Seguimiento tras 7 ainos de la durabilidad y seguridad de VVA SNC terapia genética
para el trastorno de almacenamiento lisosomales en animales grandes.

Terapia génica del SNC para el trastorno de almacenamiento lisosomal La

administracién de vectores virales

S adenoasociados (VVA) al liquido cefalorraquideo

A (LCE) ha surgido como un prometedor acercamiento
%ﬂ o+ Q} ; para conseguir una transduccidon generalizada del
o — sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso
' periférico (SNP), con aplicaciones directas para el
Sy tratamiento de una gran variedad de enfermedades

B neuroldgicas, particularmente el trastorno de
almacenamiento lisosomales. A pesar de que los
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en SNC, SNP e higado - Sin toxicidad relacionada con el aportado pruebas conceptuales, los experimentos

tratamiento.

- Expresion y actividad generalizada €N @nimales grandes han demostrado su viabilidad
aeSish en ef SNCy SN en cerebros de mayor tamafio, pero no existe mucha
informacién sobre la seguridad a largo plazo o la
higag ion y actividad de Sgshenel ©  durabilidad de dichos tratamientos. Motivo por el
cual publicamos el resultado del este estudio, en el
cual se ha realizado un seguimiento durante 7 afios en la salud de los perros Beagle después de realizarles
una Unica dosis intra-LCE de VVA9 conteniendo sulfamidasa para perros, la enzima deficiente en
Mucopolisacaridosis del tipo Il (MPS Il1). A dichos perros se les realizo controles periddicos tanto del LCE,
sanguineos, clinicos, evaluaciones neuronales, resonancias magnéticas y ultrasonidos de ciertos érganos
mostrando que el tratamiento no es toxico, la transferencia de genes mediante VVA9 resulté en la
deteccion de actividad de sulfamidasa en el LCE durante el estudio. Los andlisis a nivel de tejido mostraron
una presencia y actividad generalizada de la sulfamidasa en los lugares histdricos de ausencia del encéfalo,
médula espinal o los ganglios de la regidn dorsal. Dichos resultados aportan pruebas de la durabilidad y de
la seguridad a largo plazo para la administracién intra-LCE de VVA basada en transferencia de genes con la
codificacién de proteinas terapéuticas para el SNC.

- Actividad sostenida de Sgsh en el
LCR.

A tres perros beagle machos sanos se les administraron 2 dosis de vectores VVA9 que llevaban una version
optimizada de la secuencia codificante de sulfamidasa canina bajo el control del promotor CAG (VVA9-
Sgsh) a través de la inyeccidén de cisterna magna. Con anterioridad ya se informo sobre el seguimiento
realizado durante los 3 meses posteriores al tratamiento de estos perros. En este estudio se amplia las
observaciones originales hasta un total de 82 meses.

Siete afios después de la administracién intra-SNC de VVA9-Sgsh, los perros tratados permanecierén
clinicamente bien, sin mostrar signos de efectos adversos. Se analizaron regularmente las muestras de LCR
para detectar elevaciones en los recuentos de gldbulos blancos o los niveles de proteina total, como
indicadores de inflamacién del SNC. Paralelamente se contaron los glébulos rojos para controlar una
posible contaminacién de la sangre durante las extracciones de las muestras. Los niveles de glébulos
blancos y proteina total en LCR se mantuvieron dentro del rango normal durante todo el estudio. Solo 1 de
cada 50 muestras de LCR obtenidas de los 3 perros mostrd recuentos de glébulos blancos por encima del
limite superior de lo normal. Esta observacién se realizé en una muestra obtenida en uno de los perros tras
51 meses post tratamiento, tuvo una magnitud de solo 2 y estuvo acompafiada de un recuento normal de
la proteina total y sin sintomatologia. Asimismo, 3 muestras presentaron niveles de proteina total
ligeramente por encima del limite pero no mostraron un aumento de leucocitos y los perros no
presentaron sintomatologia alguna. Junto con nuestro seguimiento previo de los 3 primeros meses tras la
administracién del vector y el actual seguimiento hasta los 7 afios se puede argumentar en contra del
desarrollo de procesos inflamatorios subclinicos agudos o crénicos en el SNC de los perros inyectados con
vectores que codifican la sulfamidasa para perros. Esto contrasta claramente con lo que se ha observado



anteriormente en perros y primates no humanos a los cuales se les administraron vectores que codifican
transgenes humanos y subraya la importancia de usar transgenes especificos de especies para estudios de
seguridad, particularmente cuando se evalua la tolerancia a largo plazo de un tratamiento.

En conclusidn, el estudio proporciona una fuerte evidencia de la viabilidad, durabilidad y seguridad a largo
plazo del uso de vectores virales adenoasociados (VAA9) para introducir genes al sistema nervioso central.
Tras la administracién de una dosis clinicamente relevante de dicho vector, la deteccién de niveles
significativos y sostenidos de sulfamidasa en el liquido cefalorraquideo (LCE) y de una expresién transgénica
generalizada en el sistema nervioso central (SNC), sistema nervioso periférico (SNP) e higado de los perros
tratados muestras signos de ausencia de toxicidad tras el paso de muchos afos desde el tratamiento. El
seguimiento realizado durante siete anos ha aportado pruebas sélidas que respaldan el uso de la terapia
génica intra-LCE de VAA9 para tratar MPS Il Ay otros trastornos neurodegenerativos.
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