presentar nivells d’activitat indetectables. Les

dades que es mostren corresponen a la mitjana
***p<0,001 vs. WT; ND: No detectable.

SEM de 3-4 animals per grup. **p<0,01,

Es van determinar també el contingut de GAGs a nivell somatic, i en tots els teixits

i organs analitzats, els ratolins MPSIIIB d’ambdés sexes van presentar nivells

significativament elevats de GAGs en comparacié amb els ratolins WT i Het, amb

especial acumulacié al fetge i als ronyons (Figura 16). Com ja s’havia observat en el

cas de la patologia del cervell, el 50% d’activitat NAGLU propia dels heterozigots era

suficient per mantenir els nivells de GAGs de tots els teixits i 0rgans, indistingibles dels

detectats en ratolins WT de la mateixa edat.
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Figura 16. Contingut de GAGs en organs i teixits somatics de ratolins de 2 mesos d’edat.
Acumulacié patologica de GAGs en organs i teixits somatics de ratolins MPSIIIB, mentre que
aquests nivells en ratolins Het es van mantenir dins el rang mesurat en els ratolins WT. Les dades
que es mostren corresponen a la mitjana + SEM de 3-4 animals per grup. *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001, *p<0,0001 vs. WT.
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El contingut en GAGs en organs i teixits somatics també es va determinar
mitjan¢ant analisi immunohistogimica utilitzant com a marcador la proteina lisosdmica
de membrana LAMP-1. La distensio lisosomica era unicament present en ratolins
MPSIIIB, mentre que l'acumulacié en els ratolins heterozigots era indistingible de
l'observada en els mateixos organs i teixits dels ratolins WT (Figura 17), com

s’evidenciava en la quantificacid del nivell total de GAGs en diferents teixits (Figura

16).
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Figura 17. Increment del contingut lisosomic en organs i teixits somatics. Imatges
representatives mostrant el marcatge contra LAMP-1 en Fetge, Cor i Pulmé de ratolins WT,
Heterozigots i MPSIIIB d’'ambdés sexes de 2 mesos d’edat. Es va poder observar un marcatge
contra LAMP-1 significativament més elevat en ratolins MPSIIIB, en comparacié amb els altres
grups. No es van observar diferéncies entre els grups de ratolins WT i Heterozigots. Imatges
representatives de 3 animals per grup. La barra d’escala indica 50 pm.
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3. AVALUACIO DEL COMPORTAMENT

3.1. Alteracions del comportament a 2 mesos d’edat

Esta ampliament descrit que el ratoli MPSIIIB presenta importants déficits de
comportament, tant mascles com femelles de diferents edats (Li, 1999; Heldermon,
2007; Fu, 2009; Canal, 2010; Langford-Smith, 2011). Aquestes alteracions s’observen
tant a nivell somatic com també a nivell del SNC afectant i alterant l'activitat
locomotora, la coordinaci6 motora, el ritme circadiari, 'aprenentatge o la cognicio,

entre d’altres.

Per tal d’estudiar en més detall el comportament de ratolins joves, es va decidir
dur a terme una caracteritzacié del model animal utilitzant la prova de I'Open-field o
Actimetre, que permet avaluar, detectar i quantificar comportaments ansidgens quan
I'animal es troba en un entorn nou i desconegut, aixi com també problemes relacionats
amb l'activitat locomotora. La prova de I'Open-field ha estat ampliament utilitzada en
aquest model animal muri de la MPSIIIB, amb resultats en alguns casos contradictoris
entre ells i molt variables en funcié de I'edat i el sexe dels ratolins analitzats en cada
cas (Cressant, 2004; Fu, 2007; Heldermon, 2007; Fu, 2010; Fu, 2011; Langford-Smith,
2011).

La prova de I'Open-field consisteix en exposar I'animal a una situacié estressant,
com ho és el fet de deixar-lo en un entorn nou i desconegut, per tal d’'observar-ne la
seva reaccié. Consta d’'un espai generalment quadrat anomenat arena, delimitada per
parets transparents, de manera que I'animal té la sensacié de trobar-se en un espai
nou i obert (Figura 18A). Alhora, I'arena es troba dividida en 3 regions diferenciades:
Centre —o part central-, Periféria —la qual correspon a la part de I'arena que no es
troba inclosa a la part central—, i Vora —o zona de la periféria estrictament adjacent a
les parets— (Figura 18B). La vora correspon a la part menys ansidogena de I'Actimetre,
mentre que el centre n’és la part més ansidgena, motiu pel qual es tendeix a evitar
durant els primers minuts. El fet de deixar el ratoli en un ambient desconegut li provoca
una primera reaccid que fa que aquest inspeccioni en primer lloc les zones més
properes a les parets (zones menys ansiogéniques) evitant les zones més allunyades,
com ho és el centre de I'arena, ja que en I'entorn natural de I'animal correspondria a

I'espai on s’hi troba menys protegit i més exposat a possibles perills i/o depredadors.

En el cas de la colonia dels ratolins de la MPSIIIB, les diferéncies entre ratolins
WT i MPSIIIB es van fer evidents unicament durant els primers 2 minuts de la prova,

moment a partir del qual les diferencies entre ells quedaven diluides i es feien
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indistingibles. EI comportament estandard d’un ratoli WT durant aquest periode era el
d’explorar rapidament l'arena, independentment de la zona. En canvi, els ratolins
MPSIIIB es mostraven estatics durant uns segons i comengaven a explorar I'arena a la

zona de la vora, i rarament creuaven o exploraven la part central (Figura 18C).
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Figura 18. Actimetre i representacié esquematica de I'arena. (A) L’actimetre consta de I'arena
(espai delimitat per les parets transparents), de dos marcs emissors de feixos d'infrarojos per
detectar el moviment vertical i horitzontal dels ratolins, i d’'una unitat de processament de dades.
(B) Representacié esquematica de les zones en qué es divideix I'arena. L’asterisc indica el punt
inicial on es diposita el ratoli en iniciar la prova. (C) Esquemes representatius de la trajectoria
seguida pels ratolins WT i MPSIIIB de 2 mesos d’edat durant els 2 primers minuts de la prova. El
tragat negre indica la trajectoria seguida pels ratolins durant els 2 primers minuts. La vora de
I'arena esta delimitada per la linia blava; la periféria queda delimitada entre les linies verda i balva;
la zona central esta continguda dins la linia vermella.
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Aixi, el comportament dels ratolins MPSIIIB a I'Open-field va permetre observar
que ja als 2 mesos d’edat, aquest model animal presentava déficits tant en l'activitat
locomotora com també alteracions conductuals relacionades amb [I'ansietat,
independentment del sexe. EI comportament ansiogen dels ratolins MPSIIIB es va
veure reflectit amb un major temps d'entrada a al zona central de l'arena (zona
ansiogena) (Figures 19Aa i 20Aa). A més, durant els 2 primers minuts de la prova, el
nombre d’entrades totals al centre es veia significativament disminuit en els ratolins
malalts, aixi com també es podia observar un augment significatiu del temps
transcorregut a la vora o zona de menys ansietat, evitant aixi la zona central (Figures
19Ab-Ac i 20Ab-Ac). Tot i no ser significativa, es va observar també una tendéncia dels
ratolins MPSIIIB a passar menys proporcié de temps a la zona central, fet que posava
encara més de manifest el comportament ansiogen d’aquests animals (Figures 19Ad i
20Ad). En general, doncs, els ratolins MPSIIIB presentaven una clara tendéncia a
evitar la zona més ansidogena o zona central de I'Actimetre, podent concloure
d’'aquesta conducta que els ratolins models de la malaltia presenten un marcat

comportament ansiogen quan soén sotmesos al test de I'Open-Field.

A banda dels problemes associats amb I'ansietat, també es van poder observar
deficiéncies en I'activitat locomotora i exploratoria dels ratolins MPSIIIB (Figures 19Ba-
Bg i 20Ba-Bg).

Els ratolins MPSIIIB passaven significativament més part del temps en repos en
comparacié amb els ratolins WT, la qual cosa es traduia en un menor temps en
moviment i com a consequéncia, el nombre de linies que delimitaven les diferents
zones de l'arena i que eren creuades pels ratolins, també es veia significativament
reduit (Figures 19Ba-Bc i 20Ba-Bc). Com a consequéncia, la distancia recorreguda
durant els dos primers minuts aixi com també la distancia recorreguda tant al centre
com a la vora, es van veure significativament disminuides en els ratolins MPSIIIB, tant
mascles com femelles, a excepcidé de la distancia a la vora, que en femelles s’hi
observa una tendéncia no significativa (Figures 19Bd-Bf i 20Bd-Bf). La velocitat
maxima significativament reduida en els ratolins MPSIIIB respecte dels WT també era

un clar indicador d’alteracions en I'activitat locomotora (Figures 19Bg i 20Bg).

En general doncs, el conjunt d’aquests parametres van posar de manifest la
preséncia d’alteracions tant en lactivitat locomotora aixi com també en [l'activitat

exploratoria del ratolins MPSIIIB mascles i femelles.
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Figura 19. Alteracions en el comportament dels ratolins MPSIIIB mascles. A I'edat de dos
mesos, els ratolins MPSIIIB mascles presenten un comportament ansiogen (Aa-Ad) i alteracions
en l'activitat locomotora (Ba-Bg). Les dades que es mostren corresponen a la mitjana + SEM de 15
animals per grup. *p<0,05, **p<0,01 vs. WT.
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Figura 20. Alteracions en el comportament dels ratolins MPSIIIB femelles. A I'edat de dos
mesos, els ratolins MPSIIIB femelles presenten un comportament ansiogen (Aa-Ad) i alteracions
en l'activitat locomotora (Ba-Bg). Les dades que es mostren corresponen a la mitjana + SEM de 15
animals per grup. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ¥p<0,0001 vs. WT.

D’aquesta manera, les alteracions relatives al comportament posades de manifest
amb la prova de I'Open-Field indicaven que ja a I'edat de 2 mesos, el model animal

muri de la MPSIIIB presentava alteracions de comportament. En conseqiiéncia,
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qualsevol tractament o aproximacio terapéutica experimental que es dugués a terme a

aquesta edat seria curatiu i no preventiu.

3.2. Evolucié del comportament de ratolins WT i MPSIIIB amb I’edat

La prova de I'Open-field també es va realitzar en ratolins WT i MPSIIIB de 5
mesos d’edat per tal d’avaluar I'evolucié de les alteracions del comportament amb
l'edat. D’aquesta manera, es van comparar les dades de comportament obtingudes a 2
mesos d’edat amb les obtingudes als 5 mesos entre ratolins WT i MPSIIIB d’ambdds

Sexes.

En el cas dels mascles, i pel que fa al comportament ansiogen, es va poder
observar un empitjorament general dels ratolins MPSIIIB de 5 mesos d’edat (Figura
21). A aquesta edat, els ratoins presentaven un temps d’entrada al centre i un temps
transcorregut a la vora més elevats respecte a les dades mesurades en ratolins de 2
mesos (Figura 21Aa i Ac). Tant el temps transcorregut al centre com també el nombre
d’entrades al centre disminuien també significativament (Figura 21Ab i Ad). De la
mateixa manera, l'activitat locomotora a 5 mesos d'edat també es va veure
empitjorada en ratolins MPSIIIB en comparacié amb els joves (Figura 21B); en gairebé
tots els parametres analitzats amb /"Open-Field s’hi observava un canvi més acusat i
estadisticament significatiu en els ratolins de més edat. Per tant, i en termes generals,
el comportament ansiogen aixi com també l'activitat locomotora es van veure més

acusats amb I'edat en ratolins MPSIIIB mascles.

D’altra banda, tant mascles WT com MPSIIIB de 5 mesos d’edat tendien a evitar la
zona central, ja que tant el nombre d’entrades al centre aixi com també la distancia i el
temps transcorreguts en aquesta zona es veien significativament disminuits en
ambdues condicions (Figura 21Bb, Bd, Be). Aquest fet suggeria una tendéncia a un

comportament pro-ansiogen desenvolupat amb I'edat.

L’empitjorament del comportament de les femelles no va ser tant clar com en el
cas dels mascles. Les femelles MPSIIIB de 5 mesos d’edat presentaven una tendéncia
a presentar comportaments més ansidogens, tot i que no hi havia diferéncies
estadisticament significatives (Figura 22A). A nivell d’activitat locomotora si que es va
observar un deteriorament en les femelles MPSIIIB en molts dels parametres
analitzats, indicatiu, com en el cas dels mascles MPSIIIB, d’un empitjorament amb
I'edat d’aquest parametre (Figura 22B). Aquest fet podria suggerir una evolucié diferent

(potser més lenta) de la malaltia en els ratolins MPSIIIB femelles.
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Figura 21. Evolucié del comportament amb I’edat en ratolins MPSIIIB mascles. Empitjorament
general del comportament en els ratolins MPSIIIB mascles de 5 mesos d’edat respecte dels 2
mesos d’edat, tant dels parametres indicadors d’alteracions relacionades amb l'ansietat (A) com
d’alteracions en l'activitat locomotora (B). Als 5 mesos d’edat els ratolins MPSIIIB van mostrar un
comportament més ansiogen i una disminucié significativa de I'activitat locomotora. Les dades que
es mostren corresponen a la mitjana + SEM de 12-19 animals per grup. *p<0,05, vs. MPSIIIB de 2
mesos d’edat; ¥p<0,05 vs. WT de 2 mesos d’edat.
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Figura 22. Evolucié del comportament amb I’edat en ratolins MPSIIIB femelles. Empitjorament
general del comportament en els ratolins MPSIIIB femelles de 5 mesos d’edat respecte dels 2
mesos d’edat, tant dels parametres indicadors d’alteracions relacionades amb l'ansietat (A) com
d’alteracions en l'activitat locomotora (B). Als 5 mesos d’edat els ratolins MPSIIIB van mostrar un
comportament més ansiogen i una disminucié significativa de I'activitat locomotora. Les dades que
es mostren corresponen a la mitjana £ SEM de 12-19 animals per grup. *p<0,05, vs. MPSIIIB de 2
mesos d’edat; ¥p<0,05, ¥¥p<0,01 vs. WT de 2 mesos d’edat.
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L’abséncia d’activitat enzimatica NAGLU, 'augment en el contingut de GAGs i les
alteracions de comportament observades en els ratolins MPSIIIB de 2 mesos d’edat,
demostren que les principals alteracions de la MPSIIIB ja estan establertes a aquesta
edat. Per tant, el model muri de la MPSIIIB a 2 mesos d’edat representa un bon model
animal per a I'estudi i assaig de noves estratégies terapéutiques en les fases inicials

de la malaltia, quan la patologia ja es troba establerta.
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Part 2. Tractament del model animal muri de
MPSIIIB amb AAV9-mNAGLU
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1. CONSTRUCCIO D’UN VECTOR VIRAL ADENOASSOCIAT CODIFICANT PER
LA PROTEINA NAGLU MURINA

Com a consequéncia de la patologia observada en ratolins MPSIIIB joves i
aprofitant I'experiéncia del nostre grup en el desenvolupament d’aproximacions de
terapia geénica, es va dur a terme el disseny d’'una aproximacié terapéutica pel
tractament de la MPSIIIB. Aquesta es va centrar en I'administracié intracisterna magna
en el model muri de la malaltia de la copia corregida de la seqiiéncia codificant del gen
Naglu muri, mitjangant un vector viral adenoassociat de serotip 9. L’eleccié d’aquest
serotip es va fonamentar en la seva amplia biodistribucié al SNC quan és administrat
al LCR (Haurigot, 2013).

Per al disseny i construccio del vector viral es va partir de la seqiéncia codificant
del gen Naglu muri (Gene ID: 27419; http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), la qual es va
optimitzar per tal d’obtenir un augment en [l'eficiéncia tant a nivell de traduccié del
mRNA aixi com també d’expressié proteica (Disbrow, 2003; Ward, 2011). La
sequéencia murina optimitzada (MNAGLU) es va clonar en el plasmidi d’expressio
pAAV-CAG, que conté el promotor ubic CAG, la sequéncia de poliadenilacié de la -
globina de conill i les ITRs del vector AAV2. El plasmidi resultant es va anomenar
pAAV-CAG-mNAGLU (on la m indica I'origen muri).

Finalment, la produccié del vector viral corresponent es va dur a terme com
s’especifica en l'apartat de Materials i Métodes. El vector viral resultant es va
anomenar AAV9-mNAGLU (Figura 23)

h" T —
E=CAG - mNAGLU 4

- |
4
Poly A
Figura 23. Representacié esquematica del constructe codificant per la proteina NAGLU
murina optimitzada AAV9-mNAGLU. CAG: promotor hibrid basat en el promotor de la B-actina de

pollastre i 'enhancer del Citomegalovirus; ITR: Inverted Terminal Repeats; Poly A: seqliiéncia de
poliadenilacio.
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2. BIODISTRIBUCIO DEL VECTOR VIRAL AAV9-mNAGLU ADMINISTRAT AL
LCR PER VIA INTRACISTERNA MAGNA

Recentment, al nostre laboratori s’ha observat com I'administracio directa al LCR
per via intracisterna magna de vectors virals AAV9 resulta en la transduccio eficient de
neurones i ceél-lules de la glia del cervell muri (Haurigot, 2013). A més, estudis
farmacocineétics indiquen que tot i ser administrat al LCR, una petita part d’aquest
vector és capag¢ de passar a circulacié sanguinia i transduir el fetge, donant lloc a

I'expressio génica del transgén en aquest organ (Haurigot, 2013).

D’altra banda, I'expressid hepatica de proteines lisosdmiques de secrecid és una
font d’enzim circulant que déna lloc a 'augment d’activitat enzimatica al sérum i
conseqientment, a la correccié de la patologia lisosdomica en teixits somatics per un

mecanisme de “correccié creuada” (Fu, 2011; Ruzo, 2012a i 2012b) (Figura 2).

Per tal de valorar la difusiod del vector viral AAV9-mNAGLU administrat al LCR, es
va dur a terme un estudi de biodistribucié. Ratolins WT i MPSIIIB mascles i femelles de
2 mesos d’edat es van administrar intracisterna magna amb el vector viral AAV9-
mNAGLU a una dosi de 3x10"°vg/ratoli (Figura 24). Passat un mes de 'administracio,
els animals van ser sacrificats i es van quantificar els genomes virals tant a nivell del

SNC com dels organs i teixits somatics.

k4
ﬁ‘@ E. GhG = mMAGLU .-:-g
Edat 2 3

|mesos)

Andlisi de genomes virals

Figura 24. Disseny experimental de I’estudi de biodistribucié. El vector viral AAV9-mNAGLU
es va administrar a la cisterna magna de ratolins WT i MPSIIIB mascles i femelles de 2 mesos
d’edat. Transcorregut un mes des de I'administracid, es va dur a terme la quantificacié de genomes
virals en diferents organs i teixits.
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La preséncia de genomes virals en ratolins WT i MPSIIIB es va determinar per mitja
de PCR quantitativa (qPCR), tal com s’especifica a I'apartat de Materials i Métodes.
Aixi, es van observar genomes virals en totes les parts del cervell analitzades, essent
les parts més properes al punt d’administracié les que presentaven una major
transduccié viral (Taula 6). També es van detectar genomes virals a la part frontal del
cervell, més allunyada del punt d’injeccié (Taula 6). A banda del cervell, la medul-la
espinal també va mostrar nivells significatius de transduccié viral, essent els valors
més elevats a la zona cervical, més propera al punt d’administracio, confirmant la

biodistribucié del vector viral a tot el SNC gracies al transport a través del LCR.

Taula 6. Biodistribucié del vector viral AAV9-mNAGLU

vg/cél-lula

Mascles Femelles
WT MPSIIIB WT MPSIIIB
I 0,18 0,02 0,14 0,04 0,10 0,04 0,13 0,03
I 0,10 0,01 0,09 0,01 0,07 0,04 0,12 0,04
Cervell | /Il 0,13 0,01 0,13 0,04 0,06 0,03 0,19 0,10
IV 0,18 0,04 1,61 0,73 0,28 0,21 0,80 0,55
V. 015 0,07 0,94 0,15 0,46 0,40 1,35 0,74
Medul-1a espinal Cer 0,04 0,01 0,14 0,07 0,05 0,02 0,07 0,02
Dor 0,01 0,00 0,04 0,01 0,02 0,01 0,02 0,00
LLE 0,78 0,10 0,73 0,31 0,64 0,29 0,65 0,07
Fetge [LME 0,82 0,05 0,90 0,39 0,72 0,33 0,75 0,14
LD 1,11 0,18 0,71 0,30 0,40 0,08 0,75 0,10
Melsa 0,25 0,19 0,03 0,02 ND 0,02 0,01
Glandula adrenal E 0,06 0,01 0,03 0,01 0,08 0,02 0,10 0,02
D 0,09 0,03 0,05 0,01 0,09 0,01 0,10 0,00
Nodul limfatic | € 0,11 0,01 0,15 0,01 0,06 0,03 0,14 0,03
mandibular | p 014 0,03 0,10 0,02 0,05 0,02 0,10 0,03
Nodul limfatic | £ 0,07 0,02 0,01 0,00 0,02 0,01 0,02 0,01
inguinal | p 0,08 0,02 0,01 0,00 0,02 0,00 0,02 0,01
Teixit adip6s blanc 0,03 0,00 0,02 0,00 0,03 0,01 0,03 0,01

El vector viral AAV9-mNAGLU es va administrar a la cisterna magna de ratolins WT i MPSIIIB
d’ambdos sexes a una dosi de 3x10'° vg/ratoli. Un mes post-administracio, els genomes virals es
van detectar majoritariament a tot el SNC i al fetge, tot i que nivells més baixos van ser observats
en diversos organs i teixits somatics. Altres teixits i 6rgans no mostrats a la taula com el cor,
pulmons, ronyons, medul-la dssia, pell, timus, muscul esquelétic, intesti, pancreas, bufeta urinaria,
epididims, testicles, oviductes i ovaris no van mostrar nivells detectables de genomes virals. Els
resultats que es mostren a la taula corresponen a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. Cer:
cervical, Dor: dorsal, LLE: I16bul lateral esquerre, LME: 16bul medial esquerre, LD: |dbul dret, E:
esquerre, D: dret, ND: No detectable.
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El fetge va mostrar nivells significatius de transduccié viral, perdo també altres
organs i teixits somatics com la melsa, les glandules adrenals o el teixit adipés van
mostrar transduccio viral, tot i que inferior a I'observada al fetge (Taula 6). El fet
d’observar transduccio viral a nivell somatic demostra la capacitat del vector viral AAV9
per arribar a circulacié sanguinia i transduir organs i teixits somatics després de ser

administrat a la cisterna magna.

No es van observar diferéncies significatives de biodistribucio entre sexes ni tampoc
entre ratolins WT i MPSIIIB (Taula 6), indicant que la transduccié viral, en aquest cas,
era independent del sexe i no es va veure modificada per les possibles alteracions a

nivell cel-lular associades a la MPSIIIB.

Per tant, una Unica administracio intracisterna del vector viral AAV9-mNAGLU va
donar lloc a la transduccidé, no només del SNC, sin6 també del fetge i d’altres organs i
teixits somatics. Degut a la capacitat de secrecid de la proteina NAGLU al torrent
circulatori i de ser captada per altres teixits i 0rgans distants que expressin el receptor
de la manosa-6-fosfat (MPR), aquest resultats suggerien la possibilitat d’observar una

correccio tant de la patologia del SNC com a nivell somatic.
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3. EFECTE TERAPEUTIC DE L’ADMINISTRACIO INTRACISTERNA MAGNA DEL

VECTOR VIRAL AAV9-mNAGLU AL SNC

Amb la finalitat de determinar el possible efecte terapéutic de I'administracié

directa al LCR del vector viral codificant per la proteina NAGLU murina sobre la

patologia neurologica, el vector AAV9-mNAGLU va ser administrat a una dosi de

3x10'° vg/ratoli a la cisterna magna de ratolins MPSIIIB mascles i femelles de 2 mesos

d’edat (Figura 25).

Com a animals control de la injeccid es van utilitzar ratolins MPSIIIB administrats

també per via intracisterna magna i a la mateixa dosi amb el vector viral AAV9-Nul,

vector que unicament conté el promotor CAG i la sequéncia de poliadenilacio, perd

que no codifica per a cap proteina.

s,
* b eeere——
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Edat 2 3
{m“ﬂl} ® ® ®

Activitat NAGLU

Quantificacio de GAGS

Anilisi d'expressio:

Anilisi de comporiament:
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@ Mosbra de sang

Figura 25. Disseny experimental. El vector viral AAV9-mNAGLU es va administrar a la cisterna
magna de ratolins MPSIIIB de 2 mesos d’edat. Paral-lelament també es van injectar per via
intracisterna ratolins MPSIIIB amb el vector viral AAV9-Nul com a controls de la injeccié. El sacrifici
es va realitzar passats 3 mesos després de I'administracié viral, moment en qué es van analitzar

tots els parametres que s’indiquen a la figura.
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Transcorreguts els 3 mesos de tractament (a I'edat de 5 mesos) i préviament al
sacrifici, els ratolins es van sotmetre a la prova de comportament de I'Open-Field o
Actimetre per tal d’avaluar els possibles efectes terapéutics de 'administracié viral en
els déficits de comportament caracteristics del model animal. Finalment, es van
sacrificar els ratolins i se’ls van extreure varis organs i teixits amb la finalitat de
determinar-ne l'activitat NAGLU i el contingut en GAGs (Figura 25). La patologia
d’acumulacio lisosomica del cervell i la neuroinflamaciéo es van avaluar mitjancant
analisi immunohistoquimica en diferents parts del cervell. Als organs i teixits somatics
la distensié lisosomica es va avaluar també per métodes immunohistoquimics i
mitjangant Microscopia Electronica de Transmissié (MET). D’altra banda, també es va
realitzar un analisi d’expressié geénica al cervell mitjangant microxips d’expressié
(Figura 25).

3.1. Correccio de I'activitat NAGLU i del contingut de GAGs al cervell

Després de 3 mesos de tractament, es va observar que l'activitat NAGLU es
restaurava i fins i tot augmentava en totes les regions de cervell analitzades de ratolins
MPSIIIB d’ambdds sexes tractats amb el vector viral AAV9-mNAGLU, assolint nivells
d’'activitat d’entre 4 i fins a 8 vegades respecte dels mesurats en ratolins WT (Figura
26A i C). Aquest augment d’activitat es va correlacionar també amb una correccio a
nivell demmagatzemament de GAGs en les mateixes regions del cervell. Els ratolins
MPSIIIB tractats amb el vector viral AAV9-mNAGLU van mostrar nivells de GAGs
comparables i indistingibles dels mesurats en els cervells de ratolins WT sans (Figura
26B i D).
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Figura 26. Determinacio d’activitat NAGLU i quantificacié de GAGs al cervell. (A,C) Activitat
NAGLU i (B,D) quantificaci6 de GAGs en extractes de cervell de ratolins sans (WT), MPSIIIB no
tractats, tractats amb el vector viral Nul (MPSIIIB-Nul) i tractats amb el vector terapeutic (MPSIIIB-
NAGLU) mascles (A,B) i femelles (C,D). L’activitat NAGLU era practicament indetectable en
ratolins MPSIIIB i MPSIIIB-Nul mentre que en el grup MPSIIIB-NAGLU es va observar un augment
significatiu d’activitat en totes les regions analitzades. Es va observar també una correccid dels
nivells de GAGs en totes les regions de cervell analitzades. Les seccions coronals de cervell
(seccions | a V) es mostren a la part superior de les grafiques. Els resultats que es mostren
corresponen a la mitjana + SEM de 4 animals per grup. *p<0,05, **p<0,01, $p<0,001 vs. MPSIIIB-
Nul. ND: No detectable, tant per MPSIIIB no tractats com per MPSIIIB-Nul.

La correccido del contingut lisosdomic en GAGs observada al cervell es va
evidenciar també per mitja d’analisi immunohistoquimica contra el marcador lisosomic

LIMP-2 en diferents regions del cervell (Figures 27 i 28).
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Figura 27. Normalitzacié de la distensié lisosomica al cervell de ratolins MPSIIIB mascles.
Imatges representatives (A) i quantificacié del marcatge contra LIMP-2 (B) en diferents zones del
cervell de ratolins mascles de 5 mesos d’edat. El marcatge contra LIMP-2 en ratolins MPSIIIB
després de 3 mesos de tractament amb el vector viral AAV9-mNAGLU es va veure normalitzat en
diferents arees del cervell, indicatiu de la disminucio del contingut en GAGs presents als lisosomes.
Els resultats que es mostren als grafics corresponen a la mitjana + SEM de 2-3 animals per grup.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. MPSIIIB-Nul; la barra d’escala indica 25 pm.
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Figura 28. Normalitzacié de la distensio lisosomica al cervell de ratolins MPSIIIB femelles.
Imatges representatives (A) i quantificacié del marcatge contra LIMP-2 (B) en diferents zones del
cervell de ratolins femelles de 5 mesos d’edat. El marcatge contra LIMP-2 en ratolins MPSIIIB
després de 3 mesos de tractament amb el vector viral AAV9-mNAGLU es va veure normalitzat en
diferents arees del cervell, indicatiu de la disminucié del contingut en GAGs presents als lisosomes.
Els resultats que es mostren als grafics corresponen a la mitjana £+ SEM de 2-3 animals per grup.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. MPSIIIB-Nul; la barra d’escala indica 25 pm.
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La quantificaci6 del marcatge positiu per LIMP-2 va permetre observar una
normalitzacid de la senyal en totes les regions cerebrals analitzades de ratolins
administrats al LCR amb el vector viral terapéutic (Figures 27 i 28), mentre que els
ratolins MPSIIIB tractats amb el vector Nul presentaven un aspecte patologic

indistingible al dels ratolins MPSIIIB no tractats (dades no mostrades).

L’acumulacio intralisosdmica de GAGs al cervell es va poder observar també amb
més detall en les imatges d’ultraestructura de cortex cerebral i de cerebel per mitja de
Microscopia Electronica de Transmissié (MET). Les imatges obtingudes mostraven,
tant en femelles com en mascles MPSIIIB no tractats, la preséncia de grans vesicules
d’acumulacié de GAGs en les cél-lules glials perineuronals (Figura 29, panells de
cortex cerebral). Es va poder observar també la correccié d’aquesta preséncia de
vesicules poc electrodenses en els ratolins MPSIIIB tractats amb el vector terapéutic,
on no s’hi van observar vesicules d’acumulacio a les cél-lules glials perineuronals. De
la mateixa manera, quan es va analitzar 'acumulacié lisosdomica al cerebel, es va
comprovar que les cél-lules de Purkinje dels ratolins MPSIIIB no tractats d’ambdos
sexes també presentaven vesicules poc electrodenses de mida i nombre augmentat
respecte a les mateixes cél-lules d’animals WT (Figura 29, panells de cerebel). El
tractament amb el vector viral AAV9-mNAGLU no va revertir totalment el fenotip en el
grup de femelles, ja que algunes ceél-lules de Purkinje seguien presentant petites
vesicules d’acumulacid, tot i que comparativament amb les vesicules presents en els
ratolins MPSIIIB no tractats, les vesicules havien reduit significativament el seu

contingut (Figura 29, panells de cerebel de femelles).
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Figura 29. Analisi del cervell per Microscopia Electronica de Transmissié. Imatges
representatives de cortex cerebral i cerebel de ratolins WT, MPSIIIB no tractats i MPSIIIB-NAGLU
on s’hi observa una normalitzacié del contingut en vesicules d’acumulacié de material poc
electrodens (fletxes vermelles) a les cél-lules glials perineuronals després de 3 mesos de
tractament amb el vector viral AAV9-mNAGLU. Al cerebel, la correccié del contingut en vesicules
d’acumulacié va ser parcial en el grup de femelles tractades. Magnificacions originals 5000x pel
cortex cerebral i 6000x pel cerebel (1: Neurona; 2: Cél-lula glial perineuronal; 3: Cél-lula de
Purkinje).

-97-



Resultats

Per tal de valorar I'efecte macroscopic de 'acumulacié progressiva de GAGs al
cervell, es va mesurar també el pes d’aquest 6rgan en ratolins de 5 mesos d’edat. Es
va poder comprovar que els ratolins MPSIIIB no tractats o MPSIIIB administrats amb el
vector Nul presentaven un pes de cervell significativament més elevat que els ratolins
WT de la mateixa edat (Figura 30). Per conta, el tractament intracisterna amb el vector
viral AAV9-mNAGLU va aconseguir corregir el pes d’aquest organ en el grup de
ratolins MPSIIIB administrats amb aquest vector. De tota manera, la disminucié
unicament va ser estadisticament significativa en el grup de mascles, mentre que en el
grup de femelles també s’hi va observar una disminucié de pes, tot i que no amb

significanga estadistica (Figura 30).
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Figura 30. Correccié del pes del cervell. El pes total del cervell es va mesurar en ratolins WT,
MPSIIIB, MPSIIIB-Nul i MPSIIIB-NAGLU d’ambdds sexes. Unicament en ratolins MPSIIIB mascles
tractats amb AAV9-mNAGLU es va observar una disminucid significativa del pes total del cervell;
en el cas de les femelles, la disminucié no va mostrar significanga estadistica. Les dades que es
mostren corresponen a la mitiana + SEM de 6-19 animals per grup. A les grafiques s’hi mostra
l'interval de variacidé estandard de la mitjana (en negre) i la mitjana (en vermell) per a cadascun
dels grups. *p<0,05, **p<0,01 vs. MPSIIIB-Nul; ns: no significatiu.
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Aquesta observacié esta d’acord amb els resultats observats per mitja de MET, en
els quals les cél-lules de Purkinje de les femelles no presentaven una correccio del
100% en I'acumulacié de GAGs. Aixi, aquest fet podria suggerir que el tractament amb
AAV9-mNAGLU en ratolins MPSIIIB femelles durant 3 mesos no és suficient i que
requereix d’'un major periode de temps per donar lloc a una correccid total de

'acumulacié de GAGs.

3.2. Correccio de la neuroinflamacio

Per tal d’avaluar l'efecte sobre el procés neuroinflamatori del tractament
intracisterna magna amb el vector viral AAV9-mNAGLU, es van analitzar en paral-lel
cervells de ratolins MPSIIIB d’ambdds sexes administrats amb el vector terapeutic o el
vector Nul, 3 mesos després de I'administracié viral. Es va dur a terme una analisi
immunohistoquimica de seccions de teixit cerebral de diverses arees del cervell
utilitzant marcatges especifics per a la proteina GFAP i la lectina Bsi-B4, marcadors
d’astrocits i microglia activada, respectivament. La tincio per a GFAP va mostrar la
correccié de l'astrocitosi en els cervells d’aquells ratolins MPSIIIB tractats amb el
vector AAV9-mNAGLU respecte dels tractats amb vector Nul (Figures 31A i 32A). De
manera similar, el marcatge amb la lectina Bsi-B4 va permetre observar 'abséncia de
cél-lules de la microglia activades en els cervells de ratolins MPSIIIB mascles i
femelles tractats amb el vector viral AAV9-mNAGLU (Figures 33A i 34A).

En tots els casos es va quantificar la senyal positiva tant per a GFAP com per a
Bsi-B4 en totes les arees del cervell analitzades, mostrant una clara correccié del
fenotip neuroinflamatori en aquells cervells de ratolins MPSIIIB tractats amb el vector
viral terapéutic, fent-los indistingibles dels cervells de ratolins WT (Figures 31B, 32B,
33B i 34B). La quantificacié de I'area GFAP positiva va permetre observar una major
astrocitosi en el grup de ratolins mascles MPSIIIB-Nul en comparacié amb les
femelles, fet que suggereix una major activacio astrocitaria en ratolins malalts mascles
(Figures 31B i 32B).

Per tant, 'administracio intracisterna magna del vector viral AAV9-mNAGLU va

donar lloc també a la correccio de la neuroinflamacio.
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Figura 31. Correccié de I'astrocitosi al cervell de ratolins MPSIIIB mascles. (A) Imatges
representatives del marcatge per a GFAP en diferents zones del cervell. (B) La normalitzacio del
marcatge en ratolins MPSIIIB tractats amb el vector viral terapéutic, indicatiu de I'abséncia
d’astrocitosi, es va observar en totes les zones de cervell analitzades de mascles MPSIIIB 3 mesos
després d’haver rebut una Unica injeccid intracisterna amb el vector AAV9-mNAGLU. Els resultats
que es mostren als grafics corresponen a la mitjana + SEM de 2-3 animals per grup. *p<0,05,
***p<0,001 vs. MPSIIIB-Nul; la barra d’escala indica 25 ym.
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Figura 32. Correccié de l'astrocitosi al cervell de ratolins MPSIIIB femelles. (A) Imatges
representatives del marcatge per a GFAP en diferents zones del cervell. (B) La normalitzacié del
marcatge en ratolins MPSIIIB tractats amb el vector viral terapéutic, indicatiu de I'absencia
d’astrocitosi, es va observar en totes les zones de cervell analitzades de femelles MPSIIIB 3 mesos
després d’haver rebut una unica injeccio intracisterna amb el vector AAV9-mNAGLU. Els resultats
que es mostren als grafics corresponen a la mitjana £+ SEM de 2-3 animals per grup. *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 vs. MPSIIIB-Nul; la barra d’escala indica 25 ym.
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Figura 33. Correccié de la microgliosi al cervell de ratolins MPSIIIB mascles. (A) Imatges
representatives del marcatge per a Bsi-B4 en diferents zones del cervell. (B) La normalitzacié del
marcatge en ratolins MPSIIIB tractats amb el vector viral terapéutic, indicatiu de I'abséncia de
microglia activada, es va observar en totes les zones de cervell analitzades de mascles MPSIIIB 3
mesos després d’haver rebut una uUnica injeccié intracisterna amb el vector AAV9-mNAGLU. Els
resultats que es mostren als grafics corresponen a la mitiana + SEM de 2-3 animals per grup.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. MPSIIIB-Nul; la barra d’escala indica 25 ym.
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Figura 34. Correccié de la microgliosi al cervell de ratolins MPSIIIB femelles. (A) Imatges
representatives del marcatge per a Bsi-B4 en diferents zones del cervell. (B) La normalitzacié del
marcatge en ratolins MPSIIIB tractats amb el vector viral terapeutic, indicatiu de I'abséncia de
microglia activada, es va observar en totes les zones de cervell analitzades de femelles MPSIIIB 3
mesos després d’haver rebut una uUnica injeccid intracisterna amb el vector AAV9-mNAGLU. Els
resultats que es mostren als grafics corresponen a la mitjana + SEM de 2-3 animals per grup.
***p<0,001 vs. MPSIIIB-Nul; la barra d’escala indica 25 ym.
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3.3. Normalitzacié de l'activitat enzimatica d’altres enzims lisosomics

Com a alteracid secundaria a la pérdua de funcid6 de I'enzim NAGLU i a
I'acumulacio patoldgica de HS, es dona lloc a una disfuncié lisosdmica que té com a
conseqliéncia una alteracid en I'homeostasi d’aquests organuls. Aixi, altres enzims
lisosdmics veuen alterada la seva expressidé per tal de compensar la progressiva
acumulacié del HS. No exclusivament enzims implicats en la via de degradacio
d’'aquest GAG, sind que enzims lisosdmics de degradacié d’altres macromolécules
veuen també alterada la seva expressio com a mecanisme de compensacio per tal de
contrarestar l'alteracié en 'lhomeostasi lisosdmica. Consequentment, el ratoli MPSIIIB
mostra sobreexpressié d’alguns d’aquests enzims tant al cervell com al fetge (Li,
1999).

En aquest sentit, es van mesurar les activitats enzimatiques d’altres enzims
lisosomics per valorar la capacitat del tractament amb el vector AAV9-mNAGLU per
restaurar 'homeodstasi lisosomica al cervell dels ratolins MPSIIIB. La determinacié
d’activitat enzimatica en extractes de cervell de ratolins WT, MPSIIIB, MPSIIIB-Nul i
MPSIIIB-NAGLU d’ambdoés sexes va permetre observar que el tractament amb AAV9-
MNAGLU era capag¢ de corregir totes les activitats enzimatiques alterades en els
ratolins MPSIIIB i MPSIIIB-Nul, i mantenir-les en valors indistingibles dels observats en
ratolins WT (Figura 35). La normalitzaci6 es va donar tant en les activitats
enzimatiques d’enzims pertanyents a la via de degradaci6 del HS (Iduronat-2-
sulfatasa, Sulfamidasa, B-glucuronidasa) com d’enzims implicats en la degradacio
d’'altres compostos, tals com la B-hexosaminidasa (implicada en la via de degradacio
del ganglidosid GM2) o la Galactosamina-6-sulfatasa (implicada en la via de degradacio

del Keratan i del Condroitin sulfat) (Figura 35).

Aquesta correccid, també observada a nivell de l'activitat de diferents enzims
lisosdmics, corrobora el fet que I'estratégia terapéutica consistent en I'administracié
directa al LCR del vector viral AAV9-mNAGLU no uUnicament corregeix I'acumulacio
patologica de GAGs, sind que també és la responsable de restaurar 'homeostasi
lisosomica normalitzant les activitats enzimatiques alterades al cervell de ratolins
MPSIIIB-Nul.
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Figura 35. Correccié de les activitats enzimatiques lisosomiques alterades al cervell. (A,B)
Mesura d’activitats enzimatiques dels enzims lisosomics Iduronat-2-sulfatasa (I12S), Sulfamidasa
(SGSH), Galactosamina-6-sulfatasa (GALNS), B-glucuronidasa (GUSB) i B-hexosaminidasa
(HEXB) en extractes de cervell de ratolins WT, MPSIIIB, MPSIIIB-Nul i MPSIIIB-NAGLU mascles i
femelles. La correccié de la majoria d’activitats enzimatiques lisosomiques al cervell de ratolins
MPSIIIB tractats amb el vector AAV9-mNAGLU va indicar la restauracié de ’homeostasi lisosomica
en aquest organ. (C) Via de degradacié del HS. Els resultats que es mostren als grafics
corresponen a la mitjana + SEM de 3-4 animals per grup. *p<0,05, **p<0,01, $p<0,001 vs.
MPSIIIB-Nul.

3.4. Avaluacié del tractament amb el vector viral AAV9-mNAGLU sobre el perfil

d’expressié génica

A nivell d’expressié génica al cervell, el ratoli MPSIIIB ha estat un dels models
murins de LSDs més estudiats. Al cervell de ratolins MPSIIIB de 6 a 7 mesos d’edat
s’hi ha observat un augment d’expressid de gens caracteristics de cél-lules de la
microglia (Ohmi, 2003; Parente, 2012), gens relacionats amb immunitat (innata i
cel-lular) i inflamacié (DiRosario, 2009; Parente, 2012), gens d’estrés oxidatiu (Villani,

2007; Villani, 2009) i gens estretament lligats amb neurodegeneracié (Naughton,
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2013). La inflamacio del cervell juntament amb l'activacié de cél-lules de la microglia i
la produccié de citoquines pro-inflamatories també s’ha descrit en d’altres malalties
molt divergents entre elles (Wu i Proia, 2004; Kadiu, 2005), suggerint el paper clau que
juguen aquests processos en el desenvolupament de la neuroinflamacio i la

neurodegeneracio (Villani, 2007).

L’expressié génica no només s’ha trobat alterada a nivell del SNC del ratoli
MPSIIIB, sind que també a nivell circulant, on s’han identificat possibles biomarcadors
sanguinis del procés de neurodegeneracié caracteristic d’aquest model animal
(Naughton, 2013).

Per tant, amb la finalitat d’avaluar els efectes de I'administracié intracisterna
magna del vector viral AAV9-mNAGLU en ratolins MPSIIIB a nivell d’expressid génica,
es va dur a terme un estudi de I'expressié génica diferencial en cervells de ratolins WT
i MPSIIIB administrats intracisterna magna amb els vectors virals AAV9-Nul i AAV9-
MNAGLU. Per aquesta finalitat, es van obtenir encéfals de ratolins WT, MPSIIIB-Nul i
MPSIIIB-NAGLU de 5 mesos d’edat (3 mesos post-administracié intracisterna) dels
quals se’n va extreure i purificacar el mMRNA, que posteriorment va ser hibridat amb els
microxips d’expressié MoGene 2.1 (Affymetrix®), basats en la deteccié tant de mRNA
com de transcrits intergénics de RNA no codificants (lincRNA: long intergenic non-
coding RNA).

Es van identificar un total del 94 gens diferencialment expressats al cervell de
ratolins MPSIIIB-Nul respecte dels ratolins WT, dels quals 4 van presentar una
expressié comparativament disminuida, mentre que la resta (90 gens) es trobaven
sobreexpressats. La majoria dels gens amb expressio alterada en els ratolins MPSIIIB-
Nul van mostrar correccié en els cervells dels ratolins MPSIIIB tractats amb el vector
viral AAV9-mNAGLU (Figura 36, Taula 7).

Dels 94 gens identificats, una gran proporcié (~50%) es van agrupar com a gens
marcadors i caracteristics de macrofags i cél-lules de la microglia (Taula 7). Un segon
grup amb expressi6é alterada va agrupar gens participants en la resposta immunitaria,
principalment implicats en inflamacié i en processos d'immunitat innata (Taula 7). El
tractament intracisterna amb AAV9-mNAGLU va donar lloc a la normalitzacié de
l'expressido de la majoria d’ells, fet que estava d’acord amb les observacions
realitzades amb les analisis immunohistoquimiques que valoraven la neuroinflamacio
(Figures 33 i 34).
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Taula 7. Expressié génica diferencial al cervell

Fold-change
(vs. WT)
MPSIIIB- MPSIIIB- ANOVA
Gen Nom Nul NAGLU p-valor
Immunitat innata
Clec7a C-type lectin domain family 7, member a 7,9 2,0 <1,0E-07
Ccl3 Chemokine (C-C motif) ligand 3 50 1,7 1,0E-07
C4b Complement component 4b 3,0 1,6 1,0E-07
Ms4a7 Membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 7 2,6 1,0 5,1E-06
C3ar1 Complement component 3a receptor 1 2,6 1,4 <1,0E-07
Igsf6 Immunoglobulin superfamily, member 6 2,5 1,5 3,0E-07
C1qa Complement component 1q, alpha polypeptide 2,0 1,2 6,4E-06
C1qgb Complement component 1q, beta polypeptide 1,9 1,3 2,8E-06
I11a Interleukin 1 alpha 1,9 1,3 7,0E-04
C1qc Complement component 1q, C chain 1,8 1,1 4,2E-05
Myo1f Myosin IF 1,7 1,0 2,5E-05
Tir13 Toll-like receptor 13 1,7 1.1 3,6E-04
Tir7 Toll-like receptor 7 1,7 1,4 1,4E-04
Ptpn6 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6 1,6 1,2 2,6E-04
Tir2 Toll-like receptor 2 1,5 1,0 1,2E-05
Marcadors de macrofags i de cél-lules de la microglia
Mpeg1 Macrophage expressed gene 1 3,7 1,5 <1,0E-07
Gpnmb Glycoprotein (transmembrane) nmb 3,6 1,2 <1,0E-07
Cd68 CD68 antigen 3,3 1,3 1,0E-07
Cds4 CD84 antigen 2,4 1,3 6,5E-06
Lgals3 Lectin, galactose binding, soluble 3 21 1,1 9,2E-06
Cd52 CD52 antigen 1,9 1,3 2,2E-04
ltgax Integrin alpha X 1,8 1.1 3,0E-05
Cd33 CD33 antigen 1,8 1,3 5,8E-04
Ccl6 Chemokine (C-C motif) ligand 6 1,7 1,0 3,8E-05
ltgb2 Integrin beta 2 1,7 1,3 7,5E-04
Ptpn6 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6 1,6 1,2 2,6E-04
Fcgr3 Fc receptor, IgG, low affinity Il 1,6 1,2 4,3E-04
Ly86 Lymphocyte antigen 86 1,6 1,3 6,8E-05
Stab1 Stabilin 1 1,5 1,0 8,3E-06
Cd63 CD63 antigen 1,5 1,0 4,3E-05
Estrés oxidatiu
Cybb Cytochrome b-245, beta polypeptide 2,8 1,6 1,3E-04
Csf3r Csf3r protein 1,9 1,2 5,3E-06
Cyba Cytochrome b-245, alpha polypeptide 1,6 1,0 8,9E-05
Pon3 Paraoxonase 3 1,6 1,1 2,7E-05
Enzims/proteines lisosomals
Atpbv0d2 ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit D2 2,4 1,1 1,2E-06
Ctss Cathepsin S 2,3 1,4 <1,0E-07
Ctse Cathepsin E 1,8 1,3 7,1E-04
Ctsz Cathepsin Z 1,8 1,1 8,0E-07
Sic11at Solute carrier family 11, member 1 1,7 1,2 2,1E-05
Ctsc Cathepsin C 1,7 1,4 4,2E-05
Hexb Hexosaminidase B 1,6 1,2 5,0E-06
Hexa Hexosaminidase A 1,5 1,0 3,9E-05
Altres
Hpse Heparanase 3,7 1,4 1,0E-07
Gfap Glial fibrillary acidic protein 2,2 1,2 <1,0E-07
Cd22 CD22 antigen; hypothetical protein LOC100047973 2,6 1,4 6,0E-07

Relacié dels principals gens expressats diferencialment al cervell de ratolins MPSIIIB-Nul de 5 mesos
d’edat. L'expressié de la majoria d’ells es va veure corregida/disminuida al cervell de ratolins MPSIIIB
després de 3 mesos de tractament amb el vector viral AAVO-mNAGLU. L'expressié dels gens en negreta
també s’ha vist alterada en altres estudis realitzats en el mateix model animal. Fold-change indica
I'expressio relativa, prenent el valor 1 com a valor normal d’expressié genica en WT.
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A banda de la neuroinflamacio, I'estrés oxidatiu també ha demostrat tenir un paper
rellevant en el transcurs de la patologia cerebral del ratoli MPSIIIB (Villani, 2007). En
aquest sentit, al cervell de ratolins MPSIIIB-Nul també es va veure alterada I'expressio
d'un tercer grup de gens implicats en estrés oxidatiu, la qual es va veure disminuida

amb el tractament amb el vector viral terapéutic (Taula 7).

Un quart grup de gens amb expressié alterada va ser el de determinats enzims
lisosomals, tots ells amb expressié augmentada en cervells de ratolins MPSIIIB-Nul, i
corregida despreés del tractament amb el vector viral terapéutic. Cal destacar en aquest
grup 'augment d’expressio del gen codificant per la f-hexosaminidasa, enzim del qual
ja se n’havia mesurat un increment d’activitat al cervell de ratolins MPSIIIB-Nul (Figura
35). En ambdés casos, el tractament amb AAV9-mNAGLU va donar lloc tant a la

correccio de I'expressio génica (Taula 7) com de I'activitat enzimatica (Figura 35).

D’entre tots els gens identificats, una petita part d’ells (mostrats en negreta a la
Taula 7) ja havien estat préviament identificats en d’altres treballs basats en I'estudi de
'expressid génica al cervell del ratoli MPSIIIB, i en models murins d’altres LSDs com la
MPSI i la MPSVII (Ohmi, 2003; Villani, 2007; DiRosario, 2009; Parente, 2012). De la
mateix manera, el paper clau de la immunitat innata i de les cél-lules de la microglia ja

havia estat préviament descrita en aquests mateixos estudis.

El nombre significatiu de gens diferencialment expressats marcadors de cél-lules
de la microglia i/o macrofags, va posar de manifest el paper clau d’aquest tipus
cel-lular en la patologia del SNC de la MPSIIIB, com ja havien suggerit préviament
altres autors (Ohmi, 2003; DiRosario, 2009). Degut a la rellevancia d’aquest tipus
cel-lular en la patologia neurologica, també es va dur a terme una analisi d’expressio
génica addicional basat en l'enriquiment per tipus cel-lular (Cell Type Enrichment
Analysis, CTen) (Shoemaker, 2012). Aquesta analisi permet identificar els tipus
cel-lulars enriquits, a partir dels gens diferencialment expressats en un microxip.
D’aquesta manera, i d’acord amb les dades préviament observades, I'analisi CTen va
permetre elaborar un heatmap d’expressid dels gens relacionats amb la microglia en
ratolins WT, MPSIIIB-Nul i MPSIIIB-NAGLU. Tots els gens sobreexpressats al cervell
de ratolins MPSIIIB-Nul van veure normalitzada la seva expressio al cervell de ratolins
tractats amb el vector viral AAV9-mNAGLU (Figura 37), confirmant novament I'efecte

terapéutic de 'administracio intracisterna del vector terapéutic.
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I = T

Figura 37. Expressi6 génica de gens relacionats amb macrofags i microglia. Perfil d’expressio
de gens marcadors de microglia i macrofags. A la figura s’hi mostren tots els gens especifics de
microglia i macrofags amb expressioé diferencial en cervells de ratolins MPSIIIB-Nul respecte dels
WT. La majoria d’aquests gens veuen normalitzada la seva expressio després del tractament amb
AAV9-mNAGLU. Els tons vermells indiquen sobreexpressid; els tons verds indiquen expressio
disminuida.

Per tant, I'estudi de I'efecte del tractament intracisterna amb el vector viral AAV9-
mNAGLU sobre I'expressié génica al cervell de ratolins MPSIIIB va permetre concloure
que el tractament amb el vector terapéutic era també capag de reduir i/o normalitzar

I'expressio génica alterada observada al cervell dels ratolins MPSIIIB-Nul.
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4. EFECTE TERAPEUTIC DE L’ADMINISTRACIO INTRACISTERNA MAGNA DEL
VECTOR VIRAL AAV9-mNAGLU ALS TEIXITS SOMATICS

4.1. Restabliment de I’activitat NAGLU i correccio de la distensio lisosoOmica

Amb la finalitat d’avaluar I'efecte del tractament intracisterna amb el vector viral
AAV9-mNAGLU en ratolins MPSIIIB a nivell somatic, es va mesurar I'activitat NAGLU
hepatica i circulant, i es va quantificar el contingut de GAGs de diferents drgans i teixits
de ratolins WT, MPSIIIB, MPSIIIB-Nul i MPSIIIB-NAGLU (Figura 38).

Després de 3 mesos de tractament, 'activitat NAGLU hepatica i circulant assolida
en ratolins MPSIIIB mascles tractats amb el vector viral AAV9-mNAGLU es va
restaurar i fins i tot augmentar fins a 8 vegades respecte de l'activitat WT (Figura 38A-
C). Aquests valors d’activitat NAGLU circulant es van mantenir constants al llarg de la
vida dels ratolins, fins i tot en ratolins de 20 mesos d’edat (18 mesos després de rebre
'administracio intracisterna del vector viral terapéutic) (Figura 38C). La correlacié entre
els valors d’activitat NAGLU hepatica i circulant suggerien que el fetge podria ser la
principal font d’enzim circulant, observacié que concorda amb el fet que aquest és el

principal érgan transduit pel vector viral a nivell somatic (Taula 6).

Al grup de femelles MPSIIIB tractades també es va veure incrementada I'activitat
NAGLU hepatica, tot i que 'augment no va ser tan significatiu com en el cas dels
mascles, ja que va mostrar un augment d’aproximadament 2,5 vegades respecte dels
ratolins WT (Figura 38D). Les diferéncies de génere en leficacia de transduccié
hepatica en ratolins per vectors AAV estan d’acord amb estudis anteriors (Davidoff,
2003; Ruzo, 2012a; Ruzo, 2012b). Perd contrariament als mascles, a nivell circulant
I'activitat NAGLU en femelles tractades amb el vector AAV9-mNAGLU es va veure
notablement reduida, assolint valors d’aproximadament el 30% respecte de ratolins
WT de la mateixa edat (Figura 38E), fet que esta en concordanga amb altres estudis
similars observats al nostre laboratori amb femelles del model muri de la MPSIIIA
(Haurigot, 2013). Tot i aquests nivells més baixos d’activitat presents als 5 mesos
d’edat, en femelles MPSIIIB de 16 mesos (14 mesos després de I'administracio
intracisterna), I'activitat NAGLU circulant es mantenia en valors d’aproximadament el
10% respecte dels ratolins WT de la mateixa edat. En principi, aquests nivells
d’activitat enzimatica serien suficients com per donar lloc a un efecte terapéutic, ja que

es troben per sobre del llindar d’activitat considerat com a terapéutic en les LSDs.
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Figura 38. Activitat NAGLU hepatica i circulant. Determinacio d’activitat NAGLU hepatica (A,D) i
circulant (B,E) en ratolins de 5 mesos d'edat, i activitat NAGLU circulant en ratolins d’edat
avangada (C,F). L’'augment d’'activitat NAGLU hepatica i circulant en els ratolins mascles després
de 3 mesos de tractament va ser de 8 vegades I'observada en WT, increment que es va mantenir
estable al llarg de la vida dels animals. En les femelles tractades, 'augment hepatic no va ser tan
significatiu, mentre que a nivell circulant no es van assolir els valors observats en els WT. Nivells
d’aproximadament el 10% d’activitat es van detectar en femelles d’edat avancada. Els resultats que
es mostren corresponen a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. **p<0,01, ***p<0,001 vs.
MPSIIIB-Nul; #p<0,01, #p<0,001 vs. WT. ND: No detectable, ns: no significatiu.

Aixi, en el grup de femelles MPSIIIB tractades amb el vector AAV9-mNAGLU, tot i

no restablir-s’hi els valors d’activitat NAGLU circulant, el 30% d’activitat va ser suficient

com per reduir i/o corregir 'acumulacié patologica de GAGs en la majoria d’organs i

teixits somatics (Figura 39). Aquests resultats corroboren el fet que una unica injeccié

viral al LCR seria suficient com per donar lloc a una expressié sostinguda en el temps

de la proteina deficitaria a nivell circulant, permetent mantenir la malaltia controlada o

disminuir-ne la progressio.
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Figura 39. Reduccié en els nivells de GAGs en organs i teixits somatics. Quantificacié del
contingut de GAGs en organs i teixits somatics de ratolins WT, MPSIIIB, MPSIIIB-Nul i MPSIIIB-
NAGLU mascles i femelles de 5 mesos d’edat. La normalitzacié en els nivells de GAGs es va donar
en la majoria de teixits analitzats de ratolins MPSIIIB mascles i femelles després de 3 mesos de
tractament amb el vector viral terapéutic. Els resultats que es mostren corresponen a la mitjana +
SEM de 5 animals per grup. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. MPSIIIB-Nul; *p<0,05, *#p<0,01 vs.
WT; ns: no significatiu.
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En el grup dels mascles tractats amb el vector viral AAV9-mNAGLU, Unicament al
ronyé i a la bufeta urinaria no s’hi va observar una correccié completa, tot i haver-hi
una disminucié significativa del nivell de GAGs. En aquest cas, el tractament
intracisterna amb el vector viral AAV9-mNAGLU va donar lloc a una correccié parcial
en el contingut de GAGs sense assolir els nivells de GAGs d’un ratoli WT. En la resta
de teixits i organs analitzats, el contingut de GAGs es va veure corregit en els ratolins
tractats amb el vector viral terapéutic, assolint nivells indistingibles dels observats en

ratolins WT de la mateixa edat (Figura 39).

En el cas de les femelles, els resultats obtinguts van ser similars als observats en
mascles. En les femelles MPSIIIB tractades amb el vector viral terapéutic, la correccio
en els nivells de GAGs es va assolir a tots els teixits analitzats a excepcié del ronyo,
l'ovari i la bufeta urinaria. A diferéncia del qué s’havia observat en mascles, tot i
observar-s’hi una tendéncia a la disminucio dels nivells de GAGs, aquesta disminucié
no era estadisticament significativa respecte dels nivells de GAGs mesurats en els
mateixos teixits de ratolins MPSIIIB tractats amb el vector Nul (Figura 39). D’aquests
tres teixits, és conegut que el ronyd és refractari a ésser corregit en MPSIIIB i en
d’altres LSDs (Dickson, 2008; Donsante, 2007; Garcia, 2007; McCarty, 2009; Ruzo,
2012a; Haurigot, 2013), i també en aquesta aproximacié terapéutica basada en
I'administracio intracisterna del vector AAV9-mNAGLU, l'acumulacié patoldgica de

GAGs als ronyons no va ser totalment corregida.

La correcciéo de l'acumulacié de GAGs a nivell somatic en mascles i femelles
també es va observar mitjangant analisi immunohistoquimica contra el marcador
lisosomic LAMP-1 (Figures 40 i 41). Les imatges representatives de les tincions
respectives van mostrar I'efecte del tractament intracisterna amb el vector AAV9-
MNAGLU en la normalitzacié de la distensio lisosomica en diferents organs i teixits

somatics, en comparacié amb els ratolins MPSIIIB administrats amb el vector viral Nul.
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Bufeta urinaria

Pancreas

Figura 40. Correccié de la distensio lisosomica en organs i teixits somatics de ratolins
MPSIIIB mascles. Imatges representatives del marcatge per a LAMP-1 a fetge, cor, pulmo, bufeta
urinaria i pancreas (la linia discontinua delimita un illot pancreatic). Una marcada reduccio en la
senyal de LAMP-1, indicativa de la reduccié de la mida lisosdmica, es va observar en seccions de
teixits de ratolins MPSIIIB mascles després de ser tractats amb el vector AAV9-mNAGLU. La barra
d’escala indica 50 pm.

-1156-



Resultats
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Cor

Pulmo

Pancreas

Figura 41. Correccié de la distensio lisosomica en organs i teixits somatics de ratolins
MPSIIIB femelles. Imatges representatives del marcatge per a LAMP-1 en fetge, cor, pulmé, uter i
pancreas (la linia discontinua delimita un illot pancreatic). Una marcada reduccié en la senyal de
LAMP-1, indicativa de la reduccio de la mida lisosdmica, es va observar en seccions de teixits de
ratolins MPSIIIB femelles després de ser tractades amb el vector viral AAV9-mNAGLU. La barra
d’escala indica 50 pm.
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A més a més, per mitja de MET es va avaluar la ultraestructura del fetge, i s’hi
observar també la correccid de la distensid lisosdmica en hepatocits de ratolins
MPSIIIB d’'ambdds sexes tractats amb el vector terapéutic (Figura 42), corroborant la
correccié dels nivells de GAGs hepatics ja quantificats anteriorment (figura 39) i
observats també per analisi immunohistoquimica (Figures 40 i 41). De la mateixa
manera, tant els ratolins mascles com femelles MPSIIIB no tractats presentaven grans
vesicules citoplasmatiques d’acumulaci6 poc electrodenses als hepatocits,
representatives de 'acumulacio intralisosomica de GAGs (Figura 42).

MPSIIIB MPSIIIB-NAGLU

Mascles

Femelles

Figura 42. Microscopia Electronica de Transmissié mostrant la correccié de la patologia
lisosomica al fetge. Imatges representatives de ratolins WT, MPSIIIB no tractats i MPSIIIB-
NAGLU mostrant la correccié de la distensié lisosomica a nivell hepatic (fletxes vermelles). En els
hepatocits de ratolins MPSIIIB tractats amb AAV9-mNAGLU s’hi va observar una correccié de la
presencia de grans lisosomes d’acumulacié de GAGs. Magnificacions originals 5000x.
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4.2. Correccié d’organomegalies

L’hepatomegalia i una moderada esplenomegalia estan ampliament descrites en
el model muri i en pacients de la MPSIIIB (Neufeld i Muenzer, 2001). Per aquesta raé
també es va voler avaluar l'efecte del tractament amb AAV9-mNAGLU sobre la
capacitat de corregir les organomegalies en el model animal. Es va avaluar el pes
relatiu del fetge, de la melsa i del cor respecte del pes corporal de ratolins WT,
MPSIIB, MPSIIB-Nul i MPSIIIB-NAGLU després de 3 mesos de tractament, i es va
observar que unicament en els ratolins MPSIIIB tractats amb el vector viral AAV9-
MmNAGLU hi havia una correccid de [I'hepatomegalia (Figura 43). D’entre les
organomegalies avaluades, unicament es va observar hepatomegalia en ratolins
MPSIIIB no tractats o tractats amb el vector viral Nul, ja que aquests no van presentar

espleno- ni cardiomegalia als 5 mesos d’edat (dades no mostrades).
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Figura 43. Correccio de I’hepatomegalia. El pes relatiu del fetge respecte del pes corporal es va
determinar en ratolins WT, MPSIIIB, MPSIIIB-Nul i MPSIIIB-NAGLU. Després de 3 mesos de
tractament, els ratolins MPSIIIB d’ambddés sexes tractats amb AAV9-mNAGLU van mostrar una
disminucio significativa en el pes relatiu del fetge. Les dades que es mostren corresponen a la
mitjana + SEM de 6-19 animals per grup. A les grafiques s’hi mostra I'interval de variacié estandard
de la mitjana (en negre) i la mitjana (en vermell) per a cadascun dels grups. **p<0,01, ***p<0,001
vs. MPSIIIB-Nul.
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4.3. Normalitzacio de I’activitat enzimatica d’altres enzims lisosomics

Es va avaluar I'efectivitat del tractament amb el vector AAV9-mNAGLU sobre les
activitats enzimatiques d’altres enzims lisosdmics i per a restaurar '’homeostasi
lisosdmica a nivell hepatic. La determinacidé d’activitat enzimatica en extractes de fetge
de ratolins WT, MPSIIIB, MPSIIIB-Nul i MPSIIIB-NAGLU d’ambdds sexes va permetre
observar que el tractament amb AAV9-mNAGLU també en aquest teixit era capac de
corregir totes les activitats enzimatiques alterades en els ratolins MPSIIIB i MPSIIIB-

Nul, i mantenir-les en valors indistingibles dels observats en ratolins WT (Figura 44).
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Figura 44. Correccio de les activitats enzimatiques lisosomiques alterades al fetge. (A,B)
Mesura d’activitat enzimatica dels enzims lisosomics Iduronat-2-sulfatasa (12S), a-iduronidasa
(IDS), Sulfamidasa (SGSH), Galactosamina-6-sulfatasa (GALNS), B-glucuronidasa (GUSB) i -
hexosaminidasa (HEXB) al fetge de ratolins WT, MPSIIIB, MPSIIIB-Nul i MPSIIIB-NAGLU mascles
i femelles. La correccié de la majoria d’activitats enzimatiques en ratolins MPSIIIB tractats amb el
vector viral AAV9-mNAGLU va ser indicativa de la restauracid de I'homeostasi lisosomica en
aquest organ. (C) Via de degradacié del HS. Els resultats que es mostren als grafics corresponen a
la mitjana + SEM de 3-4 animals per grup. *p<0,05, **p<0,01, $p<0,001 vs. MPSIIIB-Nul.
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4.4. Efecte del tractament intracisterna sobre el comportament

L’efecte de la injeccié al LCR del vector AAV9-mNAGLU en el comportament dels
ratolins MPSIIIB d’ambdds sexes després de 3 mesos de tractament es va avaluar
mitjancant la prova de comportament de I'Open-field, destinada a posar de manifest

comportaments ansidgens i déficits en 'activitat locomotora i exploratoria.

Als 2 i 5 mesos d’edat es va demostrar que els ratolins MPSIIIB presentaven un
comportament més ansiogen i una menor activitat locomotora i exploratoria (Figures
19 a 22). Als 5 mesos d’edat (3 mesos després del tractament) i independentment del
sexe, els ratolins MPSIIIB injectats amb vector viral Nul seguien presentant el mateix
patré de comportament (Figures 45 i 46). D’aquesta manera, el temps d’entrada a la
part central de I'arena també es va veure significativament augmentat en els ratolins
MPSIIIB no tractats o tractats amb el vector Nul (Figures 45Aa i 46Aa). Aquest fet,
combinat amb un augment en el temps transcorregut a la part adjacent a les parets i
amb una disminucié tant en el temps com en les entrades a la part central (Figures
45Ab-Ad i 46Ab-Ad), va permetre concloure que durant els 2 primers minuts de prova
a l'interior de l'arena, els ratolins MPSIIIB i MPSIIIB-Nul presentaven, igual que als 2
mesos, un comportament clarament ansiogen. En canvi, el tractament intracisterna
amb el vector AAV9-mNAGLU va ser capag de revertir aquest fenotip tant en mascles
com en femelles. Tot i que alguns dels parametres no van mostrar una correccio

estadisticament significativa, si que s’hi va observar una tendéncia.

Les alteracions en l'activitat locomotora observades en ratolins MPSIIIB de 2
mesos d’edat també es van fer evidents a 'edat de 5 mesos en ratolins administrats
amb vector Nul. En aquest sentit, aquests ratolins van presentar un major temps en
repds en comparacié amb els ratolins WT sans de la mateixa edat, indicatiu d’'una
menor activitat locomotora i exploratoria (Figures 45Ba i 46Ba). En conseqléncia, el
temps en moviment, el nombre total de linies creuades i la distancia total recorreguda
durant els 2 primers minuts es van veure reduits (Figures 45Bb-Bd i 46Bb-Bd). Altres
parametres com la distancia transcorreguda al centre o a la vora de I'arena aixi com la
velocitat maxima assolida, també es van veure alterats (Figures 45Be-Bg i 46Be-Bg).
Pel que fa a l'activitat locomotora, el tractament intracisterna amb AAV9-mNAGLU
també va permetre corregir les alteracions de comportament dels ratolins MPSIIIB
tractats, fent-lo indistingible en molts casos dels ratolins WT de la mateixa edat. Alguns
d’aquests parametres, tot i no presentar una correccié estadisticament significativa,

van mostrar una clara tendéncia a la correccio.
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Figura 45. Correccié de les alteracions del comportament en ratolins MPSIIIB mascles. Tres
mesos després del tractament intracisterna amb el vector viral AAV9-mNAGLU els ratolins MPSIIIB
mascles mostraven una correccié gairebé total tant dels parametres corresponents al
comportament ansiogen (A) com dels parametres corresponents a l'activitat locomotora (B). Les
dades que es mostren corresponen a la mitjana + SEM de 12-19 animals per grup. *p<0,05,
**p<0,01 vs. MPSIIIB-Nul; ns: no significatiu.
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Figura 46. Correccioé de les alteracions del comportament en ratolins MPSIIIB femelles. Tres
mesos després del tractament intracisterna amb el vector viral AAV9-mNAGLU els ratolins MPSIIIB
femelles van mostrar una correccié dels parametres corresponents al comportament ansiogen (A),
tot i observar-s’hi certa variabilitat entre els grups WT i MPSIIIB no tractats. La correccié de
I'activitat locomotora va ser més evident (B). Les dades que es mostren corresponen a la mitjana +
SEM de 12-19 animals per grup. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. MPSIIIB-Nul; ns: no significatiu.
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Per tant, la prova de I'Actimetre va posar de manifest I'efecte de I'administracié
intracisterna del vector viral AAV9-mNAGLU sobre la correccié tant de [activitat
locomotora i exploratoria (Figures 45B i 46B) com del comportament ansiogen (Figures
45A i 46A).

D’aquesta manera, de 'estudi d’alteracions conductuals a 5 mesos d’edat se’'n va
poder deduir que el tractament amb el vector viral AAV9-mNAGLU donava lloc a la
correccido del comportament patologic en aquells ratolins MPSIIIB tractats amb el
vector codificant per 'enzim NAGLU muri optimitzat en comparacié amb els ratolins

MPSIIIB tractats amb el vector viral Nul.

4.5. Supervivéncia

L’efecte de qualsevol tractament sobre la supervivéncia és un dels parametres
clau a I'hora de valorar-ne l'eficacia a llarg termini. Per tant, es va avaluar 'efecte del
tractament intracisterna amb el vector viral AAV9-mNAGLU sobre la longevitat dels
ratolins MPSIIIB administrats amb aquest vector, i es va poder observar una
supervivencia més elevada en aquest grup, en comparacié amb el grup MPSIIIB no

tractat o tractat amb vector Nul (Figura 47).

Els ratolins MPSIIIB mascles tractats amb el vector terapéutic van mostrar una
supervivencia mediana de 21 mesos, en comparacié amb els 13,63 mesos i 13,87
mesos dels ratolins MPSIIIB no tractats o tractats amb vector Nul, respectivament. Tot
i aixi, no van arribar a assolir la supervivéncia mediana de 26,6 mesos dels ratolins WT

sans (Figura 47).

El grup de femelles va seguir un patré semblant a I'observat en mascles, essent
les supervivéncies medianes de 25,07 mesos per a WT, 11,67 mesos per a MPSIIIB,
11,39 mesos per a MPSIIIB tractades amb AAV9-CAG-Nul i 20,2 mesos per a MPSIIIB
tractades amb AAV9-mNAGLU (Figura 47).

En qualsevol cas, els ratolins MPSIIIB tractats amb el vector viral AAV9-mNAGLU
van presentar una supervivéncia significativament més elevada que la dels ratolins

MPSIIIB no tractats o tractats amb el vector Nul.
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Figura 47. Efecte del tractament intracisterna amb AAV9-mNAGLU sobre la supervivéncia.
Representacions de Kaplan-Meier mostrant les corbes de supervivéncia de ratolins WT, MPSIIIB,
MPSIIIB-Nul i MPSIIIB-NAGLU d’ambdds sexes. Les dades que es mostren corresponen a la
supervivencia de 5-20 animals per grup. Supervivencies medianes en mesos per mascles: 26,6
(WT), 13,63 (MPSIIIB), 13,87 (MPSIIIB-Nul), 21,02 (MPSIIIB-NAGLU). Supervivencies medianes
per femelles: 25,1 (WT), 11,67 (MPSIIIB), 11,34 (MPSIIIB-Nul), 20,2 (MPSIIIB-NAGLU); p=0,0007
en mascles i p<0,0001 en femelles MPSIIIB-NAGLU vs. MPSIIIB-Nul.

La normalitzacié de les alteracions de comportament aixi com també la millora de

la supervivéncia, tant en ratolins mascles com femelles, va representar una nova

demostracioé de l'eficacia terapéutica de I'administracio directa al LCR del vector viral

AAV9-mNAGLU per corregir les alteracions no només a nivell cel-lular, siné que també

a nivell funcional. Aquest estudi va suportar la translaci6 d’aquesta aproximacié

terapéutica cap a estudis preclinics amb animals més grans.
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Part 3. Translacionabilitat de I’'aproximacio de
terapia génica cap a models animals grans
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1. CONSTRUCCIO D’UN VECTOR VIRAL ADENOASSOCIAT CODIFICANT PER
LA PROTEINA NAGLU CANINA

Un cop provada l'efectivitat del tractament intracisterna amb AAV9-mNAGLU en el
model muri de la MPSIIIB, es va voler avaluar la translacionabilitat del procés en un
model animal més gran. Aquest pas és essencial per tal de valorar i justificar la
viabilitat en I'escalabilitat del procés, aixi com també per tal de valorar la tolerabilitat
del tractament intracisterna en animals grans, i poder establir una predicci6 més
precisa de cara al tractament de pacients humans. En aquest sentit, el model escollit
va ser el gos, ja que tot i no ser filogenéticament proper a I'espécie humana com ho
podrien ser els primats no humans, la mida del cervell cani adult és molt semblant a la
dels pacients de MPSIIIB en edat pediatrica als quals aniria dirigit un possible
tractament basat en I'administracié al LCR del vector viral AAV9 codificant per la
proteina NAGLU.

Per al disseny i construccié d’'un vector viral adenoassociat codificant per la
proteina NAGLU canina, es va partir de la sequéncia codificant del gen Naglu cani
(Gene ID: 490965, http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). La sequéncia de DNA de qué
es disposava a la base de dades publica estava basada en un model predictiu, ja que
el genoma complert del gos (Canis lupus familiaris) encara no ha estat seqlenciat al
100%. Per tant, davant la impossibilitat de disposar de la seqiéncia validada, es va dur
a terme l'optimitzacié del gen cani seguint la mateixa estratégia utilitzada per a la
NAGLU murina.

Degut a aquest fet, i préeviament a la construccié del vector viral, es va fer
necessari produir la proteina NAGLU canina i fer-ne una prova in vitro per tal de
comprovar que la proteina codificada per la sequéncia optimitzada era funcional i
capacg de ser secretada. Per tant, en primer lloc es va clonar la sequéncia codificant
optimitzada de la NAGLU canina al plasmidi d’expressié pAAV-CAG. El constructe
resultant es va anomenar pAAV-CAG-cNAGLU (on la c¢ indica l'origen cani), i
posteriorment va ser utilitzat per transfectar la linia cel-lular HEK-293 (cultiu cel-lular de
cel-lules renals humanes: Human Embryonic Kidney). La transfeccié dels cultius
cel-lulars amb el plasmidi pAAV-CAG-cNAGLU va donar lloc a un augment significatiu
d’activitat NAGLU tant al medi de cultiu (Figura 48B) com a I'extracte cel-lular (Figura
48A). Aquest fet va indicar, d'una banda que la proteina codificada pel plasmidi
d’expressio pAAV-CAG-cNAGLU era funcional i, d’altra banda, que era capac¢ de ser

secretada al medi extracel-lular (Figura 48).
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Figura 48. Determinacié d’activitat NAGLU en cultius cel-lulars. Cultius cel-lulars HEK-293 es
van transfectar amb 4 ug de DNA plasmidic i I'activitat NAGLU es va determinar al medi de cultiu i
als extractes cel-lulars. En ambdoés casos es va observar un augment significatiu de l'activitat
NAGLU en comparacié amb els cultius cel-lulars no transfectats. Les dades que es mostren a les
grafiques corresponen a la mitjana £+ SEM. ***p<0,001 vs. NT. NT: cultiu cel-lular no transfectat.

Per tant, la transfeccio de cultius cel-lulars amb el plasmidi pAAV-CAG-cNAGLU
va permetre concloure que l'optimitzacid de la seqliéncia codificant predita de la
NAGLU canina donava lloc a la proteina NAGLU funcional i amb la capacitat de ser
secretada al medi de cultiu.

Un cop demostrada la funcionalitat in vitro del plasmidi d’expressio codificant per
'enzim NAGLU cani, es va dur a terme la produccio del vector viral adenoassociat
corresponent, i com en el cas de la NAGLU murina, es va escollir el AAV9, degut al
seu ampli tropisme i biodistribucié quan és administrat a la cisterna magna de gossos
Beagle adults (Haurigot, 2013). La produccié del vector adenoassociat de serotip 9
corresponent es va dur a terme com s’especifica en I'apartat de Materials i Métodes. El

vector viral resultant es va anomenar AAV9-cNAGLU (Figura 49)

A S —
E-caG = cNAGLU J

= ey
F ’
Poly A
Figura 49. Representacié esquematica del constructe codificant per la proteina NAGLU

canina optimitzada. CAG: promotor hibrid basat en el promotor de la B-actina de pollastre i

'enhancer del Citomegalovirus; ITR: Inverted Terminal Repeats; Poly A: seqliiéncia de
poliadenilacio.
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2. ADMINISTRACIO INTRACISTERNA MAGNA DEL VECTOR VIRAL AAV9-
cNAGLU EN GOSSOS ADULTS

Un dels principals inconvenients que comporta I'administracié de vectors AAV en
pacients humans és l'existéncia de la immunitat preexistent en forma d’anticossos
neutralitzants (NAbs) circulants contra determinats serotips, entre ells el AAV9, que es
troben de forma natural a la poblacié humana. L’existéncia d’aquesta immunitat podria

limitar i fins i tot minimitzar I'eficacia terapéutica d’un tractament amb vectors AAV9.

Aixi doncs, es va valorar I'efecte de la immunitat preexistent contra AAV9 sobre
I'administracié al LCR del vector viral AAV9-cNAGLU a través de la cisterna magna.
En primer lloc, a 2 gossos Beagle adults se’ls va administrar el vector viral AAV9-Nul
per via intravascular a través de la vena cefalica dreta a una dosi de 1x10"" vg/kg.
L’objectiu d’aquesta administracié va ser la d’induir la generacié de NAbs circulants
contra la capsida del vector. Transcorregudes 6 setmanes, es va administrar als 2
gossos immunitzats i a 2 gossos nous no immunitzats (també Beagle adults) el vector
viral AAV9-cNAGLU al LCR a través de la cisterna magna (Taula 8 i Figura 50), a una
dosi de 6,5x10"? vg/gos. Aquesta dosi va ser extrapolada a partir de la dosi emprada
en l'estudi amb el model muri de la MPSIIIB i en funcié del volum mitja del cervell

d’ambdues espécies.

Taula 8. Grup experimental cani

Identificacié
animal Pes Edat Tractament
Gos 1 16,5 kg 7 mesos  IC AAV9-CAG-cNaglu sense immunitzacio
Gos 2 12,5 kg 14 mesos IC AAV9-CAG-cNaglu sense immunitzacié
Gos 3 13,5 kg 14 mesos IC AAV9-CAG-cNaglu amb immunitzacio
Gos 4 15,0 kg 7 mesos  IC AAV9-CAG-cNaglu amb iimmunitzacié

El grup experimental el van formar 4 gossos Beagle als quals se’ls va administrar el vector
viral AAV9-cNAGLU directament al LCR per via intracisterna. Dos d’aquests gossos (Gos 3 i
Gos 4) havien estat préviament immunitzats per via intravenosa amb el vector viral AAV9-Nul.
IC: Intracisterna
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Tant 'administracié intravascular com intracisterna dels diferents vectors AAV9 va
ser tolerada correctament pels animals, sense alteracions en els parametres

hematologics ni bioquimics.

Durant el primer mes post-administracié intracisterna, es van prendre mostres
setmanals de sérum i de LCR per tal de determinar-hi els titols de NAbs i l'activitat
NAGLU. També es van realitzar analisis bioquimiques i hematoldgiques amb la finalitat
de seguir i monitoritzar I'estat dels 4 gossos. A partir del primer mes, les mostres es

van prendre mensualment (Figura 50)
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Figura 50. Disseny experimental. Per a la inducci6 de NAbs circulants contra AAV9 es va
administrar el vector AAV9-Nul per via intravenosa a dos gossos Beagle adults. Passat un mes, es
va administrar el vector AAV9-cNAGLU al LCR per puncié directa a la cisterna magna als dos
gossos préviament immunitzats i a dos gossos Beagle adults sense prévia immunitzacié. Durant el
primer mes post-injeccio intracisterna es van obtenir mostres setmanals de sang i de LCR, i a partir
d’aquest punt, les extraccions es van dur a terme mensualment.
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2.1. Deteccio d’anticossos neutralitzants contra AAV9 circulants i al LCR

Els NAbs circulants contra diferents serotips de AAV presenten una elevada
prevalenca en la poblacié humana (Boutin, 2010). En canvi, a diferéncia de la sang, els
titols de NAbs al LCR s6n comparativament més baixos en individus sans (Haurigot,
2013). Aquesta asimetria en els titols de NAbs és en gran deguda a la preséncia de la
BHE, que per la seva permeabilitat selectiva, en condiciona el seu pas des de la sang
cap al SNC.

Per tal de valorar el possible efecte inhibitori dels NAbs presents al LCR sobre la
transduccié cerebral del vector viral després de l'administracié intracisterna, als 4

gossos se’ls va determinar el seu titol tant al serum com al LCR (Taula 9).

Abans de I'administracié dels vectors virals (setmana 0 pels gossos 1 i 2, setmana
-6 pels gossos 3 i 4), tots els animals del grup experimental no van mostrar nivells
circulants detectables de NAbs contra AAV9 (Taula 9). A la setmana -6, es va
administrar el vector viral Nul als gossos 3 i 4, la qual cosa va donar lloc a la generacio

d’elevats titols de NAbs circulants contra la capsida viral (Taula 9).

Taula 9. Nivells de NAbs contra AAV9 al sérum i al LCR

Gossos no immunitzats Gossos immunitzats
Gos 1 Gos 2 Gos 3 Gos 4

Setmana Sérum LCR Sérum LCR Sérum LCR Sérum LCR
L) S-6 - - - - 1:1 - 1:1 -

S-5 - - - - 1:1000 - 1:316 -

S -1 - - - - 1:100 - 1:100 -
I:> SO0 <1:1 1:1 <1:1 1:1 1:100 1:1 1:1000 1:1

S1 1:1000 1:1 1:3160 1:1 1:1000 1:3,1 1:1000 1:1

Titols de NAbs al serum i al LCR de gossos Beagle amb i sense prévia immunitzacié contra AAV9.
La fletxa vermella indica la setmana dimmunitzacié; la fletxa blava indica la setmana
d’administraci6 intracisterna.

Passades 6 setmanes de la immunitzaci6 amb AAV9-Nul, es va administrar el
vector viral AAV9-cNAGLU als 4 gossos a la cisterna magna (setmana 0). En aquest
moment, els titols de NAbs al LCR eren indetectables, fins i tot als gossos préviament

immunitzats i amb elevats titols circulants de NAbs (Taula 9). Passada una setmana
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de I'administracio intracisterna (setmana 1), els NAbs al LCR es van mantenir en titols
practicament indetectables en els 4 gossos. Aquest fet confirma I'asimetria entre els
titols de NAbs circulants i del LCR atribuida a la preséncia de la BHE. Per contra, els
nivells de NAbs circulants dels gossos 1 i 2 que fins aquell moment havien estat
indetectables, una setmana després de I'administracio intracisterna magna van
augmentar significativament, i equiparant-se als titols mesurats en els gossos 3 i 4
immunitzats setmanes abans (Taula 9). L’'augment de NAbs circulants en els gossos 1
i 2 va ser indicatiu que, com en el cas de I'administracio intracisterna magna en
ratolins, el vector AAV9-cNAGLU administrat al LCR dels gossos també tenia la
capacitat de passar a circulacié sanguinia, on alhora es va generar una resposta en
forma de NAbs. Aquest fet ja s’havia observat préviament al nostre laboratori, on
també es van detectar titols elevats de NAbs circulants contra AAV9 quan aquest

vector havia estat administrat a la cisterna magna de gossos adults (Haurigot, 2013).

2.2. Efecte de la immunitat preexistent sobre I’activitat NAGLU del LCR

L’abséncia de NAbs contra la capsida del AAV9 al LCR dels 4 gossos, va
permetre observar elevats nivells d’activitat NAGLU al LCR després de I'administracio

intracisterna magna del vector viral AAV9-cNAGLU (Figura 51).

L'activitat NAGLU es va veure augmentada significativament una setmana
després de I'administracio intracisterna, podent-se diferenciar clarament de I'activitat
NAGLU endogena (Figura 51). D’aquesta manera, 'activitat NAGLU va assolir un pic
d’activitat durant les primeres setmanes, i va anar disminuint progressivament durant
les setmanes successives, arribant a nivells estables i significativament elevats
respecte dels nivells inicials previs a I'administracié intracisterna, i fins al final del
periode d’estudi (18 setmanes). En aquest punt, la transduccié del cervell per part del
vector viral AAV9-cNAGLU va donar lloc a la deteccid de nivells d’activitat NAGLU al

LCR d’entre 25 i 40 vegades superiors respecte dels valors basals.

-131-



Resultats

—0— fct-Gos1
16 - —o— Act-Gos2 [ 200
—8— Act-Gos 3 L 180
14 ~ —&— Apr-Gosd
k- WBC-Gos1 [ 160
12 -{r- WBC -Gos 2
-%- WBC-Gos 3
10 -dr - WBC-Gos 4

(Ifysain|-j@2) caMm

Actlvitat NAGLU (nmol/himl LCR)
B s W @

T

€-543-210123 456728 9101112131415161718

Temps (setmanes)
AAVI-Mul AAVI-cNAGLU

Figura 51. Evolucié de P'activitat NAGLU i del contingut en ceél-lules blanques al LCR.
Determinacié d’activitat NAGLU i contingut en cél-lules blanques (WBC) al LCR dels gossos
administrats intracisterna amb el vector viral AAV9-cNAGLU amb i sense prévia immunitzacio. La
fletxa vermella indica la setmana d'immunitzacié; la fletxa blava indica la setmana d’administracid
intracisterna del vector viral AAV9-cNAGLU. Valor d’activitat NAGLU al LCR = 0,183+0,010
nmol/h/ml de LCR (valor referent a la mitjana d’activitat NAGLU mesurada al LCR dels 4 gossos
préviament a 'administracio intracisterna).

Per tant, en aquest estudi es va demostrar una expressio estable i perllongada en
el temps de la proteina NAGLU canina al LCR 18 setmanes després de I'administracio
intracisterna magna del vector viral AAV9-cNAGLU. Aquest fet va ser indicatiu de la
transduccio del cervell cani per part del vector AAV9-cNAGLU administrat al LCR, que
alhora també esta d'acord amb observacions realitzades préviament al nostre
laboratori (Haurigot, 2013).

Paral-lelament a la determinacié d’activitat NAGLU, també es va avaluar la
possible reaccid inflamatoria post-administracio intracisterna magna. Excepte en el
Gos 1, lincrement d’activitat NAGLU al LCR no va anar acompanyat de pleocitosi
(Figura 51) ni tampoc d’'un augment en la concentracié de proteines totals (dades no
mostrades). Ambdds parametres, l'alteracié dels quals és indicativa d’'una possible
reaccio inflamatoria, es van mantenir dins els valors normals de referéncia (<5
cel-lules/pl i <25 mg/dl de proteina total). Tot i aixi, 'augment en el nombre de cél-lules
blanques (WBC) al LCR del Gos 1 va ser moderat (16 cel-lules/pl de LCR), i es va
veure normalitzat al final del periode d’estudi (Figura 51). Aquest augment podria ser
degut a la contaminacié amb sang de la mostra de LCR de la setmana 2, atribuida a la

puncioé accidental d’algun vas sanguini durant I'extraccio.
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Aixi, els nivells comparables d’activitat NAGLU al LCR assolits en tots 4 gossos
suggerien una eficiéncia de transduccié cerebral similar i comparable,

independentment dels titols de NAbs circulants especifics per a AAV9.

2.3. Efecte de ’administracio intracisterna de AAV9-cNAGLU a nivell somatic

Préviament, el nostre grup ja havia descrit que I'administracio intracisterna de
vectors AAV9 al LCR de gossos Beagle adults dona lloc a una transfeccio hepatica
difusa (Haurigot, 2013). Per tant, es va voler estudiar I'efecte de I'administracio
intracisterna del vector viral AAV9-cNAGLU sobre la transduccio hepatica. Per avaluar-
ne el grau de transduccio es va mesurar I'activitat NAGLU circulant en els 4 gossos,
perd a diferéncia de 'augment d’activitat NAGLU observat al LCR, l'activitat NAGLU
circulant no es va veure modificada després de I'administracio intracisterna (Figura
52A) en comparacioé als nivells d’activitat mesurats préviament a 'administracié viral
(setmana 0). Cal tenir en compte que els gossos utilitzats en aquest estudi eren
gossos sans amb activitat NAGLU endogena, per la qual cosa lactivitat NAGLU
derivada de la transduccidé hepatica podria no ser suficient com per fer augmentar

significativament els valors sérics normals.

D’altra banda, I'administracio intracisterna va ser ben tolerada per tots 4 gossos, ja
que cap d’ells va experimentar canvis en els parametres bioquimics ni hematologics
mesurats. Aquests es van mantenir dins els intervals normals de referéncia durant el

periode de duracio de I'experiment (Figura 52 B-G).

Per tant, I'abséncia d’alteracions secundaries derivades de I'administracié viral,
posen de manifest la tolerabilitat del tractament i la viabilitat de I'administracio
intracisterna magna del vector AAV9-cNAGLU independentment de la preséncia de

NAbs circulants contra la capsida.

Aixi, els resultats obtinguts amb I'administracié al LCR del vector AAV9 codificant
per la proteina NAGLU en els models muri i cani de la MPSIIIB, posen de manifest el
potencial terapéutic de I'aproximacido de terapia génica proposada en aquesta tesi
doctoral, i obren una possible via d’estudi per a la translacionabilitat de la terapia cap a

la clinica humana.
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Figura 52. Evolucié de I’activitat NAGLU circulant i dels parametres sanguinis. Determinacio
d’activitat NAGLU circulant (A), ALT (B), Fosfatasa alcalina (C), Creatinina (D), Urea (E), Proteines
totals (F) i Hemoglobina (G) en els gossos administrats intracisterna amb el vector viral AAV9-
cNAGLU amb i sense immunitzacié. Tots els parametres sanguinis es van mantenir dins els
intervals de normalitat. La fletxa vermella indica la setmana d’immunitzacio; la fletxa blava indica la
setmana d’administracio intracisterna del vector viral AAV9-cNAGLU.
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Discussio

La Mucopolisacaridosi tipus Ill, o Sindrome de Sanfilippo, és una malaltia
minoritaria genética d’heréncia autosomica recessiva, la qual s’estima que es presenta
amb una incidéncia combinada d’'un entre 70.000 naixements, essent el subtipus A el
més freqlent, seguit dels subtipus B, C i D, amb petites variacions segons l'area
geografica estudiada. En concret, la MPSIIIB és més prevalent en els paisos sud-
europeus, a excepcié de I'Estat Espanyol, on el subtipus predominant és 'A, el qual
s’hipotetitza que podria ser degut a un efecte migratori de la poblacié centre-nord
europea, ja que en aquesta area geografica, el subtipus A també és el més freqlent
(Delgadillo, 2013).

La MPSIIIB és una d’entre les 6000 i 8000 malalties minoritaries que s’estima que
existeixen, i una entre les prop de 50 LSDs descrites. Actualment no hi ha cap
tractament efica¢ ni definitiu per a la MPSIIIB, ni per la majoria de LSDs, i els
tractaments actuals dels quals es disposa s6n merament simptomatics i destinats a la
millora de la qualitat de vida tant dels pacients com del seu entorn familiar. La ERT és
actualment la terapia més exitosa per al tractament de la simptomatologia somatica
d’algunes LSDs (de Ruijter, 2011), per0 presenta linconvenient que I'enzim
recombinant és incapag¢ de creuar la BHE i, per tant, d’actuar sobre la patologia del
SNC. Aquest fet, juntament amb la necessitat de realitzar administracions periodiques
de I'enzim i I'elevat cost econdmic que suposen aquest tipus de terapies, fa necessari
el desenvolupament d’altres aproximacions terapéutiques per a LSDs amb afectacio
del SNC com la MPSIIIB. La limitacié en I'accessibilitat al SNC deguda a la preséncia
de la BHE, pot ser superada per molecules de baix pes molecular que poden creuar
lliurement aquesta barrera. Aixi, la propietat de difusié lliure a través de la BHE que
presenten els compostos de baix pes molecular és aprofitada per les terapies basades
en suplements alimentaris rics en isoflavones, concretament en Genisteina. Tot i la
seva capacitat per creuar la BHE (Tsai, 2005; Kloska, 2012), la genisteina ha
demostrat una limitada eficacia (en alguns casos nul-la) en millorar la funcié cognitiva
de pacients afectats de la Sindrome de Sanfilippo (Piotrowska, 2011; Delgadillo, 2011;
de Ruijter, 2012). Altres tractaments alternatius actualment en desenvolupament com
el transplantament de HSC, de hUCB o les terapies d’augment d’activitat enzimatica
basades en xaperones es troben encara en fases experimentals i els resultats
preliminars que se n’han publicat no mostren millores significatives respecte de la ERT
en el tractament de la Sindrome de Sanfilippo (Ficko-Blean, 2008; Garvuzova-Davis,
2009; Lau, 2013).

Davant la necessitat de desenvolupar noves terapies per al tractament de LSDs

amb afectacié del SNC, la terapia génica viral, concretament la terapia génica in vivo
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basada en vectors AAV, es postula com una de les alternatives més atractives.
Recentment, el nostre grup ha demostrat I'eficacia terapéutica de I'administracio al
LCR d'un vector AAV9 codificant per I'enzim sulfamidasa en ratolins models de la
MPSIIIA (Haurigot, 2013). Degut a la similitud entre la MPSIIIA i la MPSIIIB en quant a
etiologia, patofisiologia i simptomatologia, el principal objectiu de la present tesi
doctoral es va centrar en desenvolupar una aproximacio de terapia génica basada en
'administraciéo del vector viral AAV9 codificant per 'enzim NAGLU muri (AAV9-

mNAGLU) a la cisterna magna de ratolins models de la MPSIIIB.

En primer lloc, es va dur a terme una avaluacié de la biodistribucié del vector viral
AAVI9-mNAGLU administrat directament al LCR via cisterna magna. Tant en ratolins
mascles com femelles MPSIIIB, després de 'administracié de 3x10"° vg/ratoli, es van
detectar genomes virals a tot el SNC aixi com també en organs i teixits somatics com
el fetge o la melsa, responent a I'amplia biodistribucié i capacitat del serotip 9 per
accedir a la circulacié sanguinia quan és administrat al LCR. Es desconeix la via i el
mecanisme exacte pel qual aquest vector viral pot passar a la circulacié sanguinia un
cop administrat al LCR, tot i que degut a l'estreta comunicacié entre aquests dos
medis, el pas es podria donar per diferents vies. Una d’elles podria ser a través de la
BHE, ja que el AAV9 és capag¢ de creuar-la, i d’aquesta manera arribar a circulacio
sanguinia i distribuir-se per tot I'organisme. Un segon punt de comunicacié entre el
LCR i el torrent circulatori és a través de la barrera sang-LCR (Laterra, 1999), que ve
donada pels capil-lars sanguinis localitzats als plexes coroidals (Figura 9), encarregats
de la produccié del LCR. En aquest punt, també hi ha estreta comunicacié entre el
LCR i la sang, de manera que el plexes coroidals suposen una important ruta per a
I'intercanvi de substancies entre aquests dos medis (Laterra, 1999). Aquest estret
contacte, el podrien aprofitar els vectors virals per creuar aquesta barrera i assolir la
circulacié sanguinia. Una tercera via de comunicacié és a través del sistema limfatic
(Boulton, 1996; Zakharov, 2003), ja que part del LCR també drena cap a aquest
sistema, que alhora, acaba comunicant-se amb el sistema circulatori. Les particules
virals administrades al LCR podrien passar al sistema limfatic, on una part podrien ser
retingudes als noduls limfatics, com suggereixen els resultats de biodistribucié del
vector AAV9-mNAGLU, en qué una part del vector és detectat als noduls limfatics
mandibulars (Taula 6). Una altra part del vector podria seguir pel sistema limfatic i
acabar drenant a la sang. Per ultim, el LCR també drena directament a la sang a
través de les granulacions aracnoidals del sinus sagital, fet que també podrien

aprofitar els vectors virals per passar al sistema circulatori. De totes maneres, la via o
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vies per les quals té lloc aquest pas sén encara desconegudes i calen més estudis per

tal d’elucidar-ne els mecanismes.

L’amplia transduccié observada a nivell de genomes virals al SNC del ratoli
MPSIIIB es va traduir en un augment significatiu de l'activitat enzimatica NAGLU al
cervell, d’entre 4 a 8 vegades respecte de I'activitat mesurada en ratolins WT. Aquesta
activitat incrementada al SNC va donar lloc a la normalitzacié del contingut en GAGs
de totes les zones del cervell analitzades. Aquest fet es va observar en més detall
mitjangant imatges d’ultraestructura, on la disminucid dels nivells de GAGs es va
observar també en les cél-lules glials perineuronals, que van veure corregides les
inclusions citoplasmatiques en ratolins MPSIIIB administrats amb el vector viral
terapéutic en comparacié amb els ratolins control de la injeccid, administrats amb el
vector viral Nul. La correccié de la distensio lisosdmica va ser quantificada a través
d’analisis immunohistoquimiques contra la proteina marcadora de lisosomes LIMP-2.
La quantificaciéo de la senyal positiva per LIMP-2 va ser normalitzada en totes les
regions del cervell analitzades de ratolins MPSIIIB tractats amb el vector viral
terapéutic. El tractament també va donar lloc a la reversié de 'homeostasi lisosdmica,
normalitzant les activitats enzimatiques d’altres enzims lisosomics de degradacio. A
banda de la patologia d’acumulacié lisosomica, el tractament amb AAV9-mNAGLU
també va permetre corregir la neuroinflamacié caracteristica del model animal,
normalitzant la microgliosi i I'astrocitosi, aquesta ultima també descrita en avaluacions

post mortem de pacients humans afectats de MPSIIIB (Tamagawa, 1985).

Els processos neuroinflamatoris amb activaci6 de la micrdglia han estat
préviament descrits i caracteritzats en el model muri de la MPSIIIB (Ohmi, 2003).
Aquests estudis han demostrat l'existéncia d'estrés oxidatiu i de processos
autoimmunitaris amb activacié de cél-lules de la microglia com a processos clau en el
desenvolupament de la patologia del SNC. L’analisi de I'expressié génica al cervell de
ratolins MPSIIIB duta a terme en la present tesi doctoral, també va posar de manifest
el paper clau d’aquest tipus cel-lular en el desenvolupament de la patologia del SNC.
Tot i observar-se una desregulacio de gens implicats en estrés oxidatiu, immunitat o en
la funcié degradativa lisosomica, prop del 50% dels gens diferencialment expressats al
cervell de ratolins MPSIIIB-Nul estaven significativament enriquits en gens
caracteristics de cél-lules de la microglia. No obstant, el tractament intracisterna
magna amb el vector AAV9-mNAGLU va donar lloc també a la normalitzacié de
I'expressio de la majoria d’aquests gens, de tal manera que el perfil d’expressid génica

dels ratolins MPSIIIB tractats va ser molt similar al perfil dels ratolins WT.
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D’altra banda, estudis més recents d’expressié génica al cervell i a nivell sanguini
realitzats en el mateix model animal, demostren una desregulacié significativa de gens
relacionats amb la neurodegeneracié (Naughton, 2013). Tot i que la patologia
neurodegenerativa ha estat descrita en el ratoli MPSIIIB, amb l'analisi d’expressié
génica duta a terme en la present tesi doctoral, no es va poder observar cap gen amb
expressio alterada relacionat amb aquest procés en el grup de ratolins MPSIIIB-Nul.
Aquest fet podria ser degut a qué la marcada sobreexpressié de gens immunitaris i de
la microglia puguin emmascarar variacions d’expressi6 més moderades de gens

associats amb processos de neurodegeneracio.

Alhora, molts dels gens sobreexpressats al cervell del ratoli MPSIIIB també s’han
observat augmentats en models animals d’altres malalties com la MPSI (Ohmi, 2003) i
la MPSVII (Parente, 2012), suggerint la participacid de processos similars en el
desenvolupament de la patologia del SNC en aquestes LSDs. Tot i aixi, el fenotip més
sever s’ha observat en el ratoli MPSIIIB, en comparacido amb els altres dos models
(Parente, 2012). La diferéncia entre aquests 3 subtipus de MPS és el GAG acumulat,
que en el cas de la MPSIIIB és el HS, fet que el situa com el possible desencadenant
del major grau de severitat observat. Esta descrit que el HS, a diferéncia d’altres
GAGs, juga un paper important en la regulacié de la plasticitat neuronal, que alhora
esta alterada en el cervell del ratoli MPSIIIB implicant una pérdua en la capacitat de
resposta al dany cel-lular (Li, 2002). A més, el HS també pot actuar com a receptor de
baixa afinitat per FGF-2 (Factor de Creixement de Fibroblasts tipus 2) regulant el
creixement i la proliferacié astrocitaria (Yayon, 1991). El FGF-2 té també una funcio
neuroprotectora i activadora de la proliferacié neuronal, i s’ha trobat disminuit al cervell
del ratoli MPSIIIB, el qué explicaria I'elevada taxa d’apoptosi i la reduccié de la
proliferacié neuronal observades en aquesta malaltia (Li, 2002). Per tant, aquestes
observacions suggereixen un paper important del HS tant en el procés de

neurodegeneracio com en el de neuroinflamacio.

Tot i aixi, I'estratégia terapeutica basada en I'administracié intracisterna magna del
vector viral AAV9-mNAGLU al LCR de ratolins MPSIIIB va permetre corregir la
patologia del cervell, que alhora és l'drgan més severament afectat en aquesta

patologia.

L’eleccié de I'administracié del vector directament al LCR enlloc de fer-ho per via
sistemica es va fer principalment degut a I'impossibilitat de la majoria de serotips de
AAV per creuar la BHE. Aixi, I'administracié directa al SNC (intraparénquima o

directament al LCR) resulta la via més efectiva per a 'administracié dels vectors virals
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terapéutics. Estudis previs en ratolins de la MPSIIIA mostren com l'administracio
intramuscular del serotip 1 o intravascular del serotip 8, codificants per la sulfamidasa
murina, sén capagos d’alleujar o de revertir la patologia somatica, respectivament, tot i
que sense eficacia terapéutica al SNC (Ruzo, 2012a). Contrariament, la correccio
somatica si que es veu acompanyada per una millora en la funcié cognitiva dels
ratolins models de MPSIIIA (Ruzo, 2012b) i MPSIIIB (Fu, 2011) quan s6n administrats
per via intravenosa amb vectors AAV9 codificants per les corresponents proteines
deficitaries. Aquesta correccio és atribuible a la capacitat d’aquest serotip per creuar la
BHE i transduir el SNC (Foust, 2009; Duque, 2009).

L’administracid intravenosa de vectors virals, tot i tractar-se d'un metode
d’administracié poc invasiu i que no requereix de procediments quirurgics especials, no
es presenta com la millor opci6 terapéutica per a malalties del SNC. D’'una banda, hi
ha l'inconvenient de I'escalabilitat de dosi per al tractament de pacients humans, ja que
es fan necessaries elevades dosis virals. Aquest fet implica la produccio de
preparacions virals amb elevats titols de vectors AAV que alhora porten associat un
elevat cost economic de produccié. D’altra banda, un segon inconvenient recau en el
fet que els vectors AAV administrats per aquesta via, poden ser retirats de circulacio
abans d’arribar al teixit diana degut a la preséncia de NAbs circulants contra
determinats serotips de AAV, habituals en I'espécie humana (Boutin, 2010). Un tercer
inconvenient implica I'activacié del sistema immunitari degut a I'exposicié sistémica
d’'una elevada carrega viral d’aquest tipus de vectors, que pot promoure una resposta
immunitaria amb activacié de respostes cel-lulars amb limfocits T CD8" (Manno, 2006;
Mingozzi, 2007; Mingozzi i High, 2011) o limfocits T CD4+ (Murrey, 2014). La resposta
cel-lular contra els AAV, pero, és depenent de dosi (Manno, 2006) quan els vectors
sén administrats per via intravenosa, essent les dosis baixes capaces de no donar lloc

a una resposta cel-lular citotdxica (Mingozzi i High, 2011).

Una segona rad per la qual es va escollir 'administracio directa al LCR del vector
AAV9-mNAGLU, va ser la de disminuir la dosi viral administrada per animal. Aquest
tipus d’administracions resulten una bona alternativa tant per disminuir
considerablement les dosis virals necessaries per obtenir un efecte terapéutic similar o
comparable —la qual cosa també es tradueix amb un abaratiment significatiu dels
costos i temps de produccié dels vectors—, com per evitar I'activacié del sistema
immunitari, ja que el SNC es tracta d’'un drgan immunoprivilegiat. L’administracio de
vectors virals al SNC es pot dur a terme a través de dues vies principals: per punci6 al
parénquima cerebral o bé per administracié directa al LCR. El primer cas presenta la

limitacid de la difusié del vector viral respecte del punt d’injeccio, ja que aquesta es veu
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restringida, la qual cosa es tradueix amb un menor efecte terapéutic a igualtat de dosi
en comparacio a una administracio directa al LCR (Cressant, 2004; Ciron, 2006; Ciron,
2009; Souweidane, 2010; Ellinwood, 2011). A més, degut a I'existéncia d’un limit en el
nombre d’injeccions i de zones cerebrals en les quals la injeccié es pot realitzar de
forma segura, 'administracié intraparénquima resulta poc eficient per a la transduccio
d’estructures més profundes del SNC (Souweidane, 2010). En aquest sentit, en un
assaig clinic per a la malaltia de Canavan basat en I'administracié intraparénquima de
AAV2 codificant per 'enzim Aspartoacilasa (deficitari en aquesta malaltia) en pacients
de la malaltia, no es va observar recuperacid del cerebel ni del tronc encefalic, fet
atribuible a la limitada difusié del vector viral i a la incapacitat per fer arribar 'enzim fins
a aquestes estructures. En conseqliéncia, es va veure limitada I'eficacia terapéutica a
llarg termini (Leone, 2012). Per tant, les aproximacions de terapia génica basades en
aquesta via d’administracid6 fan necessaries multiples injeccions a diferents
profunditats del parénquima cerebral per tal d’assolir la maxima biodistribucio i,

conseqiientment, un major efecte terapéutic.

A diferéncia de la via intraparénquima, I'administracié directa al LCR, molt menys
invasiva, permet una major biodistribucié del vector viral a tot el SNC (Passini, 2003;
Fraldi, 2007; Fu, 2010; Samaranch, 2012; Dayton, 2012; Samaranch, 2013; Haurigot,
2013; Dirren, 2014; Bucher, 2014). En aquest tipus d’aproximacions, el LCR, que es
troba envoltant tot el SNC, actua com a medi de transport per tal de facilitar la
distribucio del vector viral. Un dels punts més accessibles al LCR és la cisterna magna,
localitzada a la part posterior del cervell dels vertebrats, entre la base del crani i la
primera veértebra cervical, i a la qual s’hi pot accedir facilment a través del foramen
magnum. La cisterna magna és facilment accessible en ratolins i gossos i la seva
puncio és utilitzada en medicina veterinaria de forma rutinaria per fer extraccions de
LCR. En canvi, aquest no és un procediment estandard en medicina pediatrica
humana degut a la petita mida de la cisterna magna en comparacio a la dels animals i
a la seva proximitat a centres vitals. D’aquesta manera, una via alternativa i segura per
accedir i administrar compostos directament al LCR, entre ells vectors virals, és a
través dels ventricles cerebrals laterals, ja que la ventriculostomia s’utilitza amb
freqiéncia com a eina diagnodstica i terapéutica en medicina humana (American
Association of Neurological Surgeons, 2006). En models animals i en termes de
biodistribuci6 de vectors virals al SNC quan son administrats al LCR, les
administracions per via intracisterna o intraventricular s6n comparables i equivalents
(Haurigot, 2013), facilitant la possible translacionabilitat d’aquesta ruta d’administracio

per a la clinica humana.
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D’altra banda, a nivell somatic, 'administracio de vectors AAV9 al LCR també s’ha
vist que és capag de donar lloc a la transduccié hepatica i a la correccio de la patologia
somatica en el model muri de la MPSIIIA (Haurigot, 2013). De la mateixa manera, el
tractament amb el vector viral AAV9-mNAGLU descrit en la present tesi doctoral va
donar lloc a la transduccié hepatica i, conseqientment, a un augment d’activitat
NAGLU circulant. En el cas dels ratolins MPSIIIB mascles tractats amb el vector viral
terapéutic, l'activitat enzimatica tant hepatica com circulant va experimentar un
augment de 8 vegades respecte de l'activitat NAGLU mesurada en ratolins WT. En
canvi, en el grup de femelles tractades, 'augment d’activitat hepatica va ser de 2,5
vegades respecte de les femelles WT. Aquest augment, contrariament a I'observat en
mascles, unicament va donar lloc a un increment d’activitat moderat del 30% respecte
de l'activitat WT. La discordanca entre l'activitat hepatica i circulant ja ha estat
préviament descrita en el model muri de la MPSIIIA al nostre laboratori en una
aproximacié de terapia génica similar (Haurigot, 2013). Tot i aquestes diferéncies,
I'enzim circulant en ratolins d’'ambdds sexes (majoritariament produit pel fetge) es va
fer accessible a la resta d'organs i teixits somatics, donant lloc a la normalitzacié dels
nivells de GAGs de la majoria d'ells. Tot i aixi, als ronyons i a la bufeta urinaria només
s’hi va observar una disminucié del contingut en GAGs, sense assolir els nivells
normals dels ratolins sans. Els ronyons ja han demostrat ser refractaris al tractament
basat en aproximacions de terapia génica en aquest i d’altres models animals de LSDs
(Dickson, 2008; Donsante, 2007; Fu, 2007; Garcia, 2007; McCarty, 2009; Fu, 2011;
Ruzo, 2012a; Haurigot, 2013). Com en el cas del cervell, el tractament intracisterna
magna també va donar lloc a la normalitzaci6 de I'homeostasi lisosdmica hepatica,
mostrant la correccio d’activitats enzimatiques d’altres hidrolases acides implicades en

els processos de degradacié lisosomica.

Per tant, el fet d’'observar correccié de la patologia somatica tot i els baixos nivells
d’activitat enzimatica circulant posa de manifest que no cal assolir els valors d’activitat
dels individus sans per donar lloc a una reversié de la patologia. Diversos estudis
suggereixen I'existéncia d’un llindar d’activitat enzimatica minim en moltes LSDs per
sobre del qual I'enzim lisosdmic és capag¢ de corregir 'acumulacié lisosomica
patologica (Desnick, 2004; Donsante, 2007; Garcia, 2007; Valstar, 2010b). Aquest
llindar se situa entre 1% i el 10% de [l'activitat normal tant en cultius cel-lulars
(Desnick, 2004) com en models murins de MPSVII (Donsante, 2007) i MPSII (Garcia,
2007), aixi com també en pacients humans de MPSIIIA amb fenotip lleu (Valstar,
2010a). Per tant, s’acostuma a relacionar un llindar minim del 5%-10% d’activitat

enzimatica com a minima i necessaria per donar lloc a una correccié o alentiment de la
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patologia lisosdmica. L’existéncia d’aquest llindar explicaria I'evoluci6 més lenta
observada en els malalts amb les variants de MPSIIIB de fenotip atenuat (Moog, 2007;
Valstar, 2010b), on l'activitat residual NAGLU seria capag¢ de fer front a 'acumulacio

sostinguda de GAGs lisosdmics i disminuir la progressio de la patologia.

L’activitat NAGLU circulant de ratolins MPSIIIB d’ambdds sexes administrats
intracisterna magna amb el vector viral AAV9-mNAGLU es va mantenir en nivells
estables i constants al llarg del temps. Aixi, ratolins MPSIIIB mascles de 20 mesos
d'edat i femelles de 16 mesos (després de 18 mesos i 14 mesos d’haver rebut
'administraciéo del vector viral, respectivament) seguien mostrant nivells circulants
d’activitat NAGLU comparables als mesurats després de 3 mesos de tractament.
Aquest fet esta d’acord amb que una Unica administracioé del vector viral al LCR déna
lloc a nivells constants i a llarg termini de produccié de la proteina terapéutica, la qual
cosa implica que aquesta estratégia pot suposar el tractament de per vida, sense

necessitat d’haver de realitzar re-administracions.

L’elevat increment suprafisiologic entre 4 i 8 vegades d’activitat NAGLU al SNC i al
fetge, aixi com també al sérum de ratolins mascles no van suposar un problema de
toxicitat derivat de 'augment d’activitat enzimatica i degradacié excessiva de HS, ja
que com totes les hidrolases acides lisosdmiques, Unicament esdevenen actives al pH
acid que els ofereix I'entorn lisosomic, mentre que al pH sanguini o citosdlic es
mantenen inactives (Cooper, 2000). Tot i aixi, davant els elevats nivells d’activitat
NAGLU assolits, es fa necessari realitzar un estudi de dosi-resposta per tal de trobar la
minima dosi terapéutica que permeti disminuir la dosi viral fins a assolir aquella que
doni lloc a una activitat enzimatica suficient com per observar efectes terapeutics i

correcci6 de la patologia tant somatica com del SNC.

D’altra banda, cal destacar les diferéncies entre ratolins MPSIIIB mascles i
femelles observades en lactivitat NAGLU circulant i hepatica, degut a la seva
importancia de cara a la clinica humana. A nivell hepatic, els nivells d’activitat NAGLU
de les femelles tractades amb la mateixa dosi de vector que els mascles, mostren un
augment més moderat, de 2,5 vegades respecte de les femelles WT. Alhora, aquest
fet es tradueix en una disminucio significativa de I'activitat NAGLU circulant, que no
arriba a assolir els nivells normals d'un ratoli WT. Aquesta disminucié ha estat ja
préviament observada en d’altres estudis similars amb transduccié hepatica de vectors
AAV al fetge de models animals murins i canins (Ruzo, 2012b; Wang, 2005; Haurigot,
2013), on la disminuci6 d’activitat associada a un menor grau de transducci6 hepatica

és independent del promotor o de la soca utilitzada (Ruzo, 2012a i 2012b; Davidoff,
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2003). A més, estudis amb ratolins mascles castrats i consequentment, amb baixos
nivells de testosterona, mostren una disminucié en la transduccié hepatica per AAV,
mentre que femelles tractades amb testosterona mostren nivells de transduccié
hepatica comparables als de mascles WT. Per tant, I'estudi suggereix un efecte
androgeénic en la transduccio hepatica per AAV (Davidoff, 2003). Tot i aquests estudis
previs descrivint una menor transduccié hepatica, en els resultats presentats en
aquesta tesi doctoral no s’observen diferéncies significatives entre mascles i femelles
en la biodistribucié del AAV9-mNAGLU al fetge. Per tant, tot i mostrar uns nivells de
particules virals hepatiques similars, I'activitat NAGLU en aquest organ i circulant es
veu reduida en les femelles en comparacié amb el grup de mascles. Aquest resultat
esta d’acord amb els resultats obtinguts recentment pel nostre grup en el model muri
de la MPSIIIA (Haurigot, 2013), on tot i presentar nivells comparables de genomes
virals al fetge entre mascles i femelles, I'activitat enzimatica tant hepatica com circulant

també es veuen reduides.

Les diferéncies de génere en la transduccid del fetge podrien suposar un
inconvenient a I'hora de tractar nenes afectades de MPSIIIB. Tot i aixi, un estudi recent
realitzat en primats no humans mostra com la els nivells de transduccié hepatica
assolits amb vectors AAV administrats per via intravenosa no es veuen alterats entre
mascles i femelles (Binny, 2012). Aquests resultats juntament amb la proximitat
filogenética entre els I'especie humana i els primats no humans, suggereixen que no
cal dissenyar protocols especifics amb androgens en pacients femenines per tal
d’assolir nivells de transduccié hepatica similars als de pacients masculins (Binny,
2012). Per tant, es posa de manifest la importancia a I'hora d’escollir 'espécie animal

d’estudi en els assajos preclinics.

La correccio dels problemes de comportament associats a la patologia aixi com
també la millora en la supervivéncia son dos dels parametres que es tenen en major
consideracio a I'hora d’avaluar I'efectivitat d’'una terapia, i que alhora tenen un major
impacte clinic. En aquest estudi s’ha demostrat com a partir d’'una Unica administracio
al LCR del vector viral AAV9-mNAGLU s’ha assolit un augment significatiu de la
supervivéncia dels ratolins MPSIIIB tractats a més de veure’s corregides també les
principals alteracions de comportament, després de 3 mesos de tractament. Per tant, a
banda de la correccié observada a nivell cel-lular, aquesta també es va donar a nivell
funcional. Tot i aixi, cal destacar que els resultats obtinguts amb la prova de I'Open-
field s6n oposats als observats per gran part dels grups amb el mateix model animal o
en models animals d’altres MPS (Cressant, 2004; Heldermon, 2007; Canal, 2010;

Langford-Smith, 2011), en particular pel qué fa a I'activitat exploratoria. Aquests grups
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han descrit un comportament més hiperactiu dels ratolins malalts en comparaciéo amb
els ratolins control, caracteristica oposada a les observacions obtingudes en la present
tesi doctoral. Les diferéncies d’edat, de sexe i sobretot, les diferents condicions
ambientals d’estabulaci6 i les condicions en les quals es realitzen aquests estudis de

comportament podrien explicar les diferéncies observades entre grups.

D’aquesta manera, el conjunt de resultats observats en el model muri de la
MPSIIIB, van mostrar com la terapia génica pot oferir una via alternativa per al
tractament de la MPSIIIB, extrapolable a d’altres LSDs. L’avantatge d’aquesta
aproximacioé resideix en el fet que no cal una transduccié del vector viral del 100% de
les cel-lules afectades, ja que els enzims lisosdomics solubles, gracies als residus de
M6P que els caracteritzen, poden ser secretats al torrent circulatori i ser reconeguts
pels receptors de M6P de totes les cél-lules de I'organisme que expressin aquest
receptor a la membrana plasmatica (Desnik i Schuchman, 2002; Enns i Huhn, 2008).
Tot i aixi, un dels inconvenients d’aquest tipus de terapies recau en el tractament de
les LSDs causades per defectes en enzims lisosbmics de membrana, que al no
adquirir la M6P terminal, no son secretats al medi extracel-lular, i per tant no poden ser
captats per cél-lules veines. En aquests casos, caldria desenvolupar una estratégia
terapéutica diferent destinada a la transduccié del maxim nombre de cél-lules
afectades possible, tant a nivell central com somatic, per tal d’assolir el major nombre

possible de cél-lules amb la copia correcta del gen deficitari.

Un segon inconvenient que es pot presentar en les terapies basades en el
subministrament de la forma corregida de la proteina deficitaria (ja sigui per ERT o per
aproximacions de terapia génica), és el rebuig d’aquesta en pacients amb mutacions
sense sentit. La proteina corregida pot exposar epitops que el sistema immunitari del
pacient no reconegui com a propis, i en consequéncia es podria generar una resposta
immunitaria humoral contra I'enzim lisosomic, eliminant-lo de 'organisme i disminuint

els efectes terapéutics fent inutil la terapia.

Un cop provada l'eficacia terapéutica del tractament intracisterna amb AAV9-
MNAGLU en el model muri de la MPSIIIB, es va voler avaluar la translacionabilitat del
procés en un model animal més gran. La validacié en models animals grans de les
aproximacions de terapia génica que hagin demostrat la seva eficacia en models
murins com el ratoli, suposa un pas essencial i necessari per tal d’avancar cap a la
clinica humana. El gos, com a model animal, ha estat ampliament utilitzat per a

aquestes finalitats, principalment com a bon model per a I'estudi de la farmacocinética i
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biodistribucid de vectors AAV9 quan aquests sén administrats directament al LCR per

via intracisterna o als ventricles laterals del cervell (Haurigot, 2013).

A banda dels models canins, altres models animals han estat utilitzats per a
estudis farmacocinétics i de biodistribucié dels AAV quan s6n administrats directament
al LCR (Samaranch, 2012; Gray, 2013; Passini, 2014). Aquests estudis s’han realitzat
en primats, i en conjunt suggereixen que I'administracio directa de AAV al LCR permet
la transduccié difusa de diferents arees del cervell i de la medul-la espinal amb unes
dosis que son escalables per a animals més grans i per a humans. L'inconvenient
d’utilitzar els primats com a model animal per a I'estudi de la transduccié del SNC amb
AAV és la seva mida. En general sén animals petits (d’entre 3 i 6 kg), la qual cosa
també comporta una mida de cervell més petita respecte del cervell huma, que alhora
permet una difusié dels AAV cap a zones més profundes del cervell. Aquest fet
dificulta establir una bona correlacio de la difusié d’aquests vectors virals en cervells
d’animals més grans i, en conseqiéncia, també en cervells humans. En aquest sentit,
també s’han dut a terme administracions intratecals de AAV9 a nivell lumbar en
animals de major mida, concretament en porcs, on s’ha observat una amplia
biodistribucié del vector al llarg de la medul-la espinal, tot i que els maxims nivells de
transduccié es localitzen al voltant del punt d’administracid, amb una disminucio
progressiva de ceél-lules transduides en relacid6 a la distancia al punt d’injeccié

(Federici, 2011). Aquest fet suggereix també una menor transduccié del cervell.

El gos ofereix certes avantatges respecte d’altres models. En primer lloc, el gos ha
demostrat ser un bon model que permet predir els resultats obtinguts posteriorment en
assajos clinics de protocols de terapia génica en humans, com en el cas de I’hemofilia
o ’Amaurosi Congenita de Leber (Gonin i Gaillard, 2004; Manno, 2006; Casal i
Haskins, 2006). En segon lloc, la mida mitjana d’un gos adult (12 kg) és mes rellevant
de cara a la poblacié d’estudi, en aquest cas nens afectats per la MPSIIIB, que d’altres
models animals, com ho poden ser els porcs o els models primats no-humans. A més,
els gossos suposen el pas logic entre els 25 grams de pes d’'un ratoli i els 13 — 17 kg
de pes d’'un nen d’entre 2 i 5 anys. En tercer lloc, la puncié intracisterna magna en
gossos és una practica veterinaria relativament comu. Per ultim, a diferéncia del cervell
muri, la mida del cervell d’'un gos adult, més semblant a la d’'un nen, pot suposar una
predicci6 més acurada dels efectes de la penetracid i biodistribucié dels AAV al
parénquima cerebral després de la seva administracio directa al LCR. Per aquestes
raons, la prediccié en la biodistribucié del vector viral administrat a la cisterna magna

en el gos seria més propera que en models primats no humans.
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En el cas dels humans, tot i no haver-hi dades de biodistribuciéo de AAV9 quan és
administrat al LCR, si que es disposa de dades de biodistribucié6 de compostos
dipositats al LCR que podria significar una primera aproximacio per tal de predir la
localitzacié dels vectors virals al LCR. En un estudi en el qual s’avalua I'eficacia de les
terapies basades en I'administracié d’aminoglicosids, aquests sén detectats en molt
baixa quantitat als ventricles cerebrals quan sén administrats al LCR a nivell lumbar,
mentre que quan sén administrats als ventricles cerebrals, es poden detectar a
elevades concentracions tant a nivell dels propis ventricles com a nivell lumbar,
indicant que la via intraventricular pot donar lloc a una millor distribucié dels productes

administrats per aquesta via al LCR (Cook, 2009).

Recentment, el nostre grup ha publicat un estudi on es demostra que el patr6 de
biodistribucio del vector viral AAV9 quan és administrat directament al LCR a través de
la cisterna magna de gossos Beagle adults, és molt semblant a 'observat en el model
muri (Haurigot, 2013). S’observa transduccié de diferents tipus cel-lulars del cervell i
del fetge aixi com també la deteccié al cervell de la proteina per la qual codifiquen
(Haurigot, 2013). En el mateix estudi es demostra la capacitat de transducci6é del
vector AAV9 al SNC quan és administrat al LCR, independentment de I'existéncia

d’anticossos neutralitzants (NAbs) circulants contra les proteines de la capsida viral.

Els AAV sén virus no patogénics perd que no obstant, una gran majoria de la
poblacié és seropositiva per algun dels serotips, amb prevalenga variable de NAbs en
funcié del serotip. Sembla que hi ha un fenomen de seroconversi6 amb I'edat, de
manera que els nens menors de 2 anys solen ser seronegatius per la majoria de
serotips i els titols de NAbs augmenten progressivament amb l'edat, generalment a
I'inici de I'escolaritzacié (Calcedo, 2011). EI AAV que mostra una major seropositivitat
a la poblaci6 sana és el AAV2, amb aproximadament el 60% de la poblacio
seropositiva per aquest serotip, mentre que només un 30% ho és per AAV9, i amb

titols de NAbs significativament més reduits (Boutin, 2010).

La presencia de NAbs circulants contra determinats serotips de AAV, suposa el
principal factor limitant en els tractaments de terapia génica basats en I'administracié
intravenosa de AAV (Manno, 2006; Scallan, 2006), ja que ddéna lloc a I'eliminacié del
vector viral circulant, evitant aixi la transduccié d’organs i teixits, i consequentment
impedeix I'expressié de la proteina terapéutica a nivell sistéemic, com suggereixen
estudis recents realitzats en models animals primats no humans després de ser
administrats per via intravenosa amb AAV9 (Gray, 2011; Murrey, 2014). En el cas

concret de la terapia basada en I'administracié d’un vector viral AAV9 codificant per la
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NAGLU humana directament al LCR, la neutralitzacid de les particules virals de la
sang, comportaria la impossibilitat de corregir la patologia somatica en tots aquells
organs i teixits somatics no transduits pel vector. Per aquesta rad, és de vital
importancia evadir la resposta immune iniciada per aquests anticossos per tal

d’assegurar la maxima biodistribucié del vector.

La principal alternativa per tal d’evitar o atenuar la resposta immunitaria en el
tractament de pacients humans és la immunosupressio dels mateixos prévia a
'administracié del vector viral, com ja es duu a terme en diferents estudis clinics
basats en [l'administraci6 de AAV (Ferreira, 2014; Tardieu, 2014). Aquesta
immunosupressid, a diferéncia del transplantament d’dérgans o de les malalties
autoimmunitaries, és transitoria. Tot i aixi, hi ha d’altres alternatives que han mostrat
ser efectives. D’'una banda, el disseny de nous vectors virals amb petites variacions de
les proteines de la capsida proteica s’estan desenvolupant per tal de superar aquest
inconvenient (Bartel, 2011). Recentment també s’estan desenvolupant estratégies
alternatives per tal de disminuir al maxim els titols de NAbs circulants. Una d’aquestes
estrategies consisteix en fer varis cicles de plasmaféresi previs a I'administracié del
vector viral, que ha demostrat ser efectiva en reduir els titols circulants de NAbs
(Monteilhet, 2011). Una segona alternativa recentment avaluada es basa en la co-
administracié de capsides buides juntament amb els vectors virals codificants per la
proteina terapéutica (Mingozzi, 2013). D’aquesta manera, les capsides buides
administrades a nivell sistémic actuarien unint el maxim nombre d’anticossos circulants
permetent una major biodisponibilitat de vectors virals terapéutics. Aquesta estratégia
permetria una millora en la transduccio viral a nivell somatic. Tot i aixi, dosis elevades
de capsides podrien donar lloc a una activacié immunitaria de cel-lules T contra la
capsida proteica, la qual cosa limitaria i eliminaria la duracié d’'una posterior expressio
génica (Mingozzi i High, 2013). A més a més, la co-administracié genera una situacio
de competéncia per uni6 el receptor cel-lular del AAV, per la qual cosa la transduccio
cel-lular per part del vector terapéutic es podria donar de forma menys eficient (Masat,
2013).

Per tant, es fa imprescindible la recerca de métodes basats en evadir la resposta
immunitaria contra els tractaments de terapia génica per tal de minimitzar I'aparicié
d’efectes secundaris no desitjats i poder incloure en els diferents estudis al major
nombre de malalts possible. Per aquest rad, és necessari detectar i diagnosticar la
malaltia amb celeritat i a una edat primerenca, quan els nens encara no han tingut
contacte amb els AAV salvatges i no han desenvolupat encara anticossos contra els

diferents serotips.
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Tot i aixi, I'asimetria entre el contingut de NAbs de la sang i del LCR, essent molt
més baixos i practicament indetectables al LCR (Gray, 2013; Haurigot, 2013), permet
que les aproximacions de terapia génica basades en I'administracié al LCR de AAV

sigui factible i suposi un nou avantatge respecte de I'administracio intravascular.

Per aquesta rad, en l'dltima part de la present tesi doctoral es va escollir el gos
Beagle com a espécie intermédia entre la murina i la humana per a 'estudi d’expressio
de la proteina NAGLU quan aquesta es administrada a través d’'un AAV9 directament
al LCR. En aquest sentit, el vector codificant per la NAGLU canina optimitzada es va
administrar per via intracisterna magna i se’n va valorar la seva expressié a llarg

termini al LCR de gossos Beagle adults amb i sense prévia immunitzacié contra AAV9.

Els resultats obtinguts van demostrar com la preséncia d’elevats titols de NAbs
circulants contra AAV9 no tenien efecte inhibitori en els nivells de transduccioé del SNC,
ja que els l'activitat NAGLU canina assolida al LCR va ser indistingible en tots els
gossos. Els nivells d’activitat NAGLU al LCR van assolir un pic d’expressié passades 2
setmanes post-administracié intracisterna del vector viral AAV9-cNAGLU, disminuint
lleugerament en les setmanes seguents fins assolir un estat de plateau, que es va
mantenir fins al final del periode d’estudi. Aquest resultat esta d’acord amb altres
estudis realitzats tant en models canins com també en primats, en els quals la
preséncia de NAbs tot i ser elevada a nivell sanguini, és molt més reduida o inexistent
al LCR, per la qual cosa no es veu disminuida la transduccié del SNC (Gray, 2013;
Haurigot, 2013; Passini, 2014). En I'estudi de Haurigot i col-laboradors, també es van
mesurar els titols de NAbs contra AAV9 en pacients de MPSIIIA, on es va poder
observar 'asimetria entre els titols sanguinis i del LCR. Aquest fet posa de manifest la
integritat de la BHE en aquesta patologia, fet que ha estat en controvérsia, ja que
alguns estudis apunten a alteracions en aquesta estructura en pacients de MPSIII
(Garbuzova-Davis, 2013).

Els resultats obtinguts amb el model cani van demostrar que I'administracié del
vector viral AAV9-cNAGLU a la cisterna magna era segura, ben tolerada i va donar lloc
a la transduccio del SNC, la qual va ser independent dels titols circulants de NAbs
contra aquest serotip. Alhora, el tractament va permetre I'expressié a llarg termini i

secrecio al LCR de la proteina NAGLU especifica d’espécie.

Aixi, el conjunt de resultats observats tant en el model muri com en el cani
demostren I'eficacia de la terapia génica per a la MPSIIIB, basada en I'administracio
directa al LCR a través de la cisterna magna del vector viral AAV9 codificant per

'enzim NAGLU. De tota manera, la terapia en ratolins MPSIIIB s’ha dut a terme en
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animals joves, de 2 mesos d’edat, en els quals la malaltia ja esta totalment establerta a
aquesta edat. Un ratoli de dos mesos s’estima que equivaldria a un ésser huma
adolescent d’entre 12 i 16 anys (Barrow, 2007), per la qual cosa el tractament descrit
podria aplicar-se en pacients d’aquesta edat donant lloc a una possible reversié del
fenotip. No és possible, perd dur a terme una prediccié dels possibles efectes de la
terapia en pacients amb la patologia en estat més avangat. En aquests pacients on les
alteracions somatiques i la mort neuronal ja es troben en un estadi més avancat, es
desconeix si el tractament proposat podria donar lloc a una possible reversié o millora.
En aquest sentit, caldria realitzar estudis preclinics en models animals de la malaltia
d’edat avancada i determinar quin efecte tindria el tractament intracisterna sobre el
contingut en GAGs dels diferents teixits, perd principalment caldria determinar I'efecte

a nivell funcional i cognitiu, i sobretot I'efecte sobre la supervivéncia.

Per tant, la correccié observada tant al SNC com a nivell somatic en el model muri
de la MPSIIIB després d'una unica administracié al LCR del vector viral AAV9-
MNAGLU, suggereix un efecte capag¢ de revertir la patologia quan aquesta ja esta
establerta. En concordanga amb aquests resultats, la terapia génica també ha donat
lloc a la reversid del fenotip en el context d’altres LSDs, com en el cas de
I’Adrenoleucodistrofia metacromatica o de la MPSIIIA en els respectius models murins
de les malalties (Biffi, 2006; Haurigot, 2013). Aquests estudis s6n de gran importancia
de cara a la possible aplicacio clinica dels tractaments de terapia génica en pacients
amb la malaltia ja establerta. Tot i aixi, es fan necessaris més estudis per tal de
determinar si existeix un punt de no retorn a partir del qual els efectes de la patologia,

sobretot a nivell del SNC, es pot revertir.

Aixi, en aquest treball s’ha posat de manifest el potencial terapéutic de
I'administracio de vectors AAV9 codificants per la proteina NAGLU directament al LCR
per corregir la patologia neurologica i somatica de la MPSIIIB. La correccid de les
alteracions neurologiques, les més incapacitants en aquesta patologia, s’ha donat
independentment del sexe. D’altra banda, també s’ha demostrat la capacitat d’aplicar
una terapia similar en models animals grans, la qual suggereix la possible
translacionabiltat cap a la clinica humana. Per aquestes raons, I'estratégia terapéeutica
descrita, pot representar un possible tractament, no només per a la MPSIIIB, sin6é que
també per a d’altres malalties d’acumulacié lisosomica amb afectacié neuroldgica i

somatica.
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El model muri de la MPSIIIB ja presentava la patologia neuroldgica i somatica
totalment establerta als 2 mesos d’edat, amb acumulacié de GAGs a tots els
organs i teixits, i amb alteracions del comportament. Les alteracions conductuals

es van accentuar amb I'edat.

L’administracio directa al LCR de vectors AAV9 codificants per 'enzim NAGLU
muri a la cisterna magna de ratolins MPSIIIB, va donar lloc a la transduccio
eficient, no només del Sistema Nervidés Central i Periféric, sind que també del

fetge.

El tractament amb el vector viral AAV9-mNAGLU en ratolins MPSIIIB amb la
patologia ja establerta, va donar lloc a un augment de l'activitat enzimatica al
cervell que va permetre la correccié de I'acumulacié de GAGs, de la distensié
lisosdomica, de la neuroinflamacio, de I'homeostasi lisosdOmica i de I'expressio

genica alterada en aquest organ.

L’administracié el vector AAV9-mNAGLU en ratolins MPSIIIB va donar lloc a
'augment d’activitat NAGLU hepatica i circulant, la qual va permetre la correccié
de l'acumulacié de GAGs i de la distensio lisosomica de la majoria d’organs i
teixits somatics, aixi com també de I'hepatomegalia i de I'homeostasi lisosdmica

en aquest organ.

A més, en els ratolins MPSIIIB tractats amb el vector AAV9-mNAGLU, l'activitat

NAGLU circulant va mostrar nivells constants al llarg de la vida dels ratolins.

Totes aquestes millores observades després del tractament amb el vector AAV9-

MNAGLU a la cisterna magna de ratolins MPSIIIB, van resultar en la correcci6 de
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les alteracions del comportament caracteristiques del model animal i a un

augment significatiu de la supervivéncia.

L’administracié a la cisterna magna del vector AAV9 codificant per la proteina
NAGLU canina va comportar un augment significatiu i estable a llarg termini

d’activitat enzimatica al LCR dels gossos Beagle tractats.

Independentment dels titols sanguinis d’anticossos neutralitzants contra la capsida
del vector AAV9, l'activitat NAGLU al LCR resultant de la transduccié del cervell

pel vector AAV9-cNAGLU no es va veure alterada.

En resum, els resultats observats en aquest treball podrien establir les bases cap
a la translacionabilitat d’'una estratégia de terapia geénica basada en I'administracié
al LCR del vector viral AAV9 codificant per la proteina NAGLU, per al tractament
de la patologia neurologica i somatica caracteristiques dels pacients de

mucopolisacaridosi tipus IIIB.
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Materials i Métodes

1. MATERIALS

1.1. Animals
Per al desenvolupament d’aquest treball, es van utilitzar els seglients animals:

(a) Ratolins knockout (KO) per al gen Naglu es van adquirir a The Jackson Laboratory
(Bar Harbor, Maine, EEUU), soca B6.129S6-Naglu™"€"/J. Es tracta de KO induits
per mutagénesi del gen Naglu, en els quals, es va utilitzar el gen de resisténcia a

la neomicina per a la disrupcié d’una porcié de I'exd 6 (Li, 1999).

Els ratolins es van mantenir estabulats en instal-lacions especifiques lliures de
patogens (SER-CBATEG), sota condicions controlades de temperatura (22 + 2°C)
i d’il-luminacié (12 hores de llum i 12 de foscor, amb encesa de les llums a les 8
del mati), i amb accés lliure a aigua i menjar (dieta estandard 2018S Teklad
Global, Harlan Teklad, Madison, Wisconsin, EEUU).

A les instal-lacions del SER-CBATEG es va establir la coldnia de ratolins KO per

al gen Naglu mitjancant creuaments entre ratolins heterozigots per la mutacio.

Ratolins sans i KO van ser utilitzats per als estudis preclinics de biodistribucié del
vector viral AAV9-mNAGLU, i per als estudis d’eficacia del tractament intracisterna

magna del mateix vector viral.

(b) Gossos adults de la ragca Beagle per a l'estudi dels efectes de la immunitat
preexistent contra AAV9, es van adquirir a Isoquimen S.L. (Sant Feliu de Codines,

Barcelona, Espanya).

Els gossos es van mantenir estabulats a les instal-lacions de les Gosseres
pertanyents al Servei de Granges i Camps Experimentals de la UAB, amb accés a

menjar un cop al dia (dieta estandard) i accés lliure a aigua.

El benestar animal i els procediments experimentals van ser préviament avaluats,
aprovats i autoritzats per la Comissié d’Etica en I'Experimentacié Animal i Humana de
la UAB.
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1.2. Soques bacterianes

Es va utilitzar la soca bacteriana de E. coli XL2-blue (Strategene) per a I'obtencio
dels diferents plasmidis desenvolupats en la present tesi doctoral. Tots els plasmidis
contenien el gen de resisténcia a ampicil-lina per a la seva seleccid, per la qual cosa
els cultius bacterians es van fer créixer en medi de cultiu LB (Miller’s LB Broth, Conda,
Madrid) en preséncia de 50 pg/ml d’ampicil-lina. Quan les condicions experimentals

van requerir de medi de cultiu solid, un 2% d’agar es va afegir al medi LB.

1.3. Anticossos

Els anticossos detallats a la seglent taula van ser utilitzats per a la deteccié de

proteines per mitja d’analisi immunohistoquimica:

Anticos Hoste Proveidor Referéncia

Anticossos primaris

Anti-LIMP2 Conill Novus Biologicals NB400-129
Anti-GFAP Conill ~ DakoCytomation 20334
Anti-LAMP1 Rata Santa Cruz Biotechnology sc-19992
Lectina BSI-B4 - Sigma L5391

Anticossos secundaris

Goat anti-Rabbit IgG Biotin conjugate Cabra  Pierce 31820
Rabbit anti-Rat IgG Biotin conjugate Conill DakoCytomation E0467
1.4. Plasmidis

Els plasmidis utilitzats en aquest estudi per al posterior desenvolupament de

vectors virals es detallen en la seglent taula:

Plasmidi Promotor Insert Senyal de poliadenilacio
pAAV-CAG-mNAGLU CAG NAGLU murina optimitzada  3-globina de conill
pAAV-CAG-cNAGLU CAG NAGLU canina optimitzada B-globina de conill
pAAV-CAG CAG - B-globina de conill
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El plasmidi pAAV-CAG (plasmidi Nul, el qual no codifica per cap proteina) ja havia
estat generat préviament al nostre laboratori. Aquest plasmidi conté les ITR del AAV2 i
el promotor CAG, un promotor hibrid format pel promotor de la B-actina de pollastre,

pel primer intré del gen de la 3-globina humana i per I'enhancer del citomegalovirus.

1.5. Reactius

Tots els reactius de biologia molecular es van obtenir a partir dels fabricants
comercials seglents: Roche (Roche Diagnostics Corp, IN, EEUU), Invitrogen
Corporation (ara Life Technologies) (San Diego, CA, EEUU), Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA, EEUU), Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, EEUU), Sigma
(St.Louis, MO, EEUU), Promega Corporation (Madison, WI, EEUU), Qiagen (Hilden,
Alemanya), i Fermentas (St. Leon-Rot, Alemanya).
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2. METODES
2.1. Teécniques de manipulacié del DNA

2.1.1. Preparacio de DNA plasmidic

Les minipreparacions de DNA plasmidic es van dur a terme mitjangant un protocol
basat en lisi alcalina préviament descrit (Birnboim and Doly, 1979). Quan es van fer
necessaries majors quantitats de DNA, es van utilitzar els kits comercials PureYieldTM
Plasmid MaxiPrep System (Promega Corporation) i EndoFree Plasmid Mega/Giga Kit
(Qiagen).

2.1.2. Digestié del DNA amb enzims de restriccio

Cadascun dels enzims de restriccio utilitzats requerien d’'unes condicions de
reaccié especifiques pel qué fa a pH, forga idnica, temps i temperatura de digesti6. Per
tant, en cada cas especific es van seguir les instruccions dels proveidors (New
England Biolabs, Roche o Fermentas). En termes generals, el DNA va ser digerit
mitjangant 0,5 unitats d’enzim per ug de DNA, en un temps de 2 hores i amb el tampé
especific per cada cas. Els productes de digestié es van analitzar mitjangant gels
d’agarosa a 1% w/v. Quan es va fer necessaria la utilitzaci6 de dos enzims de
restriccio, ambdues digestions es van dur a terme simultaniament si els 2 enzims
actuaven amb igual eficiéncia a igualtat de tamp¢ i temperatura. Si els enzims tenien
requeriments diferents, després de la primera digestid es va purificar el DNA per tal
d’eliminar-ne sals, enzims i d’altres, mitjangant el kit comercial GeneJET™ Gel
Extraction kit (Fermentas), seguint les instruccions del proveidor. Finalment, el DNA va

ser eluit en 30 pg d’aigua i posteriorment digerit amb el segon enzim de restriccio.

2.1.3. Lligacio de fragments de DNA

La T4 DNA ligase (New England Biolabs) es va utilitzar per a les reaccions de
lligacié seguint les instruccions de la casa comercial. Les reaccions de lligacié es van
dur a terme amb el tampé de lligacié especific suplementat amb ATP durant 2-3 h a

temperatura ambient.
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2.1.4. Purificacio i resolucié del DNA

Per a la separacié i purificacio dels fragments de DNA es van utilitzar
electroforesis en gels d’agarosa a I'M% w/v. La localitzacié i mida relativa dels
fragments de DNA es va determinar per tincié del gel amb baixes concentracions de
bromur d’etidi, un agent intercalant de DNA. Els diferents fragments de DNA es van
visualitzar amb llum ultraviolada de baixa longitud d’ona (320 nm) mitjancant una
camera integrada en un transil-luminador (Syngene, Synoptics Ltd., Cambridge, Regne
Unit). Com a marcadors de pes molecular es van utilitzar els marcadors comercials
DNA ladder 1 kb i DNA ladder 100 bp (Invitrogen).

Préviament, els gels havien estat preparats per dissolucié de I'agarosa en buffer
d’electroforesi 1x TAE (Tris-acetat pH 8,3, 40 mM i EDTA 1 mM) juntament amb 0,5
Mg/ml de bromur d’etidi. Les mostres es van carregar al gel amb tampé de carrega 10x
(Invitrogen) i la separacié del DNA es va dur a terme en el tampé d’electroforesi 1x
TAEa90 V.

Quan es feia necessaria I'extraccio i purificaciéo d’algun dels fragments de DNA
separats, aquesta es realitzava amb el kit comercial GeneJET™ Gel Extraction kit
(Fermentas). Finalment, la quantificaci6 del DNA es duia a terme en un
espectrofotdometre (Nanodrop 1000 spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, MA, EEUU).

2.1.5. Transformacio de cél-lules competents

El DNA plasmidic es pot introduir en bacteris eléctricament competents per un
procés de transformacio eléctrica o electroporacié. Un volum de 40 pl de cél-lules
competents XL2-blue (2x10'° cél-lules/ml) es va mantenir en gel préviament a la
transformacio, realitzada amb 10 ng de DNA en un volum final d’1 ul. Cél-lules i DNA
es van mantenir en gel durant 5 minuts, i posteriorment es va dur a terme
I'electroporacié a 2500 V mitjangant un electroporador (Bio-Rad). A continuacié, 200 ul
de medi LB preescalfat a 37°C es va afegir a la solucié d’electroporacié. Finalment, es

va realitzar la sembra en placa sobre medi LB amb I'antibidtic apropiat.
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2.2. Técniques d’obtencid i manipulacié del RNA

2.2.1. Aillament i purificacié de RNA total

Per a l'aillament de RNA total, es va partir de 250 mg de teixit cerebral de ratoli,
que va ser disgregat mecanicament amb un politré T10 standard ULTRA-TURRAX®
(IKA®-Werke GmbH & Co., Alemanya) seguint les instruccions del kit comercial
mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion — Life Technologies). Aquest kit es basa en
una extraccio organica del RNA seguida per una purificacié amb filtres i solucions de

rentat especifiques.

2.2.2. Microxips d’expressio

L’analisi d’expressid génica es va realitzar mitjangant la tecnologia GeneChip®
(Affymetrix®, Santa Clara, CA, EEUU), i tant el processament de les mostres aixi com
també la hibridacid, el revelat i I'escanejat dels xips es va dur a terme seguint els
protocols i amb I'equipament recomanats per Affymetrix, per part de Progenika
Biopharma (Bizkaia, Espanya). Breument, el RNA total obtingut segons I'apartat 2.2.1
va ser analitzat per valorar la seva qualitat mitjangant I'Agilent® Bioanalyzer, obtenint
RINs (RNA Integrity Numbers) superiors a 8 per totes les mostres. Es va sintetitzar el
corresponent cDNA, que posteriorment va ser utilitzat per a la hibridacié dels microxips
GeneChipMouse Gene 2.1 ST 16 arrayplate. Aquests inclouen sondes destinades a
detectar tant mMRNA com també transcrits de RNA intergénics no codificants. Tots el
Xips van superar un extens control de qualitat dels resultats fent servir I'eina online
arrayanalysis (http://www.arrayanalysis.org). La normalitzacié es va fer mitjancant el
meéetode RMA (Robust Multiarray Averaging) fent servir I'eina Affymetrix® Expression
Consolte™, obtenint els valors normalitzats i log, transformats. Aquestes dades es van
filtrar per tal d’eliminar les sondes corresponents a RNA no codificants, obtenint una
llista inicial de 26688 gens, els quals es van filtrar una segona vegada per tal d’eliminar
el gens amb una variancia per sota del percentil 75. Aquest procés va generar una
llista de treball de 6672 gens. Per obtenir els gens expressats diferencialment es va
establir un criteri de FDR (False Discovery Rate) < 0,1 amb una confiangca del 80%.
Per l'analisi de clustering, les dades van ser estandarditzades i representades en
forma de heatmap fen servir el software J-Express Pro (jexpress.bioinfo.no). L’analisi
funcional es va realitzar a partir dels gens diferencials mitjangant I'eina Genecodis 2.0

(genecodis2.dacya.ucm.es).
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2.3. Construccio de plasmidis

Les estratégies de clonatge utilitzades per a cadascun dels plasmidis utilitzats en

aquest treball es detallen a continuacio:

Plasmidi Font

pAAV-CAG-mNAGLU Vector  pAAV-CAG (CBATEG) digerit amb EcoRI i Miul

pMA-RQ-mNAGLU_1039160 (GeneArt, Life Technologies) digerit amb

Insert  £ooR1 i Ml

pAAV-CAG-cNAGLU Vector  pAAV-CAG (CBATEG) digerit amb EcoRI i Mlul

pMK-RQ-DogNAGLU_13AAG7NP (GeneArt, Life Technologies) digerit

Insert 2 mb EcoRl i Miul

pAAV-CAG Vector  pAAV-CAG (CBATEG). Plasmidi Nul, no codificant per a cap proteina

2.3.1. Optimitzacié de seqiiéncies de DNA

Previ a la construccié dels plasmidis amb les versions optimitzades de la NAGLU
canina i murina, es van dissenyar i obtenir les corresponents sequéncies codificants
optimitzades. La optimitzacié de sequéncia (GeneArt®, Life Technologies) es va dur a
terme per tal de maximitzar I'eficiencia de produccioé de la NAGLU murina i canina en
ratolins i gossos, respectivament. La optimitzacié va consistir en I'eliminacio de llocs de
splicing criptics i d’elements desestabilitzants de sequéncia de RNA per tal
d’estabilitzar la sequiéncia del mRNA. A més, també va incloure 'addicié d’elements
estabilitzadors de RNA, la optimitzacié d’'us de codé i del contingut en G/C, entre
d’'altres canvis, mitjangant un algoritme desenvolupat per GeneArt®. D’aquesta
manera, les sequéncies codificants es van rebre clonades en els plasmidis pMA-RQ-
MNAGLU_1039160 i pMK-RQ-DogNAGLU_13AAG7NP entre les dianes de restriccid
Miul en 5’ i EcoRl en 3'.

2.3.2. Construcci6 del plasmidi pAAV-CAG-mNAGLU

La sequiéncia codificant (CDS) de la NAGLU murina va ser utilitzada com a
sequéencia de partida (referencia NCBI: NM_013792.2, http.//www.nchi.nlm.nih.gov/
nuccore) i optimitzada segons s’especifica anteriorment (apartat 2.3.1 de Materials i

Metodes). La CDS optimitzada es va rebre en el plasmidi pMA-RQ (AmpR),
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flanquejada per les dianes de restriccié Mlul i EcoRI als extrems 5’ i 3’, respectivament,
i va ser escindida del plasmidi mitjangant la digestié doble Mlul/EcoRI. Posteriorment
es va clonar al plasmidi d’expressié pAAV-CAG (Amp~) aprofitant les mateixes dianes

de restriccié. El plasmidi resultant es va anomenar pAAV-CAG-mNAGLU.

2.3.3. Construccioé del plasmidi pAAV-CAG-cNAGLU

La CDS de la NAGLU canina va ser utilitzada com a sequéncia de partida
(referéncia NCBI: XM_548088.4, http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/ nuccore) i optimitzada
segons s’especifica anteriorment (apartat 2.3.1 de Materials i Métodes). La CDS
optimitzada es va rebre en el plasmidi pMK-RQ (Amp®) flanquejada per les dianes de
restriccio Mlul i EcoRI als extrems 5 i 3’, respectivament. Es va escindir del plasmidi
pMK-RQ mitjangant la digestié doble Miul/EcoRl, i seguidament es va clonar al
plasmidi d’expressié pAAV-CAG (AmpF) aprofitant les mateixes dianes de restriccio. El

plasmidi resultant es va anomenar pAAV-CAG-cNAGLU.

2.4. Transfeccio de cultius cel-lulars HEK-293 amb DNA plasmidic

Per a la transfeccio in vitro de cultius cel-lulars HEK-293 amb DNA plasmidic, es
va seguir el protocol comercial Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen), basat en la
transfeccidé del DNA inclos a linterior de liposomes catidnics. Breument, cultius
adherents de cél-lules HEK-293 en plaques de 6 pous (Thermo Fisher Scientific) es
van transfectar amb 4 ug de DNA plasmidic inclos a I'interior dels liposomes catidnics
formats per la Lipofectamina, seguint les instruccions del fabricant. Passades 48 hores
d’incubacio, es va recollir per separat el medi de cultiu i les cél-lules (aquestes en 1 ml

de H,O Milli-Q), i es van emmagatzemar a -80°C fins a la seva posterior analisi.

2.5. Produccid, purificacié i titulacié de vectors virals adenoassociats

2.5.1. Producci6 i purificacié

Les particules infectives de vectors virals AAV9 es van generar en cultius
cel-lulars HEK-293 cultivats en Roller Bottles (RB) mitjancant un protocol de triple
transfeccio (Ayuso, 2010a) que implica la utilitzacio de 3 plasmidis (Figura 53). Aquest

protocol basat en la precipitacié dels virus mitjancant polietileé glicol (PEG) i
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ultracentrifugacié amb gradients de CsCl permet eliminar practicament el contingut de
capsides buides i disminuir les impureses proteiques, augmentant d’aquesta manera la
puresa de la preparacio viral final, la qual cosa resulta en nivells de transduccio in vivo

més elevats (Ayuso, 2010b).

La co-transfeccié de cada RB es va dur a terme en 30 ml de fosfat calcic amb 150
Mg del DNA plasmidic d’interés (amb les seqluiéncies ITR i el cassette d’expressio, en
aquest cas de la NAGLU murina o canina), juntament amb 150 ug del plasmidi
accessori rep2/cap9 (plasmidi d’expressioé codificant per les proteines de la capsida
proteica de les particules virals i per les proteines necessaries per la replicacié viral) i
150 pg del plasmidi helper pWEAD (plasmidi d’expressio codificant per a les proteines
adenovirals necessaries). Els plasmidis rep2/cap9 i pWEAD van ser generosament
cedits per la Dra. Katherine High del Children’s Hospital of Philadelphia, EEUU.

Vector
plasmidic

ITR
Plasmid] AA Casset d expressid

ITH

Plasmidi
Adenovirus
Helper

auxiliar

Transfeccia

Replicacia i
empagquetament

..

AN

Jat I'k"'-I Recollida i
.-h ' I purificacié
| I [

Figura 53. Representacio esquematica de la produccié dels vectors virals AAV pel protocol
de triple transfeccié. Per a la produccié de vectors AAV ambdds ORFs virals (rep i cap) van ser
reemplagats pel transgen flanquejat per les senyals d’empaquetament viral (ITRs). Les proteines
virals rep i cap van ser aportades en frans pel plasmidi accessori. Les funcions del virus auxiliars
es van proporcionar mitjangant la transfeccié d’un tercer plasmidi, anomenat plasmidi helper,
codificant pels gens adenovirals necessaris per a la produccié dels AAV (Adaptat de Biining, 2008).
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Un total de 20 RB per a AAV9-mNAGLU, 50 RB per a AAV9-cNAGLU i 50 RB per
a AAV9-Nul es van utilitzar per a la produccio viral. 48 hores post-transfeccio, es van
recollir i centrifugar les cél-lules a 2.500g durant 10 min. El medi de cultiu es va
guardar a 4°C. El pellet cel-lular es va reconstituir en TMS (50mM TrisHCI, 150mM
NaCl, 2mM MgCl,, pH 8,0) i es va sonicar per lisar les cel-lules i alliberar els virus del
seu interior. El lisat es va centrifugar a 2.500g durant 30 min, i el sobrenedant
d’aquesta centrifugacié es va afegir al medi de cultiu préviament guardat a 4°C. A
continuacio, les particules virals es van precipitar mitjangant una incubacié de 15h en
PEG 8000 al 8% (Sigma) a 4°C. Passat aquest periode, els vectors es van precipitar
per centrifugacié a 4000g durant 30 min. Aquest nou pellet, que contenia els vectors
virals tant del medi de cultiu com de les cél-lules, va ser reconstituit amb TMS, tractat
amb benzonasa (Merck) durant 1h a 37°C i finalment centrifugat a 10.000g durant 10
min. El sobrenedant resultant es va carregar en tubs de 37,5 ml Ultra clear (Beckman)
que contenien un gradient discontinu de CsClI de densitat 1,5 (5ml) i 1,3 g/ml (10ml). A
continuacio, van ser centrifugats durant 17 h a 27.000 rpm en un rotor SW28
(Beckman). Les bandes de virus van ser recollides mitjancant agulles de 18G i es van
transferir a tubs Ultra clear de 12,5 ml. La resta del tub de 12,5 ml es va emplenar amb
CsCl a 1,379 g/ml per tal de generar un gradient continu. Aquests tubs es van
centrifugar a 38.000 rpm en un rotor SW40Ti (Beckman) durant 48 h. Finalment, es
van recollir i dialitzar les bandes corresponent a les particules virals plenes mitjangant
una membrana de 10 kDa (Slide-A-Lyzer Dialysis Products, Pierce), i posteriorment es

van filtrar mitjangant filtres de 0,22 um (Millipore).

2.5.2. Titulacio de genomes virals

Els genomes virals dels AAV9 van ser determinats per PCR quantitativa (QPCR)
adequant el protocol descrit pel AAV2 i AAV8 Reference Standard Material (Lock,
2010) als vectors utilitzats en aquest estudi. La quantificacié de cada vector es va fer
en paral-lel amb un vector de referéncia de concentracié coneguda per garantir la

validesa dels resultats.

Com a corba estandard es va fer servir un plasmidi linealitzat i quantificat

mesurant 'absorbancia a 260 nm.

Per assegurar que el titol del vector viral no se sobreestimava degut a la preséncia

de plasmidis de DNA restants de la transfeccio a la preparacié viral final, es va realitzar
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un tractament amb DNAsa previ a la quantificacio. Només els genomes encapsidats

son resistents a la digestio amb DNAsa.

Es van afegir 5 pl de cada preparacié del vector viral en 5 pl de tampé de DNAsa
10X (130 mM Tris-HCI, 50mM MgCl,, 1,2mM CaCl,, pH 7,5), 1 ul de DNAsa (10 U/ pl) i
36 ul d’agua Milli-Q. La digestié es va incubar 60 min a 37 °C. Després de la digestio
les mostres es van diluir per a obtenir un valor d’amplificacié dintre del rang de la corba

estandard.

Cada reaccié de qPCR TagMan contenia en un volum final de 10 pl:

Reaccié TagMan

5 ul TagMan LightCycler® 480 Probe Master
0,2 pl primer forward (10 uM)
0,2 pl primer reverese (10 yM)
0,1 pl sonda (10 uM)
2 pl H,O Milli-Q

2,5 pl vector diluit

La reaccié consistia en una incubacié inicial de 10 min a 95°C (que permet
'activacié de la polimerasa i la desnaturalitzacié de les capsides virals, permetent
I'alliberament del genomes) seguida de 40 cicles de 30s a 95°C (desnaturalitzacio) i

30s a 60°C (annealing i elongacio).

Els primers utilitzats en la quantificacié dels genomes virals dels AAV hibridaven a

la zona comu del polyA (intr6 3-globina):

- Forward: 5 CTT GAG CAT CTG ACT TCT GGC TAAT 3
- Reverse: 5 GGA GAG GAG GAAAAATCT GGC TAG &
- Sonda: 5 6FAM-CCG AGT GAG AGA CAC AAAAAATTC CAACAC -BHQ13
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El titol viral assignat va ser el resultat de la mitjana de tres quantificacions

realitzades en dies diferents:

Vector viral Titol (vg/ml)
AAV9-mNAGLU 3x10™
AAV9-cNAGLU 5x10"

AAVO-Nul 1,2x10™

2.5.3. Quantificacio de les particules virals per tincié de plata

L’analisi de les preparacions virals per electroforesi de proteines SDS-PAGE i la
posterior tinci® amb nitrat de plata permet la quantificacié de les capsides virals, que
comparat amb el valor de genomes virals obtinguts per qPCR (veure apartat 2.5.2),
permet calcular el percentatge de capsides buides en cada preparacié (relacio:
particules virals / genomes virals). A més a més, aquest métode permet visualitzar al
gel el grau de contaminacié de proteines no virals que podrien afectar I'eficiéncia de

transduccio in vivo.

El volum apropiat del vector d’interés, del vector de referéncia (control utilitzat
també en la quantificacid per qPCR) i de diferents dilucions del vector K208 (de
concentracié coneguda i utilitzat com a corba estandard), es van barrejar amb el tampo
4x Novex® Tris-Glycine LDS Sample Buffer (Invitrogen) i 10x NuPAGE Sample
Reducing Agent (Invitrogen) fins a un volum final de 20 pl. Després de 5 minuts
d’ebullicio, les mostres es van carregar en un gel del 10% Bis-Tris Gel 1,5mm 15 well
(Invitrogen) i es van correr a 120 V durant 2 hores. Les proteines del gel van ser
fixades amb una barreja de Milli-Q H,O/etanol/acid acétic. A continuacio, el gel es va
sensibilitzar amb una barreja de Na,S,03/Acetat de sodi/etanol/H,O Milli-Q. Finalment,
el gel es va tenyir amb nitrat de plata i les bandes es van revelar fent servir una barreja
de Na,CO;/Formaldehid/H,O Milli-Q (Figura 54).

El titol de particules virals es va obtenir per densitometria. A partir de la intensitat
de la VP3 de cada dilucié del vector K208 es va generar una corba estandard per

quantificar les particules virals de les diferents preparacions.
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Figura 54. Imatges representatives de la tincio de plata per als vectors virals produits i
utilitzats en aquest treball.

2.6. Determinacié de genomes virals en teixits per qPCR

El valor final del nombre de genomes virals que han transduit una determinada
cél-lula, que alhora és representatiu del nombre de copies del transgen (NAGLU
murina) per cél-lula es va obtenir a partir de la comparacié de 20 ng de DNA gendmic

extret de diferents teixits de ratolins, amb una recta patré de referéncia generada a

partir de dilucions seriades del plasmidi linealitzat.

2.6.1. Generacio6 de la recta patré de referéncia

La recta patré6 es va generar a partir del DNA plasmidic pAAV-CAG-mNAGLU
linealitzat. Per tant, coneixent la concentracié del plasmidi i el nombre de parells de
bases del constructe (8521 bp), es va obtenir el nombre de copies del transgén per pl.
Aquest DNA plasmidic es va diluir de forma seriada de manera que s’obtingués una
recta patré de dilucions logaritmiques 10":10%10°10%:10%10? copies del transgén/ul. A
cada reaccid de PCR es va combinar el DNA plasmidic amb 20 ng de DNA gendmic
total irrellevant (no transgénic) de ratoli amb la finalitat d’igualar les condicions de PCR

entre la recta patro i el DNA gendmic dels ratolins transgénics.
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2.6.2. Quantificacié del nombre de copies del transgén per qPCR

Un cop generada la recta patré i diluides les mostres, es va realitzar la gPCR per
al calcul del nombre de copies del transgén. Cada reacci6 de gPCR (TagMan

LightCycler® 480 Probe Master, Roche) es va dur a terme en 20 ul de volum final:

Reaccié TagMan

10 yl TagMan LightCycler® 480 Probe Master
1 yl primer forward (10 pM)
1 pl primer reverese (10 uM)
0,2 pl sonda
6,8 ul H.O Milli-Q

1 pl vector diluit

La reaccié de gPCR va consistir en una desnaturalitzacié inicial de 10 min a 95°C i
45 cicles de desnaturalitzacié (10 s 95°C), annealing (30 s a 60°C) i amplificacio (1 s a
72°C).

Les sequéncies dels oligonucleotids utilitzats s’especifiquen a continuacio:

- Forward: 5 GCC GAG GCC CAG TTC TAC 3’
- Reverse: 5 TTG GCG TAG TCC AGGATGTTG 3’
- Sonda: 5 AGC AGA ACA GCA GAT ACCAGATCACCC 3

Els valors obtinguts a la qPCR en relacié a la recta patré van proporcionar el
nombre de coOpies del transgén que hi havia inicialment en 20 ng de DNA gendmic
total. Sabent que en ratoli, 20 ng de DNA genomic corresponen a 3115,26 cél-lules

diploides, es va obtenir el nombre de copies del transgen per cél-lula diploide.

2.7. Genotipat de ratolins

Els ratolins KO pel gen Naglu van ser genotipats mitjangant PCR sobre DNA
gendmic per a detectar la preséncia de la insercid del gen de resisténcia a la

neomicina a I'exo 6 (Figura 55A).
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2.7.1. Purificacié de DNA genomic

L’obtencio del DNA gendmic es va fer a partir de mostres de cua (~0,5 cm de
longitud) de ratolins de 3 — 4 setmanes d’edat, segons una adaptacié del métode
d’extraccio descrit per Wet i col-laboradors (de Wet, 1987). Breument, els fragments de
cua eren digerits o/n a 56°C en una soluci6é tamponada suplementada amb 0,1% w/v
de proteinasa K (Roche) (100 mM Tris-HCI pH 8,5; 5 mM EDTA pH 8,0; 0,2% w/v
SDS; 200 mM NacCl; 1 mg/ml Proteinasa K). Aquesta incubacio va permetre la digestio
tissular i l'alliberacié del DNA gendmic de linterior cel-lular. L'homogenat (700 pl) va
ser posteriorment clarificat per addici6 d’'una solucié saturada de NaCl (250 pl) i
centrifugat durant 15 min a 12.000g. El sobrenedant es va separar i el DNA gendmic
es va purificar per precipitacié amb 500 ul isopropanol. Posteriorment es va realitzar
una nova centrifugacié durant 15 min a 12.000g, per afavorir la precipitacié del DNA
genomic al fons del tub. Aquest pellet de DNA va ser finalment rentat mitjangant dos
rentats amb etanol 70% v/v i re-suspés en 65 ul de H,O Milli-Q préviament escalfada a
65°C per facilitar la solubilitzacié del DNA.

2.7.2. Genotipat per PCR

El genotipat es va dur a terme mitjangant el kit comercial de PCR GoTag® DNA
Polymerase (M300) (Promega) en un volum final de 15 pl:

Reaccié de genotipat

3 pl 5x GoTaq Reaction Buffer
1,5 pl Mg®* (25 mM)
0,3 pl dNTPs (25 mM)

0,3 pl primer forward (10 uM)
0,3 pl primer reverese (10 uM)
0,3 ul primer reverese mutat (10 yM)
0,1 pl GoTaq Polimerasa (5U/ul)
8,2 pl H,O Milli-Q
1 pl DNA gendmic
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La reacci6 consistia en una desnaturalitzacié inicial de 3 min a 95°C seguida de 40
cicles amb una desnaturalitzacié (30 s a 95°C), annealing (30 s a 60°C) i elongacio (1

min a 72°C), amb una fase final comu d’elongacié de 5 min a 72°C.
Els primers utilitzats en el genotipat van ser:

- Forward: 5 GTC GTC TCCTGG TTCTGG AC 3
- Reverse: 5 ACCACTTCATTC TGG CCAAT 3
- Reverse mutat: 5 CTC TGA GCC CAG AAAGCG 3

Els resultats d’amplificacié per a aquesta reaccié de PCR eren d’'una doble banda
d’aproximadament 500 bp per a ratolins MPSIIIB, d’'una doble banda de 500 bp i 250
bp per a ratolins heterozigots, i d’'una doble banda de 250 bp per a ratolins WT (Figura
55B).
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Figura 55. Genotipat del gen Naglu en el model muri de la MPSIIIB. (A) Esquematitzacio de la
disrupcié de I'ex6 6 en el gen Naglu. (B) Amplificacié per PCR del gen Naglu WT i mutat. El gen
mutat déna lloc a I'amplificacid d’'una banda d’aproximadament 500 bp, mentre que la banda
corresponent a l'al-lel WT mesura uns 250 bp. Fw: forward; Rv: reverse; Rvmut: reverse per
detectar la mutacio.

Finalment, el resultat d’amplificaci6 de la PCR es carregava en un gel
d’electroforesi d’agarosa a I'1% w/v, com s’especifica a la apartat 2.1.4 de Materials i

Meétodes.
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2.8. Administracioé in vivo de vectors AAV

2.8.1. Administracio6 intracisterna magna de vectors AAV9 en ratolins

L’administracié intracisterna de vectors virals AAV9 en ratolins es va realitzar sota
anestésia, mitjancant una injeccid intraperitoneal de Ketamina (100 mg/kg) i Xilacina
(10 mg/kg). Un cop anestesiats, el pél de la part posterior del cap va ser rasurat, des
de les orelles fins aproximadament les escapules, i una petita incisié de 2-3 mm es va
realitzar a la zona corresponent al final del crani i inici de la columna vertebral,
coincidint amb la linia mitjana. Els animals es van mantenir en posicié de decubit supi,
amb el cap inclinat cap avall en un angle d’aproximadament 60° respecte de
I'horitzontal. Seguint el mateix angle d’inclinacid, es va introduir una agulla de 34G
unida a una xeringa Hamilton (Hamilton Company, NE, EEUU) per tal d’accedir a la
cisterna magna a traves del foramen magnum. A continuacio, 10 ul del vector viral a la
dosi escollida es van administrar al LCR a través de la cisterna magna. Degut al fet
que el SNC era el principal compartiment diana del vector viral, per a cadascun dels
experiments tots els ratolins van ser administrats amb la mateixa quantitat de genomes
virals, independentment del génere o del pes corporal. Un cop administrat el vector
viral, es va retirar I'agulla de la cisterna i la incisi6 a la pell es va segellar amb adhesiu
tissular Histoacryl® (Aesculap Inc., PE, EEUU).

2.8.2. Administraci6 intravenosa de vectors AAV9 en gossos

L’administracié intravenosa de AAV9-Nul en gossos es va realitzar a través de la
vena cefalica dreta i amb els animals anestesiats. L’anestésia es va iniciar amb una
pre-medicacié amb 0,02 mg/kg de Buprenorphine Hydrochloride (Buprex, Schering-
Plough), administrada per via intramuscular. Transcorreguda mitja hora, la induccié de
'anestésia es va dur a terme amb 4 mg/kg de Propofol (Propovet, B|Braun) i 0,5 mg/kg
de Valium (Diazepam), ambdds administrats per via endovenosa. A continuacié es va
realitzar la intubacié traqueal i 'anestésia es va mantenir per inhalacié d’isoflura al 2%
(IsoVet, B|Braun) en oxigen al 100%. La zona de l'avantbra¢ dret va ser rasurada i
desinfectada amb etanol 70% i posteriorment amb una solucié antiséptica Desinclor
(AGB, Ajalvir, Espanya). El vector viral en un volum final de 2 ml es va administrar a
través de la vena cefalica dreta utilitzant una xeringa de 2 ml connectada a un tub amb
una clau de 3 vies per a la infusié Discofix® C (B|Braun). Durant tot el procés, la

temperatura, les frequéncies cardiaca i respiratoria, la capnografia, la pressié arterial,
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el pols i l'activitat eléctrica del cor van ser monitoritzats mitjancant un monitor

multiparamétric veterinari de signes vitals (B|Braun).

2.8.3. Administracio6 intracisterna magna de vectors AAV9 en gossos

L’administracié intracisterna de AAV9-cNAGLU en gossos es va realitzar sota
anestésia, tal com s’especifica en I'apartat anterior. Un cop intubats i monitoritzats, els
gossos es van mantenir en posicid de decubit lateral amb el cap posicionat en un
angle de 90° respecte del cos, per tal de fer accessible la cisterna magna. A
continuacio, la zona de puncié va ser rasurada i desinfectada amb etanol 70% i amb
una solucié antiseéptica Desinclor (AGB). Una agulla de 22G es va introduir a la
cisterna magna, entre I'os occipital i la vértebra C1. Una xeringa de 2 ml connectada a
un tub amb una clau de 3 vies per a la infusid Discofix® C (B|Braun) es va connectar
amb l'agulla per tal d’administrar manualment 1 ml de preparacié viral en un temps
d’aproximadament 15 segons. Les constants vitals, com en I'administracié intravenosa,
també van ser monitoritzades durant tot el procediment amb un monitor

multiparameétric veterinari de signes vitals (B|Braun).

La dosi de AAV9-cNAGLU administrada va ser extrapolada a partir de la dosi
terapéutica utilitzada en el ratoli MPSIIIB tenint en compte el volum mitja dels cervells

cani i muri (taula 10).

Taula 10. Volum cerebral mitja i dosi viral administrades

Ratoli Gos
Volum cerebral mitja (ml) 0,432 72b
Dosi viral administrada (vg/animal) 3,9x1010 6,5x10"2

La dosi viral administrada als gossos del vector viral AAV9-cNAGLU es va
extrapolar a partir de la dosi del vector AAV9-mNAGLU utilitzada en
'estudi amb ratolins en funcié del volum cerebral mitja d’ambdues
espécies. °Roderick, 1973; Ma, 2005; Chen, 2006; Vincent 2010. bDavies,
1993.
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Inicialment la dosi de la preparacio viral AAV9-mNAGLU en una primera titulacié
va ser de 3,9x10'? vg/ml. No obstant, posteriorment es va re-titular donant un valor
lleugerament inferior a l'inicial, de 3,0x10'? vg/ml (veure apartat 2.5.2 de Materials i
Métodes). La dosi viral de AAV9-cNAGLU a administrar intracisterna en gossos Beagle
es va extrapolar en base a la primera titulacié (taula 9, apartat 2.1 de la secci¢ de
Resultats), per aquesta rad, la dosi administrada en els gossos va ser lleugerament

sobre-estimada.

2.9. Realitzacioé de I’Actimetre

Préviament al sacrifici, els ratolins van ser sotmesos a la prova de comportament
de I'Actimetre o Open-field. La prova es va realitzar en ratolins de 5 mesos d’edat
entre les 9 del mati i la 1 de la tarda. Els ratolins es van deixar en una cantonada de
l'arena (41 x 41 cm), delimitada per parets transparents de 31 cm d’algada per tal
d’evitar que els animals poguessin escapar, i envoltada per dos marcs de feixos
emissors d’infrarojos (LE 8811, Panlab, Harvard Apparatus, Barcelona, Espanya) amb
la finalitat de detectar moviments verticals i horitzontals. El sistema també estava
connectat a una video-camera enregistradora que permetia el processament simultani
de les imatges captades a temps real mitjangant el programa Smart Junior 3.0
(Panlab). Un cop depositats a I'arena de forma individual, es va enregistrar i avaluar el
comportament dels ratolins durant 15 min. Finalment, les dades mostrades en aquest
treball corresponen als 2 primers minuts de prova, temps en el qual es detectaven les
diferéncies entre els diferents grups. A partir del tercer minut, el comportament

observat era indistingible entre els diferents grups.

2.10. Obtencié de mostres de sérum i LCR in vivo

2.10.1. Obtencioé de mostres de sérum de ratolins

Des de I'administracio intracisterna magna de AAV9-mNAGLU en ratolins fins al
moment del sacrifici es van extreure mostres periddiques de sang a partir de la cua.
Durant el primer mes es van realitzar extraccions bisetmanals i després, mensuals fins
al moment del sacrifici. Per a I'obtencio de sang es tallar un petit fragment de cua i es
recollien de 200 a 300 ul de sang. Finalment, la sang es va centrifugar a 12.000g
durant 15 min per a separar-ne el serum, que es va mantenir a -80°C fins a la seva
analisi.
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2.10.2. Obtencié de mostres de sérum de gossos

Previ a 'administracié intracisterna magna de AAV9-cNAGLU en gossos Beagle
adults, es van recollir 10 ml de sang venosa, sota efectes de I'anestésia i a partir de la
vena cefalica o de la vena jugular. A partir de I'administracio viral, les mostres es van
prendre setmanalment durant el primer mes, i mensualment des d’aleshores. Un cop
extretes, les mostres sanguinies es van transferir a tubs amb heparina o EDTA com a
anticoagulant per a posteriors determinacions analitiques. El volum sobrant va ser
centrifugat a 12.000g durant 15 min per a separar-ne el sérum per a posteriors

determinacions analitiques.

2.10.3. Obtencié de mostres LCR de gossos

Previ a 'administracié intracisterna magna de AAV9-cNAGLU en gossos Beagle
adults, es van recollir 2 ml de LCR per puncié a la cisterna magna. El procediment es
va dur a terme amb els gossos anestesiats i monitoritzats com s’especifica a I'apartat
2.8.3 de Materials i Métodes. Després de ser rasurada i desinfectada la zona de
puncié6 amb etanol 70% i amb la solucié antiséptica Desinclor (AGB), una agulla
espinal de 22G es va introduir a la cisterna magna, i el LCR es va recollir a mesura
que sortia. Les extraccions periodiques de LCR es van realitzar setmanalment durant
el primer mes després de I'administracio intracisterna i mensualment des d’aleshores.

Finalment, el LCR recollit es mantenia a -80°C fins a la seva posterior analisi.

2.11. Determinacioé de parametres bioquimics i hematologics

La determinaciéo de parametres hematologics i bioquimics en plasma i LCR de
gossos es van dur a terme als Serveis d’'Hematologia i Bioquimica Clinica Veterinaria
de la UAB, respectivament. La determinacié de cél-lules blanques en LCR es va
realitzar al Servei de Neurologia i Neurocirurgia de I'Hospital Clinic Veterinari,
mitjangant recompte en cambra de Newbauer (Intervals de referéncia normals per als
parametres determinats en LCR: Cél-lules blanques: < 5cél-lules/pl, Proteines totals:
<25 mg/dl; intervals de referéncia normals per als parametres sérics: ALT: 21 - 102
UI/L, Fosfatasa alcalina: 20 - 156 UI/L, Creatinina: 0,5 - 1,5 mg/dl, Urea: 21,4 - 59,9
mg/dl, Proteines totals circulants: 5,4 - 7,1 g/dl, Hemoglobina: 12 - 18 g/dl).
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2.12. Eutanasia i obtencié de mostres biologiques post mortem de ratolins

Al moment del sacrifici, els ratolins van ser anestesiats mitjangcant una injeccié
intraperitoneal de Ketamina (100 mg/kg) i Xilacina (10 mg/kg). A continuacid, i sota els
efectes de l'anestésia, es va obtenir sang per puncié intracardiaca del ventricle
esquerre. Posteriorment, els ratolins es van perfondre també a través del ventricle
esquerre cardiac amb 12 ml de PBS, per tal d’eliminar la sang dels vasos sanguinis
dels diferents teixits i evitar aixi la seva possible interferéncia en les posteriors
determinacions d’activitat NAGLU i de contingut en GAGs. Un cop perfosos, es va
procedir a I'extraccio dels diferents organs i teixits. En el cas del cervell, aquest es va
dividir longitudinalment en 2 regions (dreta i esquerra) i cadascuna alhora es va
subdividir en 5 regions coronals més, essent la regié “I” la més frontal i la regié “V” la
més caudal (Figura 56). Tots els fragments de cervell i la resta de teixits disseccionats
es van mantenir a -80°C fins al seu processament. Una part de cadascun dels teixits
també va ser immersa o/n en paraformaldehid al 2% per tal de realitzar-ne la seva

posterior inclusié en blocs de parafina.

Vista superior Vista lateral

onommn v

Part esquarra Part dreta
(Mesura dactivilat  (Determinacio del
Maglu) contingul en GAGs)

Figura 56. Subdivisié del cervell muri en diferents parts per a posteriors determinacions
analitiques.
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2.13. Quantificacié de proteina total pel métode de Bradford

Per tal de quantificar el contingut proteic tant en extractes cel-lulars de cultius
HEK-293 com d’extractes de teixits, es va utilitzar el métode de Bradford (Bio-Rad).
Aquest métode esta basat en el canvi de color del colorant Coomassie brilliant blue
quan s’acomplexa amb proteines. El canvi de coloracié déna lloc a un canvi en el

maxim d’absorbancia de 495 a 595 nm.

Per tal d’obtenir els extractes proteics, cadascun dels fragments de cervell o
fragments de fetge d’aproximadament 100 mg van ser homogeneitzats en 0,5 ml de
H,O Milli-Q mitjancant sonicacio (Ultrasonic Processor, Sonics & Materials Inc., CT,
EEUU). En el cas de cultius cel-lulars, les cél-lules recollides per cadascun dels pous
de plagues de 6 pous, també van ser sonicades en 1 ml de H,O Milli-Q. Els extractes
sonicats es van centrifugar a 2.000g durant 5 min i se’n va recuperar el sobrenedant
que ja contenia I'extracte proteic. Aixi, els volums apropiats d’extractes proteics es van
diluir en 800 pl d’aigua destil-lada, als quals se’ls va afegir 200 ul del reactiu de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad). La mateixa reaccié es va dur a terme amb
diferents quantitats (de 0 a 20 ug) de BSA (Bovine Serum Albumin) per tal d’obtenir la
corba de calibratge. Després de I'addicié del reactiu de Bradford, les mostres es van
mesclar i incubar durant 5 min. La mesura final d’absorbancia es va fer a 595 nm en un

espectrofotometre Power wave HT microplate (BioTek Instruments Inc., VT, EEUU).

2.14. Determinacié del contingut de GAGs en organs i teixits

Per a la quantificacié del contingut de GAGs es va utilitzar el kit comercial
Blyscan Sulfated Glycosaminoglycan Assay (Biocolor, Regne Unit). Aquest métode es
basa en la unié especifica del colorant 17,9-dimethylmethylene blue (DMMB) amb
GAGs sulfatats, com ho és el HS. Aixi, de 50 a 70 mg de teixit congelat es van digerir
o/n a 56°C en 800 pl de tamp¢ fosfat (KH,PO, / K;HPO, 100 mM, pH 8,0) suplementat
amb 1 mg/ml de proteinasa K. Després de 10 min d’inactivacié de la proteinasa K a
90°C, les digestions es van centrifugar 10 min a 10.000g, i 500 pl del sobrenedant van
ser posteriorment filtrats (Ultrafree MC, Millipore) per centrifugacié (5 min, 12.0009).
Els volums pertinents per a cada teixit es fan afegir a 1 ml de solucié colorant, i per tal
d’assegurar la unié del colorant amb els GAGs del filtrat, es va aplicar agitacié durant
mitja hora. Finalment, es van centrifugar els tubs, es va descartar el sobrenedant i el
precipitat format es va resuspendre amb 300 ul de Solucié de dissociacié durant 15

min d’agitacié. Finalment, es va mesurar [l'absorbancia a 656 nm en un
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espectrofotometre Power wave HT microplate. La quantitat de GAGs a I'extracte inicial
es va determinar per extrapolacié dels valors d’absorbancia obtinguts a 656 nm amb
els valors obtinguts a partir d’'una recta patro realitzada amb dilucions seriades del

GAG condroitin 4-sulfat proporcionat al kit comercial.

2.15. Determinacié d’activitats enzimatiques

2.15.1. Determinacio d’activitat NAGLU

L’activitat NAGLU es va determinar utilitzant el substrat fluorogénic comercial
4MU-alpha-N-acetyl-D-glucosaminide ~ (MU-aGIcNAc)  (Moscerdam  Substrates,
Holanda) seguint les indicacions del fabricant (Marsh, 1985). Breument, 30 ug (cervell i
cultius cel-lulars HEK-293) o 10 ug (fetge) de proteina total dels corresponents
extractes proteics 0 10 pl de LCR o sérum es van incubar 3h a 37°C juntament amb 5
nmol de substrat MU-aGIcNAc diluit en el tampé apropiat (0,2M Na,HPO, / 0,1 M acid
citric, pH 4,7) i en un volum final de 30ul. Aquesta incubacié permet que la NAGLU
catalitzi la hidrolisi de I'enllag entre al N-acetilglucosaminidasa i I'acid uronic terminals
de les cadenes de HS. Transcorregut el temps d’incubacié, la reaccié enzimatica es va
aturar amb 'addicié de 200 ul de tampd stop alcali (0,5M NaHCO; / 0,5 M Na,CO,;, pH
10,7 + 0,025% de Trité X-100), i la fluorescéncia emesa es va llegir en un fluorimetre
FLx800 (BioTek Instruments Inc.) utilitzant un filtre d’excitacié 360/40 nm i un filtre
d’emissié 460/40 nm. L’activitat NAGLU es va calcular per extrapolacid de la
fluorescéncia detectada amb una recta patré formada per dilucions seriades de 4MU
(4-MethylUmbelliferone, Sigma), i es va normalitzar per la quantitat de proteina total
carregada. A continuacié es mostren els valors d’activitat NAGLU mitjans mesurats en

ratolins en aquest treball:

Activitat NAGLU

nmol/h/mg nmol/h/ml
Cervell Fetge Sérum
I 0,93+0,04 - -
Il 0,79 0,02 - -
i 1,00 £ 0,03 - -
IV 0,97 £ 0,04 - -
vV 1,07 +£0,04 - -
- 9,04 + 0,36 10,48 + 0,24
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2.15.2. Determinacio d’altres activitats enzimatiques

La resta d’activitats enzimatiques mesurades al cervell i al fetge es van determinar

de forma similar a I'activitat NAGLU, i s’esquematitzen en la seguent taula:

Galactosa-6-
a- Iduronat 2- B- sulfat B-
Iduronidasa sulfatasa Sulfamidasa glucuronidasa sulfatasa hexosaminidasa
Quantitat
de proteina 15 ug 15 1g 10 ug 10 ug 0,1 g
Substrat .4—MU—'a— 4-MU-aldoA- 4-MU-aGIcNS 4—MU—[3—D— 4-MU-BGal- 4—MU—N—acgt}/I—B—
iduronide 28 glucuronide 6S glucosaminide
37,5mM NacCl 0,1M Na- . . 0,1M Na- 0,2M Tampd
Tampo / Na-formiat  acetat/ 0,1M Na-barbital / 0‘1';ACZ;Tp° acetat/ 0,1M fosfat/ 0,1M
substrat 0,1M ac. aceétic Ha43 ac. aceétic Tampo citrat
pH3,5 pH 5,0 PR 4, pH 4,3 pH 4,4
Incubacio 1 1h, 37°C 4h, 37°C 1h, 37°C 17h, 37°C 1h, 37°C
24h, 37°C
(amb un pool 24h, 37°C 2h, 37°C
Incubacio 2 - d'enzims (amb a- - (amb B- -
lisosomics glucosidasa) galactosidasa)
purificats)
Tamp6 stop 0,5M NaHCO3 /0,5 M Na2CQO3 + Trité 0.025% pH 10,7
Casa Glycosynth Moscerdam Moscerdam Sigma Moscerdam Siama
comercial (Regne Unit) Substrates Substrates 9 Substrates 9

2.16. Immunohistoquimica de seccions tissulars en blocs de parafina

Els teixits es van mantenir en paraformaldehid al 2% durant 12 — 24h, van ser
inclosos en blocs de parafina i finalment se’n van fer talls histoldogics amb un microtom
Leica RM2135 (Leica Biosystems, Barcelona, Espanya). Les seccions tissulars es van
incubar o/n a 4°C amb els anticossos primaris especifics (veure apartat 1.3), es van fer
3 rentats amb PBS de 5 min i finalment es van incubar amb el corresponent anticos
secundari (veure apartat 1.3) durant 1h a temperatura ambient. El revelat es va dur a
terme amb el reactiu ABC Complex (Vector Laboratories Ltd., Regne Unit), el qual
empra 3,3’-diaminobenzidina (DAB) com a cromogen. Les imatges en camp clar es

van obtenir amb un microscopi optic Eclipse 90i (Nikon Instruments Inc., Toquio, Japo).
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2.17. Determinacio de I’area positiva en immunohistoquimiques en camp clar

Es va utilitzar el programari NIS Elements Advanced Research 2.20 (Nikon
Instruments) per quantificar la senyal positiva de les analisis immunohistoquimiques en
cervell contra LIMP-2, GFAP i Bsi-B4 en 3 — 5 imatges representatives (magnificacio
original 20x) de cada zona cerebral, mantenint els mateixos ajusts per a tots els
animals. El percentatge d’area amb marcatge positiu es va calcular com a area

positiva (en pixels) de cada marcatge envers I'area total de la imatge.

A les Figures 31 a 34 no s’hi mostren les imatges representatives corresponents
als ratolins MPSIIIB no tractats ja que eren indistingibles de les obtingudes en els
ratolins MPSIIIB-Nul.

2.18. Microscopia electronica de transmissié

Els ratolins van ser sacrificats per sobredosi d’isoflura (/sofluo, Laboratoris del Dr.
Esteve, Barcelona, Espanya) i posteriorment perfosos amb 1 ml de glutaraldehid al
2,5% i paraformaldehid al 2% a través de la vena cava inferior. Una petita porcié de
cortex cerebral o del Idbul hepatic lateral (d’aproximadament 1 mm?® es van
disseccionar i incubar a 4°C durant 2h en el mateix fixador utilitzat per la perfusio.
Després de varis rentats amb tampé cacodilat fred, els teixits es van fixar amb tetroxid
d’osmi a 1%, es van marcar amb acetat d’uranil i finalment es van deshidratar
mitjangant solucions seriades d’etanol i es van incloure en resina epoxi. Seccions
ultrafines dels blocs de resina (600 — 800 A) es van marcar amb citrat de plom i es van

visualitzar en un microscopi electronic de transmissié H-7000 (Hitachi, Toquio, Japd).

A les Figures 29 i 42 no s’hi mostren les imatges representatives corresponents
als ratolins MPSIIIB-Nul ja que eren indistingibles de les obtingudes en els ratolins
MPSIIIB no tractats.

2.19. Determinacioé d’anticossos neutralitzants al serum i al LCR

La determinaci6 dels titols de NAbs anti-AAV9 en sérum i LCR de gossos Beagle
es va dur a terme mitjangcant un assaig de neutralitzacio in vitro segons s’havia descrit
anteriorment (Manno, 2006). Breument, un scAAV codificant per I'enzim Renilla
Luciferase sota el control del promotor de la B-actina de pollastre (scAAV-Luc) es va
utilitzar en l'assaig. Per tal d'incrementar I'eficiéncia de transduccio dels vectors AAV in

vitro, es van utilitzar cultius cel-lulars 2V6.11 (ATCC, Manassas, VA, EEUU), els quals
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expressen el gen adenoviral E4 sota el control d’'un promotor induible. Les cél-lules es
van sembrar en plaques de 96 pous a una densitat d’1,25x10* cél/pou i a continuacié
es va realitzar la transfeccié amb els vectors scAAV-Luc. La induccio del gen E4 en els
cultius cel-lulars es va induir per addici6 a cada pou d'una diluci6 1:1000 de
ponasterona A (Invitrogen). El dia de I'assaig, solucions seriades i inactivades per calor
del seérum o del LCR es van barrejar amb el medi de cultiu que contenia el vector viral.
L’activitat residual de I'enzim Luciferasa es va mesurar per luminometria, de tal manera
que els resultats es van expressar com la dilucido de sérum o LCR amb capacitat per

inhibir el 50% de transduccié cel-lular per part dels AAV.

2.20. Analisi estadistica

Els resultats es van expressar com la mitjana £+ SEM. Les comparacions
estadistiques es van dur a terme mitjancant I'analisi de la variancia d’'un factor
(ANOVA), i les comparacions multiples entre grups control i de tractament es van
realitzar amb el post-test de Dunnet. La significanga estadistica es va determinar quan
p<0,05. El métode de Kaplan-Meier es va utilitzar per a la mesura de la supervivéncia,

i el log-rank test, per a les respectives comparacions multiples.
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