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RESUM

El MNGIE (Mitochondrial NeuroGastrolntestinal Encephalomyopathy) és una
malaltia mitocondrial d’heréncia autosomica recessiva causada per mutacions en el
gen TYMP, que codifica I'enzim timidina fosforilasa (TP). La TP catalitza la
degradacio de timidina (dThd) i desoxiuridina (dUrd), i la seva abséncia en pacients
causa I'acumulacié sistemica d’aquests metabolits, toxica per la funcié mitocondrial.
A dia d’avui les Uniques terapies efectives son el transplantament de cél-lules mare
hematopoeétiques i el transplantament de fetge. No obstant, els transplantaments
estan limitats per la necessitat d’'un donant compatible i tenen una taxa de mortalitat

i morbiditat associada especialment elevada en pacients de MNGIE.

Per a superar aquests inconvenients, fa temps vam proposar la terapia genica
mitjangant vectors adenoassociats (rAAV) dirigits al fetge com a alternativa
terapéutica, i vam demostrar la seva viabilitat en el model animal de MNGIE, el ratoli
doble knockout (dKO) Tymp”Uppl”. Perd aquest model només presenta fenotip

bioguimic, de manera que només vam poder demostrar la correccié d’aquest fenotip.

Al 2014 es va descriure que augmentant el desequilibri metabolic mitjancant
I'administracié oral de dThd i dUrd al model dKO durant tota la seva vida provocava

I'aparicio d’alguns trets que reproduien la simptomatologia clinica dels pacients.

En aquesta tesi hem estudiat I'Gs de la terapia génica en aquest model millorat,
mitjan¢ant el tractament amb tres rAAVs que expressaven la seqiiéncia codificant de

TYMP sota el control de 3 promotors hepatics a diferents dosis.

El tractament amb rAAV va incrementar I'activitat TP en fetge i va disminuir la
concentracié sistémica de nucleosids dels ratolins dKO, que sense tractament eren
30 vegades superiors als valors normals. A nivell fenotipic, en la majoria dels ratolins,
el tractament també va prevenir I'increment del volum dels ventricles cerebrals i el
deteriorament motor observats en els ratolins no tractats. Quan vam comparar els
tres vectors utilitzats, el rAAV amb el promotor de I'alfa-1-antitripsina (AAT) va ser el
més eficag. Aquests resultats confirmen que la terapia génica mediada per rAAV
dirigida al fetge restaura I'nomeostasi bioquimica i demostren la prevencié de

I'aparicio del fenotip clinic del model animal millorat de MNGIE.



Un altre aspecte important per a la translacié de la terapia a la practica clinica és
optimitzar el vector per tal de reduir-ne la dosi efectiva. En aquest sentit, hem testat
dues aproximacions: la modificacié de la seqiiéncia codificant (ADNc) del gen
segons la freqliencia d’Us de codd per a incrementar la seva expressio, i I'eliminacio

dels dinucleotids CpG de 'ADNCc del gen per a reduir la immunogenicitat del vector.

Vam dissenyar quatre sequencies optimitzades de 'ADNc de TYMP amb 4
algoritmes diferents. Vam generar vectors lentivirals per transduir 4 linies cel-lulars
humanes i determinar I'eficiencia d’expressié de cada sequéncia comparada amb la
seqliéncia salvatge, tenint en compte el grau d’activitat TP, el nUmero de copies del
vector i els nivells relatius ?’ARNm. De tots els experiments, només una seqiéncia
optimitzada va millorar el grau d’expressié de TYMP respecte el de la seqliéncia

salvatge en la linia cel-lular hepatica Huh7.

Pel que fa a la reduccié de la immunogenicitat del vector, vam eliminar els
dinucleotids CpG de les sequéncies dissenyades i vam analitzar el grau d’expressio
de TYMP. Només la seqiiéncia salvatge sense dinucledtids CpG es va acostar a
'expressio de la sequiéncia natural. Tot i que s’hi observa una reduccio d’expressio
aproximada del 20%, es compensa per I'avantatge que aporta en termes de reduccio

de la resposta immunologica de cara a I'Us clinic del vector.

En conclusié, entre les opcions testades, recomanem el rAAV que conté 'ADNc
natural de TYMP sense dinucleotids CpG sota la regulacié del promotor AAT per a

un us eventual en la practica clinica.



ABSTRACT

MNGIE (Mitochondrial NeuroGastrolntestinal Encephalomyopathy) is an autosomal
recessive disease caused by mutations in TYMP, which encodes for the enzyme
thymidine phosphorylase (TP). TP catalyses the first step of the catabolism of the
nucleosides thymidine (dThd) and deoxyuridine (dUrd). The lack of TP activity causes
systemic nucleoside accumulation which is toxic for mitochondrial function.
Nowadays, the only available therapies for MNGIE are allogeneic hematopoetic stem
cell transplantation or liver transplantation. However, these treatments are limited by
the need of a compatible donor and are associated to high mortality and morbidity
rates in MNGIE patients.

To overcome these limitations, our laboratory proposed adenoassociated virus
(rAAV) mediated gene therapy targeted to the liver for MNGIE and demonstrated its
feasibility in the Tymp”- Uppl” (dKO) mouse model of the disease. However, dKO
mice show biochemical phenotype only, therefore we could only demonstrate the

efficacy of our approach at the biochemical level.

In 2014 it was reported that increasing the biochemical imbalances of the dKO model
by chronic oral administration of dThd and dUrd to dKO mice over their entire life
induced some features that recapitulate part of the clinical manifestations observed

in patients.

In this thesis we have studied the effect of gene therapy in this enhanced model, by
treating the animals with three rAAVs expressing the human TYMP coding sequence

under the control of three different liver-specific promoters.

rAAV treatment increased liver TP activity and limited the systemic nucleoside
concentration present in the dKO enhanced model, which was 30-fold higher as
compared with non-exposed wild-type mice. AAV-treatment also prevented, in most
animals, the enlarged brain ventricles and the motor impairment observed in the
exposed dKO mice. When we compared the three promoters tested, the rAAV
containing the AAT promoter showed the best efficacy. These results confirm that

AAV-mediated gene therapy restores the biochemical homeostasis and demonstrate



that this treatment prevents the clinical phenotype developed by the enhanced

murine model of MNGIE.

Another key point for the clinical translation of gene therapy is the optimization of the
therapeutic gene expression to reduce the vector dose. For this reason, we tested
two approaches: modification of the coding sequence of TYMP based on the codon
use frequency to increase the expression of the gene, and CpG dinucleotide removal

from the coding sequence to reduce immunogenicity of the vector.

We designed four different codon-optimized sequences of the TYMP coding
sequence, using four different algorithms. We cloned each optimized sequence in a
lentiviral vector and transduced 4 different human cell lines. We analysed the degree
of expression achieved with each sequence, as compared with the non-optimized
wild-type TYMP sequence through evaluation of TP activity, vector copy number, and
MRNA levels in the cell lines. Among all the sequences studied, only one optimized
sequence resulted in higher TP activity when expressed per vector copy humber in

the hepatic cell line Huh7.

To reduce the immunogenicity of the vector we removed the CpG dinucleotides from
the wild-type coding TYMP sequence and two codon-optimized TYMP sequences.
The wild-type sequence without CpG was the only one showing expression levels
similar to those of the wild-type sequence. Even though the CpG free sequence
shows a reduced expression of about 20% of that observed in the wild-type
sequence, it is compensated by the advantages associated to the absence of CpG
sites in terms of reduction of the immunological response when considering the

vector for clinical use.

In conclusion, among the different options tested, we recommend the rAAV vector
containing the wild-type coding TYMP CpG-free sequence under the control of the

AAT promoter for its use in the clinical practice.
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A Adenina

aa Aminoacids

AAT Alfa-1-antitripsina

AAV Virus adenoassociat

Ad Adenovirus

ADNc ADN codificant

ADNmt ADN mitocondrial

ADNnN ADN nuclear

AHSCT Transplantament de cél-lules mare hematopoétiques
ARNTr ARN ribosomal

ARNLt ARN de transferencia

AUC Area sota la corba

C Citosina

CAl index d’adaptacié de codé

CAPD Dialisi peritoneal ambulatoria continua
CNS Sistema nervios central

CTL Resposta T citotoxica

dCK Citidina quinasa

dCtd Desoxicitidina

dGK Guanosina quinasa

dKO Doble knock-out

DMSO Dimetilsulfoxid

dNDPs Desoxiribonucleosids difosfat

dNTPs Desoxiribonucleosids trifosfat

dThd Timidina

dThd* Timidina deuterada

durd Desoxiuridina

EDTA Acid etilendiamintetraacétic

EE-TP Eritrocits amb timidina fosforilasa recombinant encapsulada
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eGFP Proteina verda fluorescent millorada

EMA Ageéncia Europea del Medicament

FBS Sérum fetal bovi

G Guanina

hPGK Fosfoglicerat quinasa humana

HSV Herpesvirus

IRES Lloc intern d’entrada del ribosoma (Internal Ribosome Entry Site)
ITR Seqiiéncia terminal invertida (Inverted Terminal Repeat)
kb Kilobases

KO Knock-out

LB Luria Bertani

LCL Linia cel-lular limfoblastoide

LV Vector lentiviral

miRNA MicroRNA

MNGIE Encefalopatia neurogastrointestinal mitocondrial

MOl Multiplicitat d’infeccio

MRI Imatges obtingudes per ressonancia magnética nuclear
NDP Nucleosid difosfat

NMP Nucledsid monofosfat

NTP Nucleosid difosfat

0OD600 Densitat dptica

OLT Transplantament de fetge

ON Over-night, Tota la nit

pb Parells de bases

PAMPS Patré molecular associat a patogens
PBS Tampo fosfat sali

PEI Polietilenimina

PMSF Fenimetilsulfonil

rAAV Vector adenoassociat
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RNR Ribonucleotid reductasa

rpm Revolucions per minut

gPCR PCR quantitativa a temps real

SCAAV Vector adenoassociat auto-complementari (self-complementary)

SDS Dodecil sulfat

SIN Vector lenviral auto-inactivat (Self-inactivated)

SiRNA RNA petit d’interferéncia

T Timina

TA Temperatura ambient

TBE Tampo Tris-borat i EDTA

TBG Globulina fixadora de tiroxina

TK1 Timidina quinasa 1

TK2 Timidina quinasa 2

TL Tampé de lisi

TP Timidina fosforilasa

U Uracil

UNG Uracil-ADN glicosilasa

upP Uridina fosforilasa

UPLC Cromatografia liquida d’alta pressio

VCN Numero de copies del vector

WPRE Element regulador posttranscripcional del virus de I'hepatitis de la
marmota

WT Wild-type
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2.1. MNGIE: ENCEFALOMIOPATIA NEUROGASTROINTESTINAL
MITOCONDRIAL

2.1.1. HISTORIA | QUADRE CLINIC

El MNGIE, de les sigles en anglés Mitochondrial NeuroGastrolntestinal
Encephalomyopathy (ORPHA:298; OMIM: 603041) és una malaltia minoritaria
d’heréncia autosdmica recessiva associada a defectes en la replicacié i manteniment
de I’ADN mitocondrial (ADNmt) [1].

El primer cas va ser descrit al 1976 per Okamura i col-laboradors com a una
“Miopatia oculoesquelética congénita amb mitocondris anormals al fetge i al mascul”
[2]. Des de llavors, s’ha descrit en altres pacients com “miopatia mitocondrial amb
polineuropatia sensoriomotora, oftalmoplegia i pseudo-obstruccio (MEPOP)” [3],
“encefalopatia mioneurogastrointetinal (MNGIE)” [4], “polineuropatia, oftalmoplegia,
leucoencefalopatia i pseudo-obstruccié intestinal (POLIP)” [5], “distrofia
oculogastrointestinal muscular (OGIMD)” [6], fins que l'any 1994 Hirano i
col-laboradors van proposar el nom MNGIE com a encefalomiopatia
neurogastrointestinal mitocondrial per posar émfasis en la deficiencia mitocondrial

[71

Clinicament, el MNGIE és un desordre multisistémic. Els pacients presenten
simptomes gastrointestinals, dels quals el més comu és la dismaotilitat gastrointestinal
greu, que es pot manifestar com a suboclusié intestinal, nausees, vomits,
borborigmes, dolor i distensié abdominal, disfagia, restrenyiment, diarrea i peritonitis
aguda deguda a perforacié de l'intesti prim, i que contribueixen a una constitucié
corporal molt prima i fins i tot caquéxia extrema. També presenten simptomes i
signes neuromusculars entre els que destaquen la leucoencefalopatia, la neuropatia
periferica, ptosis, oftalmoplegia externa progressiva, o la peérdua auditiva.
Addicionalment, s’ha observat que els pacients de MNGIE poden presentar una
amplia varietat d’alteracions metabodliques: hiperlactacidémia derivada de la
disfuncié mitocondrial, esteatosi hepatica que pot evolucionar cap a cirrosi,
pancreatitis, diabetis de debut precog, i un increment dels nivells de triglicérids en

plasma, entre altres (Figura 2.1) [1,7-14].
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Primer simptoma o signe

= 57.1% Simptomes i sighes gastrointestinals
B 22.2% Simptomes i signes oculars

B 14.2% Simptomes i signes neurologics

1 9.5% Altres simptomes i signes

Simptomes i signes oculars
Ptosis: 95.7%
Oftalmoplegia 94.2%

Simptomes i signes neuromusculars

100.0%
97.2%

Leucoencefalopatia
Neuropatia periférica
Abséncia de reflexos

Pérdua auditiva
Debilitat proximal
Intolerancia a I'exercici
Discapacitat cognitiva
Ataxia sensorial

Deméncia—{] 2.0%
Mans en arpa—] 2.0%

Simptomes i signes gastrointestinals

Pérdua de pes:
Vomits/Nausees
Diarrea

Dolor abdominal
Borborigme:
Espasme abdominal
Pseudoobstruccid
Sacietat precog

Diverticulosis
Aspiracio
Restrenyiment
Malabsorcio

Mitocondris anormals
Fibres COX negatives
Deficéncia OXPHOS
RRF

ADNmt
Deplecié
Mutacions puntuals
Delecions multiples

Figura 2.1. Simptomes i signes associats al MNGIE. Grafics elaborats a partir de les dades
de [11] en una cohort de 102 pacients de MNGIE. COX: citocrom C oxidasa, OXPHOS:
sistema de la fosforilacié oxidativa, RRF: fibres vermelles-esquingades.
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Els primers simptomes solen aparéixer entre la segona i tercera década de vida
(mitjana 18 anys) [11] tot i que s’han descrit casos de malalts que no debuten fins a
una edat més avangada, coneguts com a “late-onset” MNGIE [15-17]. El MNGIE és
una malaltia cronica, i els pacients empitjoren progressivament des del debut de la
malaltia fins que finalment moren normalment degut a complicacions
gastrointestinals. Les causes més freqiients de mort son les infeccions provocades
per perforacions intestinals o pneumonia per aspiracié. L’'esperanga de vida dels

pacients és de 37 anys [11,14].

Addicionalment, degut al desconeixement de la malaltia, molts dels casos poden ser
mal diagnosticats. Hi ha pacients inicialment diagnosticats amb anoréexia nerviosa,
inflamacio6 intestinal, sindrome de 'artéria superior mesentérica, malaltia de Whipple,
pseudo-obstruccié intestinal cronica, polineuropatia cronica inflamatoria
desmielinizant (CIDP) o malaltia de Charcot-Marie-Tooth, entre d’altres [13,18-23].
Tot i que s’estima que la prevalenga a Europa és de 1 cas per cada 1.000.000
habitants [24], actualment coneixem 5 casos a Espanya, el que sembla indicar que
la prevalenca real es situa al voltant de 1 cas per cada 10.000.000 habitants
(aquestes dades concorden amb el que han observat col-laboradors nostres

internacionals).

2.1.2. MNGIE COM A MALALTIA MITOCONDRIAL

En els primers pacients de MNGIE descrits, ja es van trobar evidéncies de disfuncié
mitocondrial. Per exemple, en muscul esquelétic, s’han observat deficiéncies en la
fosforilacié oxidativa (presencia de fibres vermelles-esquingades), disminucié de
lactivitat d'un o més complexos de la cadena respiratdria, mitocondris amb
I'estructura anormal, i deplecid i delecions multiples de TADNmt (Figura 2.1) [7-11].
En estudis del tracte digestiu també s’han observat evidéncies de disfuncié
mitocondrial tant en la capa muscular com en el sistema nervids entéric [9]. A més,
estudis de diversos teixits han demostrat presencia de mutacions puntuals amb
diferent grau d’heteroplasmia [25,26], aixi com de deplecid [26,27] i delecions
multiples de I'ADNmt [28,29]. Totes aquestes alteracions de I'ADNmt sén
somatiques, és a dir, no han estat heretades de la mare sin6 que han estat

generades durant la vida del pacient.
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Els mitocondris s’encarreguen principalment de la produccié d’energia mitjangant la
cadena de transport electronic i la fosforilacié oxidativa, tot i que participen en molts
altres processos metabolics. Els mitocondris contenen el seu propi genoma i la seva
propia maquinaria de replicacio, transcripcio i traduccié. Una de les caracteristiques
més importants de la genética mitocondrial, és la preséncia de mdltiples copies del
seu genoma a dins d’una mateixa cel-lula, cosa que pot generar una heteroplasmia
(coexisténcia de sequéncies gendmiques diferents en una mateixa cel-lula). Tot i
aixi, el genoma mitocondrial només codifica 13 proteines estructurals i els ARNs de
transferéncia (ARNt) i ARNs ribosomals (ARNTr). La resta de proteines necessaries
pel seu funcionament sén codificades al genoma nuclear i s'importen posteriorment
al mitocondri. La genetica dual del mitocondri provoca que les patologies
mitocondrials puguin tenir origen en qualsevol dels dos genomes i per tant, qualsevol
tipus d’heréncia. Les consequéncies patologiques de les mutacions de gens de
'ADN nuclear (ADNn) que afecten al mitocondri sén variables i poden afectar
directament la cadena de transport electronic, provocar defectes en el manteniment

de ’ADNmt, en la traduccié mitocondrial, entre d’altres [30-33].

Si ens fixem concretament en el grup de gens que afecten al manteniment de
I’ADNmt, es poden diferenciar gens implicats directament en la replicacié de ’TADNmt
(POLG, POLG2 entre d’altres); gens implicats en el manteniment de la homeostasi
del pool de desoxiribonucleotids (ANTPs) mitocondrials (TYMP, TK2 entre d’altres);
gens implicats en la dinamica i fusid mitocondrial (OPAl, MFN2 entre d’altres) i
finalment gens amb mecanismes patologics desconeguts per que també afecten el
manteniment de 'ADNmt (SUCLG1, SUCLA2 entre d’altres) [34,35]. Tots aquests
gens provoquen una sintesi incorrecta de 'TADNmt i poden causar tant defectes
quantitatius en el nimero de copies de 'ADNmt (depleci6 de I'’ADNmt), com
qualitatius, provocant mutacions puntuals o delecions mdltiples. Col-lectivament,
aquestes malalties es coneixen amb el nom sindromes de deplecié i delecions de
'ADNmt [35].

El MNGIE és la primera malaltia mitocondrial que es va associar a alteracions en el
metabolisme dels substrats de la replicaci6 de TADNmt, els dNTPs. A 'any 1998,

Hirano i col-laboradors van determinar una regié del cromosoma 22 (22q13.32-qter)
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que cosegregava en pacients de MNGIE de 4 families diferents [8] i un any després

van identificar mutacions en el gen TYMP com a responsable de la malaltia [1].
2.1.3. CAUSA GENETICA DEL MNGIE

El gen TYMP, anteriorment conegut com ECGF1, consta de 4.334 parells de base
(pb) i esta situat al brac llarg del cromosoma 22 (GenelD 1890). Esta format per 10
exons, dels quals el primer no és codificant. L'expressié de TYMP dona lloc a I'enzim
timidina fosforilasa (TP) (EC 2.4.2.4.) també conegut amb el nom de factor de

creixement cel-lular endotelial derivat de plaquetes i gliostatina.

Estructuralment, la TP és un homodimer format per dues subunitats de 50 kDa [36],
formades a partir del mateix péptid precursor de 482 aminoacids (aa). En humans,
la TP s’expressa a un nivell alt en plaquetes, limfocits periférics, fetge, pulmons,
tracte digestiu, pancrees, noduls limfatics, melsa i no es detecta en organs com el

rony6, muscul esquelétic o teixit adipés [37-40].

dThd s Timina
durd ¢ Uracil

N

Pi 2-desoxi-D-Ribosa
Figura 2.2. Reaccio6 catalitzada per la timidina fosforilasa (TP). Pi: Fosfat inorganic.

La TP catalitza el primer pas del catabolisme dels nucleosids timidina (dThd) i
desoxiuridina (dUrd), que consisteix en la fosforolisi reversible de la dThd i la dUrd
donant lloc a les bases nitrogenades corresponents, timina i uracil, i a la 2-desoxi-D-
ribosa-1-fosfat (Figura 2.2). Addicionalment, s’ha descrit que la TP és un factor de
creixement que promou l'angiogénesi, degut a que la 2-desoxi-D-ribosa-1-fosfat
actua com a agent quimioatraient per a les cél-lules endotelials [41]. No obstant, no
s’ha observat que I'angiogenesi estigui afectada en pacients de MNGIE. A més, quan
es va coneixer que el que inicialment es va pensar que era un factor de creixement
(ECGF1) era en realitat un enzim que catabolitza la timidina, va resultar evident que

'assignacio d’'un rol com a factor de creixement havia estat un artefacte
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experimental, ja que els estudis que ho avalaven es basaven en la incorporacio de

timidina tritiada, que és de fet el substrat de I'enzim [41,42].

Actualment hi ha descrites 98 mutacions patogéniques de TYMP associades a
aquesta malaltia. Degut a I'heréncia recessiva del MNGIE, aquestes mutacions es
presenten sempre en homozigosi o en heterozigosi composta. Entre les mutacions,
en trobem 59 que provoquen un canvi d’aminoacid o l'aparici6 d’'un codd stop
prematur, 14 mutacions que fan desapareixer una senyal de splicing, 13 delecions
petites, 7 insercions petites, 3 indels, 1 delecié grossa i 1 insercié grossa (segons
dades de Human Gene Mutation Database (HGMD® Professional 2020.1)
consultada el 01/04/2020).

Les diverses mutacions no s’han associat a un fenotip concret, excepte en els casos
late-onset, on mutacions que no condueixen a una pérdua total de [I'activitat
enzimatica estan associades a una aparicio més tardana dels simptomes [15,16]. |
inclus, s’han descrit casos de fenotip variable inclis entre germans amb la mateixa
mutacio [43]. En alguns casos, s’han observat pacients “MNGIE-like” amb un fenotip
molt similar al del MNGIE, tot i que generalment no presenta leucoencefalopatia.
Aquestes sindromes s’han associat a mutacions en altres gens com POLG o0 RRM2B
[44-46].

2.1.4. METABOLISME DE NUCLEOTIDS

La TP és un enzim que intervé en el metabolisme dels nucleotids. Els nucleotids,
entre altres funcions, son els monomers que conformen els acids nucleics ADN i

ARN i es poden dividir en tres parts (Figura 2.3):

- Una base nitrogenada que pot ser una purina (adenina (A) i guanina (G)) o
una pirimidina (citosina (C), timina (T) i uracil (U)).

- Una pentosa. Les diferents bases unides a la pentosa formen el nucledsids
i poden ser ribonucleosids, si la pentosa es una D-ribosa, o
desoxiribonucleosids, si la pentosa es 2-desoxi-D-ribosa.

- D’un a tres grups fosfats, que formaran els nucledsids mono-, di- i trifostats.
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R: OH D-Ribosa: Ribonucleosid
R:H 2-desoxi-D-Ribosa: Desoxiribonucledsid

Figura 2.3. Representacio de I’estructura d’un nucleotid.

Hi ha dues rutes metaboliques que condueixen a la formacié de nucleotids: la ruta

de sintesi de novo i la ruta de salvament [47].

Laviade sintesi de novo parteix d’aminoacids, ribosa-5-fosfat, CO2 i NHs. La sintesi
de nucleotids per aquesta via és energéticament molt cara i esta activa principalment
durant la fase S del cicle cel-lular, on hi ha un gran requeriment de dNTPS per

permetre sobretot la replicacié de 'ADNn [48-50].

El producte final de la via de sintesi de novo és un nucledsid monofosfat (NMP). En

primer lloc, les diferents nucledsid monofosfat quinases fosforilen els NMPs a
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difosfats (NDP), i a continuacié es poden fosforilar a nucleosid trifosfat (NTP) gracies

a l'accié de la nucleodsid difosfat quinasa [47].

Els desoxiribonucleodtids provenen dels ribonucledtids per reduccié de I'atom de
carboni 2’ de la D-ribosa per formar la 2-desoxi-D-ribosa. Aquesta reaccio és el pas
limitant de la via i esta catalitzada per la ribonucleotid reductasa (RNR) que actua
sobre els NDPs reduint-los a desoxiribonucleosids difosfat (ANDPs). Els dNTPs
actuen com a elements reguladors de la RNR unint-se al lloc regulador i variant
I'especificitat per substrat de la RNR [50,51]. L’activitat de la RNR i en conseqiiéncia

de la via de sintesi de novo queda restringida a la fase S del cicle cel-lular [48,50,52].

La via de de salvament recicla les bases lliures o nucleodsids alliberats durant la
degradaci6 dels acids nucleics o provinents de la dieta. Aquests nucleosids donaran
lloc a nous nucleotids gracies a quinases especifiques presents en el citosol (timidina
quinasa 1 (TK1) i desoxicitidina quinasa (dCK)) o bé en el mitocondri (timidina
guinasa 2 (TK2) i desoxiguanosina quinasa (dGK)) [53]. A diferencia de la via de

sintesi de novo, la via de salvament és independent del cicle cel-lular.

Els nucleosids no reciclats es degraden per la via catabolica. En el cas de les
pirimidines la TP degrada els desoxinucleosids, produint 2-desoxi-D-ribosa-1-fosfat i
les bases nitrogenades corresponents (timina i uracil), i després d’una série de
reaccions cataboliques acaben generant amoniac, CO2 i B-aminoisobutirat o 3-
alanina. Pel que fa a les purines, el producte final de degradacié en humans és I'acid
aric [47].

El subministrament de dNTPs per a la replicaciéo de TADNmt pot dependre o bé de
la via de salvament mitocondrial, o bé de la incorporacié de precursors des del citosol
mitjancant diversos mecanismes (transportadors especifics, o per difusio), en forma
de desoxiribonucleodsids, dNMPs, dNDPs o dNTPs [48] (Figura 2.4).

Les dues vies estan interconnectades i la contribuci6 de cadascuna dependra
sobretot del moment del cicle cel-lular. Fora de la fase S, la sintesi de dNTPs per la
via de novo esta molt reduida i depen basicament de la via de salvament. De manera
que aquesta via és essencial per la replicacio i manteniment de TADNmt en teixits

quiescents on les cél-lules no es divideixen [52].
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Figura 2.4. Esquema del metabolisme de nucleotids per a la sintesi d’ADNmt. Els enzims
es representen en vermell. Abreviacions: CDA: citidina desaminasa; cdN:
desoxiribonucleotidasa citosolica; dAdo: desoxiadenosina; dCtd; desoxicitidina; dCTD:
desoxicitidina monofosfat desaminasa: dCK: desoxicitidina quinasa; ENTL1: transportador
equilibratiu de nucleosids 1; dGuo: desoxiguanosina; dGK: desoxiguanosina quinasa; dUrd:
desoxiuridina; mdN: deoxiribonucleotidasa mitocondrial; NDPK; nucleodsid difosfat quinasa;
NMPK: nucledsid monofosfat quinasa; RNR: ribonucledtid reductasa; dThd: timidina; TK1:
timidina quinasal; TK2: timidina quinasa 2; TP: timidina fosforilasa: TS: timidilat sintasa.

2.1.5.ALTERACIONS DEL METABOLISME DE NUCLEOTIDS EN EL
MNGIE

Els pacients de MNGIE presenten valors d’activitat TP en capa leucoplaquetar
inferiors al 2% dels controls sans [54]. Aquesta deficieéncia enzimatica provoca un

increment a nivell sistémic de la concentracié de dThd i dUrd que arriben a valors
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compresos entre 3-18 uM de dThd i 5-25 uM de dUrd en plasma [54]. En canvi, la
concentracié d’aquests nucleosids en plasma d’individus sans i de portadors de
mutacions de MNGIE (activitat TP al voltant del 35% dels controls sans) és inferior a
0,05 uM. En els pacients de MNGIE late-onset s’han reportat activitats TP al voltant
del 15% dels controls sans, i concentracions de nucledsids en plasma al voltant de
1-2 uM [15,16]. Aquest fet ha permés desenvolupar un métode de diagnosi rapid que
es basa en la determinacio de I'activitat TP de la capa leucoplaquetar de la sang i de
les concentracions plasmatiques de dThd i dUrd. Actualment, el diagnostic bioquimic
de MNGIE consisteix en concentracions elevades de nucleodsids en plasma (dThd >
3 uM i dUrd> 5 pM) i activitat TP inferior al 8% de l'activitat TP de controls sans
[14,54].

En pacients de MNGIE, 'acumulacié de dThd i dUrd, a part d’en plasma, també s’ha
observat en orina i diferents teixits [55-57]. Els nucledsids s6n molécules petites i
hidrosolubles que travessen les membranes cel-lulars gracies als transportadors que
es troben distribuits ampliament en tots els tipus cel-lulars [58] i per tant es

distribueixen a nivell sistémic en tot el volum aquds de I'organisme [59].

En teixits quiescents, aquesta acumulacié de dThd i dUrd genera un desequilibri en
els pools de dNTPs mitocondrials. L'excés de dThd inhibeix la fosforilacié de la
desoxicitidina (dCtd) per part de TK2, la qual cosa provoca una expansié del pool de
dTTP i una disminucié del pool de dCTP. Aquest desequilibri dels nivells de dNTPs
mitocondrials interfereix en la correcta replicacid i manteniment de I'’ADNmt

provocant diverses alteracions en TADNmt [60-63]:

- Mutacions puntuals: En pacients de MNGIE s’han descrit moltes mutacions
puntuals que consisteixen sobretot en transicions de T a C en posicions
precedides de sequiéncies poli-A (p.ex. 5-AAT; 5-AAAT; etc). Un dels
mecanismes descrits pel qual un increment de dTTP es pot traduir en la
generacio d’una mutacioé puntual és el que es coneix com el “next nucleotide
effect” [25].

- Delecions multiples: Certs gens tendeixen a ser hotspots per delecions
multiples, com per exemple el gen ND5 [64]. Els mecanismes de generaci6

de delecions multiples en TADNmt que s’han proposat estan en relacié a la
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seva replicacié, i es basen en I'aparellament incorrecte de seqliéncies
repetides [65].

- Deplecié de TADNmt: La deplecié de 'ADNmt consisteix en una disminucio
del seu nimero de copies i podria ser una conseqiiencia de la disminucio
dels nivells de dCTP [63]. També s’han descrit mecanismes alternatius que
podrien explicar la depleci6 de 'ADNmt com a conseqliéncia de les
mutacions puntuals o delecions [64].

L’acumulacié dels diferents tipus d’alteracions en 'TADNmt acaba provocant una
disfuncié mitocondrial degut a defectes a la cadena respiratoria que afectaria
principalment a aquells teixits on hi ha una demanda energética més alta. També
s’ha vist que el tipus d’alteracions predominant en TADNmt depén de cada teixit. Per
exemple, esta descrit que el mascul té meés tendéncia a acumular delecions multiples
[28,29], mentre que sembla que la dismotilitat gastrointestinal podria estar causada
per la deplecié de TADNmt més pronunciada en aquest teixit [25-27,64,65].

2.1.6. ESTRATEGIES TERAPEUTIQUES

Com s’ha descrit anteriorment, I'exposicié continuada a I'excés toxic dels metabdlits
dThd i dUrd provoca canvis progressius i acumulatius en TADNmt i quan aquestes
alteracions arriben a un llindar patogenic és quan es manifesta el fenotip clinic. Per
aguesta rad, totes les estratégies terapéutiques proposades pel MNGIE, estan
dirigides a reduir la concentracié sistemica de dThd i dUrd fins a concentracions no
patogeniques, ja sigui eliminant directament els nucleosids, o intentant proveir

I'enzim de manera transitoria o permanent.

Tot i aixi, cal remarcar que la disfuncié mitocondrial és consequiencia de 'acumulacio
de mutacions en I'’ADNmt i de la seva depleci6 en el seu numero de copies. Per tant,
un cop aconseguida la correcta homeostasi dels nucledsids s’espera una aturada en
la progressié de la malaltia i posteriorment una millora clinica lenta a mesura que es
van recuperant molécules funcionals d’ADNmt. De fet, s’ha observat que hi ha
simptomes que no es recuperen o sOn de recuperacio molt més lenta, sobretot els
gastrointestinals [66]. Es per aquesta ra6 que el tractament dels pacients en estadis
inicials de la malaltia pot prevenir 'acumulacié de danys i, per tant, es preveu que

s’associi a un millor pronostic.
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Actualment no s’ha portat a terme cap assaig clinic per investigar I'efectivitat dels
tractaments proposats per al MNGIE, tot i que s’han assajat algunes aproximacions
terapeutiques en pacients de manera compassiva o, en tot cas, fora de protocols de

recerca clinica.

Les primeres aproximacions terapéutiques van estar basades en I'eliminacié directa
dels nucledsids. En primer lloc es va proposar ’hemodialisi, amb la qual es va
aconseguir una reduccié del 50% en els nivells de dThd i dUrd. Tot i que es tractava
d’'una reduccié important, no arribava als nivells en plasma de persones sanes,
I'efecte era transitori i es recuperaven els nivells inicials poques hores després del
tractament [57,67,68]. Una segona estratégia va ser un procediment de dialisi
peritoneal continua ambulatoria (CAPD de Il'anglés Continuous Ambulatory
Peritoneal Dialysis). S’ha aplicat a 4 pacients durant varis mesos on es va reportar
una millora clinica [69-72] tot i que els nivells de nucleosids, practicament no
disminuien [69,70]. Actualment, només esta indicada com a terapia provisional

prévia a un tractament permanent [14,70].

Com que les terapies d’eliminacié només aconseguien una reduccio transitoria dels
nivells de dThd i dUrd, es va avancar cap a terapies de substitucio de la TP, i el
primer estudi on es va demostrar la viabilitat d’aquest tipus de terapia va ser la infusié
de plaquetes, que son riques en activitat TP [37,73]. La infusié de plaquetes de
donants sans a 2 pacients de MNGIE va proveir-los d’activitat TP en sang i va resultar
en una reduccio entre el 50% i 70% dels nivells de nucledsids circulants [74] pero
degut a baixa vida mitja de les plaquetes [75] aquest efecte també va ser transitori.
Aquesta prova de concepte va demostrar la viabilitat del tractament mitjancant la
correccié en les cel-lules sanguinies (els limfocits i les plaquetes soén rics en activat
TP [37,38]) podria aconseguir una reduccié permanent dels nivells de dThd i dUrd
en tots els teixits i va motivar el transplantament al-logénic de cél-lules mare
hematopoétiques (AHSCT de [l'anglés Allogeneic Hematopoietic Stem Cell

Transplantation) com a estratégia terapéutica.

A I'any 2006, Hirano i col-laboradors van reportar, per primer cop, el AHSCT en 2
pacients de MNGIE [76]. En un dels dos pacients (aquell on es va produir
correctament I'empelt), es va restaurar I'activitat TP en la capa leucoplaquetar i es

van reduir els nucledsids a valors normals d’individus sans [76]. Amb aquest cas de
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tractament exitds, es van seguir tractant pacients amb AHSCT i des del cas inicial
s’han trasplantat com a minim 25 pacients de MNGIE [77,78]. En tots els pacients
on hi ha hagut un empelt exitds, es va normalitzar rapidament la funcié enzimatica
TP en sang i es van reduir els nivells de nucledsids, i a més, en la majoria dels
pacients que van sobreviure més de 2 anys, es va reportar una millora clinica [77].
Tot i tractar-se d’una estratégia efectiva contra el MNGIE, TAHSCT esta associat a
una elevada taxa de mortalitat degut al risc de rebuig de I'empelt, la toxicitat derivada
dels medicaments utilitzats per evitar-lo, la malaltia de I'empelt contra I'hoste, aixi
com també la limitacié de trobar un donant compatible. En el cas dels pacients de
MNGIE, aquest risc es veu agreujat pel fet que normalment els pacients estan en
una condicié clinica pobra i per tant, amb una capacitat limitada de tolerar
complicacions relacionades amb els transplantament. Per aquestes raons, i degut a
lalta taxa de mortalitat, TAHSCT només s’hauria de considerar en casos de
compatibilitat absoluta i en condicions optimes del pacient [13,14,79].

A I'any 2008, es va proposar una aproximacié que consisteix en I'encapsulacio de
TP en eritrocits (EE-TP, de I'anglés Erythrocyte Entrapped TP) [80], un estratégia
que ja s’havia utilitzat en altres patologies (per exemple la deficiencia de 'adenosina
deaminasa [81]). La utilitzacio d’eritrocits propis del pacient i encapsulacié de la TP
recombinant dins permet augmentar la vida mitja de I'enzim i prevenir la formacié
d’anticossos neutralitzants, mantenint la capacitat de I'enzim de metabolitzar la dThd
i la dUrd [82]. Fins ara, s’han reportat 5 pacients tractats amb infusions mensuals
d’EE-TP on s’ha aconseguit una reducci6 parcial en els nivells de nucleodsids en tots
els casos, una certa millora clinica en 3 de 5 pacients [80,82-84] i ha estat ben
tolerada i amb pocs efectes secundaris i lleus. Aquest tractament podria suposar una
bona opcié per a un tractament de manteniment mentre s’espera un transplantament
tot i que es tracti d’'una terapia cara (ja que es requereixen transfusions mensuals).
Actualment, hi ha un assaig clinic de fase 2 per a determinar la seguretat, tolerabilitat,
farmacodinamica i eficacia de dosis multiples d’EE-TP [85] (Identificador
ClinicalTrials.gov: NCT03866954).

Al'any 2016, es va proposar el transplantament de fetge (OLT de I'anglés Orthotopic
Liver Transplantation) [86]. Anteriorment, s’havia descrit que el fetge és una font

important de TP i funciona de manera natural com a organ que destoxica molts
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metabolits [87]. Aquesta alternativa resulta més segura que 'AHSCT ja que presenta
una taxa de mortalitat inferior (la taxa de supervivéncia a 1 any després d'un
transplantament de fetge esta al voltant del 90% [88]), i no requereix d'un
condicionament previ. Fins ara s’ha trasplantat el fetge com a minim 9 pacients (7
publicats i 2 trasplantats I'any 2019 al nostre centre) i en tots els casos es reporten
reduccions dels nivells de nucleosids a concentracions inferiors a 1 uM, i a més es
reporten millores cliniques a nivell neurologic i gastrointestinal [66,86,89—91]. No
obstant, I'OLT presenta les limitacions intrinseques d’un transplantament: limitacions
a l'hora de trobar un donant compatible i una taxa de mortalitat associada.
Addicionalment, aquesta terapia esta contraindicada en pacients amb una

malnutricié severa o amb episodis previs de perforacions intestinals [14].

FASE CLIiNICA

INFUSIO
PLAQUETES

3 pacients

HEMODIALISI|| AHSCT CAPD EE-TP oLT
2 pacients 25 pacients ||4 pacients|| 5 pacients 9 pacients

v v

Nanoreactors Administracio TP
polimérics de dCtd i modificada
TP encapsulada inhibidor CDA EEV™
Terapia Terapia
génica genica
lentiviral adenoassociat

FASE PRECLINICA

Figura 2.5. Cronologia de les diferents estratégies terapeutiques proposades pel
MNGIE. En blau es troben les terapies d’eliminacié directa dels nucleosids i en taronja les
terapies de substitucié enzimatica. AHSCT: transplantament al-logenic de cél-lules mare
hematopoetiques; CAPD: didlisi peritoneal continua ambulatoria; CDA: citidina desaminasa;
EE-TP: TP encapsulada en eritrocits; OLT: transplantament de fetge.

Al llarg dels anys d’estudi de la malaltia, s’han proposat altres alternatives
terapéutiques potencials que encara no han estat testades en pacients, i algunes de
les quals es troben en fase preclinica d’investigaci®é en models animals.
Concretament s’ha proposat inhibir de la reabsorcié renal de dThd i dUrd per a
incrementar I'excrecié d’aquests metabolits [57]. També s’ha proposat 'administracio

de dCtd i/o tetrahidrouridina (un inhibidor de la citidina deaminasa) per incrementar
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els nivells de dCTP mitocondrials i prevenir la disminucié del nUmero de copies
d’ADNmt [92], o I'ls de nanoparticules on es troba la TP encapsulada [93,94].
Recentment, s’ha anunciat una nova terapia de substitucié enzimatica intracel-lular
que consisteix en TP recombinant modificada utilitzant un vehicle d’escapament
endosomal (EEV™) propietat d’Entrada Therapeutics, que ha obtingut una Orphan
Drug Designation de la FDA [95]. Finalment, en el nostre grup hem proposat diferents
estratégies de terapia genica de les quals es parlara més endavant [96—100].

2.1.7. MODELS ANIMALS DEL MNGIE

Els models animals s6n fonamentals tant per a la investigacié i comprensié dels
mecanismes fisiopatologics de les malalties, com per al desenvolupament
d’estratégies terapéutiques. En el cas de MNGIE, inicialment es van generar dos
models knock-out (KO) pel gen Tymp per part de dos grups independents, pero cap

dels dos ratolins presentava cap caracteristica del fenotip clinic de MNGIE [60,101].

En la majoria de mamifers hi ha dos tipus de fosforilases dels nucleosids de
pirimidina, la TP i la uridina fosforilasa (UP) (que en realitat presenta dos isoenzims
diferents codificats per Uppl i Upp2), i tot i que la UP humana no és capac¢ de

catabolitzar desoxiribonucleosids, la UP de ratoli si [102].

Per tant, en ratolins, el catabolisme de la dThd per part de la UP podria estar impedint
I'aparicié d’un fenotip. Per aquesta rao es va generar el model de ratoli doble knock-
out (dKO) Tymp”Uppl”. Concretament es van generar dos dKO diferents, un
desenvolupat per Haraguchi i col-laboradors [101] i I'altre per Lépez i col-laboradors
[60]. La diferéncia entre ells és el punt on esta interromput el gen Tymp per fer-lo
knock-out, en el primer cas es va substituir una regié genémica que conté 4 exons
per un casset de neomicina de 1,6kb [101], mentre que en el segon es va inserir la
sequéencia LoxP de 34 pb en I'ex6 4 que trenca el marc de lectura i genera un codo
stop prematur 12 aminoacids després [60]. Pel que fa al gen Upp1, mentre que en el
ratoli de Haraguchi i col-laboradors la modificacié no esta descrita [101] en el ratoli
de Lopez i col-laboradors es va inserir un casset de neomicina que substituia I'exé
4, l'intré 4 i part de I'exd 5 del gen [103]. En els dos casos els ratolins no presentaven

activitat TP detectable, excepte el ratoli de Lopez i col-laboradors que si que presenta
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una activitat residual del 17% (probablement degut a la UP2), i acumulaven nivells
de dThd i dUrd d’entre 4 i 65 vegades els nivells de wild-type (WT).

Addicionalment, en el model de L6pez i col-laboradors, es va observar un desequilibri
en el contingut de dNTPS, generant un augment del pool de dTTP i una deplecié del
dCTP a nivell cerebral, i consequentment una deplecié en els nivells ’ADNmt en
ratolins entre 14 i 18 mesos d’edat i una disminucié de I'activitat dels complexos | i
IV. També es va observar, en imatges obtingudes per ressonancia magnética
nuclear (MRI) de cervell I'existéncia de leucoencefalopatia en la substancia blanca
[101].

Els dos models dKO no reprodueixen gairebé cap dels trets clinics caracteristics de
la malaltia, cosa que es podria deure a diverses raons. En primer lloc el metabolisme
de nucleosids en humans i ratolins és diferent, mentre que en humans, els controls
sans presenten valors de dThd i dUrd inferiors a 0,05 uM en plasma, els ratolins WT
tenen valors al voltant de 2-3 uM [98]. Per tant, en termes relatius, 'augment en la
concentracié de nucleosids que es produeix en ratolins dKO és molt inferior al
augment observat en pacients de MNGIE. En segon lloc, el fenotip clinic en els
pacients sol aparéixer en la segona década de vida, quan les mutacions en TADNmt
han arribat a un llindar patogénic. En aquest sentit, €s possible que en ratoli, degut
al seu periode de vida més curt comparat amb els humans, no s’arribi a aquest llindar

i per tant no desenvolupi el fenotip clinic caracteristic dels pacients de MNGIE.

A I'any 2014, Garcia-Diaz i col-laboradors van descriure que I'administracio cronica
de dThd i dUrd al llarg de tota la vida del model de ratoli dKO de Loépez i
col-laboradors aconsegueix accentuar el fenotip del ratolins, que en aquestes
condicions reprodueix més clarament algunes caracteristiques cliniques dels
pacients de MNGIE. Van observar que els ratolins dKO sotmesos a una administracié
oral continuada de dThd i dUrd presentaven deteriorament de la funcié
neuromuscular. A nivell intestinal, van reportar una disminucié de la musculatura
llisa, un augment de la fibrosi i deplecié de 'ADNmt en intesti prim. En la MRI es va
observar que leucoencefalopatia augmentava (hi havia un increment en la
hiperintensitat de la senyal de FLAIR) amb dosis més altes o més llargues de

'administracié cronica. Finalment també van observar que els ratolins presentaven
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una esperanca de vida menor, una lleugera disminucié del pes i de forca muscular
[104].

2.2. TERAPIA GENICA

2.2.1. INTRODUCCIO A LA TERAPIA GENICA

La terapia genica és una técnica experimental que busca modificar o manipular
I'expressio de gens, o alterar les propietats biologiques de les cél-lules amb objectiu
terapéutic. Es pot aconseguir mitjancant diversos mecanismes: substitucié o edicié
d’un gen existent que funciona incorrectament per la versié correcta, inactivar un gen
causant d’'una malaltia que no funciona correctament o introduir una nova copia del

gen causant de la malaltia [105].

Fins a l'actualitat s’han realitzat més de 3.000 assajos clinics de productes
relacionats amb la terapia génica per a diferents indicacions, tot i que fins ara, 2 de
cada 3 dels assajos clinics autoritzats estan relacionats amb el cancer (dades
actualitzades a desembre de I'any 2019) (Figura 2.6) [106]. Pel que fa a la translacio
a la practica clinica, a I'agost de 2019, s’havien aprovat 22 tractaments de terapia
génica a tot el mén [107]. Entre ells, a I'any 2012, 'agéncia europea del medicament
(EMA) va aprovar Glybera (un medicament basat en una aproximaciéo de
transferéncia genética amb un vector adenoassociat (rAAV) que es va convertir en
primer producte de terapia génica per a una malaltia monogeénica (deficiéncia de la

lipoproteina lipasa) aprovat a Europa [107,108].

Els avantatges que ofereix la terapia genica en el tractament de malalties
monogeniques consisteixen en la correccié del defecte genétic a llarg termini amb
una sola administracié i la possibilitat d’'un tractament selectiu del teixit afectat. No
obstant, també té inconvenients com la possible activacié d’oncogens degut a
mutagénesis insercional per part de vectors integratius o I'activacié de la resposta

immune en front el vector o el gen terapéutic transferit [109-111].
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Cancer 66.6% (n=2016)

Malalties monogéniques 11.9% (n=359)
Malalties infeccioses 6.1% (n=184)
Malalties cardiovasculars 6.1% (n=184)
Malalties neurologiques 1.8% (n=54)
Malalties oculars 1.2% (n=37)
Malalties inflamatories 0.5% (n=15)
Gens marcadors 1.7% (n=50)
Voluntaris sans 2.0% (n=62)

Altres malalties 2.1% (n=64)

BRORDRONDC

Figura 2.6. Numero d’assajos clinics segons la indicacié (actualitzat al desembre de
2019 amb dades de [106]).

Pel tractament de les malalties monogéniques degut a pérdua de funcié d’un gen, de
manera general es poden dur a terme dues estratégies basiques: un vector integratiu
que s’introdueix a una ceél-lula precursora o a una cél-lula mare de manera que el
gen terapeutic es passi a totes les cél-lules filles d’aquell llinatge, o bé un vector no
integratiu que es dirigeix a un teixit postmitotic o que es divideix molt lentament, i en
aquest cas I'ADN lliurat s’estabilitza de manera extracromosomica. En general, la
transduccioé d’una cél-lula precursora €s un procés ex Vivo i requereix un vector
integratiu mentre que la transduccié d’un teixit postmitotic es realitza per lliurament
in vivo del material genétic terapéutic [111]. D’altra banda, en els Ultims anys s’esta

treballant en estrategies d’edici6é génica de la copia no funcional del gen.

2.2.2. SISTEMES DE TRANSFERENCIA GENICA

La manipulacié de I'expressié génica es realitza mitjancant la introduccié d’acids
nucleics exogens (ADN, ARNm, ARN petits d’interferéncia (siRNA), microARN
(miRNA) o oligonucleoétids antisentit). Com que els acids nucleics terapéutics estan
carregats negativament i generalment es tracta de molécules grans, la transferencia
genica normalment ha d’estar mediada per vectors. La funcié principal del vector és
protegir el material genétic terapéutic de ser degradat i lliurar-lo de forma integra a
la cél-lula diana [112,113]. L’elecci6 del vector és un pas critic en el procés de la
terapia genica i dependra en cada cas de les cél-lules diana i les seves
caracteristiques, de la necessitat de la duracio de I'expressio, i de la mida del material

genetic que es vulgui transferir [114]. Hi ha dos métodes diferenciats de transferéncia
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geénica: la transfeccid, on s'utilitzen vectors no virals, i la transduccid, on s’utilitzen
vectors basats en virus. Practicament un 70% dels assajos clinics de terapia génica

han estat basats en vectors virals (Figura 2.7) [106].

Adenovirus 18.5% (n=575)
Retrovirus 16.9% (n=525)
Plasmidis 15.0% (n=466)
Lentivirus 10.1% (n=315)

Virus adenoassociats 8.1% (n=250)
Vaccinia virus 6.8% (n=211)
Lipids cationics 3.8% (n=119)
Poxvirus 3.6% (n=111)

Virus herpes simple 3.2% (n=99)
Altres vectors 7.1% (n=221)
Desconegut 6.9% (n=213)

BO0O0000D@ECOOA

Figura 2.7. Niumero d’assajos clinics segons el vector utilitzat. En diferents tonalitats de
verd es representen els vectors virals i en tonalitats de groc els vectors no virals. Actualitzat
al desembre de 2019 amb dades de [106]).

2.2.2.1. Vectors no virals

Els vectors no virals s'utilitzen per transferir tant molécules d’ADN (oligonucleotids o
plasmidis), com molécules d’ARN (ARNm, siRNA, miRNA o riboenzims).
S’administren utilitzant métodes fisics (injeccié amb agulla al teixit o sistémica en un
vas sanguini; injeccié balistica; electroporacido; sonoporaci6; fotoporacio;
magnetotransfecci6; hidroporacié; massatge mecanic en certs teixits) i poden estar
nus, recoberts amb particules inorganiques, lipids catidonics, nanoemulsions de
lipids, particules basades en péptids, compostos polimérics, o dins d’altres sistemes
biologics diferents de virus (bacteris, bacteridfags, particules virus-like, eritrocits
fantasma o exosomes) [113-117].

L’obstacle més gran que presenten els vectors no virals és la seva baixa taxa de
transferéncia de material genéetic en comparacio amb els vectors virals. Els vectors
han de superar una série de barreres cel-lulars que dificulten la incorporacié de
material genétic exogen. Aquests vectors han de superar les endonucleases del
sérum, els macrofags, han de ser capacos de realitzar un escapament endosomal

per prevenir la degradacié lisosomal, a més d’altres interaccions inespecifiques
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[117,118]. Una altra limitacié és que els vectors no virals solen proporcionar una

expressio transitoria del transgén [114].

No obstant, els vectors no virals presenten alguns avantatges respecte els vectors
virals, sobretot pel que fa a la seva seguretat, ja que els pacients no presenten
immunitat preexistent contra ells, i un cop administrats desenvolupen una resposta
immune menor que els vectors virals. A més, no hi ha una limitacié en quan a la mida

del transgén i son més facils i barats de produir que els vectors virals [112,114,119].

2.2.2.2.Vectors virals

Taula 2.1. Principals vectors virals i les seves caracteristiques

Virus Genoma Capacitat Caracteristiques Referéncia
Finsa36 * Ampli espectre de cél-lules
. kb en hoste
Adenovirus dsADN [120,121]

funcié del e Expressio transitoria
tipus ¢ Moltimmunogen
o Ampli espectre d’hostes
Adenoassociat sSADN 4,7 kb ¢ No integratiu [122]
e Immunogen

o Ampli espectre de cél-lules
Fins a 150

hoste
. kb en .
Herpesvirus dsADN - ¢ Infeccid latent [123,124]
funcio6 del
tipus e Capacitat de clonacié molt
alta

e Només cél-lules en divisio
e Expressio llarg termini

Retrovirus ssARN 8 kb [123]
¢ Integraci6 aleatoria al
genoma
e Ampli espectre de cel-lules
o hoste
Lentivirus SSARN 8 kb [125]

e Expressio llarg termini
o Baixa citotoxicitat
o Ampli espectre d’hostes
Poxvirus dsADN 25 kb e Capacitat de clonacio alta [123,126]
e Expressio transitoria

dsADN: ADN de doble cadena; kb: kilobase; ssADN: ADN de cadena simple; sSARN: ARN de
cadena simple.
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Els virus han evolucionat de manera natural per a lliurar material genétic a les
cél-lules i superar totes les barreres cel-lulars. Els vectors virals estan basats en I'Us
de virus modificats de manera que no tenen la capacitat de generar noves particules
virals, pero s’aprofita la seva capacitat de transduir cel-lules humanes. Els vectors
virals tenen una gran eficiencia en la transferéncia del material geneétic, pero
presenten problemes pel que fa a immunitat i citotoxicitat, aixi com certs aspectes

de bioseguretat.

Els vectors virals s’utilitzen tant per estratégies d’expressié transitdria com
d’expressio a llarg termini, i estan basats tant en virus d’ADN com d’ARN, de cadena
simple o doble [126]. Els principals grups de vectors virals estan resumits a la Taula
2.1.

2.2.2.2.1. Vectors basats en adenovirus

Els adenovirus (Ad) contenen un genoma d’ADN de doble cadena d’entre 26-45 kb,
i no tenen capacitat integrativa, de manera que el material genétic roman a la cél-lula
en forma episomal. S6n patdgens dels humans i estan associats a malalties
respiratories generalment lleus. Els adenovirus tenen capacitat per infectar tot tipus
de cél-lules, tant cél-lules replicatives com en quiescéncia. Se n’han descrit més de
50 serotips diferents, alguns dels quals estan presents de manera ubigqua en
persones, i per tant molts adults tenen anticossos preexistents contra els Ad [120],

cosa que fa que molts dels seus serotips no es puguin utilitzar en terapia génica.

S'utilitzen com a vectors de terapia génica degut a la seva alta eficiencia de
transduccio en tot tipus de cél-lules, perqué permeten la modificacié de la capsida
per reorientar el seu tropisme, sén facil de produir a titols alts i poden empaquetar

una quantitat alta de material genetic (els vectors Ad “gutless” fins a 36 kb).

Un dels principals inconvenients dels vectors Ad és que generen una alta resposta
immunitaria degut tant a la capsida com al genoma viral, i tot i que s’ha intentat
disminuir la immunogenicitat eliminant tots els gens virals en els vector gutless,
aguests segueixen desencadenant una resposta immune innata degut a la capsida
del vector que pot provocar la mort en casos d’una administracié d’'una dosis alta de
vectors [121,126].
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Actualment, els vectors Ad sén els més utilitzats en assajos clinics de terapia génica
(18,5% dels assajos [106]) en diferents aplicacions com a immunoterapia del cancer,

vectors per a vacunes d’ADN i terapia génica per a malalties monogéniques [120].

2.2.2.2.2.Vectors basats en herpesvirus

Els herpesvirus (HSV) son una familia de virus amb un genoma d’ADN de doble
cadena i presenten una capsida icosaédrica i una envolta. Tot i que hi ha diversos
virus en aquesta familia, els vectors deriven principalment del HSV tipus | (HSV-1),

el genoma del qual té una mida d’unes 150 kb i que codifica uns 90 gens [127,128].

Es tracta d’'uns vectors virals interessants basicament degut a tres propietats. En
primer lloc, els vectors basats en HSV poden arribar a tenir una capacitat
d’empaquetament de fins a 150 kb, i aquest ADN no s’integra en el genoma, reduint
el risc de mutagenesis insercional. En segon lloc, la delecié de gens no essencials
per la replicaci6 compromet la capacitat de replicacié in vivo del virus, perd no in
vitro. Aquest fet ha permés per exemple crear vectors que homeés son replicatius en
cel-lules cancerigenes [129]. | en tercer lloc, tot i que poden transduir un ampli
espectre de cél-lules, tenen tropisme i adaptacions per transduir el sistema nerviés
central (CNS de I'anglés Central Nervous System) de manera molt eficient i tenen la
capacitat de generar infeccions latents en neurones. No obstant, encara no s’ha
aconseguit que I'expressio de transgens que dirigeixen aquests vectors sigui a llarg
termini. Una de les principals limitacions pel seu Us és que el HSV-1 és endémic i hi

ha uns alts nivells d’'immunitat preexistent [123,124].

Actualment, un 3,2% dels assajos clinics estan basats en vectors derivats de HSV i

les aplicacions on més s’utilitzen és pel tractament de cancer [106].

2.2.2.2.3.Vectors basats en poxvirus

Els poxvirus, també coneguts com vaccinia virus, sén virus amb envolta que tenen
un genoma d’ADN de doble cadena d’'una mida d’unes 200 kb. Els vectors derivats
dels poxvirus tenen una capacitat per acceptar fins a 25 kb d’ADN, cosa que els fa
utils per a I'expressio de gens grans. Degut a que expressen de forma intensa i
transitoria el seu transgeén, els vectors derivats de vaccinia virus s’ha utilitzat

basicament per a terapia oncolitica del cancer, immunoterapia del cancer i per a
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generar vacunes [123,126]. Per exemple s’han generat vectors que son capagos de
replicar en cel-lules tumorals sense danyar les ceél-lules normals, mitjancant la
delecid dels gens virals de la timidina quinasa i del factor de creixement del vaccinia

[130]. Aquests vectors s’han utilitzat en un 10,4% dels assajos clinics [106].

2.2.2.2.4.Vectors retrovirals i lentivirals

Els retrovirus sén una familia de virus d’ARN de cadena senzilla amb envolta amb
un diametre de 100 nm. El seu genoma té una mida de 8-10 kb i és diploide. Un cop
a dins la cel-lula, el seu genoma es retrotranscriu a ADN i s’integren en el genoma

de la cél-lula hoste.

Els retrovirus s’han considerat vectors ideals per a la terapia geénica gracies a la seva
capacitat per integrar el seu genoma al cromosoma i expressar-se de manera estable
encara que la cél-lula es divideixi. Trobem dos tipus de vectors retrovirals per a la
terapia génica. Els vectors y-retrovirals estan basats en el virus de la leucémia
murina que es tracta d’un retrovirus simple, i els vectors lentivirals (LVs), basats en

el virus de la immunodeficiéncia humana [131].

L’avantatge dels LVs respecte els vectors y-retrovirals €s que els lentivirals poden
transduir tant cel-lules en divisi6 com en quiescéncia. No obstant, els lentivirus sén
patdgens humans i per tant la seva utilitzacié genera inquietuds en qiestions de
seguretat. Particularment, s’ha de considerar la possibilitat de que en el procés de
generacio de vectors defectius en la replicacié, es generin també particules de

lentivirus replicatives.

En aquest sentit, s’han desenvolupat diverses estrategies per a incrementar la
seguretat dels LVs, i les Gltimes millores consisteixen en vectors on s’ha eliminat tots
els gens virals, on s’ha reduit la capacitat promotora del seu genoma i s’ha reduit la
possibilitat de mobilitzacié dels vectors integrats per part d’'un lentivirus WT (vectors
SIN de I'anglés self-inactivating) [132,133].

Actualment, s’ha realitzat 840 assajos clinics basats en retrovirus que representen
un 26,9% dels assajos clinics que s’han realitzat en terapia génica (524 (17%) basats
en vectors y-retrovirals i 304 (9,9%) en vectors lentivirals [106]). Tot i que s’utilitzen

per a tractar molts tipus de malalties, la seves aplicacions principals son la
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modificacio ex vivo de limfocits T per expressar receptors d’antigen quimérics (CAR-
T) per a la terapia del cancer, i la terapia génica en immunodeficiéncies primaries
[125].

2.2.2.2.5.Vectors adenoassociats

Els virus adenoassociats (AAV) pertanyen a la familia Parvoviridae, i concretament
al génere dels Dependovirus. Els AAV son virus petits, sense envolta, el seu genoma
és d’ADN de cadena simple lineal d’'una mida aproximada de 5 kb i es van identificar
per primera vegada com a contaminants de preparacions d’adenovirus. Actualment
s’han aillat 13 serotips naturals (AAV1-13) per humans i primats, i també s’han
identificat AAVs en un ampli ventall d’altres espécies de vertebrats, com vaques,
cavalls, ovelles i ocells. Per a la seva replicacié, els AAV depenen d’un virus helper
que pot ser un adenovirus, un herpes virus simple, un vaccinia virus, o un virus del
papil-loma huma. Tot i que una gran part de la poblacié humana presenta anticossos
contra diferents serotips d’AAV, no s’han associat clarament a cap malaltia [134—
136].

CARACTERISTIQUES MOLECULARS DELS AAV

El virié dels AAV consisteix en una petita capsida icosaédrica de 28 nm de diametre,
que li dona tropisme al virus. A dins de la capsida, es troba el genoma que consisteix

en una molécula d’ADN de cadena simple d’unes 4,7 kb.

La capsida virica dels AAV té forma icosaedrica i consisteix en 60 unitats
estructurals, cadascuna de les quals té regions variables exposades a la superficie
del viri6 que determinen el tropisme de I'AAV i el trafic intracel-lular del virid.
Aquestes regions son tipicament reconegudes pels anticossos neutralitzants. Per
tant, la seva modificacié pot variar tant I'eficiéncia de transduccié com la capacitat

d’'unid dels anticossos neutralitzants a la capsida virica [137].

El genoma de 'AAV2, que va ser el primer que es va identificar i caracteritzar, té
4.769 pb. El genoma pot ser tant de cadena positiva com negativa [134] i consta de
3 elements principals: les ITR (de I'anglés inverted terminal repeat) i els gens cap i

rep (Figura 2.8).
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Figura 2.8. Genoma dels AAV. Esquema del genoma dels AAV i dels diferents ARNm (i les
seves variants de splicing) que es transcriuen a partir de cadascun dels promotors i donen lloc
a les proteines virals.

A cada extrem del genoma viral hi ha una ITR, gairebé idéntica als dos costats [138].
Es tracta d’'una seqliiéncia de 145 nucleotids, dels quals 125 tenen una seqiiéncia
palindromica que es plega sobre ella mateixa formant una estructura de loop en
forma de T, que consisteix en 2 palindroms curts flanquejat per un de llarg. En
aquestes seqiéncies s’hi troba I'origen de replicacid, la senyal d’empaquetament i

també intervenen en el procés d’integracio del genoma viral [139].

La regi6 codificant rep codifica 4 proteines requerides per diferents funcions del cicle
viral: Rep78, Rep68, Rep52 i Rep40. [134,139].

La regi6 codificant cap codifica les 3 proteines de la capsida viral VP1, VP2 i VP3.

Finalment, el gen aap codifica una proteina activadora del procés d’assemblatge del
virié (AAP) i esta situat en un marc de lectura diferent dins de la regi6 codificant de
cap [140-142].

CICLE VIRIC DELS AAV

Els AAV poden infectar tant cél-lules en divisi6 com cél-lules en quiescéncia. No
obstant, no sn capacos de produir una infeccio virica productiva per si mateixos, i

la seva infeccid in vivo esta limitada per la necessitat de coinfeccié amb un virus
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helper (normalment un Ad). Sense la preséncia d’un virus helper, ’AAV queda en
estat de laténcia [122]. El seu cicle esta compost de varies etapes que es descriuen

a continuacio i es troben resumits a la Figura 2.9.

Unié amb el receptor

Els AAV interaccionen amb les cél-lules a través dels carbohidrats de glicoproteines
presents a la superficie de les cél-lules diana. Les diferents preferéncies d’'unié de
les proteines de la capsida confereixen un tropisme cel-lular i tissular especific a
cada serotip. Addicionalment, s’han identificat receptors secundaris que també tenen
un paper important en la transduccié viral i contribueixen al tropisme [143]. Un
d’aquests receptors secundaris és 'AAVR que és requerit per la transduccié en
multiples serotips (AAV1, AAV2, AAV3B, AAV5, AAV6, AAV8i AAV9). Encara no es
coneix exactament el paper d’aquest receptor pero, a part de la unid, també podria
tenir un paper també en el transport intracel-lular dels AAV, i fins i tot en 'escapament
endosomal [144-146].

Internalitzacio i transport al nucli

Una vegada I'AAV ha interaccionat amb el seu receptor de superficie, comencga el
procés d’endocitosi que és rapid i eficient i no resulta limitant en el cicle d’infeccio del
virus [147].

Pel contra, el procés de transport intracel-lular d’AAV és lent i ineficient. Els virions,
un cop estan dins dels endosomes, es transporten pel citosol mitjancant els
microtubuls en un transport retrograd fins al aparell de Golgi des d’on s’alliberen al
citoplasma i es transporten al nucli [147]. Els virions poden ser ubiquitinats per la
seva degradacio al proteosoma o continuar amb el seu cicle infectiu mitjangant el
desacoblament de la capsida. Aquest pas també s’ha identificat com un dels passos

limitant en la infeccid, degut a que la capsida dels AAV és molt estable [147,148].
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Figura 2.9. Transducci6 i cicle viral dels AAV. Els virions s’uneixen als seus receptors i
coreceptors en la superficie de la membrana de les cél-lules hoste (pas 1), i entren a la cél-lula
via endocitosis per varis mecanismes (pas 2). Els endosomes que contenen el virié es
transporten pel citosol amb I'ajuda del citoesquelet (pas 3) i s’escapen de 'endosoma (pas 4).
A partir d’aquest punt, els virions poden ser ubiquitinats i degradats al proteosoma (pas 5b) o
entrar al nucli (pas 5a). Un cop dins del nucli, es desacobla la capsida i s’allibera el genoma
viral (pas 6) i es procedeix a la sintesi de la doble cadena de I'’ADN viral (pas 7). En aquest
punt, es pot integrar al cromosoma 19 (pas 8a) mantenir-se en forma episomal (pas 8b), pero
ja esta es pot iniciar la transcripcio (pas 9) i traduccid de les proteines virals. Finalment les
proteines i els genomes s’acoblen per formar nous virions (pas 10) i els virions s’alliberen al
medi extracel-lular lisant la cél-lula hoste.
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Pas a ADN de doble cadena

Per tal de que ’ADN viral que esta al nucli sigui transcripcionalment actiu primer s’ha
de convertir a ADN de doble cadena mitjangant ’'ADN polimerasa del hoste (Figura
2.10), tot i que també pot donar-se l'aparellament d’'una cadena positiva i una

negativa de diferents virions que hagin coinfectat la mateixa ceél-lula [143].

J " ADN polimeras hoste FORMACIO DE GENOMA scAAV
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Figura 2.10. Sintesi de la segona cadena d’ADN en la infeccié per AAV. La replicaci6 del
genoma pot donar lloc a la formacié natural d’AAV autocomplementaris (SCAAV) (Pas 5b) si
hi ha un fracas en la resolucioé dels extrems de les ITR en un pas que implica un tall de
I'endonucleasa Rep.
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La sintesi de la segona cadena d’ADN comenca a partir de la ITR 3’ (pas 1 Figura
2.10). L’ADN polimerasa de la cél-lula pot utilitzar aquest grup hidroxil 3’ per iniciar
la replicacid, i aixi la mateixa molécula d’ADN serveix com a encebador i com a motlle
per la replicacié (pas 2 Figura 2.10). Un cop s’ha obtingut una molécula de doble
cadena amb una ITR a un extrem, 'ARN polimerasa |l ja ho pot utilitzar per
transcriure els ARNm virals [149]. A continuacio, el duplex de I''TR es plega (pas 3
Figura 2.10) generant un nou extrem 3’ que 'ADN polimerasa pot utilitzar per

reiniciar la replicacio (pas 4 Figura 2.10) .
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Per la sintesi de nous genomes virals, la Rep78/68 fa un tall en la cadena original,
just en el punt on comenga la ITR 3’ (pas 5a Figura 2.10), i a partir es finalitza la

copia de la cadena i s’empaqueta la cadena desplagada (pas 6 i 7 Figura 2.10) [138].

Transcripcio i expressio de les proteines virals

L’expressié del genoma viric comenga amb la preséncia d’un virus helper. En
general, les funcions dels virus helper s6n incrementar la produccié de proteines de
'AAV, i alterar 'ambient cel-lular per promoure la replicacié de 'AAV i la seva
alliberacioé al medi. [138].

En abséncia del virus helper, el genoma de I'AAV es pot quedar en estat de laténcia
durant anys. En aquest cas, el genoma viral es pot circularitzar per recombinacio
homologa a les ITRs formant mondomers, dimers i concatémers circulars via
interaccions intramoleculars o intermoleculars, o bé pot integrar-se al genoma
cel-lular (en un procés depenent de la proteina Rep) especificament a la regi6é q13.4,
denominada AAVS1, del cromosoma 19 [150].

SEROTIPS | TROPISME DELS AAV

Fins ara, s’han descrit més de 100 sequéncies d’AAV que infecten diferents
espécies, de les quals 13 son serotips naturals (AAV1-13) per humans i primats no
humans [151,152]. S’han desenvolupat varis estudis per determinar el tropisme dels
diferents serotips naturals d’AAV en diferents organismes [152,153] (Taula 2.2), que

es defineix com la preferéncia de transducci6 per un tipus cel-lular o teixit concret.
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Taula 2.2. Receptors, coreceptors i tropisme dels diversos serotips naturals d’AAV

Serotip  Receptor Co-receptor Tropisme
AAV1 Acid sialic AAVR Muscul, CNS, cor, pulmo,
pancreas, ull
AAV2 HSPG AAVR, FGFR, HGFR, Fetge, CNS, muscul, ronyé
Integrina, LamR
AAV3 HSPG AAVR, FGFR, HGFR, Muscul i medul-la ossia
LamR
AAV4 Acid sialic Desconegut Ull, CNS
AAV5 Acid sialic AAVR, PDGFR CNS, pulmé, ull, fetge
AAV6 HSPG AAVR, EGFR Muscul, CNS, cor, pulmg i
medul-la 0ssia
AAV7 Desconegut Desconegut Muscul, CNS, ull
AAVS8 Desconegut AAVR, LamR Fetge, muscul, cor, pancrees i
CNS, ull
AAV9 Galactosa AAVR, LamR Fetge, cor, cervell, muscul,
pulmd, pancrees i ronyo
AAV10 Desconegut Desconegut Muscul
AAV11l Desconegut Desconegut Desconegut
AAV12  Desconegut Desconegut Desconegut
AAV13 HSPG Desconegut Desconegut

Elaborada a partir de dades de [152—-154]. HSPG: hepara sulfat; AAVR: receptor dels AAV;
FGFR: receptor del factor de creixement de fibroblasts; HGFR: receptor del factor de
creixement dels hepatocits; LamR: receptor de la laminina; CNS: Sistema nervios central.

VECTORS AAV RECOMBINANTS (rAAVS)

Els rAAV presenten molts avantatges per la seva aplicacié clinica en terapia genica.
En primer lloc, s6n capacgos de transduir de forma latent tant cél-lules en divisié com
en quiescéncia. A més, el gran nombre de serotips proporciona un ampli ventall de
tropismes. Finalment, tot i que s’ha vist genotoxicitat dels rAAV en alguns casos
puntuals i condicions molt concretes en models de ratoli [155,156], no hi ha
evidencies de genotoxicitat en estudis a llarg termini en animals més grans com
gossos [157] ni primats no humans [158], i tampoc s’ha observat genotoxicitat en el

seguiment a llarg termini de pacients en assajos clinics [122].
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A diferéncia dels AAVs, el genoma de doble cadena dels rAAVs utilitzats en terapia
génica no s'integra de manera especifica al genoma cel-lular, sind que es manté
majoritariament en forma episomal al nucli de les cél-lules transduides degut a
I'abséncia de les proteines Rep [150,159,160].

El genoma dels rAAV estan desproveits dels elements cap i rep i les Uniques
sequeéncies d’origen viral que queden soén les ITRs, que s6n necessaries per guiar la
replicacio del genoma i 'empaquetament durant la produccié dels vectors. Per tant,
I'eliminaciéo completa dels gens virals alliberen 4,7 kb que queden disponibles per a
clonar el material genétic terapéutic, i que generalment consta d'un casset
d’expressio que té 3 elements principals: un promotor, la sequencia codificant del
gen terapeéutic i un senyal de poliadenilaci6 [122,137].

L’eleccid de la capsida viral del rAAV dependra del drgan diana on es vulgui dirigir la
terapia. A la Taula 2.2 es mostra el tropisme natural dels diferents serotips d’AAV
per a diferents drgans, pero en el cas dels rAAV, a part del tropisme natural, també
existeixen altres factors que poden influir en la transduccié, com la via d’administracio
del rAAV, la dosi, 'espécie animal, el sexe, la presencia d’anticossos neutralitzants

o fins i tot el métode de produccié utilitzat per obtenir-los [153,161,162].
Terapia genica dirigida al fetge mitjancant rAAV

El fetge posseeix certes caracteristiques que el fan un 6rgan molt atractiu pel que fa
a la terapia génica basada en I'is de rAAV. En primer lloc, tots els serotips naturals
d’humans menys ’AAV4 mostren cert tropisme hepatic [153]. En segon lloc, degut a
les caracteristiques anatomiques del fetge, els hepatocits presenten una alta taxa de
transduccié [163]. En tercer lloc, un fetge completament desenvolupat i sota
condicions normals els hepatocits romanen en quiescéncia i només es divideixen al
voltant del 1-2% [163], de manera que permet la permanéncia a llarg termini dels
genomes dels AAVs no integrats i la seva expressié. Un altre avantatge és que
I'expressid del transgén en hepatdcits indueix una tolerancia especifica mediada per
cél-lules T reguladores [164]. Finalment, el fetge és clau en la sintesi i metabolisme
d’'un gran nombre de proteines, tant intracel-lulars com secretades, a més de tenir
un rol important en la destoxicacié de metabdlits, per tant, €s un bon candidat com a
diana pel tractament de moltes malalties metaboliques.
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Assajos clinics i practica clinica

A 'any 1996, Terence Flotte va promoure el primer assaig clinic de terapia génica
basat en un rAAV. Concretament, era un rAAV2 que contenia el gen CFTR per el
tractament de pacients de fibrosi quistica amb la malaltia pulmonar lleu [165]. Des
de llavors el numero d’assajos clinics amb rAAV ha anat incrementant
progressivament fins que avui en dia, els rAAV arriben a ser els quarts vectors més
utilitzats en assajos clinics. En concret, els rAAV s’han utilitzat en 244 assajos clinics
gue correspon a un 8,1% dels assajos clinics en basats en técniques de terapia
génica (dades actualitzades a desembre de 2019) [106] i en la majoria de casos
s’utilitza com a eina terapéutica per la substitucioé genica en el tractament de malalties
monogeéniques recessives. Generalment, el serotip més utilitzat és 'AAV2 pero cada
vegada s’utilitzen més les capsides dels AAV8, AAV9, AAVrh10.

Pel que fa a la seva aprovacio per a la practica clinica, el primer producte de terapia
génica autoritzat per una malaltia monogenica va ser Glybera (any 2012) on el vector
utilitzar era un rAAV [166]. Actualment hi ha 3 productes aprovats per el seu Us en
pacients: Glybera (uniQure) un rAAV1 pel tractament de la deficiencia de la
lipoproteina lipasa, tot i que I'any 2017 es va retirar del mercat degut al seu elevat
cost; Luxturna (Spark Therapeutics) un rAAV2 pel tractament de I'amaurosis
congeénita de Leber [167]; | Zolgesma (AveXis) un rAAV9 pel tractament per I'atrofia
muscular espinal [168].

2.2.3. ESTRATEGIES DE MILLORA DELS rAAV

Encara que els rAAV han assolit un éxit terapéutic en alguns casos [166—168], hi ha
alguns problemes derivats de la seva eficiéncia de transduccié i de la seva tendéncia

a induir la resposta immune contra les cél-lules transduides.

Per aquesta rad, s’han desenvolupat diverses estratégies per a millorar I'expressio
del gen terapeéutic i incrementar-ne la taxa de transduccié. En general, es poden
agrupar en estratégies orientades a reduir la resposta immune i en altres estratégies

per augmentar 'eficiéncia d’expressio, més enlla de la resposta immune.

Les diferents estratégies d’optimitzacié del vector tenen en compte tots els elements

del seu genoma i la seva capsida (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Estrategies de millora dels rAAV. Separades segons I'element del vector que
es modifica. En verd esta representada la millora, en vermell I'efecte sobre la transduccio i en
blau el possible efecte sobre la resposta immunitaria. SCAAV: AAV autocomplementari; CTL:
resposta T citotoxica.

2.2.3.1.Estratégies de millora fora de la resposta immunitaria

2.2.3.1.1. Modificaci6 de les ITRs: scCAAV.

Un dels passos del cicle viral que més limiten I'eficiéncia de transduccié d’un rAAV
és la sintesi la cadena complementaria d’ADN abans de que es pugui iniciar la
transcripcid. Aquest pas s'’inicia en les ITRs i depén enormement de I'estat fisioldgic
en el que es trobi la cél-lula hoste i de la concentracié de particules infectives (ja que
pot haver-hi un aparellament de cadenes complementaries si entren un rAAV de
cadena negativa i un de cadena positiva) [169].

La necessitat de la conversié a ADN de doble cadena es pot obviar mitjangant I'is
de rAAV autocomplementaris (scAAV, de l'anglés self-complementary AAV). Els
scAAV presenten un genoma que consisteix en una molécula d’ADN de cadena
simple formada per dos monomers repetits i invertits separats i units per una regio

ITR. Aquesta seqiieéncia permet prescindir de la maquinaria de replicacié de la
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cel-lula hoste, ja que un cop alliberat el genoma scAAV a dins del nucli, les dues
meitats de la molécula d’ADN de cadena simple es pleguen i les bases
complementaries s’aparellen instantaniament formant un ADN de cadena doble llest
per la transcripcio i expressio del gen terapeutic [170]. De fet, la utilitzacié de scAAV
ha demostrat produir una expressid més rapida i més alta del gen terapeutic en
models animals [171] i en assajos clinics per [I'hemofilia B (scAAVS8)
(Clinicaltrials.gov: NCT01687608) [172] i per l'atrofia muscular espinal (scAAV9)
(Clinicaltrials.gov: NCT02122952) [173].

Aquest tipus d’estructura genomica dels scAAV (ITR-transgén-ITR-transgén invertit-
ITR) (Pas 5b Figura 2.10) apareix en un dels passos de la sintesi de 'ADN de
cadena doble en el cicle normal dels AAV. L’augment de I'eficieéncia d’obtencio6 dels
scAAV s’aconsegueix mitjangant I'eliminacio del lloc de resolucié terminal d’'una ITR
de manera que la proteina Rep no pugui generar el tall en '’ADN de cadena simple i
resoldre la ITR (aquesta modificacié genera aproximadament un 90% de genomes
SCAAV) [170].

La principal limitacié d’aquests vectors és la reduccid de la seva capacitat
d’empaquetament, que disminueix de 4,7 kb a 2,4 kb. En aquest cas, on la restriccié
d’espai és encara més important que en els altres rAAV, I'optimitzacié dels diferents
elements del casset d’expressiod és especialment rellevant. Una altra limitacié dels
sCAAV és que s’ha vist que desencadenen una major resposta immune degut a

l'activacio de la immunitat innata via TLR9 [174].

2.2.3.1.2.Optimitzaci6 del casset d’expressio.

Un dels elements més importants en el casset d'expressiéo és el promotor.
Generalment, resulta més atractiu I'is de promotors especifics de teixit, ja que a part
de resultar més efectius en el teixit diana, també permeten dirigir 'expressié a un
teixit concret i reduir la resposta immune [163]. Altres elements reguladors que poden
incrementar l'expressi6 sén I'ds d’introns [175], o [Ielement regulador
posttrancripcional del virus de I'hepatitis de la marmota (WPRE) [176]. No obstant a
vegades, degut a la capacitat d’empaquetament limitada dels rAAV, I'Unica
alternativa és utilitzar promotors més petits per reservar I'espai d’empaquetament

per a gens terapéutics grans, com per exemple el factor de coagulacié VIII [177] o el
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regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica [178]. En aquests
casos, aquests promotors petits es solen combinar amb seqiiéncies potenciadores

que actuen afavorint la uni6 de factors de transcripci6 [137].

2.2.3.1.3.Optimitzacio de la seqgiéncia codificant.

La majoria de transgens terapéutics utilitzats en assajos clinics sén derivats de les
sequeéncies naturals dels gens. No obstant, aquesta sequiéncia es pot optimitzar per

obtenir un increment en I'expressié de la proteina d’interés.

Taula 2.3. Freqiiéncia d’us de cada codé en les seqliéncies codificants en Homo sapiens

Codé Aa Freq | Cod6 Aa Freq | Cod6 Aa Freq | Cod6 Aa Freq
AAA K 0,43 AGA R 0,21 ACA T 0,28 AUA | 0,17
AAG K 0,57 AGG R 0,21 ACG T 0,11 AUG M 1

AAC N 053 | AGC S 0,24 | ACC T 0,36 | AUC I 0,47
AAU N 047 | AGU S 015 | ACU T 025 | AuU I 0,36
GAA E 042 | GGA G 025 | GCA A 023 | GUA Vv 012
GAG E 058 |GGG G 025| GCG A 011 | GUG V 046
GAC D 054 | GGC G 034 | GCC A 0,4 GuC V 024
GAU D 046 | GGU G 016 | GCU A 027 | GuU VvV 018
CAA Q 0,27 CGA R 0,11 CCA P 0,28 CUA L 0,40
CAG Q 073 | CGG R 0,2 CCG P 0,11 | CUG L 0,07
CAC H 058 | CGC R 0,18 | CCC P 032 | CcuC L 0,20
CAU H 0,42 CGU R 0,08 CCuU P 0,29 Cuu L 0,13
UAA * 0,24 | UGA * 047 | UCA S 0,15 | UUA L 0,08
UAG * 0,3 UGG W 1 UCG S 0,05 | UUG L 013
UAC Y 0,56 UGC C 0,54 ucc S 0,22 uucC F 0,54
UAU Y 0,44 uGuU C 0,46 uCu S 0,19 Uuu F 0,46

Taula elaborada a partir de les dades de [179]. Aa: Aminoacid representat amb el codi de 1
lletra; Freq: Frequéencia sobre 1 del codd sobre el total de codons que codifiquen aquell
aminoacid. * senyal de Stop.

El codi genétic pot utilitzar 64 possibles codons per codificar els 20 aminoacids i les
3 senyals d’estop. Aquest fet implica que el codi genétic estandard sigui degenerat,
i 18 dels 20 aminoacids naturals (tots menys la metionina i el triptofan) estan

codificats per més d’un codé (Taula 2.3).
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En conseqiiéncia, una mateixa proteina pot ser codificada per molts ARNm diferents,
perd el nivell d’expressi6 de la proteina pot variar enormement entre dues
sequéncies d’ARNm. En cada espécie hi ha preferéncia per I''s de certs codons
sobre d’'uns altres en les seqlieéncies codificants i per tant, les frequéncies d’'us de

cada codo sindnim varia. Aquest fet s’anomena biaix en I'is de cod6 [180].

A més, els codons amb un biaix més gran es troben preferentment en gens
expressats en alt nivell. Aixd va suggerir que el biaix en I'is de codé i I'expressio de
proteines estaven lligats, i per tant que seria possible incrementar I'expressié imitant
el patré del I'is de codo en gens altament expressats [181]. S’ha observat que el
biaix en I'is de codd també correlaciona amb els nivells d’ARNt en Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegants, Drosophila spp i eucariotes en
general [182]. No obstant, 'is de cod6 també pot venir definit per factors
independents de la traduccié, com per exemple la necessitat d’evitar similitud amb

elements funcionals importants de TARNm, o evitar senyals de splicing [182].

S’ha observat que I'is de codoé pot afectar la quantitat de proteina produida degut a

diferents mecanismes:

- Nivells d’ARNt: la velocitat de descodificacié del ribosoma no és uniforme
per a cada codo i depén en part de la quantitat d’ARNt especific de cada
codd [183]. A grans trets, un codo és optim si es pot seleccionar rapidament
el seu ARNt del pool citoplasmatic d’ARNts (Figura 2.12A).

- Balanceig: L’abundancia d’ARNt no és I'inic factor que influeix en la cinética
d’elongacio de la traduccid. Degut al fenomen del balanceig [47] hi ha ARNt
qgue formen enllagos més deébils amb 'ARNm i, per tant, aquestes
interaccions s6n menys favorables i els ribosomes hi passen més lentament
[182] (Figura 2.12B).

- Interaccio6 entre ARNt: A més cal destacar que el ribosoma no interacciona
amb un sol codé a la vegada, sind6 amb dos. També trobem un biaix en les
parelles de codons, i algunes parelles tendeixen a evitar-se i altres tendeixen
utilitzar-se més (Figura 2.12C). En general, les parelles NNUANN estan
menys representades que les parelles NNGCNN [184]. Tot i que no es
coneix el mecanisme concret, es creu que els dos ARNt que estan presents

al ribosoma interaccionen i influencien en I'eficiéncia de transduccio6 [185].
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Figura 2.12. Mecanismes de modificacié de la velocitat d'elongacié de la traducci6 on
estan implicats els ARNt. A. Els ARNt més abundants, associats a codons més frequents,
es tradueixen més rapid degut a que és més facil trobar-los en el pool d’ARNt (els rectangles
verds signifiquen codons freqlents i els vermells codons més estranys). B. Els codons que
impliquen aparellament de bases sense balanceig es tradueixen més rapid. C. Certs parells
de codons poden actuar sinérgicament per reduir la velocitat d’elongacié més que la suma
dels dos codons per separat.

Tot i que en diversos organismes s’ha observat que el biaix en I'is de codd és un
factor determinant dels nivells de proteina, i inicialment es va atribuir I'is de codons
més freqlients amb una velocitat més alta de traduccio per part del ribosoma, la
relacié entre I's de codd i I'eficieéncia de traduccié no esta tan clara, ja que I'is de

codo pot influenciar en altres factors a part de la velocitat d’elongacio:

- Estabilitat dels ARNm: s’ha relacionat I'is de codd amb I'estabilitat dels
ARNm en E.Coli, Schizosaccharomyces pombe, peix zebra i en linies
cel-lulars de ratoli, de rata i humanes, suggerint que I'is de coddé és un

mecanisme conservat de regulacié de I'estabilitat dels ARNm [182,186,187].
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- Estabilitat de I'inici de la traduccio: I'energia de plegament de TARNm,
especialment a prop del codé inici, t&€ un impacte en I'eficiencia de traduccio,
ja que estructures més estables requereixen més energia per desplegar-se
i poder iniciar la traducci6 [188] i, en general, la iniciaci6 és el pas limitant de
la traducci6 [189,190]. Si la iniciacio és el coll d’'ampolla, qualsevol increment
en la velocitat d’elongacié simplement comportara una finalitzaci6 més
rapida de la sintesi perd no un increment en la quantitat de proteina produida
per molécula d’ARNm. No obstant, si es redueix la velocitat d’elongacié amb
codons menys freqlients, aquesta pot arribar a ser limitant per la traduccio
[191].

- Plegament de les proteines: els codons no optims poden servir per reduir
la velocitat de traduccié en motius estructurals claus per facilitar el seu
plegament. També hi ha evidencies que en els dominis funcionals es solen
utilitzar codons optims, on és menys probable que hi hagi equivocacions, per
evitar mutacions, i en les zones d’unié entre dominis, hi ha una acumulacié
més alta de codons no optims, per baixar la velocitat de traduccio i permetre

un plegament correcte dels dominis [182,192].
Optimitzacio de codons i terapia génica

En terapia génica, I'optimitzacié de codons consisteix en utilitzar el biaix de I'is de
codd mantenint la seqiéncia d’'aminoacids per millorar la composicio de codons d’un
gen recombinant i augmentar la produccio de la proteina codificada. No obstant, I'éxit
d’aquest procediment varia segons el gen i I'eina utilitzada per a fer-ho. S’han

observat variacions entre 0,8 i 15 vegades I'expressio del gen sense modificar [193].

Un parametre util per analitzar I's de cod6 d’'un gen concret és I'index d’adaptacié
de codo (CAl), que té un valor d’1 quan en cada posicié d’'un gen s’utilitza el codo

més frequient [194].

Han aparegut moltes eines i algoritmes per optimitzar I'expressié d’'un gen. La
majoria d’aquestes eines intenten millorar el CAl evitant la utilitzacié de codons poc
frequents. A partir d’aqui tenen en compte altres parametres, com evitar la preséncia
de motius d’inestabilitat de '’ARNm, reduir I'estabilitat d’estructures secundaries de

I’ARNm, evitar codons inici alternatius, evitar la preséncia dels parells de codons que
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se sap que tradueixen lentament, mantenir regions que sén importants pel plegament
de la proteina, evitar codons stop en marcs de lectura alternatius, evitar regions amb
un percentatge molt alt o molt baix de GC i preservar els llocs acceptors i donadors
de splicing. [195-197].

2.2.3.1.4.Increment de la capacitat d’empaquetament

Una de les limitacions més important dels rAAV és que no es poden utilitzar cassets
d’expressio més grans de 5 kb (i en el cas dels scAAV, 2,4 kb), ja que disminueixen
molt el rendiment de produccid viral. La limitacié d’espai es pot superar utilitzant dues
estratégies principalment. La primera consisteix en utilitzar cassets d’expressio més
grans de 5kb flaquejats per ITRs. Durant la produccié del vector s’empaqueten
genomes heterogenis, majoritariament truncats a 5 kb. [198]. Una segona estratégia
és la utilitzacié de rAAVs duals, que consisteix en separar el transgén terapéutic gran
en dues meitats i empaquetar una meitat a cada vector [199]. La formacio del
transgen complet té lloc quan coinfecten la mateixa ceél-lula els dos rAAV per

recombinacié homologa o per formacio de concatémers via ITRs [122].

2.2.3.1.5.Optimitzaci6 de la capsida

S'utilitzen 3 estratégies basiques per millorar la transduccié mitjancant optimitzacié

de la capsida:

- Disseny racional. En alguns serotips s’han identificat els dominis de la
capsida responsables de la uni6 a la cél-lula. ElI coneixement de les
sequeéncies de les proteines de la capsida i la seva estructura han permes el
disseny racional de capsides per incrementar la transduccio.

- Evoluci6 directa. Les técniques d’evolucié directa de les capsides que s’han
utilitzat per desenvolupar rAAVs inclouen PCR propensa a errors, barreja
geénica, recombinacio dirigida de fragments de proteina (una estratégia que
combina disseny racional i evolucié directa), evolucié directa d’AAV per
recombinacio basada en Cre (CREATE) i evolucié directa in vivo.

- Disseny computacional. Es poden generar noves capsides amb una
capacitat de transduccid millorada utilitzant el disseny computacional. La
reconstruccid de seqiéncies ancestrals permet explorar potencials

sequeéencies d’aminoacids noves que presentin propietats noves o millorades

67



| Introduccio

guant a termoestabilitat, unié a nous substrats o una solubilitat més alta, entre
d’altres [137,143].

2.2.3.1.6.Optimitzacio del procés de transduccio

Altres estrategies per millorar el procés de transduccio del virus en altres etapes del
cicle viric consisteixen en I'escapament endosomal i el trafic intracel-lular. S’ha
observat 'administracié d’inhibidors del proteosoma incrementen la transduccié de
rAAV en el fetge de ratolins, entre d’altres compostos. La interaccié de proteines dels

serum també pot incrementar o disminuir la transduccié dels rAAVs [137].

2.2.3.2. Estrategies dins la resposta immunologica

La resposta immune de I'hoste en front els rAAV és una barrera important per
aconseguir una expressio duradora i efectiva del gen terapéutic, i inclou anticossos
neutralitzants preexistents contra els virions dels AAV, resposta immunologica innata
contra elements del vector, i resposta dels limfocits T citotoxics (CTL) contra la
capsida i contra la proteina terapeutica. Per tant, la modificacio del vector per evadir
la resposta immune de I'hoste és de gran utilitat per aconseguir una transduccié més
eficient. La resposta immune dependra de la ruta d’administracié del vector, de la

dosi, dels diferents elements del genoma del vector i de la capsida.
La resposta immunitaria es divideix en dues fases.

- La immunitat innata: és rapida, no especifica i no desencadena una
memoria immunitaria. S’inicia degut al reconeixement de patrons moleculars
associats a patdgens (PAMPs: de I'anglés Pathogen-associated molecular
pattern) per part dels receptors reconeixedors de patrons presents a les
cel-lules immunologiques.

- La immunitat adaptativa: té lloc després de la innata i permet el
reconeixement i eliminacié d’antigens especifics, aixi com la generacié de
memoria. La resposta adaptativa es divideix en resposta m per limfocits B i
limfocits T. Després de la seva activacid, els limfocits es diferencien a
cel-lules efectores i promouen la destruccié dels antigens amb la induccio

de la resposta humoral i citotoxica.
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IMMUNITAT PREEXISTENT | IMMUNITAT INNATA IMMUNITAT ADAPTATIVA

Anticossos neutralitzants Resposta T citotoxica contra

Toxicitat aguda degut
Limfocits T de memoria

Resposta contra el transgen

1

1

1

: les cél-lules transduides
Altres factors :
1

1
1
1
I al reconeixement de PAMPS
1
1
1

T Hores post transferéncia Dies post transferéncia

Terapia
génica

Figura 2.13. Respostaimmunitaria del hoste contra els rAAV. Abans de la terapia genica,
els pacients poden haver estat exposats a AAV i desenvolupar una resposta humoral i
citotoxica cap al vector. Immediatament després de [l'administracié del rAAV es pot
desencadenar una resposta immunitaria innata. Finalment, hi pot haver una resposta
adaptativa tant contra la capsida com contra el transgen que generi memoria. PAMPS:
Patrons moleculars associats a patogens.

2.2.3.2.1.Evasio6 de laresposta immune innata
El genoma del rAAV pot desencadenar la resposta innata a través de diferents vies:

- Les sequéncies CpG no metilades tipiques d’ADNSs virics i bacterians sén
reconegudes pel receptor Toll-like 9 (TLR9) present en els endosomes de
les cél-lules de Kupffer, i cél-lules dendritiques. L’activacié6 de TLR9
condueix a la presentacioé dels antigens de la capsida via complex major
d’histocompatibilitat (MHC) de classe | i indueix la resposta immune
caracteritzada per una infiltracié de neutrofils, macrofags i cel-lules NK
(Natural Killer) en fetge, I'expressio de gens proinflamatoris i 'increment d’IL-
6 circulant [174]. En rAAV on s’han eliminat totes les sequiéncies CpG s’ha
observat que I'activacié de la resposta immunitaria és menor, conduint a una
expressio estable del gen terapeutic després d’una injeccié intramuscular del
vector [200]. En canvi, s’ha descrit que el genoma scAAV indueix una
resposta immunitaria major també per aquesta via [174].

- Recentment, s’ha descrit que I'activitat promotora de les ITRs pot generar
ARN de doble cadena, que pot ser detectat pel sensor MDAS dels hepatocits
i conduir a I'expressio d’interferé tipus I. El bloqueig de MDA5 disminueix

I'expressio d’interferd i incrementa I'expressié in vitro [201].
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2.2.3.2.2.Evasio de laresposta immune adaptativa

Resposta B. Anticossos neutralitzants preexistents

Els humans estem exposats a AAV durant tota la vida i en conseqiiéncia els
anticossos contra els AAV sén molt prevalents en la poblacié. La preexisténcia
d’anticossos totals, que generalment correlacionen amb els anticossos neutralitzants
[202], esta al voltant del 70% contra els AAV1 i AAV2, del 45% contra els AAV6 i
AAV9 i del 40% contra els AAV5 i AAV8 [203]. Tot i aixi, hi pot haver una reacci6
creuada entre anticossos neutralitzants de diferents serotips degut a I'alta homologia

de seqliéncia de les capsides [204].

Hi ha varies aproximacions per reduir els titols d’anticossos neutralitzants com I'is
d’agents farmacologics (rituximab o rapamicina) que impedeixen la formacié
d’anticossos als limfocits B, la plasmaféresi, cobrir els virions de rAAV amb lipids per
a impedir el reconeixement dels anticossos neutralitzants o la utilitzacié de virions
buits per segrestar els anticossos presents. No obstant, aquestes estrategies tenen
poca eficiencia, poden canviar el tropisme o augmentar la resposta immune mediada
per cél-lules T [205].

Una altra aproximacio consisteix en dissenyar la capsida per a que elimini els epitops
gue interaccionen amb els anticossos neutralitzants. Tot i aix0, actualment, la majoria

d’assajos clinics exclouen aquells pacients que presenten anticossos neutralitzants.

Resposta T citotoxica contra la capsida i contra la proteina terapéutica

Un cop internalitzat, el viri6 pot entrar al nucli o bé ser ubiquitinat per la seva
degradacio al proteosoma. En aquest cas, les péptids de la capsida s’uneixen a les
molécules MHC-I i es transporten a la superficie cel-lular per a ser presentades i
resultant en el destruccié de les cél-lules transduides per part dels limfocits T

citotoxics i per tant resultant amb una pérdua d’expressio del casset terapéutic.

Per evitar aquesta via, s’han utilitzat inhibidors del proteosoma que han demostrat
eficacia in vitro, i també s’ha descrit que la mutacio de certs residus de lisina, tirosina
o serina que poden ser fosforilats i marcats per la ubiquitinacié incrementa la taxa de

transducci6 en linies cel-lulars i en fetge de ratoli [206].
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També hi ha el risc d’'una resposta immunitaria contra la proteina codificada pel gen
terapéutic, i aquesta resposta esta influenciada pel teixit diana i la ruta
d’administraci6. De manera general, s’ha observat que injeccions intramusculars
amb promotors constitutius produeixen una resposta immunitaria major que
injeccions sistemiques de rAAV amb promotors especifics hepatics. El fetge
proporciona un ambient immunitari privilegiat i I'expressio de I'antigen en hepatocits
pot promoure la seva tolerancia via mecanismes que impliquen a les cél-lules T

reguladores [154].

També tenen importancia altres factors com el serotip, la dosi i el disseny del vector.
Com en el cas dels antigens de la capsida, les estratégies es basen en evitar la
presentacio dels antigens en el MHC-I. La utilitzacio de promotors especifics de teixit
limiten I'expressio de la proteina a les cél-lules diana, evitant I'expressié en cél-lules
dendritiques presentadores d’antigen [137]. També s’han fusionat als gens
terapéutics alguns péptids virals presents en altres virus, com la glicoproteina US6
de citomegalovirus o la proteina ICP47 de herpesvirus que inhibeixen la via de
presentaciéo d’antigen per evitar I'eliminacié de cél-lules transduides degut a la

resposta T citotoxica [207].

2.3.MNGIE | TERAPIA GENICA

La terapia genica resulta una estrategia terapéutica especialment adient pel

tractament de MNGIE per diverses raons:

- EI MNGIE és una malaltia monogeénica.

- Lafalta de TP provoca una acumulacio sistemica de dThd i dUrd, molécules
petites i solubles que difonen a través de la membrana cel-lular per
transportadors, cosa que afavoreix la seva distribucié sistémica. Per tant, no
cal un organ diana concret per a la terapia. Com s’ha observat, tant el
transplantament hematopoétic de cél-lules mare com el transplantament de
fetge son estrategies terapeutiques valides per restaurar els nivells de
nucleosids.

- El llindar terapéutic és baix, ja que com es veu en els individus portadors
heterozigots, que tenen un 25%-50% de l'activitat TP normal, no presenten

simptomatologia de la malaltia.
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En consequliéncia, en el nostre grup s’han desenvolupat dues estrategies diferents
de terapia génica. La primera consisteix en la terapia genica ex vivo mitjangant I's
de LVs dirigits al teixit hematopoétic i la segona consisteix en terapia génica in vivo

mitjangant un rAAV dirigit al fetge.

2.3.1.TERAPIA GENICA EX VIVO AMB UN LV DIRIGIT AL TEIXIT
HEMATOPOETIC.

Com a primera estratégia per la terapia génica pel MNGIE, es va crear un LV de
tercera generacié SIN que contenia 'ADN codificant (ADNc) del gen TYMP sota el
control del promotor constitutiu de la fosfoglicerat quinasa humana (hPGK). En
primer lloc es va testar aguest vector per tractar cél-lules limfoblastoides derivades
de 2 pacients de MNGIE i els resultats van demostrar que aquest vector era capag
de restituir l'activitat enzimatica TP en les cél-lules transduides i prevenir
lacumulacié de nucledsids en un medi de cultiu amb l'addicié de dThd i dUrd

exogenes [96].

Aquest vector es va testar in vivo en el model de ratoli Tymp’ Uppl. Es van
trasplantar amb cél-lules mare hematopoétiques de ratolins transduides amb el LV,
i es van obtenir activitats TP altes en sang periférica associats a una reduccio de la
concentracié de nucleodsids en plasma amb baixos nivells de quimerisme [96].
Posteriorment, es va demostrar que aquest tractament és estable a llarg termini
(almenys 18 mesos) i no presenta efectes toxics derivats del propi vector, tot i que hi
va haver un augment de mortalitat en ratolins tractats degut al procediment de
transplantament [99]. Recentment, en un altre estudi per optimitzar el vector, el
transplantament de cél-lules mare hematopoétiques transduides va aconseguir

incrementar la correccié bioquimica [208].

Aquesta aproximacié va demostrar la viabilitat d’'un tractament basat en terapia
génica pel MNGIE. No obstant, aquesta estratégia presenta algunes limitacions. Tot
i els diferents avancos de seguretat que hi ha hagut en els LVs, encara existeix el
risc de mutageénesi per insercio associat a la naturalesa integrativa del vector. A més,
el transplantament de cél-lules mare hematopoetiques requereix que els pacients
siguin sotmesos a un condicionament mieloablatiu toxic, i moltes vegades

contraindicat en el cas del pacients de MNGIE.
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2.3.2. TERAPIA GENICA IN VIVO AMB UN rAAV DIRIGIT AL FETGE

Amb I'experiéncia obtinguda de la terapia génica lentiviral, i les seves limitacions
associades es va decidir avaluar una segona alternativa de terapia génica basada
en un rAAV dirigit al fetge. L'eleccié del fetge com a organ que destoxica els
nucleosids respon al fet que és un teixit que en controls sans presenta una activitat
TP alta [55]. De cara a la terapia géenica, és un teixit interessant ja que té un ambient
immunotolerant que prevé la resposta immune en front a I'expressié de proteines

desconegudes i, a més, molts dels serotips d’AAVs tenen tropisme hepatic [153,164].

En aquest cas, es va escollir un AAVS8, que presenta tropisme hepatic, que contenia
I’ADNc de TYMP, sota la influéncia del promotor hepatic de la globulina fixadora de
tiroxina (TBG). Aquest vector va demostrar una restitucié completa de 'homeostasi
bioquimica a més de no presentar toxicitat hepatica ni a curt [98] ni a llarg termini
[99] en el model de ratoli de la malaltia Tymp”-Uppl”. Posteriorment, es va optimitzar
la sequiencia promotora del vector, i es va determinar que el promotor que resultava
més efectiu en restituir el fenotip bioquimic de la malaltia en el model dKO era el de
la a-1-antitripsina (AAT) [100].

Tot i els bons resultats, aquest vector només ha demostrat una correccié bioquimica
en el model de la malaltia, i gracies a la descripcié d’'un nou model que presenta uns
lleus trets del fenotip clinic de la malaltia [104] i de cara a la translaci6 a la practica
clinica és important demostrar la capacitat de correccié d’altres trets fenotipics.
Donat que recentment s’ha descrit un model millorat de la malaltia, en aquesta tesi,

s’ha testat la capacitat del vector per corregir també aquestes condicions.

Un altre aspecte important és que, a diferéncia dels ratolins, la resposta
immunologica en humans és una limitacié important en la utilitzacié d’aquests
vectors [209]. Per aquesta rad, I'obtencié de vectors que puguin funcionar a dosis
menors constituira un aveng molt important per optimitzar el tractament de pacients.
En aquest sentit, és molt important incorporar, en tots els elements del vector, tantes
millores com sigui possible per incrementar la seva eficacia i bioseguretat. Amb
I'objectiu de seguir millorant el vector, en aquesta tesi s’ha testat una bateria de
sequencies codificants de TYMP optimitzades per la seva expressio i per reduir la

seva immunogenicitat per poder escollir aquella que resulti més efectiva
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3.1.HIPOTESIS

Estudis anteriors del nostre grup demostren que la terapia génica consistent en una
sola administraci6 d’'un rAAVS8 dirigit transcripcionalment al fetge restitueix
I’'hnomeostasi bioquimica en el model de ratoli dKO de MNGIE (Tymp~- Uppl”). Pero
abans de portar aquest tractament a la clinica és necessari continuar la recerca

preclinica en diversos punts.

Aquesta tesi planteja dues hipotesis relacionades, que donaran lloc a dos blocs

d’objectius.

En primer lloc, el fenotip del model muri dKO esta limitat a alteracions bioquimiques,
pero una exposicio oral cronica dels ratolins a dThd i dUrd al llarg de la seva vida
magnifica les alteracions bioquimiques i genera en els animals alteracions que
mimetitzen en part el fenotip clinic dels pacients. La hipotesi 1 postula que la
nostra estratégia basada en el tractament amb un rAAV que conté la regié
codificant de TYMP sera capac de prevenir els trets fenotipics exacerbats en el
model dKO exposat a nucleosids, incloent-hi les alteracions que mimetitzen la

presentacio clinica dels pacients.

En segon lloc, una millora del vector podria reduir la dosi necessaria per obtenir
eficacia terapéeutica. La hipotesi 2 postula que I'optimitzacié dels codons de
TYMP permetra generar més activitat TP per cada unitat de vector, i que
I'’eliminacié de les seqiiéncies CpG de la seqiiéncia codificant, cosa que
disminueix la resposta immunitaria contra el vector, no alterara de manera

significativa I’expressié del gen.

Si es confirma la primera hipotesi, s’haura demostrat per primera vegada que la
terapia génica pel MNGIE basada en rAAV, a part de restituir 'homeostasi
bioquimica, permet prevenir en el model animal el desenvolupament de trets
fenotipics similars a la presentacio clinica de la malaltia. La confirmaci6 de la segona
hipotesi augmentaria la seguretat de la terapia, ja que una dosi menor suposa una

disminucié dels seus possibles efectes secundaris.

77



| Hipotesis i objectius

3.2.0BJECTIUS

Els objectius per a la verificacio de les hipotesis plantejades son:

Objectiu 1.1

Objectiu 1.2

Objectiu 1.3

Objectiu 2.1

Objectiu 2.2

Objectiu 3

Objectius derivats de la hipotesi 1

Caracteritzar els efectes de I'exposicié cronica a dThd i dUrd en el
model dKO de ratoli de MNGIE sobre 'homeostasi dels nucleosids i
sobre els altres trets fenotipics que van ser descrits en la descripcio

inicial d’aquest model exposat.

Tractar els ratolins exposats amb I'administracié intravenosa de
diferents rAAV dirigits al fetge a diferents dosis i estudiar els efectes

del tractament sobre les variables definides a partir de I'objectiu 1.1.

A partir dels resultats obtinguts en 'objectiu 1.2, comparar I'eficacia
assolida utilitzant els diversos promotors hepatics en els rAAVs

dirigits al fetge.
Objectius derivats de la hipotesi 2

Dissenyar diferents variants de la seqiiéncia codificant de TYMP
optimitzant els codons i determinar in vitro I'efecte d’aquestes
modificacions de sequéncia sobre la seva expressio utilitzant

diverses linies cel-lulars.

Determinar l'efecte de I'eliminacié dels dinucledtids CpG de la
seqliencia codificant de TYMP amb [l'objectiu de reduir la seva
immunogenicitat, i en concret si aquesta modificacié dona lloc a un

augment o disminucié de I'expressié del transgen.
Objectiu global

A partir dels resultats obtinguts en tots els objectius anteriors, establir
quina de les diferents construccions del vector s’hauria de considerar
preferentment per al seu Us posterior en assajos clinics en pacients
de MNGIE.
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4.1.DISSENY EXPERIMENTAL

4.1.1.TERAPIA GENICA DE RATOLINS SOBREEXPOSATS A
NUCLEOSIDS

L’estudi consisteix en exposar els ratolins als nucledsids 16,6 g/L de dThd i de dUrd
a la beguda des del deslletament fins al final de I'estudi (22 mesos) i avaluar I'efecte
del tractament amb 3 rAAVs diferents (Figura 4.1). Aquests vectors havien estat
construits, produits i titulats previament [98,100]. En tots els casos, es va utilitzar el
serotip AAV2/8, i es diferencien entre ells en el promotor utilitzat i en qué un d’ells té

una conformacio autocomplementaria (SCAAV).

AAV-TBG-TYMP 186 [ ADNc TYMP 1] 3.8kb
i Intré SV40 WPRE BGH
SCAAV-HLP-TYMP HLP ADNc TYMP [ ] 25kb
BGH
AAV-AAT-TYMP AAT ] ADNc TYMP () 4.1kb
Intré HBB2 HBB2

Figura 4.1. Representacio esquematica dels rAAV. TBG: promotor de la globulina fixadora
de tiroxina; Intr6 SV40: intr6 del virus simi 40; WPRE: Element posttranscripcional regulador
del virus de I'hepatitis de la marmota; BGH: Senyal de poliadenilacié de la hormona de
creixement bovina; HLP: promotor hibrid especific de fetge; AAT: promotor de la a-1-
antitripsina humana; intr6 HBB2: intr6 de de la subunitat 8-2 de I’'hemoglobina bovina; HBB2:
senyal de poliadenilacio de la subunitat B-2 de ’'hemoglobina bovina.

Entre les edats de 8 i 10 setmanes, s’administra una unica injeccio a la vena caudal
amb els rAAVs a la dosis de 5-101%, 10'2, 2-:10%2i 102 copies del vector per kilogram
de ratoli (vg/kg), pel vector AAV-TBG, i a les dosis de 2-10'2i 102 vg/kg pels vectors

AAV-AAT i AAV-HLP. Els grups d’animals de I'estudi estan detallats a la Taula 4.1.
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Taula 4.1. Grups d’animals de I'estudi

Grup Genotip  Sobrecarrega Tractament amb adenoassociats
de nucledsids

WT WT NO NO

WT exposat WT Sl NO

dKO dKO NO NO

dKO exposat dKO Sl NO

TBG-5-10% dKO SI AAV2/8-TBG-TYMP. Dosi 5-10* vg/kg *
TBG-10%? dKO SI AAV2/8-TBG-TYMP. Dosi 10*? vg/kg
TBG-2-10%? dKO Sl AAV2/8-TBG-TYMP. Dosi 2-10'? vg/kg
TBG-10%3 dKO Sl AAV2/8-TBG-TYMP. Dosi 10*2 vg/kg
AAT-2:10%2 dKO SI AAV2/8-AAT-TYMP. Dosi 2-10'? vg/kg
AAT-10% dKO Sl AAV2/8-AAT-TYMP. Dosi 10* vg/kg
HLP-2-1012 dKO Sl SCAAV2/8-HLP-TYMP. Dosi 2-10*2 vg/kg
HLP-1018 dKO Sl SCAAV2/8-HLP-TYMP. Dosi 10*2 vg/kg

1 Genomes del vector per kilogram d’animal (vg/kg).

AAT: promotor de l'alfa-1-antitripsina; dKO: doble knock-out; HLP: promotor hepatic hibrid,;
ScAAV: AAV autocomplementari; TBG promotor de la globulina fixadora de tiroxina; WT: wild-

type

A la Figura 4.2 hi ha una representacié esquematica del disseny d’aquest estudi.
Durant tot I'estudi es fa un seguiment setmanal del pes i del benestar dels animals.
També es monitoritzen els nucledsids dThd i dUrd en plasma a través d’extraccions
peridodiques de sang de la vena safena (apartat 4.8.4). El seguiment es fa cada dues

setmanes entre les setmanes 4 i 20, i després als 6 i 8 mesos d’edat de I'animal.
A les 25 setmanes s’avalua la coordinacié motora amb el test Rotarod (apartat 4.8.5).

A les 40 setmanes es realitza un estudi d’absorcié en sang dels nucledsids durant
un periode de 8 hores que consisteix una administracié aguda oral dels nucleosids
dThd i dUrd seguida de 7 extraccions de sang a diferents temps post administracié

on es determinen els nivells plasmatics de nucleosids (apartat 4.8.4.1).

Entre les 80 i 84 setmanes es realitza s’obtenen imatges ponderades en T2 d’alta
resolucié del cervell mitjangcant MR, a continuacié es mesura el volum dels ventricles

cerebrals utilitzant mapes de T2 (apartat 4.8.6).
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16.6 g/L de dThd i dUrd a la beguda

J'8-10 setmanes d'edat
Injeccié intravenosa dels

vectors adenoassodiats Test rotarod Farmacocinética de nucledsids

i

MRI
8
1 1 ]
1 I 1
3 setmanes 9 24 25 34 40 82 94 setmanes
Extraccié de sang Eutanasia i
cada dues setmanes Extraccié Extraccié extraccié de teixits
entre les setmanes 4i 20 de sang de sang

Determinacio de
dThd i dUrd en plasma

Figura 4.2. Representacié esquematica del disseny de I'estudi de la terapia génica amb
ratolins exposats a sobrecarrega de dThd i dUrd.

A les 94 setmanes es sacrifiquen els animals per a I'obtencié de mostres (apartat

4.8.7) i s’avaluen les seglents variables:

e Concentraci6 dels nucleodsids dThd i dUrd en plasma, fetge, cervell i intesti
prim (apartat 4.4.1).

e Activitat TP en fetge, cervell, miscul esquelétic i intesti prim (apartat 4.4.2).

e Concentracio de dNTPs mitocondrials en fetge i cervell (apartat 4.4.3).

e Numero de copies del vector en fetge, cervell, miscul esquelétic i intesti prim
(apartat 4.3.1).

e Numero de copies de TADNmt en cervell i intesti prim (apartat 4.3.1).

e Analisi histologica de l'intesti prim (apartat 4.7.2).
4.1.2.DISSENY | ANALISI DE SEQUENCIES OPTIMITZADES DE L’ADN
CODIFICANT DE TYMP

L’estudi consisteix en avaluar l'eficiéncia d’expressié de diferents modificacions
sobre la seqiiencia codificant de TYMP en varis models cel-lulars. A la Figura 4.3 es

troba una representacié esquematica.
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ADNc TYMP optimitzat

Figura 4.3. Representacié esquematica del disseny de I’estudi d’optimitzacié de la

sequéncia codificant de TYMP.

Es dissenyen 4 seqiiéncies modificades per optimitzacié de codons de I’ADNc de

TYMP utilitzant 4 algoritmes d’optimitzacio diferents. A continuacio es clonen en un

plasmidi lentiviral i es produeixen els 4 lentivirus.

Les linies cel-lulars Huh7, HEK293T i dues linies cel-lulars limfoblastoides
immortalitzades (LCLs) derivades de pacients de MNGIE es transdueixen amb
cadascun dels 4 LVs amb la seqliencia optimitzada o amb el LV amb la seqiiéncia

WT a una MOI de 10. Una setmana post transducci6 es recullen les cél-lules i es

separen en 3 aliquotes per determinar 3 variables:

e Activitat TP (apartat 4.4.2).
e Numero de copies del vector (apartat 4.3.1).
e Nivells ARNm del vector (apartat 4.3.2).
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Posteriorment es calculen els ratios entre aquestes variables per a calcular quin

vector expressa més eficientment la proteina TP.

Tot i que en ratolins, la resposta immune no és molt important, és esperable que
sigui molt alta en humans, per tant, vam decidir fer el mateix estudi en 3 seqiiencies
sense dinucleodtids CpG, que son dominis immunogens. Com anteriorment, es
dissenyen les sequéncies, es clonen en un plasmidi lentivirals i es produeixen els
vectors. A continuacid, es transdueix la linia cel-lular Huh7, amb cadascun dels 3
LVs amb la seqliiéncia modificada sense CpG o amb el LV amb la seqiiéncia WT a
una MOI de 10. Una setmana post transduccié es recullen les cél-lules i es separen

en 3 aliquotes per determinar 3 variables:

e Activitat TP (apartat 4.4.2).
e Numero de copies del vector (apartat 4.3.1).
¢ Nivells d ARNm del vector (apartat 4.3.2).

Posteriorment es calculen els ratios entre aquestes variables per a calcular quin

vector expressa més eficientment la proteina TP.

4.2.METODOLOGIA GENERAL
4.2.1.EXTRACCIO D’ADN
4.2.1.1. Extraccio d’ADN plasmidic per miniprep

Aquest métode s'utilitza per a obtenir ADN plasmidic d’'un cultiu bacteria a petita
escala. S'utilitza el kit comercial lllustra™ PlasmidPrep Mini Spin Kit (28-9042-69, GE
Healthcare). Es parteix d’un cultiu bacteria de la soca d’E. coli que conté el plasmidi
desitjat en medi Luria Bertani (LB) (Luria Broth Base, 12795-027 Invitrogen) liquid (5
ml) suplementat amb ampicil-lina o kanamicina (en funcié de la resisténcia del
plasmidi) a una concentracié 100 ug/ml. S’incuba 14-16 hores a 37°C i amb agitacio
a 180 rpm. Es sedimenten els bacteris de 3 ml d’aquest cultiu per centrifugacié durant
30 segons a 16.000 x g. Per a I'obtencié de 'ADN plasmidic es segueix el protocol
descrit en el manual del kit. Un cop obtingut 'ADN es quantifica la concentracio

d’ADN obtingut (apartat 4.2.3) i es guarda a -20°C fins a la seva posterior utilitzacio.
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4.2.1.2. Extraccié d’ADN plasmidic per maxiprep

Aquest metode s'utilitza per a obtenir ADN plasmidic d’un cultiu bacteria a gran
escala s’utilitza el kit comercial E.Z.N.A.® Endo-Free Plasmid Maxi Kit (D6926-03,
Omega Bio-tek®). En primer lloc, es parteix d’'un cultiu de 250 ml bacteria de la soca
E. coli que conté el plasmidi desitjat en medi LB liquid suplementat amb ampicil-lina
o0 kanamicina (en funci6 de la resisténcia del plasmidi) a una concentracié 100 pg/ml.
S’incuba tota la nit a 37°C amb una agitacié de 180 rpm. Per a l'obtencié de 'ADN
plasmidic es segueix el protocol descrit en el manual del kit. Un cop obtingut ’ADN
es quantifica la concentracié d’ADN obtingut (apartat 4.2.3) i es guarda a -20°C fins

a la seva posterior utilitzacio.

4.2.1.3. Extraccio d’ADN total per fenol-cloroform

El métode d’extraccié d’ADN total per fenol-cloroform esta basat en el métode descrit

per Sambrook i col-laboradors [210]. El protocol és el segiient:

o Digerir la mostra (aproximadament 20 mg de teixit polvoritzat (apartat 4.8.7))
amb l'addicié de 200 pl de tampd de lisi (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM
EDTA; 0,5% (p/v) SDS) i 50 ul de proteinasa K (concentraci6 inicial 20
mg/ml) i incubar 2 hores a 50°C o tota la nit (ON) a 37°C en un bany.

e Afegir 25 pl de NaCl 5M i mesclar per inversio.

o Afegir 1 volum (275 pl) de fenol equilibrat amb 10mM Tris-HCI. Agitar per
inversié enérgicament.

e Centrifugar a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C. Recuperar el sobrenedant
aquos i transferir-lo a un tub nou.

o Afegir 250 yL de fenol i 250 pyL d’una solucié d’alcohol isoamilic amb
cloroform (1:24) (SEVAG).

e Centrifugar a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C. Recuperar el sobrenedant
aquos i transferir-lo a un tub nou.

e Afegir 500 pL de SEVAG.

e Centrifugar a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C. Recuperar el sobrenedant
aquos i transferir-lo a un tub nou.

e Precipitar TADN amb I'addicié de 1 ml d’isopropanol fred (-20°C). Mesclar

per inversio i incubar en gel durant 10 minuts.

86



Materials i métodes |

Centrifugar a 20.000 x g durant 20 minuts a 4°C.

Eliminar el sobrenedant i rentar el precipitat d’ADN amb 1 ml d’etanol 70%.
Centrifugar a 20.000 x g durant 20 minuts a 4°C.

Eliminar completament el sobrenedant i deixar assecar amb el tub obert a
temperatura ambient.

Resuspendre 'ADN en 50 pl de 10 mM Tris-HCI pH 8. Incubar a temperatura
ambient (TA) fins que es dissolgui.

Es quantifica la concentracié d’ADN obtingut (apartat 4.2.3) i es guarda a -
20°C fins a la seva utilitzacio.

4.2.1.4. Extraccio d’ADN total per fenol-cloroform simplificat

Aquest protocol s'utilitza per a obtenir ADN a partir de sediments cel-lulars i també

per a obtenir ADN gendomic a partir de petits fragments d’orella o cua de ratoli pel

genotipatge dels ratolins. El protocol consisteix en:

Digerir la mostra amb I'addicié de 400 ul de tamp6 de lisi (50 mM Tris-HCI,
pH 8; 100 mM NaCl; 2,5 mM EDTA; 0,5% (p/v) SDS) i 8 ul de proteinasa K
(concentracié inicial 20 mg/ml).

Incubar un minim de 5 hores a 55°C o tota la nit (ON) a 37°C.

Afegir 75 pl de 8 M KAc i mesclar amb vortex.

Afegir 500 ul de cloroform i mesclar per inversio.

Centrifugar a 13.000 x g durant 5 minuts a TA i transferir la fase aquosa
(superior) a un tub nou.

Afegir 2 volums d’etanol 100%, mesclar per inversid i centrifugar a 13.000 x
g durant 20 minuts a TA.

Eliminar el sobrenedant per decantacio, rentar el precipitat amb 1 ml d’etanol
75% i centrifugar a 13.000 x g 10 minuts a TA.

Eliminar completament el sobrenedant i deixar assecar totalment (incubar el
tub obert a 55-65°C per afavorir I'evaporacio dels residus d’etanol).
Resuspendre el precipitat en 50 yl de 10 mM Tris-HCI pH 8 i incubar 10
minuts a 55-65°C amb el tub tancat.

Quantificar la concentracié d’ADN obtingut (apartat 4.2.3) i guardar a -20°C

fins a la seva utilitzacio.
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4.2.1.5. Extraccié d’ADN total mitjancant un kit comercial

Aquest métode s'utilitza per a I'extracci6 d’ADN d’aquelles mostres on es vol
determinar el numero de copies de TADNmt. S’utilitza el kit comercial QIAmp® DNA
Mini Kit (51306, QIAGEN) per a I'obtencié d’ADN total (gendmic, mitocondrial i viral).
Aquest metode permet obtenir fragments d’ADN de fins a 50 kb. Es parteix
d’aproximadament 20 mg de teixit polvoritzat (apartat 4.8.7) i per a l'obtenci6é de
'ADN es segueix el protocol descrit en el propi kit. Es quantifica la concentracio
d’ADN obtingut (apartat 4.2.3) i es guarda a -20°C fins a la seva utilitzacié.

4.2.2.EXTRACCIO D’ARN

4.2.2.1. Extraccié d’ARN mitjangant un kit comercial

Aquest métode s'utilitza per a I'obtencié d’ARN de sediments cel-lulars. S'utilitza el
kit comercial RNeasy Mini Kit (74106, QIAGEN). Es parteix d’un sediment de com a
minim 5-10° cél-lules i es segueix el protocol descrit en el kit. Un cop obtingut ’TARN
es quantifica la seva concentracié (apartat 4.2.3) i es guarda a -80°C fins a la seva
utilitzacio.

4.2.2.2. Extraccié d’ARN mitjancant el reactiu TRIzol

Aquest métode s'utilitza per a I'obtencid d’ARN a partir d’'una mostra de teixit de
ratoli. S’utilitza el reactiu TRIzol™ Reagent (15596026, ThermoFisher) i es segueix

el seguent protocol:

e Homogeneitzar 20 mg de teixit polvoritzat en 1 ml TRIzoI™ Reagent (una
soluci6 monofasica de fenol i isotiocianat de guanidina) utilitzant un
homogeneitzador mecanic acoblat a un morter de plastic esteril per a dur a
terme la lisis cel-lular. Incubar durant 5 minuts a TA per permetre la
dissociacié completa dels complexos de nucleoproteines.

e Afegir 200 pl de cloroform i incubar 2 minuts a TA.

e Centrifugar a 12.000 x g durant 15 minuts a 4°C.

e Transferir la fase aquosa superior, que conté 'ARN, a un tub nou.

e Afegir 500 pl d’'isopropanol i incubar 10 minuts en gel.

e Centrifugar a 12.000 x g durant 10 minuts a 4°C.

e Descartar el sobrenedant i rentar el precipitat amb 1 ml d’etanol 75%.
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e Centrifugar a 7.500 x g durant 5 minuts a 4°C.

e Eliminar el sobrenedant i deixar assecar I’ARN durant 5-10 minuts.

e Dissoldre 'ARN en 30-50 ul d’aigua lliure de RNases.

e Es quantifica la concentracié d’ARN obtingut (apartat 4.2.3) i es guarda a -
80°C fins a la seva utilitzacio.

4.2.3.QUANTIFICACIO D’ACIDS NUCLEICS

Independentment del procediment realitzat per a I'obtenciéo de 'ADN o 'ARN, es
quantifica la concentracié del material resultant amb I'aparell NanoDrop® ND-1000
0 NanoDrop® ND-2000 (NanoDrop Technologies). Es carreguen 2 pl de mostra al
pedestal inferior de I'aparell i es baixa el brag de mostreig. Es llegeix 'absorbancia a

260 nm i es calcula la concentracié a partir de la llei de Lambert-Beer:
c=([A-9)/b

On la c és la concentracié d’acid nucleic en ng/uL; A és I'absorbancia a 260 nm en
AU; € és el coeficient d’extincié molar en ng-cm/ul (en el cas de 'ADN en doble
cadena 50 ng-cm/uL i en el cas de 'ARN 40 ng-cm/uL); i b és la longitud de la

trajectoria de la llum a través de la mostra en cm.
4.2.3.1. Analisi de la qualitat de ARN

Addicionalment, per 'ARN obtingut de teixit de ratoli, es determina la concentracio i
la qualitat de manera més exacta utilitzant RNA 6000 nanochips (Agilent) i es
processa mitjancant el Bionalyzer Automated Analysis System. L'ARN es separa
mitjan¢ant una electroforesis capil-lar, s’identifiquen les molécules d’ARNr de 18s i
28s segons el pes molecular i es dona un index d’integritat de la mostra en funcio

del ratio d’aquestes dues espécies d’ARNr.

4.2.4.QUANTIFICACIO DE PROTEINES

La determinacio de la concentracid de proteina en homogenats de les diferents
mostres (tant de sediments cel-lulars com de teixits de ratoli) es realitza mitjancant
una variant del métode classic de Bradford [211]. En concret, es prepara una recta
patré a partir d’'una solucié d’albumina bovina a una concentracio de 2 mg/ml. A partir

d’aquesta solucid, es preparen una série de dilucions a diferents concentracions (0,3;
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0,2; 0,15; 0,1 i 0,05 mg/ml) en exactament el mateix tampd que conté la mostra, per

obtenir la recta patré.

La determinaci6 es fa en plaques de 96 pous i cada punt de la recta aixi com cada
mostra es mesuren per triplicat. S’afegeixen 8 ul de mostra per pou i seguidament
s’afegeix 200 pl del reactiu Coomassie Protein Assay Reagent (23200,
ThermoFisher). Es tracta d’'una solucié de blau de Coomassie G-250, metanol i acid
fosforic que quan esta en medi aquds té color marré i quan esta en un ambient
hidrofobic (en l'interior d’una proteina) és de color blau (la intensitat del color blau és
directament proporcional a la quantitat de proteina present a la mostra). Es mesclen
bé la mostra i el reactiu i la mescla s’incuba 5 minuts a temperatura ambient i es
determina l'absorbancia a una longitud d’ona de 590 nm. Per calcular la
concentracio, s'interpolen els valors d’absorbancia obtinguts per la mostra amb els

valors de la recta patré.

4.2.5.ELECTROFORESIS EN GELS D’AGAROSA

L’electroforesi en gel d’agarosa s'utilitza per a la separacié de fragments d’ADN
provinents d’'una PCR (apartat 4.8.2) o d’'una reaccio de restriccio (apartat 4.9.3) per
a comprovar que tenen la mida esperada. Es pesa la quantitat d’agarosa necessaria,
i es dissol amb tamp6 TBE (90 mM Tris-borat, 2 mM EDTA; pH 8), escalfant la soluci6
al microones sense arribar a I'ebullicié. Posteriorment s’afegeix bromur d’etidi a una

concentracié final 0,6 pg/ml.

Es carreguen les mostres amb una dilucié 1/10 en el tamp6 de carrega 10X (50mM
Tris-HCI (pH 8), 20mM EDTA, 50% (v/v) Glicerol, 0,3% (p/v) Orange G (08756 Sigma
Aldrich)). L’electroforesi es realitza en tampd TBE aplicant un voltatge constant de
100V durant el temps necessari per a la separacio de les bandes. Es visualitzen les

bandes sota una font de llum ultraviolada.

4.3.PCR QUANTITATIVA A TEMPS REAL (QPCR)

4.3.1. DETERMINACIO DE NUMERO DE COPIES AMB SONDES
TAQMAN™

Numero de copies del vector lentiviral en les cél-lules transduides. A partir de

'ADN extret per fenol-cloroform simplificat (apartat 4.2.1.4) s’avalua l'eficiéncia de
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transducci6 de cadascun dels vectors lentivirals en les cél-lules en cultiu, i es calcula
el nimero de copies integrades en el genoma. En tots els casos, la seqiiéncia de
’ADNc de TYMP ha estat modificada cosa que impossibilita la utilitzacié d’una
mateixa sonda per els diferents vectors. Per aquesta rad, s'utilitza la seqltiéncia de
la proteina verda fluorescent millorada (EGFP) com a diana de la sonda per a
calcular el nimero de copies, ja que aquest gen es troba en tots els vectors, i per
cada copia dEGFP hi ha una copia de TYMP. Com a gen de referéncia per
normalitzar s’utilitza el gen de la RNAsa P. Les sondes utilitzades estan detallades a
la Taula 4.2.

Taula 4.2. Sondes Tagman™ MGB utilitzades per a la determinaci6 del nimero de
copies del vector lentiviral en cel-lules

Gen Referéncia sonda Fluorofor

EGFP Mr04097229_mr?! FAM
RNAse P 43168491 VIC

1 ThermoFisher.

Com que les dues sondes tenen fluordfors diferents, I'aparell és capag de distingir-

los per separat i es poden determinar a la vegada en el mateixa reaccié (multiplex).

Es prepara una corba estandard a partir de dos plasmidis amb ndmero de copies
d’EGFP i RNAsaP coneguts i es realitzen dilucions seriades en 10mM Tris-HCI pH
8. La composici6 de la mescla de reacci6 esta indicada a la Taula 4.3:

Taula 4.3. Composicié de la reaccié d’amplificacié per a determinar el nUmero de
copies del vector lentiviral

Reactiu Volum Concentracio
(uh) final
2X TagMan R Universal PCR Master Mix with UNG * 5 1X
Sonda EGFP 20X 0,5 1X
Sonda RNase P 20X 0,5 1X
Aigua esteéril 15 -
Mostra ADN (100 ng/pl o 20 ng/pl segons dilucio) 2,5 25 — 5 ng/pul

1 Referéncia: 4440045, ThermoFisher
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Numero de copies del vector adenoassociat en teixit de ratoli. Amb ’ADN extret
per fenol-cloroform (apartat 4.2.1.3) s’avalua I'eficiéncia de transduccié de cadascun
dels vectors adenoassociats en diferents teixits del ratoli, i es calcula el nUmero de
copies de vector per cél-lula. Es va utilitzar la seqiiencia de TYMP humana com a
diana de la sonda ja que és comU en tots els vectors, com a gen de referéncia es va
utilitzar el gen muri de I'angiogenina | (Ang1). Les sondes utilitzades estan detallades
ala Taula 4.4.

Taula 4.4. Sondes Tagman™ MGB utilitzades per a la determinacié del nimero de
copies del rAAV per cel-lula

Gen Referenciasonda Fluorofor

TYMP Hs00157317_m1 FAM
Angl MmO00833184_s1 FAM

En aquest cas com que les sondes tenen el mateix fluorofor, s’ha de preparar la
reaccié de cada sonda per separat. Com abans, es prepara una corba estandard
amb nimero de copies coneguts de TYMP i Angl a partir de dos plasmidis que
contenen clonats cada gen respectivament. La composicié de la mescla de reacci6
es troba a la Taula 4.5.

Taula 4.5. Composicié de la reaccié d’amplificacié per a determinar el nUmero de
copies del rAAV

Reactiu Volum Concentracio
(uh) final
2X TagMan R Universal PCR Master Mix with UNG * 5 1X
Sonda de cada gen 20X 0,5 1X
Aigua esteril 15 -
Mostra ADN (100 ng/pl o 20 ng/pl segons dilucio) 2,5 25 — 5 ng/pl

1 Referéncia: 4440045, ThermoFisher

Numero de copies d‘ADNmt en teixit de ratoli. Per a determinar si les mostres
presenten deplecié es calcula el nUmero de copies d’ADNmt a partir de ’ADN total

extret amb el kit QIAmp® DNA Mini Kit (apartat 4.2.1.5). S’utilitzen uns encebadors i
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una sonda que reconeixen una zona de la regié del 16s de TADNmt. En el cas de la

regio 16s aquest cas s’utilitzen la sonda i els encebadors per separat:

e Sonda MGB: FAM-5" AAG TCC TAC GTG ATC TGA GGT 3-MGB
e Encebador directe: AAT GGT TCG TTT GTT CAACGATT
e Encebador revers: AGA AAC CGA CCT GGATTG CTC

Com a gen de referencia nuclear s’utilitza Angl (Mm00833184_s1 amb el fluorofor
FAM).

Les dues sondes tenen el fluorofor FAM, per tant la reaccié per a cada sonda haura
de ser per separat. També com en els altres casos, com a corba estandard s’utilitzen
dos plasmidis diferents que tenen clonades aquestes 2 regions amb un nlimero de

copies conegut. Les dilucions es realitzen amb 10 mM Tris-HCI pH 8.

La composicié de la mescla de reaccié per la sonda Angl coincideix amb la de la

Taula 4.5 i per la sonda 16s esta detallada a la Taula 4.6.

Taula 4.6. Composicio de la reaccié d’amplificacio per a determinar el nimero de
copies d’ADNmt

Reactiu Volum Concentracio
(uh) final

2X TagMan R Universal PCR Master Mix with UNG * 5 1X
Sonda 16s 5 uM 0,3 150 nM
Encebador 16s Directe 10uM 0,3 300 nM
Encebador 16s Revers 10 uM 0,3 300 nM
Aigua esteril 1,6 -
Mostra ADN (50 ng/ul 0 12,5 ng/ul segons dilucio) 2,5 12,5 -2,5 ng/pl

1 Referéncia: 4440045, ThermoFisher

Les reaccions es realitzen en plaques de 384 pous utilitzant la plataforma ABI
7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Els punts de la corba
estandard es carreguen per triplicat, i de cada mostra es carreguen dos duplicats de
dues dilucions diferents (100 ng/ul i 20 ng/ul; dilucions en Tris-HCI 10mM pH 8), de
manera que cada mostra s’analitza per quadruplicat. Les condicions d’amplificacié

estan detallades a la Taula 4.7.
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Taula 4.7. Condicions de I'amplificacio per gPCR

Temperatura Temps  Cicles

50°C 2 minuts 1
95°C 10 segons
95°C 15 segons

40
60°C 1 minut

Els resultats s’analitzen amb el programa SDS 2.4.1 (Applied Biosystems). Per
determinar el numero de copies, s’interpola el valor de Ct (punt on la fluorescéncia
supera el llindar) obtingut per a cada mostra a la recta estandard per a obtenir un
valor de niumero de copies. El nimero de copies del vector per cél-lula s’'obté de la

seguent manera:

Copies gen d'interés

Copies gen de referéncia ‘
Com que els dos gens de referéncia (RnaseP i Angl) son diploides, per a obtenir el
namero de copies del vector per cel-lula, el resultat de la divisié entre les copies del

gen d’interés i el gen de referéncia s’ha de multiplicar per 2.

4.3.2. ESTUDIS D’EXPRESSIO GENICA

Es parteix de 'ARN extret amb diversos métodes (apartats 4.2.2.1 i 4.2.2.2) i es
realitza un tractament amb DNAsa utilitzant el kit comercial DNA-free™ DNA
Removal (AM1906, ThermoFisher) per eliminar la possible contaminacié de la

mostra amb ADN. Es prepara la mescla de reacci6 (Taula 4.8).

Taula 4.8. Composicio de la mescla de reaccio per al tractament amb DNAsa

Reactiu Volum (ul) Concentracio final
DNase | buffer 10X * 5 1x
DNase | (2U/ul) 1 0,04 U/ul
Mostra d’ARN Fins a 10 ug d’ARN -
Aigua lliure d’ARNases Fins a 50 pl -

1 100 mM Tris-HCI pH 7,5; 25 mM MgClz; 5 mM CaClz

S’incuba la mescla 30 minuts a 37°C i a continuacié s’afegeixen 5 yl de DNase

Inactivation Reagent. Es barreja bé i s'incuba la mescla 2 minuts a TA. Es centrifuga
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a 10.000 x g durant 1,5 minuts. Finalment es recupera el sobrenedant on hi ha 'ARN

i es transfereix a un tub nou.

A partir de la mostra d’ARN tractada amb DNAsa, es procedeix a I'obtencié de 'ADNc
mitjangant retrotranscripcio amb el kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (4368814, ThermoFisher). La composici6 de la mescla de reacci6 es

troba a la Taula 4.9.

Taula 4.9. Composicié de la mescla de reaccid per a la retrotranscripcio

Reactiu Volum (ul) Concentracio final
RT Buffer 10X 2 1X
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (2U/ul) 1 0,2 U/l
Mix de dNTPs (100 mM) 0,8 8 mM
RT Random Primers 2
Aigua lliure d’ARNases 4.2 -
ARN tractat amb DNAsa 10 Maxim 2 uyg d’ARN

La mescla s’incuba 10 minuts a 25°C, 2 hores a 37°C i finalment 5 minuts a 85°C per
obtenir TADNc que s’utilitza per determinar la quantitat relativa de la transcripci6 de
gens d’interés respecte la transcripcié d’'un gen utilitzat com a control endogen (en
tots els casos el gen de la ciclofilina A (tan el gen huma PPIA, com el muri Ppia)).

S'utilitzen les sondes Tagman predissenyades que s’indiquen a la Taula 4.10.

La composicié de la mescla de reaccid (Taula 4.5), les condicions de reacci6 (Taula
4.7) i la plataforma coincideixen amb les descrites en I'apartat 4.3.1. Les mostres
s’analitzen per quadruplicat (dues répliques de dues dilucions) i s'inclou una mostra

control del tractament amb DNAsa (mostra no retrotranscrita) que no ha d’amplificar.

En aquest cas, al ser una quantificacioé relativa, no s’inclou una recta patré siné que
els resultats es mostren relatius a una mostra calibradora. L’analisi del resultats es

realitza amb el programa RQ Manager 1.2.2.
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Taula 4.10. Sondes Tagman™ MGB utilitzades en els estudis d’expressio génica

L. Gen L
Referéncia . Referéncia .
Gen Fluorofor | control Fluorofor
sonda sonda
endogen

Quantificacio relativa de la transcripci6 dels vectors lentivirals en cel-lules

EGFP Mr04097229 mr FAM | PPIA Hs999999904_m1 FAM
Quantificacio relativa de la transcripci6 dels vectors adenoassociats en teixits de
ratolf
TYMP  Hs00157317_ml FAM | Ppia Mm02342430_g1 FAM

Quantificacio relativa de la transcripcié d’altres gens en teixits de ratoli
Tymp MmO01301808 ml FAM
Uppl MmO00447676_m1l FAM Ppia Mm02342430_g1 FAM
Upp2 MmO01331071_m1l FAM

4.4 PROVES BIOQUIMIQUES
4.4.1.DETERMINACIO DELS NUCLEOSIDS dThd | dUrd

4.4.1.1. Determinacié de dThd i dUrd en plasma de ratolins

S’obté el plasma tal i com esta descrit a 'apartat 4.8.4. Abans de procedir a la
determinacio dels nucledsids, s’han de desproteinitzar les mostres. El protocol és el

seguent:

e Es fan dues aliquotes de 200 pl de plasma diluit en PBS, i en una de les
aliquotes s’afegeixen 3 pl de TP recombinant d’E. coli (= 500 unitats/ml)
purificada (T2807, Sigma) per obtenir el blanc.

e S’incuben les dues aliquotes a 37°C durant 30 minuts.

o S’afegeixen 9 pl de 11,7 M HCIO4 per a desnaturalitzar les proteines
presents.

e Es centrifuga a 20 000 x g durant 10 minuts a 4°C i es recull el sobrenedant

desproteinitzat.

S’analitza el sobrenedant obtingut per cromatografia liquida d’alta pressié (UPLC) on

es detecten els compostos per espectrofotometria ultraviolada.
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S’injecten 5 pyl de sobrenedant en I'aparell de cromatografia Acquity UPLC (Waters
Corporartion). Els compostos presents en la mostra es separen per hidrofobicitat a
través d’'una columna C18 Acquity UPLC BEH, 100 x 2,1 mm, 1,7 ym de mida de
particula i 130 A de mida de porus (Waters Corporation). La fase mobil consisteix en
una solucié aquosa (acetat d’'amoni 20 mM pH 5,6) com a eluent B i una solucio
organica (metanol) com a eluent A. La mostra s’elueix sota un flux de 0,5 ml/min amb

el segiient gradient:;

e De0a1,1 minuts: 100% d’eluent B.

e De 1,1 a5 minuts: Gradient constant de 100% a 86,4% d’eluent B.
e De 5 ab5,1 minuts: Gradient constant de 86,4% a 0% d’eluent B.

e De5,1a6,1 minuts: 100% d’eluent A.

e De6,1a7,2minuts: 100% d’eluent B.

Durant tot el procés es monitoritza I'absorbancia de I'eluit a 267 nm. La identificacio
dels pics corresponents a dThd i dUrd es realitza en base el temps de retencid. El
calcul de la concentracié de cada compost es fa mitjangant la integracié de l'area
del seu pic i la interpolaci6 amb les arees dels pics d’'una recta estandard de
concentracions conegudes de cada compost (entre 0,05 uM i 100 uM). Finalment, a
la concentraci6 obtinguda a cada mostra, se li resta la concentracio del seu blanc i

el resultat es multiplica pel factor de dilucid.
4.4.1.2. Determinacié de dThd i dUrd en teixits de ratoli

En aquest cas la determinacié es realitza per cromatografia liquida d’alta pressio
(UPLC) acoblada a una detecci6 per espectrometria de masses amb I'aparell Acquity
UPLC-MS/MS (Acquity UPLC-Xevo TQ Mass Spectrometer, Waters, Milford, MA,
USA). Abans de poder determinar els nucleosids, les mostres s’han d’homogeneitzar

i desproteinitzar.
Preparacio de les mostres de teixit

S’homogeneitzen 100-200 mg de teixit polvoritzat (apartat 4.8.7) amb un morter de
plastic i amb I'ajuda d’'un homogeneitzador mecanic, en 500 pl de tampé de lisi (TL)
(1% (v/v) Tritd X-100; 2 mM fluorur de fenilmetilsulfonil (PMSF); 0,02% (v/v) de 2-
mercaptoetanol; 50 mM Tris-HCI pH 7,2) amb l'addiccié de 1 uM d’un estandard
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intern (timidina marcada amb isotops no radiactius (*3C10'°N2-dThd) (dThd*)).
Addicionalment, a les mostres de fetge i intesti prim, s’afegeixen inhibidors de
l'activitat TP per prevenir la degradacié in vitro dels nucleosids durant la
homogeneitzacido de les mostres degut a I'elevada activitat TP que presenten
aquests teixits. Per a les mostres de fetge, s’hi afegeix 100 uM de 5-cloro-6-[1-(2-
iminopirrolidinil)metil] uracil (TPI), un inhibidor especific de la TP humana [212]. Per
a les mostres d’intesti prim s’afegeix 100 uM de 6-amino-5-bromouracil (inhibidor de
TP i UP) i 100 uM tetrahidrouridina (inhibidor de la citidina deaminasa).

Els homogenats es centrifuguen a 20.000 x g durant 30 minuts a 4°C i es mesura la
concentracié de proteina del sobrenedant (apartat 4.2.4). A continuacié, es
desproteinitzen les mostres per ultrafiltracié amb filtres de 10 kDa (10 kDa Amicon
Ultra filters; Merck Millipore, Billerica, MA, USA). S’afegeix la mostra al filtre i es

centrifuga a 14000 x g durant 30 minuts a 4°C per obtenir el filtrat sense proteines.

Determinaci6 dels nucleodsids per espectrometria de masses

S’injecten 5 ul de sobrenedant en I'aparell de cromatografia Acquity UPLC-MS/MS
(Waters Corporartion). Els compostos presents en la mostra es separen per
hidrofobicitat a través d’'una columna C18 Acquity UPLC BEH, 100 x 2,1 mm, 1,7 um
de mida de particula i 130 A de mida de porus (Waters Corporation). La fase mobil
consisteix en una solucié aquosa (acetat d’'amoni 20 mM pH 5,6) com a eluent B i
una solucioé organica (acetonitril) com a eluent A. La mostra s’elueix sota un flux de

0,5 ml/min amb el seglient gradient:

e De0Oa1,1 minuts: 100% d’eluent B.

e De 1,1 a 5 minuts: Gradient constant de 100% a 86,4% d’eluent B.
e De 5 a 5,1 minuts: Gradient constant de 86,4% a 0% d’eluent B.

e De5,1a6,1 minuts: 100% d’eluent A.

e De6,1a7,2minuts: 100% d’eluent B.

La identificacido dels compostos es fa per espectrometria de masses mitjangant
ionitzacié amb electroesprai positiu per la dThd, la dUrd i la dThd* amb les seglients

transicions:

e dThd: 242,8 > 127,1 (voltatge de con 10 V i energia de col-lisi6 12 eV).
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e dThd*: 255,0 = 133,8 (voltatge de con 10 V i energia de col-lisié 12 eV).
e dUrd: 228,8 > 113,1 (voltatge de con 8 V i energia de col-lisi6 12 eV).

En paral-lel, també es monitoritza I'absorbancia de I'eluit a 267 nm.

La quantificacié de la concentracié de cada compost es basa en la integracié de
'area del pic i la interpolacié amb les arees dels pics d’'una recta estandard de
concentracions conegudes d’aquests desoxinucledsids (entre 0,05 uM i 20 uM)
utilitzant el software TargetLynx (Waters Corporation). Els resultats s’expressen en
picomols/mg de proteina, multiplicant la concentracié obtinguda (corregida per la

concentracié de I'estandard intern) per la concentracié del homogenat.

4.4.2. DETERMINACIO D’ACTIVITAT TIMIDINA FOSFORILASA

S'utilitza el métode descrit préviament [213]. Es treballa en tot moment mantenint les
mostres en gel. El protocol consisteix en una homogeneitzacié que varia en funcio

de si es tracta d’'una mostra que prové de teixits de ratoli o de sediments cel-lulars.

En el cas de les mostres provinents de teixit, ssShomogeneitzen aproximadament 50
mg de teixit congelat i polvoritzat en 400 pL de TL (1% (v/v) Trité X-100; 2 mM fluorur
de fenilmetilsulfonil (PMSF); 0,02% (v/v) de 2-mercaptoetanol; 50 mM Tris-HCI pH
7,2) utilitzant un homogeneitzador mecanic i un morter de plastic. Mentre que en el
cas dels sediments cel-lulars (com a minim es parteix de 1 mili6 de cel-lules)
s’homogeneitzen en 200 pL de TL passant la suspensio unes 10 vegades a través

d’'una agulla de 30G.

Els homogenats es centrifuguen a 20.000 x g durant 30 minuts a 4°C i es recupera
el sobrenedant. Es determina la concentracié de proteina del sobrenedant (apartat
4.2.4).

Les mostres es dilueixen a una concentracié de 1,35 mg/ml (en el cas dels
homogenats provinents de teixit) o 0,135 mg/ml (en el cas dels homogenats
provinents de sediments cel-lulars) en TL i es prepara la mescla de reaccié (Taula
4.11).
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Taula 4.11. Composici6 de la mescla de reaccio per a la determinacié de I’activitat TP

Reactiu Reaccio de Reaccio del
determinacié blanc
Tampé de reaccié (0,1M Tris-arsenat, 20 pl 20 pl
pH 6,5)
Homogenat ! 74 ul 74 pl
dThd (166,7 mM) 6 pl -
Volum final 100 pl 94 ul

1 Concentracié en funcio de l'origen de ’lhomogenat. 1,35 mg/ml per homogenats provinents
de teixits de ratoli, i 0,135 mg/ml per a homogenats provinents de sediments cel-lulars.

La reacci6 de la determinacio6 i del blanc s’'incuben durant 1 hora a 37°C. Durant la
incubacio, la dThd afegida es transforma a timina degut a I'activitat TP de les
mostres. S’afegeix 1 ml de HCIO4 0,55M per a parar la reacci6 tant en el blanc com
en la determinacié. A continuacié s’afegeixen els 6 pl de dThd 166,7 mM a la blanc
de reaccid, es centrifuguen les mostres a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C i es
procedeix a la determinacié de la concentracio de timina per UPLC i deteccio UV a

267nm com esta descrit a 'apartat 4.4.1.1.

La identificaciéo del pic de timina es realitza en base el temps de retenci6. La
concentracié de timina es calcula mitjangant la integracié de I'area del seu pic i la
interpolacid6 amb les arees dels pics d’'una recta estandard de concentracions
conegudes de cada compost (entre 0,05 uM i 100 uM). Finalment, a la concentracio
obtinguda se li resta la concentracié del seu blanc. L’activitat enzimatica s’expressa
en nanomols de timina formats per hora i mg de proteina i es calcula segons la

seguent formula:

nmols Thy) Crny " V¢

Activitat TP ( =
h - mg prot

B t- (Cprot : Vhom)

On Cmy és la concentracié de timina (UM) en la mostra analitzada menys la
concentracié de timina del blanc; Vs és el volum final de la mostra analitzada en ml
(1,1 ml); t és el temps d’incubacié en hores (1 h); Cprot €s la concentracié de proteina

del homogenat; i Vhom €s el volum d’homogenat en la reacci6 (0,074 ml).
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4.4.3.DETERMINACIO DE dNTPS MITOCONDRIALS

4.4.3.1.Extraccié de dNTPs mitocondrials

El protocol consisteix en primer lloc en [l'enriquiment dels mitocondris per

centrifugacié diferencial i a continuacié I'extraccié dels dNTPs mitocondrials. Com

que es vol preservar la integritat mitocondrial i la integritat dels dNTPs fins al moment

de I'extraccio dels ANTPS, es treballa a 4°C (cambra freda).

Purificacié de mitocondris per centrifugacio6 diferencial

Per a I'extraccié mitocondrial a partir de fetge es segueix el seglient protocol:

Un cop extret el teixit fresc submergir-lo en 20 ml de tampd A (10mM Tris-
HCI pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8; 320 mM sacarosa) i tallar-lo en trossets petits
amb I'ajuda d’unes tisores.

Decantar el tamp6 A i repetir el tot el procés fins a un total de 3 vegades.
Afegir 5 ml de tamp6 A, homogeneitzar el teixit en homogeneitzador de vidre
fins que no quedin trossos visibles i traspassar-ho a un tub de 15 ml. Rentar
’homogeneitzador amb 2 ml més de tampdé A i afegir-los a la resta
d’homogenat.

Centrifugar a 1.000 x g durant 10 minuts a 4°C per sedimentar els nuclis.
Recuperar el sobrenedant amb una pipeta, traspassar-lo a un tub de
centrifuga i centrifugar-lo a 9.000 x g durant 10 minuts a 4°C.

Eliminar el sobrenedant per decantacio, i resuspendre el precipitat en 8 ml
de tampd A.

Distribuir els 8 ml en 8 tubs tipus eppendorf (1 ml per tub) i centrifugar a
13.000 x g durant 2 minuts a 4°C.

Eliminar el sobrenedant, tornar a rentar els sediments amb 0,5 ml de tampé
A cadascun, i distribuir en 4 tubs tipus eppendorf (1 ml per tub). Centrifugar
a 13.000 x g durant 2 minuts a 4°C.

Eliminar el sobrenedant, tornar a rentar els sediments amb 0,5 ml de tampé
A cadascun, i distribuir en 2 tubs tipus eppendorf (1 ml per tub). Centrifugar
a 13.000 x g durant 2 minuts a 4°C.

101



| Materials i métodes

e Eliminar el sobrenedant, tornar a rentar els sediments amb 0,5 ml de tamp6
A cadascun, i barrejar en 1 tub tipus eppendorf. Centrifugar a 13000 x g
durant 2 minuts a 4°C.

e Eliminar el sobrenedant i rentar el precipitat en 1 ml de tamp6 MAITE (25
mM sacarosa, 75 mM sorbitol, 100 mM KCI, 10 mM HsPOa4, 0,05 mM EDTA,
5 mM MgCI2, 10 mM Tris-HCI pH 7,4). Centrifugar a 13.000 x g durant 2
minuts a 4°C.

e Eliminar el sobrenedant i resuspendre el precipitat en 1 ml de tamp6 MAITE.
Quantificar la concentraci6 de proteina (apartat 4.2.4). Durant la
guantificacié de proteina es manté la suspensié de mitocondris en agitacié

en una sinia a 4°C.
En el cas del cervell, el protocol és el mateix excepte en pocs punts:

e Eltampdé d’homogeneitzacio del cervell és el tampd AT (Tris-HCI 10mM pH
7,4, EGTA 1 mM pH 8; sacarosa 75 mM; sorbitol 225 mM i 0,1% (p/v) BSA
(sense acids grassos).

e Decantar el tampé AT.

e Afegir 5 mlde tampé AT nou i homogeneitzar el teixit en un homogeneitzador
de vidre. fins que no quedin trossos visibles i traspassar-ho a un tub de 15
ml. Rentar I’homogeneitzador amb 2 ml més de tampé AT i afegir-los a la
resta d’homogenat.

e Centrifugar a 1.000 x g durant 10 minuts a 4°C per sedimentar els nuclis.

e Recuperar el sobrenedant amb una pipeta, traspassar-lo a un tub de
centrifuga. Tornar a homogeneitzar el precipitat amb 5 ml de tampé AT, i
repetir el pas anterior.

e Tornar a recuperar el sobrenedant i afegir-lo al anteriorment obtingut.
Centrifugar a 9.000 x g durant 10 minuts a 4°C.

e En els rentats del sediment de mitocondris, en lloc de partir de 8 ml i 8 tubs,
partir de 4 mli 4 tubs.

e Després del rentat amb el tampd MAITE, resuspendre en 500 ul de tampdé
MAITE. Quantificar la concentracié de proteina (apartat 4.2.4). Durant la
quantificacio de proteina es manté la suspensié de mitocondris en agitacio

en una sinia a 4°C.
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Extraccio de dNTPs mitocondrials a partir de la suspensié de mitocondris

Un cop obtinguda una suspensido de mitocondris es procedeix a I'extraccié dels
dNTPS. El protocol consisteix primer en una lisi acida dels mitocondris, una extraccio

i una concentracio. El protocol és el seguent:

¢ Preparar aliquotes de 0,5 mg de proteina (en tubs amb tap de rosca). Pel fetge
si es pot preparar 4 aliquotes i pel cervell 1 aliquota i en alguns casos 2.

e Centrifugar a 13.000 x g durant 1 minut a 4°C.

o Descartar el sobrenedant i afegir 300 pl de acid tricloroacétic (TCA) 0,5M al
precipitat. Resuspendre i mesclar amb el vortex durant 15 segons.

e Centrifugar a 20.000 x g durant 5 minuts a 4°C. Recuperar el sobrenedant.

e Afegir 450 pl de tri-n-octilamina 0,5M diluit en freé (1,1,2-triclorofluoroeta).
Mesclar en vortex durant 30 segons.

e Centrifugar a 10.000 x g durant 10 minuts a 4°C. Recuperar 150l de la fase
aquosa superior.

e Assecar les mostres amb un concentrador de buit SpeedVac fins que estigui
completament sec (3 hores sense fixar la temperatura). Emmagatzemar a -

80°C fins a la determinacié enzimatica de dNTPs.
4.4.3.2.Determinacié enzimatica de dNTPs

Per a la determinaci6 dels nivells de dNTPs en els extractes s’utilitza un métode de
determinacié enzimatica basat en una reaccid d’extensid catalitzada per una
polimerasa [63]. Es determina cada nucleotid (dATP, dCTP, dGTP i dTTP) en
reaccions independents. Hi ha diversos elements necessaris per a dur a terme la

determinacio.

Oligonucleotids

S'utilitzen petits polimers sintetitzats que es formen a partir de la hibridacié de dues
cadenes de nucleotids, una cadena curta comU que funciona com a encebador i una
cadena llarga especifica que serveix com a motlle per cadascun dels dNTPs que es
volen mesurar (Taula 4.12). La cadena llarga conté el nucleotid complementari al

que es vol mesurar espaiat amb 2 0 3 nucleotids de T o A.
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Taula 4.12. Sequeéncies dels oligonucleotids utilitzats per a la determinacié de dNTPs

dNTP a determinar Seqliencia de I’'oligonucleotid
JATP 5 AAATAAATAAATAAATAAATGGCGGTGGAGGCGG &
3’ CCGCCACCTCCGCC &
dTTP 5 TTATTATTATTATTATTAGGCGGTGGAGGCGG &
3’ CCGCCACCTCCGCC &
dGTP 5 TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGGGCGGTGGAGGCGG 3
3’ CCGCCACCTCCGCC 5
dcTp 5 TTTGTTTGTTTGTTTGTTTGGGCGGTGGAGGCGG 3

3’ CCGCCACCTCCGCC 5’

Cadascuna de les sequéncies s’encarreguen per separat i es resuspenen els
productes liofilitzats en 0,1M NaCl a una concentraci6 final de 100 pM. Per a la
hibridaci6, es prepara una solucié equimolar de cadascuna de les combinacions i
s’introdueix el tub en una mescla en aigua a 70°C. Es deixa que la temperatura baixi
fins a temperatura ambient i d’aquesta manera s’obtenen els oligonucleétids hibridats
a una concentracié de 50 uM. Finalment es dilueix en aigua fins a 5 uM i es guarden

congelades les aliquotes a -20C fins al seu Us.

dNTP radioactiu

En funcié del nucleotid que es mesura s’utilitza un radionucleoétid diferent. En el cas
de la determinacié dels nucleotids dCTP, dGTP i dTTP, el radionucleodtid dATP-3H.

En el cas de la determinacié del dATP, el radionucleotid que s'utilitza és el dTTP-3H.

Els radionucleotids venen dissolts en etanol 50% i tenen una activitat especifica
inicial de 15-35 Ci/mmol. Per dur a terme la reaccid s’ha d’eliminar I'etanol. Per
aquesta rad es transfereix a un tub de 1,5 ml el volum necessari de radia nucleotid
(segons el nimero de mostres). Es calcula el volum necessari de la segiient manera:
V-C
Vstock = C—

stock

On V és el volum necessari per a dur a terme la reacci6 (0,5 pl/ mostra); C és a la
concentracié a la té lloc la reaccid (15 uM); i Cstock la concentracié a la que arriba el

radionucleotid, depén de cada lot de radionucleotid.
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S’evapora l'etanol al SpeedVac fins esta completament sec (20-30 minuts) i es
resuspén el radionucleotid en aigua a una concentracio final de 15 uM. Aquesta

preparacioé es realitza el mateix dia de I'assaig.
Determinacio

Es prepara una recta patré a partir de dilucions seriades d’'una mescla que conté els
4 dNTPs a una concentracio coneguda. Les dilucions es realitzen en 40 mM Tris-HCI

pH 7,4. Les concentracions de les rectes son les seguents:

e dATP, dCTP, dGTP: 400 nM, 200 nM, 100 nM, 20 nM, 10 nM i 5 nM.
e dTTP: 100 nM, 70 nM, 40 nM, 20 nM, 10 nMy 5 nM.

Els extractes de dNTPs mitocondrials (apartat 4.4.3.1) es resuspenen en 50 pul de
40mM Tris-HCI pH 7,4 per obtenir mostres a una concentracié de 12,5 ng/ul de
proteina (tot i que cal destacar que la mostra no té proteines ja que s’eliminen per la
precipitacio amb TCA) i es fan dilucions 1/3, 1/6 i 1/10 en el mateix tampé. Per a la

determinacié de cada nucleotid s’utilitzaran dilucions diferents:

e dATP: mostra reconstituida i dilucié 1/3.
e dTTP: dilucions 1/3i 1/10.
e dCTPidGTP: dilucions 1/3i 1/6.

En la determinacio es mesura cadascuna de les dilucions per duplicat (cada mostra
estara mesurada per quadruplicat), i els punts de la recta patr6 per triplicat. Per a

cada reacci6 s’afegeixen 5 pl de mostra i 5 pl de la mescla de reacci6é Taula 4.13.

Taula 4.13. Composicié de lareaccié de determinacio de dNTPs

Reactiu Volum (ul) Concentracio final
Tris-HCI 1M pH 7,4 0,2 20 mM
MgCl20,1M 1 10 mM
DTT 0,5M 0,1 5 mM
Oligonucleotid corresponen 5 uM 0,5 0,25 uM
Nucleotid radioactiu 15 uM 0,5 0,75 uM
Sequencing Taq DNA Polymerase (Bioron) 0,04 0,025 U/pl
Aigua 2,66 -
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La reacci6 es realitza a 48°C durant 1 hora. Després d’aquest temps, es fa un spin
de centrifuga, es carreguen 9 pl del volum de reaccié en 1 posicié d’'un filire de fibra
de vidre DEAE de 96 posicions (1450-522, Perkin Elmer) i es deixa assecar al aire.
A continuacio es realitzen una série de rentats per eliminar el radionucleotid no
incorporat, sempre mantenint el filtre en agitacié constant i a temperatura ambient.
Es realitzen 3 rentats de 10 minuts i 3 de 5 minuts amb 5% (p/v) NazHPOu, 1 rentat
de 10 minuts amb aigua miliQ i 1 rentat de 10 minuts amb etanol 70% (v/v). Finalment

es deixa assecar el filtre.

El filtre es cobreix amb una placa de reactiu de centelleig solid (MeltiLex A, 1450-
441 Perkin Elmer) que s’hi fon a sobre en un forn a 80°C. Es deixa assecar a
temperatura ambient i es mesura la radioactivitat retinguda (en cpm) amb un
comptador d’emissions 3 (MicroBeta2 Microplate counter (PerkinElmer). La quantitat
de dNTPs mitocondrial es calcula interpolant els cpm obtinguts a cada mostra amb
els cpm de la recta estandard i corregint per els factors de dilucié corresponents.

4.5. IMMUNODETECCIO DE PROTEINES PER WESTERN-BLOT

4.5.1.0BTENCIO D’EXTRACTES PROTEICS

S’homogeneitzen 50 mg de teixit polvoritzat en 200 pl de tampd RIPA (50 mM Tris
HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,1% SDS (p/v); 0,5% (p/v) desoxicolat de
sodi; IGEPAL® CA-630 (Sigma Aldrich) 1% (v/v); coctel inhibidor de proteases 1X
(cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Sigma Aldrich, 11873580001)
amb l'ajuda d’'un homogeneitzador mecanic i un morter de plastic. Es centrifuguen
les mostres a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C. Es recupera el sobrenedant i es

mesura la concentracié de proteina (apartat 4.2.4).

Es porten totes les mostres a una concentracié de 1 mg/ml diluint-les amb tampo6

RIPA i s’emmagatzemen aliquotes de 10 ul a -80°C fins al seu Us.

452 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS |
TRANSFERENCIA

Es prepara un gel de poliacrilamida-SDS de 1,5 mm de gruix utilitzant el sistema
Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad). El gel es compon de dues parts, un gel separador
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al 10% de poliacrilamida i un gel concentrador al 5%. En primer lloc es prepara el gel
separador (Taula 4.14):

Taula 4.14. Composicié del gel separador

Reactiu Volum
Aigua miliQ 4,75 ml
Poliacrilamida 40% (p/v) 2,5ml
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 2,55 ml
SDS 10% (p/v) 100
Persulfat d’amoni (APS) 10 % (p/v) 100 pl

TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina) 4 pl

S’afegeixen uns 7 ml al gel per a que polimeritzi, i s’afegeix aigua miliQ a sobre, i es
deixa fins que estigui polimeritzat. S’elimina I'aigua per decantaci6 i s’afegeix el gel

concentrador (Taula 4.15).

Taula 4.15. Composici6 del gel concentrador

Reactiu Volum
Aigua miliQ 2,22 ml
Poliacrilamida 40% (p/v) 375 pl
Tris-HCI 1,5 M pH 6,8 380 ul
SDS 10% (p/v) 30l
Persulfat d’'amoni (APS) 10 % (p/v) 30 pl

TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina) 3l

S’afegeixen 2 ml de la mescla a sobre del gel revelador, s’afegeix la pinta evitant que

es formin bombolles i es deixa polimeritzar.

Es descongelen les mostres i s’afegeixen 10 yl de tampé de carrega 2X (100 mM
Tris-HCI pH 6.8; 4% (p/v) SDS; 20% (v/v) glicerol; 200 mM DTT; 0,1% (p/v) blau de

bromofenol). S’incuben les mostres a 95°C durant 5 minuts.

Es carreguen 15 pl per pou (15 pg de proteina), i es reserva un carril per carregar 10
pl del marcador de pes molecular (Precision Plus Protein™ Standards Dual Color
(Bio-Rad)).
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L’electroforesi es realitza en el tamp6 d’electroforesi (192 mM de Glicina; 0,1% (p/v)
SDS i 25 mM Tris pH 8,3) i s’aplica una corrent eléctrica constant de 80V els primers

30 minuts i de 120V la resta del temps, fins que desapareix el front d’electroforesi.

Un cop ha acabat I'electroforesi es procedeix a la transferéncia de les proteines des
del gel a una membrana de PVDF (polifluorur de vinilide) de 6x9 cm. La membrana
de PVDF s’activa submergint-la en metanol durant 1 minut i deixant-la un minim de
30 minuts en tampo de transferéncia (48 mM Tris; 39 mM de Glicina; 0,04% p/v SDS;
20% (v/v) metanol) fred.

Per a la transferéncia s’utilitza un sistema de transferéncia humida, en primer lloc es
col-loquen 3 filtres Whatman de 6x9 cm mullats en tampé de transferéncia; a
continuacio el gel, després la membrana i a finalment 3 filtres Whatman més.
Finalment, es col-loca una esponja a cada banda i es munta en el casset de
transferéncia. Es col-loca el casset en una cubeta d’electroforesis de manera que el
gel quedi connectat al pol negatiu ja que les proteines és desplagaran del gel a la
membrana des del pol negatiu al pol positiu. Es cobreix tot amb tampé de
transferencia i s’aplica una corrent eléctrica a una intensitat constant de 400 mA
durant 1 hora a 4°C.

4.5.3.IMMUNODETECCIO | REVELAT

Es recull la membrana i s'incuba 1 hora en 20 ml de llet en pols al 5% (p/v) en TTBS
(150 mM NacCl; 0,1% (v/v) Tween-20; 20 mM Tris-HCI pH 7,6) a TA i en agitacio
constant.

A continuacid, s’'incuba la membrana amb I'anticos primari especific de la proteina
que es vol detectar. L’anticos primari es dissol (Taula 4.16) en llet en pols al 5% (p/v)
en TTBS i s’incuba ON a 4°C. Cada membrana també s’incuba amb un anticos

primari sobre la proteina control (a-tubulina) preparat de la mateixa manera.

Taula 4.16. Anticossos primaris utilitzats

Proteina Referéencia Clonalitat Diluci6

UP1 ab128854 Monoclonal  1/5000
a-tubulina ab184613 Monoclonal  1/5000
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A continuaci6 es realitza un cicle de rentats amb TTBS que consisteix en 2 rentats

de 10 minuts i 2 rentats de 5 minuts en agitacié constant a TA.

Posteriorment, s’incuba la membrana amb un anticos secundari que reconeix les
IgGs de ratoli (P0260, Agilent) o de conill (P0448, Agilent)) en funci6é del hoste on
s’ha generat I'anticos primari. Aquest anticos esta conjugat amb la peroxidasa de
rave que permetra la seva deteccio per quimioluminescéncia. L’anticds secundari es
dissol en llet en pols al 5% en TTBS 1:7.500 vegades i s’'incuba durant 1 hora a
temperatura ambient i en agitacié constant. Novament, es fa un cicle de rentats
abans del revelat.

Pel revelat, s'incuba la membrana amb 1,5 ml d’'una mescla 1:1 recent preparada
dels dos reactius del kit Immobilon™ Western (WBKLS0500, Millipore). Es capten
les imatges mitjan¢ant el detector de quimioluminescéncia ODYSSEY Fc (Li-COR)
amb una exposicié de 2 minuts. Finalment es quantifiquen les bandes mitjancant un
analisi densitometric amb el propi software de I'aparell (Image Studio Lite v5.2).

4.6.CULTIUS CEL-LULARS

4.6.1. CONDICIONS GENERALS DE CULTIU | MANTENIMENT DE LINIES
CEL-LULARS

Totes les linies cel-lulars es cultiven a un incubador humidificat a 37°C i 5% de CO..
Les linies cel-lulars que creixen en adheréencia (HEK293T i Huh7) es cultiven en
flascons o plaques de cultiu tractades de manera que la superficie és més hidrofilica
i afavoreix la unié cel-lular, i les que creixen en suspensié (LCLs) en flascons o

plaqgues no tractades.

Criopreservacioé de linies cel-lulars

La composicié del medi de congelacié és en un 90% sérum fetal bovi (FBS) i un
10% de dimetilsulfoxid (DMSO). Es fan aliquotes de 5-106 cél-lules/ml en tubs
adequats per la criopreservacié. En primer lloc es congelen a -80°C en un recipient
amb isopropanol que permet una congelacié gradual, i un cop transcorregudes 24h

es passen els vials a un tanc de nitrogen liquid a -170°C.
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La descongelacio s’ha de fer de manera rapida per evitar la toxicitat del DMSO. Es
descongela el vial a 37°C, un cop descongelat, es dilueix el DMSO en medi de cultiu
i es centrifuga a 400 x g durant 5 minuts, s’elimina el sobrenedant i es resuspenen
les cél-lules en el medi de cultiu. Finalment es sembren les cél-lules en el recipient

on es vulguin cultivar.

4.6.2.LINIES CEL-LULARS | MEDIS

HEK?293T (Human Embrionic Kidney 293T). La linia cel-lular HEK293T creix en
adheréncia en medi DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) High Glucose

(L0102, Biowest) suplementat amb els segiients components (Taula 4.17):

Taula 4.17. Composicié del medi de cultiu de la linia cel-lular HEK293T

Concentraci6

Reactiu Concentraci6 inicial final Volum 1
FBS 2 - 10% 57,5 ml
L-Glutamina 3 200 mM 2mM 5,8 ml
Penicil-lina / Penicil-lina G (10.000 U/ml) 100 U/ml 58 ml
Estreptomicina *  Estreptomicina sulfat (10 mg/ml) 0,1 mg/ml '
Piruvat de sodi ° 100 mM 1 mM 5,8 ml
Aminoacids no 100X 1X 5.8 ml
essencials

1 Per a 500 ml de medi DMEM High Glucose.
2Gibco. Inactivat 1 hora a 56°C.

3 Biowest X0550-100.

4 Biowest L0022-100.

5 Biowest L0642-100.

6 Biowest X0557-100.

Huh7. Aquesta és una linia cel-lular d’hepatocits derivats d’'un carcinoma cel-lular
extrets d’'un tumor hepatic. Es cultiva en adheréncia amb DMEM/F-12 (L0090,

Biowest) suplementat amb els segiients components (Taula 4.18):
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Taula 4.18. Composicié del medi de cultiu de la linia cel-lular Huh7

Concentraci6

Reactiu Concentracié inicial final Volum 1!
FBS ? - 10% 57,5 ml
L-Glutamina 3 200 mM 4 mM 11,6 mi
Penicil-li.ngl Penicil-lina G (10.000 U/ml) 100 U/ml S
Estreptomicina *  Estreptomicina sulfat (10 mg/ml) 0,1 mg/ml '
Piruvat de sodi ® 100 mM 0,5mM 2,9ml
HEPES ¢ iM 10 mM 5,8 ml

1 Per a 500 ml de medi DMEM/F-12.
2Gibco. Inactivat 1 hora a 56°C.

3 Biowest X0550-100.

4 Biowest L0022-100.

5 Biowest L0642-100.

6 Biowest L0180-100.

LCLs. Es tracta de dues linies cel-lulars limfoblastoides obtingudes després de la
transformacié amb el virus Epstein-Barr de limfocits B de 2 pacients de MNGIE [96].
Aquestes cél-lules creixen en suspensié en medi RPMI 1640 (L0501, Biowest)

suplementat amb els seglents components (Taula 4.19):

Taula 4.19. Composicié del medi de cultiu de les linies cel-lulars LCL

Concentraci6

Reactiu Concentracid inicial final Volum 1!
FBS ? - 15% 91,6 ml
L-Glutamina 3 200 mM 2mM 6,1 ml
Penicil-li_ng/ Penicil-lina G (10.000 U/ml) 100 U/ml e
Estreptomicina *  Estreptomicina sulfat (10 mg/ml) 0,1 mg/ml '
Gentamicina ® 50 mg/mi 50 pg/ml 610 pl
HEPES ¢ 1M 10 mM 6,1 ml

1 Per a 500 ml de medi RPMI 1640.
2Gibco. Inactivat 1 hora a 56°C.

3 Biowest. X0550-100.

4 Biowest. L0022-100.

5 Gibco. 15750-037.

6 Biowest. L0180-100.
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4.6.3. COMPTATGE CEL-LULAR

Es recullen les cél-lules per tripsinitzacio (apartat 4.6.4) i es resuspenen en un volum

de medi conegut. S'utilitza el colorant blau de tripa, que tenyeix de blau Gnicament

les cél-lules mortes ja que el colorant pot travessar la membrana. A partir d’aqui

s’utilitzen dos métodes diferents per a comptar el nimero de cél-lules.

Recompte automatic: S’utilitza I'aparell Countess™ Automated Cell Counter
(ThermoFisher). Es barregen 10 pl de la suspensio cel-lular amb 10 ul de
colorant, i es dipositen 10 pl de la mescla en una cambra de comptatge de
la lamina Countess™ Cell Counting Chamber Slides (C10228,
ThermoFisher) que s’introdueix a I'aparell. L’aparell compta les ceél-lules
vives i mortes automaticament a partir d’'una imatge.

Recompte amb cambra de Neubauer: Igual que amb el métode anterior es
mesclen 10 pl de la suspensié cel-lular amb 10 pl de blau de tripa. Cada
portaobjectes té dues cambres de recompte com la de la Figura 4.4 i quan
es cobreix amb un cobreobjectes deixa un espai (de 0,1 mm de gruix) on es
permet carregar 10 ul de la suspensié cel-lular. La quadricula és de 3 mm x
3 mm, i esta dividida en 9 quadrats de 1 mm x 1 mm, cadascun dels quals
esta dividit en 16 quadrats més petits. Per tant, el volum que ocupen el 16
quadrats és de 0,1 mmg3. Per al recompte, es compten les cel-lules que hi ha

en cadascun dels 4 quadrats grans marcats a la Figura 4.4.
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Figura 4.4. Cambra de Neubauer.
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Es calcula el nimero de cél-lules per ml amb la segiient formula:

cel N-D-10000
Concentracié (—) =—

ml L
On N és el numero de cel-lules comptades, D el factor de dilucié aplicat, 10000 el

factor de conversio entre 0,1 uli 1 ml, i L el nimero de quadrats comptats.

4.6.4.RECOL-LECCIO DE CEL-LULES

Les cél-lules es recullen en funcio del tipus de creixement que presenten.

HEK293T i Huh7. Creixen en adherencia. Un cop les cel-lules arriben a una
confluéncia 90% en la placa o flascd, es dilueixen en més d'una placa o flasco

seguint el seguent protocol.

e Aspirar el medi gastat i rentar la placa amb tamp6 fosfat sali (PBS) 1X.

o Desenganxar les cél-lules afegint un volum Tripsina-EDTA 1X (X0930-100,
Biowest) que cobreixi tota la superficie de cultiu i incubar a 37°C fins que les
cél-lules es desadhereixin de la superficie.

e Recollir les cél-lules afegint el mateix volum de medi que el que s’havia afegit
de tripsina, centrifugar a 400 x g durant 5 minuts a temperatura ambient i
eliminar el sobrenedant.

e Si l'objectiu és mantenir el cultiu o augmentar el numero de cél-lules,
resuspendre en medi de cultiu per ressembrar a una densitat menor.

e Si l'objectiu és realitzar analisis d’aquestes cél-lules, rentar amb PBS 1X,
centrifugar a 500 x g durant 5 minuts, eliminar el sobrenedant i guardar a -

80°C fins al seu analisi.

LCL. Aquesta linia cel-lular creix en suspensio i formen agregats en el medi de cultiu.
Tant per canviar de medi com per a recollir les cél-lules es segueix el seguent

protocol:

e Recollir el medii passar-lo a un tub de 15 ml o de 50 ml en funcié del volum
de cultiu. Centrifugar a 400 x g durant 5 minuts a temperatura ambient i
eliminar el sobrenedant.

e Si lI'objectiu és mantenir el cultiu o augmentar el nimero de cél-lules,

resuspendre en medi de cultiu per ressembrar a una densitat menor.
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e Sil'objectiu és realitzar analisis d’aquestes cél-lules, rentar amb PBS 1X,
centrifugar a 500 x g durant 5 minuts, eliminar el sobrenedant i guardar a -

80°C fins al seu analisi.

4.6.5.TRANSDUCCIO DE VECTORS LENTIVIRALS EN LINIES
CEL-LULARS

Per a la transducci6 de linies cel-lulars es té en compte el nimero de cél-lules i el
titol de la suspensio virica. S’utilitza una multiplicitat d’infeccié (MOI) de 10, és a dir

10 particules transductants per cada cel-lula.

HEK293T i Huh7. Es sembren 1-10° cel-lules per pou en una placa de 24 pous,
s’afegeix 500 pl de medi de cultiu per pou i es deixen adherir 24 hores. En el moment
de la transduccié es compta el nimero de cél-lules (apartat 4.6.3) en dos pous
reservats per el comptatge. Es prepara un volum de medi suficient amb una quantitat
de particules viriques corresponen a una MOI de 10 (500 ul de medi per pou). Es
canvia el medi de cada pou pel medi corresponen amb particules viriques. S’incuba
24 hores a 37°C i 5% CO: i es reemplaca amb medi de cultiu fresc sense particules

viriques.

LCLs. Escompten les cél-lules i s’agafa el volum corresponen a 1-10% cél-lules. Es
resuspenen en 1 ml de medi suplementat i que conté particules lentivirals a una MOI
de 10. S’incuba 24 hores a 37°C i 5% CO:.. Es recullen les cél-lules, es centrifuguen
400 x g durant 5 minuts a temperatura ambient. S’elimina el sobrenedant que conté

les particules virals i es resuspen en medi nou temperat.

4.7.ANALISIS HISTOQUIMIQUES
4.7.1.PREPARACIO MOSTRES: “SWISS ROLL”

Per a I'analisi histoquimic de les mostres d’intesti de ratoli, es preparen les mostres
formant un Swiss-Roll [214]. Es tallen seccions de I'intesti corresponents al jeju d’'una
llargada aproximada de 2-3 cm. A continuacid s’introdueix un cilindre de plastic al
lumen de l'intesti i es fa un tall a tota la llargada de I'intesti de manera que queda un
rectangle amb el lumen a la part visible. A continuacié, amb I'ajuda d’un palet de
fusta, s’enrotlla I'intesti per la part més curta del rectangle (es va enrotllant avangant

amb la llargada de l'intesti). Es submergeix en formalina 10% i es guarda 24h a 4°C.
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Finalment es treu el Swiss-Roll del palet de fusta amb I'ajuda d’'unes pinces i es
procedeix a la inclusié en blocs de parafina. Es fan talls de 3 um del bloc i es munten

en un portaobjectes.

4.7.2.TINCIO TRICROMATICA DE MASSON

La tincié de tricromatica de Masson permet tenyir i visualitzar de color blau les fibres

de col-lagen de tipus I. El protocol és el segiient:

e Desparafinar els talls fent 2 rentats de 10 minuts en xilé; 2 rentats de 10
minuts en etanol 100%; 2 rentats de 10 minuts en etanol 90%; 2 rentats de
5 minuts en etanol 70%; i 2 rentats de 5 minuts en aigua.

e Fixar les mostres amb solucié de Bouin, 1 minut al microones i 15 minuts a
TA.

e Rentar les lamines durant 1 minuts amb aigua i aclarir amb aigua
desionitzada.

e Tenyir els nuclis amb hematoxilina de Weigert (acabada de preparar) durant
5 minuts.

e Deixar les lamines amb aigua calenta corrent durant 10 minuts i aclarir amb
aigua desionitzada.

e Tenyir els citoplasmes amb la soluci6 Bierbich Scarlet — Acid fuchsin durant
5 minuts. Fer 3 rentats d’1 minut amb aigua desionitzada.

e Tenyir el col-lagen incubant amb acid fosfotinstic/fosfomolibdic durant 3
minuts 4 vegades, i sense assecar les lamines incubar amb una soluci6 de
blau d’anilina durant 10 minuts.

e Fer 3 rentats de 1 minut amb aigua desionitzada.

¢ Diferenciar mitjangant la incubacié en una solucié 1% (v/v) acid acétic glacial
durant 1 minut.

e Fer 2 rentats en aigua desionitzada.

¢ Deshidratar incubant amb etanol 90% durant 1 minut, a continuacio 1 minut
en etanol absolut i finalment 1 minut en xile.

e Muntar les lamines amb DPX afegint una gota i col-locant el cobreobjectes

al damunt.
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4.8.PROCEDIMENTS D’EXPERIMENTACIO ANIMAL
4.8.1.MODEL DE RATOLI | CONDICIONS D’ESTABULACIO

El model utilitzat va ser generat préviament per Lopez i col-laboradors [60]. La
colonia d’animals WT i la d’animals dKO pels gens Tymp i Uppl van ser generades
a partir d’heterozigots pels dos gens proporcionats pel laboratori de Michio Hirano
(Columbia University Medical Centre, Nova York) i dues vegades s’ha realitzat un
retrocreuament amb ratolins WT de la soca C57BL/6J. El fons geneétic del model és
C57BL/6J.

Els animals estan estabulats en I'estabulari de I'Institut de Recerca de la Vall
d’Hebron amb condicions d’humitat i temperatura controlades (20-22°C) i amb cicles
de llum-foscor de 12 hores. Els animals disposen de menjar i beguda ad libitum
(s'utilitza la dieta Teklad Global 18% Protein Rodent Diet 2018, Harlan).

Als grups d’animals sobreexposats a hucleosids de manera cronica (Taula 4.1) se’ls
hi afegeix un suplement de 16,6 g/L de dThd i dUrd (68,6 mM dThd i 72,3 mM dUrd)

a l'aigua de beguda des del deslletament dels animals fins al final de I'estudi.

Els animals estan controlats seguint un protocol de supervisié que inclou un
seguiment setmanal del pes i s’observa la preséncia de lesions o malalties. Els
procediments realitzats estan aprovats per el Comité Etic d’Experimentacié Animal

de l'Institut de Recerca Vall d’'Hebron (nimero de procediment: 14-06).

4.8.2.GENOTIPATGE

El genotipatge es realitza a partir de 'ADN obtingut mitjancant I'extraccié a partir d’un
fragment d’orella o de cua (apartat 4.2.1.4). Es realitzen 3 PCRs, una per obtenir el

genotip del gen Tymp i 2 per obtenir el genotip del gen Upp1.
4.8.2.1. Amplificacio del gen Tymp

El gen Tymp (NC_000081; GenelD 72962) es troba en el cromosoma 15, té 5.406
pb i conté 11 exons. En la generacié de l'al-lel KO es va introduir una inserci6 de 34
pb en I'exd 4 que trenca el marc de lectura. En la PCR de I'al-lel KO esperem una

seqliéncia 34 pb de bases més llarga que la WT.
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Els encebadors utilitzats per a la PCR sén els seglents:

e Encebador directe TPF1: AAATGA GGT TAA GGG CCT G (posicions 1.387-
1.405 corresponent al intr6 3).

e Encebador revers 14R2: CCATTG ATC ATC CTG TGA TT (posicions 1.591-
1.610 corresponent al intr6 4).

L’amplificacié per PCR es fa utilitzant el kit TaKaRa Tag™ HS PCR Kit, UNG Plus
(RO13A, TaKaRa). En aquest kit hi ha I'enzim uracil-ADN glicosilasa (UNG) que
elimina I'amplificaci6 de productes de PCR anteriors que puguin contaminar la
reacci6. Aquest kit, inclou dUTP en lloc de com a substrat de la polimerasa, de
manera que quan s’incuba amb UNG en el primer pas de la PCR (10 minuts a 20°C),
s’eliminen tots aquelles molécules d’ADN producte de PCRs anteriors. La
composicié de la mescla es troba a la Taula 4.20.

Taula 4.20. Composicio de la reaccié de PCR per a 'amplificacié del gen Tymp amb el
kit TaKaRa Taq™ HS PCR Kit, UNG Plus

Reactiu Volum (ul) Concentracio final
TaKaRa Taq HS (5 U/pul) 0,12 0,025 U/l
UNG (2 U/pl) 0,25 0,02 U/l
10x PCR Buffer (Mg?*)* 2,5 1X
Mescla de dNTPs (2,5 mM cadascun) 2 2 0,2 mM
Encebador directe TPF1(2 mM) 6,25 0,5 mM
Encebador revers 14R2 (2 mM) 6,25 0,5 mM
Aigua esteril 6,62 -
ADN 1 fins a 100 ng

1100mM Tris-HCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCla.
2 Conté dATP, dCTP, dGTP i dUTP.

I les condicions de la reaccié d’amplificacié estan detallades a la Taula 4.21.
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Taula 4.21. Condicions d’amplificacié de la PCR

Temperatura Temps Cicles

25°C 10 minuts
95°C 2 minuts !
95°C 30 segons

55°C 30 segons 10
72°C 30 segons

95°C 30 segons

55°C 30 segons 20
72°C 30 segons +20 segons/cicle

72°C 7 minuts

4°C o !

Els productes de I'amplificacié es corren en un gel d’agarosa del 2% (p/v) (apartat
4.2.5), on pel ratoli WT s’espera una banda de 224 pb; pel ratoli KO una banda de

258 pb; i pel ratoli heterozigot les dues bandes.
4.8.2.2. Amplificacio del gen Uppl

El gen Uppl (NC_000077; GenelD 22271) es troba en el cromosoma 11, té 18163
pb i conté 9 exons. Per a la generacio del KO es va substituir tot I'ex6 4, intr6 4 i la

part 5° del ex6 5, per un casset de neomicina.

Pel genotipatge del gen Uppl, s’amplifiquen en reaccions separades I'al-lel WT i
lal-lel KO. Els encebadors per a I'amplificacié coincideixen en el revers, pero

s’utilitzen encebadors directe diferents.
Per 'amplificacié de I'al-lel WT s'utilitzen:

e Encebador Directe pNeo-ko: CAG AAA GCG AAG GAA CAAAGC TGC TAT
TGG C

e Encebador Revers p500a-ko: GTT CAG CTG TTC CCA TAT GCA AAAGTG
TGG
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Per 'amplificacié de I'al-lel KO s'utilitzen:

e Encebador Directe p500-wt: CAG ACC CCC GAT GAC ACA GTATAC TAA
TGG

e Encebador Revers p500a-ko: GTT CAG CTG TTC CCA TAT GCA AAAGTG
TGG

La composicié de la mescla de reaccié (Taula 4.20) i les condicions d’amplificacié
(Taula 4.21) s6n les mateixes que pel genotipatge del gen Tymp i el resultat
s’analitza per electroforesis en gel d’agarosa 2% (p/v). L’amplificacié de l'al-lel WT
en la primera reaccié dona una banda de 296 pb, i I'amplificacié de I'al-lel KO en la
segona reaccié dona una banda de 420 pb. En el cas del ratolins heterozigots
s’espera que les dues reaccions donin lloc al producte d’amplificacié de la mida

corresponent.

4.8.3.INJECCIO INTRAVENOSA DE rAAV

El tractament amb els diferents rAAV es realitza en ratolins mascles dKO d’entre 8-

10 setmanes mitjangant una injeccié intravenosa a la vena caudal.

Les preparacions viriques es dilueixen en una soluci6 salina estéril (NaCl 9 mg/ml).
El calcul de la quantitat de particules viriques que s’han d’injectar a cada animal es
calcula en funcié de la dosi (genomes virics per kg (vg/kg)) i en funcié del pes de

cada animal, de manera que en cada animal s’injecten 200 pl de solucid.

L’animal s’introdueix en un cilindre tancat (tub retenidor) que deixa la cua lliure.
S’escalfa la cua amb aigua calenta per augmentar la vasodilatacié de manera que
es faciliti la injecci6 i desinfecta amb etanol 70 % (v/v). S’administren els vectors

mitjancant una injeccié intravenosa amb una agulla de 27G’.

4.8.4.EXTRACCIO | PROCESSAMENT DE MOSTRES SANGUINIES

Durant les primeres setmanes, es fa un seguiment de nucleosids en plasma de cada
animal. S’obtenen mostres de 100 L de sang aproximadament cada dues setmanes
entre les setmanes 4 i 20 de vida de 'animal, i posteriorment, una altra mostra als 6

i 8 mesos.

L’obtencié de mostres de sang es realitza en la vena safena. S’introdueix I'animal en

un tub retenidor de manera que quedi accessible una de les dues potes del darrera.
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S’'immobilitza la pota a la altura del genoll, s’elimina el pél de la pota, s’aplica un
petita quantitat de vaselina per evitar la dispersio de la sang a tota la pota es punxa
la vena una agulla de 25G. Es recullen 100 ul de sang amb I'ajuda d’un tub capil-lar
que conté EDTA-K3 per evitar la coagulacio (Microvette® 100/200 K3E, Sarsted).

Es dilueixen 50 pl de sang en 400 pl de PBS 1x esteril (dilucié 1/9). La sang diluida
es centrifuga a 3.500 x g durant 5 minuts a 4°C, es recupera el sobrenedant, que
conté el plasma diluit i s’emmagatzema el plasma a -20°C fins a la determinacio de

nucleosids (apartat 4.4.1).
4.8.4.1.Estudis farmacocinétics

Per estudiar la farmacocinética dels nucleosids dThd i dUrd s’administra una dosi
oral de 10 pL/g pes de I'animal d’una solucié aquosa 16,6 g/L de dThd i dUrd (equival
a 166 mg dThd/kg i 166 mg dUrd/kg) mitjancant una sonda gastrica.

Es recullen mostres de sang immediatament abans de I'administracié de nucleodsids,
als 30 minuts, 1 hora (h), 1,5 h, 2 h, 3 h, 5 hi 8 h després de 'administracio. Les
mostres de sang es processen tal i com esta descrit a 'apartat 4.8.4. i es mesura la
concentracié de nucleosids (apartat 4.4.1.1). Els ratolins dels grups exposats (Taula
4.1) es mantenen sense suplement de dThd i dUrd durant les 24 hores prévies a la

primera presa de mostra i fins al final de la farmacocinética.

4.8.5.TEST ROTAROD

En ratolins de 25 setmanes d’edat s’avalua I'equilibri i la coordinacié motora amb el
test de Rotarod.

El ratoli es situa horitzontalment a sobre del cilindre rotatori de I'aparell de Rotarod
(Ugo Basile Mouse Rota-Rod, Cat No. 47600) (Figura 4.5). Aquest cilindre esta
elevat a una altura suficientment baixa per no fer mal al animal si cau, i suficientment
alta perqué no vulgui caure. El protocol inclou 3 sessions d’entrenament de 2 minuts
a una velocitat constant de 4 revolucions per minut (rpm). A continuacio es fa el test
que consisteix en 15 segons a 4 rpm i seguit d’'una acceleracio constant de 1 rpm/s
durant 45 segons i es mesura el temps que I'animal es queda a la barra sense caure.
El temps maxim del test sén 60 segons. Es duen a terme 3 sessions del test per

ratoli, es determinen els temps de laténcia i es fa la mitjana.
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Figura 4.5. Aparell de Rotarod. Imatge obtinguda de [215].

4.8.6.RESSONANCIA MAGNETICA DE CERVELL

Quan els ratolins tenen una edat d’entre 80 i 84 setmanes, es realitza una
ressonancia magnética del cervell per a determinar si hi ha hiperintensitat cerebral

difusa, tal i com s’havia descrit préviament en el model [104].

Els estudis MRI es realitzen a les instal-lacions conjuntes de ressonancia magnética
nuclear de la Universitat Autdnoma de Barcelona i del Centre d’Investigacio
Biomédica en Xarxa - Bioenginyeria, Biomaterials i Nanomedicina (CIBER-BBN)
(Cerdanyola del Vallés, Catalunya), Unitat 25 de NANBIOSIS. Els experiments es
duen a terme en un 7T Bruker BioSpec 70/30USR scanner (Bruker BioSpin GmbH,
Ettlingen, Germany) equipat amb una bobina de volum lineal de diametre interior de
72 mm com a transmissor i una bobina dedicada a la superficie cerebral del ratoli
com a receptor. Les dades de MRI s’adquireixen i processen en un ordinador Linux

utilitzant el programa Paravision 5.1 (Bruker BioSpin GmbH, Karlsruhe, Germany).

Inicialment, 'animal s’anestesia amb 4% (v/v) d’isoflurd amb Oz a un flux de 1L/min
i a continuacié es posa en posicié prona sobre d’un llit amb circulacié d’aigua calenta
i s'immobilitza el cap i el cos de 'animal. Es manté 'anestésia amb isoflura utilitzant
una mascareta (aproximadament 1,5% (v/v) isoflura en O2 a 1 L/min), i també es

monitoritza el ritme de respiracio (ritme optim 50-80 bpm) i la temperatura corporal
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amb una sonda rectal (temperatura optima 37 + 1°C) durant tota la sessi6 (SA

Instruments, Stony Brook, NT).

En primer lloc, s’obtenen imatges ponderades en T2 de baixa resolucio en els plans
axials, sagitals i coronal per utilitzar-les com a imatges de referéncia per a situar el
ratoli. Els parametres d’imatge que s’utilitzen van ser els seglents: temps d’eco
efectiu (TEeff) 36 milisegons (ms); temps de repeticio (TR) 2 segons; longitud del
tren d’eco (ETL) 8; camp visual (FOV)1,92 x 1,92 cm?2; mida de la matriu (MTX) 128
x 128; gruix dels talls (ST) 1 mm; espai entre talls (gap) 0,1 mm; nimero de talls (NS)
14 axials, 9 sagitals i 5 coronals; i temps d’experiment (ExpT) 24 segons per

orientacio.

A continuacio, s’obtenen mapes de T2. Per obtenir els valors de T2 s'utilitza una
sequencia multi-spin multi-eco (MSME) amb els seglients parametres: 24 ecos en el
primer temps d’eco de 10 ms, temps entre ecos 10 ms, TR 3 s, FOV 1,92 cm x 1,92
cm, MTX 128 x 128, NS 8, ST 1 mm, i gap 0,1 mm, cobrint tota el cervell excloent el

bulb olfactori i el cerebel, amb un ExpT de 4 minuts i 48 segons.

Per mesurar el volum dels ventricles, s’obtenen imatges ponderades en T2 d’alta
resolucié. Es cobreix la mateixa regi6 del cervell que per les imatges de T2. Per
calcular el volum es seleccionen manualment les arees del cervell a cada tall amb el
software Paravision 5.0. Dins de la regio del cervell seleccionada, els pixels
corresponents als ventricles es defineixen com aquells pixels que tenen valors de T2
per sobre de 60 ms. L'analisi es revisa i s’eliminen manualment les regions no
ventriculars mitjancant el software Image J. La suma dels pixels corresponent als
ventricles en tots els talls es multiplica pel volum corresponent a un pixel (0,15 x 0,15

x 1 mm3) per obtenir el volum ventricular total de cada ratoli.

4.8.7.0BTENCIO DE TEIXITS

Els animals es sacrifiquen als 22 mesos d’edat mitjangant dislocacié cervical, en tots
els casos els ratolins es van sacrificar entre les 8 i les 9 del mati. Es recullen les

seguents mostres i teixits:

Sang. S’extreuen 200 pl de sang mitjangcant puncio intracardiaca amb una agulla de

25G. A continuacié, es recull la sang amb un capil-lar que conté EDTA-K3
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(Microvette® 200 K3E, Sarsted) per a que no es coaguli, i es deixa en gel fins al seu

processament (apartat 4.8.4).
Fetge. El teixit es divideix en 2 meitats:

e Lameitat del teixit es destina a I'extraccié de dNTPs mitocondrials i es manté
en gel submergit en tampd A (Tris-HCI 10mM pH 7.4; EDTA 1 mM pH 8 i

sacarosa 320 mM) fins que es procedeix a I'extraccio (apartat 4.4.3.1).
e Laresta es congela amb nitrogen liquid i es guarda a -80°C.
Cervell. El teixit es divideix en 2 meitats.

e La meitat s'utilitza per a I'extraccié de dNTPS i es manté en gel submergit
en tamp6 AT (Tris-HCI 10mM pH 7,4; EGTA 1 mM pH 8; sacarosa 75 mM;
sorbitol 225 mM i BSA (sense acids grassos) 0,1% (p/v)) fins que es

procedeix a I'extraccio (apartat 4.4.3.1).
e L’altra meitat es congela directament amb nitrogen liquid i es guarda a -80°C.

Intesti prim. L’intesti prim es renta amb una solucié salina (NaCl 9 mg/ml) amb
'ajuda d’'una xeringa de 5 ml. Una vegada net, s’estira l'intesti i es divideix en 3
trossos d’igual llargada, el ter¢ més proximal al estémac i el ter¢ més distal es
congelen en nitrogen liquid. El ter¢ central es preserva en fred embolicat en una
gassa mullada amb soluci6 salina fins al seu processament per analisis histologica
(apartat 4.7.1).

Gastrocnemis. S’extreuen i es congelen directament en nitrogen liquid.

S’emmagatzemen a -80°C fins a la seva utilitzacié.

Els teixits congelats a -80°C es polvoritzen amb un morter ceramic en preséncia de
nitrogen liquid per a evitar que es descongelin. D’aquesta manera s’assegura que

en les determinacions posteriors s’utilitza una part homogénia del teixit.
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4.9.METODES D’OPTIMITZACIO | CLONATGE
4.9.1. ALGORITMES D’OPTIMITZACIO
Per a modificar la seqiiéncia codificant del gen TYMP (GenBank: BC052211.2)

s’utilitzen 4 algoritmes d’optimitzacié de codons diferents que tenen en compte el

biaix en I'is de codé en Homo sapiens (Taula 4.22).

L’algoritme d’optimitzacié A consisteix a substituir cada codd pel més frequent que
codifica el mateix aminoacid en Homo sapiens (cosa que implica tenir un CAl de 1).
Un cop dissenyada la nova seqiiéncia, s’elilminen les dianes de restricci6 BamH1,
Xbal i Xhol que s’han generat mitjancant la substitucio del codd implicat pel segon
codé més freqient, degut a que eren dianes que s’han d'utilitzar pel clonatge

d’aquesta sequéncia en el vector d’expressio.

La seqiiéncia optimitzada B es dissenya utilitzant I'eina Eugene (disponible a

http://bicinformatics.ua.pt/eugene/). Els criteris que s’utilitzen per dissenyar aquesta

sequencia sén maximitzar el CAl, evitar estructures secundaries en I'ARN i els
codons stop fora del marc de lectura i eliminar les dianes de restricci6 BamH1, Xbal
i Xhol.

La seqiiéncia optimitzada C es dissenya amb el programa Codon Optimitzation On-

line (COOL) (disponible a http://cool.syncti.org/). En aquest cas, els criteris utilitzats

consisteixen a maximitzar el CAl, maximitzar I'is de parells de codons frequents, i

eliminar les dianes de restriccié BamH1, Xbal i Xhol.

Finalment, la sequéncia optimitzada D s’obté mitjangant l'algoritme comercial
GeneOptimizer (un software propietat de GeneArt, ThermoFisher). Aquest algoritme
té en compte els seguents criteris: maximitzar el CAl, evitar quan sigui possible
regions amb una contingut GC molt alt (>80%) o molt baix (<30%), evitar TATA-box
internes, chi-sites, llocs d’entrada de ribosomes, motius d’inestabilitat d’ARNSs,
seqliencies repetides, estructures secundaries en 'ARN i llocs donadors i acceptors

de splicing.
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Taula 4.22. Criteris d’optimitzacié de codons dels diversos algoritmes

CAl Parell de Exclusio de Estructures
codons dianes secundaries
frequents restriccio ARNmM
Sequeéncia  Maximitzar NO S NO
optimitzada A
Sequencia  Maximitzar NO S S
optimitzada B
Sequeéncia  Maximitzar S S NO
optimitzada C
Sequencia  Maximitzar Sl S S
optimitzada D
4.9.2.0BTENCIO DE SEQUENCIES DE L'ADNc DE TYMP

OPTIMITZADES

Les diferents sequéncies modificades de 'ADNc de TYMP s’encarreguen a la

plataforma GeneArt (ThermoFisher). A la Taula 4.23 s’enumeren les diferents

sequéncies utilitzades, i la nomenclatura utilitzada per referir-se a les seves

construccions resultants al llarg de la tesi :

Taula 4.23. Nomenclatura de les seqliencies d’ADNc TYMP modificades i plasmidis

resultants del clonatge

Optimitzacio Plasmidi Plasmidi Vector
rebut lentiviral lentiviral
ADNc TYMP-WT - p305-WT Lenti-WT
Algoritme d’optimitzacio A pTYMP-OptA p305-OptA Lenti-OptA
Algoritme d’optimitzacio B pTYMP-OptB p305-OptB Lenti-OpB
Algoritme d’optimitzacié C pTYMP-OptC p305-OptC Lenti-OptC
Algoritme d’optimitzacié D pTYMP-OptD p305-OptD Lenti-OptD
Eliminacio CG seqiiéncia A pTYMP-NoCGA p305-NoCGA Lenti-NoCGA
Eliminacioé CG sequencia D pTYMP-NoCGD p305-NoCGD Lenti-NoCGD

Eliminacié CG sequencia WT pTYMP-NoCGwt

p305-NoCGwt

Lenti-NoCGWT

Aquestes seqiiéncies es reben dins d’'un plasmidi estandard de clonatge de

ThermoFisher que conté el gen de resisténcia a kanamicina.
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Es reben 5 ug de cada seqiiéncia modificada en forma de plasmidi liofilitzat. Es
resuspén 'ADN en 10 mM Tris-HCI pH 8, a una concentracié final de 100 ng/uL
(s’afegeixen 50 pl), i es deixa 2 hores a TA. A continuacié es transformen E.coli
guimiocompetents amb 10 ng dels diversos plasmidis (apartat 4.9.6) i es sembren
en plaques de LB-Agar (BactoTM Agar, 214010 Becton Dickinson) a una
concentracio del 2% (p/v) suplementat amb kanamicina a una concentracié de 100
pg/ml, es deixa créixer ON a 37°C. El dia segiient es seleccionen 5 colonies i s’incuba
en medi 5ml LB liquid suplementat amb kanamicina a una concentracié de 100 pg/ml
liquid durant 14-16 hores a 37°C en agitaci6. S’extreu 'ADN plasmidic per miniprep
(apartat 4.2.1.1) i es comprova que la restricci6 dona els fragments desitjats
mitjangant electroforesis d’agarosa (apartat 4.9.3). A continuacié, es fa un cultiu a
gran escala del clon per a obtenir material per a fer una extraccié d’ADN plasmidic
per maxiprep (apartat 4.2.1.2). Finalment es comprova per seqlenciacié Sanger de
fragments d’ADN la seqiiéncia (apartat 4.9.7) i es congela a 'ADN a -20°C fins a la

seva utilitzacio.
4.9.3. DIGESTIO DELS VECTORS AMB ENZIMS DE RESTRICCIO
Per a realitzar la construccid dels diferents vectors, aixi com per la comprovacio dels

clonatges es digereixen els segiients plasmidis:

e Totsels pTYMP-Opti pTYMP-NoCG: Per el clonatge en el vector lentiviral,
es realitza una digestié amb I'enzim de restricci6 BamHI. S’esperen obtenir
2 fragments d’ADN, un de 2.401 pb i un de 1.571 pb. La composicié de la

reaccio de restriccié esta detallada a la Taula 4.24.

Taula 4.24. Composici6 de lareacci6 de restriccio de pTYMP-OPT i pTYMP-NoCG amb

BamHI
Reactiu Volum Concentracio final
Tamp6 CutSmart® 10X * 4ul 1X
BamHI-HF (20 U/ul) 2 2l 1u/ul
ADN plasmidic 10 ug 0,25 pg/ul
Aigua Fins a 40 pl

1 Concentracié 1X: Acetat de Potassi 50mM; Acetat de Magnesi 10mM; 100ug/ml BSA, Tris-
Acetat 20mM pH 7,9; New England Biolabs.

2 R3136L, New England Biolabs.

126



Materials i métodes |

La digesti6 es dur a terme ON a 37°C i es comprova la mida dels fragments
resultats separant-los per electroforesi en un gel d’agarosa (0,8% (p/v))
(apartat 4.2.5).

e p305: Es realitza una digestié amb I'enzim de restricci6 BamHI. S’esperen
obtenir 2 fragments d’ADN, un de 8.442 pb i un de 971 pb. La composicié de

la reaccié de restriccié esta detallada a la Taula 4.25.

Taula 4.25. Composici6 de lareaccié de restriccié de p305 amb BamHI

Reactiu Volum Concentracio final
Tampoé CutSmart® 10X * 2 ul 1X
BamHI-HF 20 U/ul 2 2l 1 Ul
p305 1pug 0,2 pg/pl
Aigua Fins a 20 pl

1 Concentracié 1X: Acetat de Potassi 50mM; Acetat de Magnesi 10mM; 100ug/ml BSA; Tris-
Acetat 20mM pH 7,9; New England Biolabs.

2 R3136L, New England Biolabs.

La digestié es dur a terme ON a 37°C i es comprova la mida dels fragments
resultats separant-los per electroforesi en un gel d’agarosa (0,8% (p/v))
(apartat 4.2.5).

e Tots els p305-Opt i p305-NoCG: Es realitza una digestié6 amb I'enzim de
restricci6 BamHI per a comprovar si s’ha incorporat l'insert després de la
lligacié. S’esperen obtenir 2 fragments d’ADN, un de 8.442 pb i un de 1.571

pb. La composicié de la reaccio de restriccio esta detallada a la Taula 4.26.

Taula 4.26. Composicié de larestriccio de p305-OPT i p305-NoCG amb BamHlI

Reactiu Volum Concentracio final
Tampé CutSmart® 10X * 1yl 1X
BamHI-HF 20 U/ul ? 1yl 2 U/l
ADN plasmidic 3 100 ng 0,01 pg/ul
Aigua Fins a 10 pl

1 Concentracié 1X: Acetat de Potassi 50mM; Acetat de Magnesi 10mM; 100ug/ml BSA; Tris-
Acetat 20mM pH 7,9; New England Biolabs.

2 R3136L, New England Biolabs.
3 La concentracio depén de I'extraccié d’ADN plasmidic per miniprep.
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La digestio es dur a terme 2 a 37°C i es comprova la mida dels fragments
resultats separant-los per electroforesi en un gel d’agarosa (0,8% (p/v))
(apartat 4.2.5).

4.9.4.PURIFICACIO DE FRAGMENTS D’ADN A PARTIR DE GEL
D’AGAROSA

L’ADN digerit provinent d’'una reaccié de restriccié es carrega en un gel d’agarosa a
0,8%i es separa per electroforesis a un voltatge constant de 80V (apartat 4.2.5). Un
cop comprovat que els diferents fragments s’han separat adequadament, es talla la
banda del fragment que es desitja purificar amb un bisturi. La purificacié del fragment
d’ADN del gel d’agarosa es realitza amb el kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit

(28704, QIAGEN) seguint el protocol proporcionat pel propi Kkit.

4.9.5. DESFOSFORILACIO | LLIGACIO DE FRAGMENTS D’ADN
Les dues reaccions es fan utilitzant amb el kit Rapid DNA Dephos & Ligation Kit

(4898117001, SigmaAldrich) en dos passos:

o Desfosforilacié. Un cop digerit el vector on es vol clonar l'insert, es
desfosforila per evitar la relligacié sobre ell mateix. La composicié de la

reacci6 de desfosforilaci6 esta detallada a la Taula 4.27.

Taula 4.27. Composicio de la reaccié de desfosforilacio

Reactiu Volum Concentracio final
Vector digerit (50 ng/ul) 15 pl 37,5 ng/ul
rApid Alkaline Phosphatase Buffer 10X 1 2l 1X
rApid Alkaline Phosphatase ? 1ul 1U
Aigua esteéril 2u

10,5M Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8,5 .
21U/pl. Roche.

Un cop afegits tots els elements de la reacci6, s’'incuba a 37°C durant 30
min. Finalment s’inactiva la fosfatasa incubant 2 minuts a 75°C. Es procedeix

a la lligacio.
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e Lligaci6. Per una banda hi ha el vector desforforilat, i per I'altra hi ha el
fragment purificat (insert) que es vol clonar en el vector. Es prepara la mescla
de reacci6 indicada a la Taula 4.28.

Taula 4.28. Composici6 de la reacci¢ de lligacié

Reactiu Volum Concentracio final
Vector digerit i desfosforilat (37,5 ng/ul) 1,3 pl 5 ng/pl
Insert purificat 150 ng 15 ng/ul
DNA Dilution Buffer 5X 2u 1X
Aigua esteril Fins a 10 pl -
T4 DNA Ligation Buffer 2X 10 pl 1X
T4 DNA Ligase ! 1l 0,25 U/l

15U/ul. Roche.

Es mescla la reacci6é i s’incuba des de 30 minuts a ON a temperatura

ambient. Es guarda el producte de lligaci6 a -20°C fins a la seva utilitzacio.

4.9.6. TRANSFORMACIO DE CEL-LULES COMPETENTS

S'utilitzen dues soques d’E.coli quimiocompetents proporcionades pels kits E.Coli
XL10-Gold Ultracompetent Cells (200314, Agilent) i el kit One Shot™ TOP10
Chemically Competent E. Coli (C404010, ThermoFisher) o a partir de cél-lules
competents generades al laboratori.

Tant per la transformacié de plasmidis com de reaccions de lligacié es segueix el

protocol seguent:

e Descongelar els bacteris quimiocompetents en gel i afegir al voltant de 10
ng de 'ADN que es vol transformar (en el cas de lligacions, es transformen
10 ul de la mescla de reaccio).

e Agitar suaument i incubar 30 minuts en gel.

e Aplicar a les cél-lules un xoc térmic a 42°C durant 30 segons.

e Incubar novament en gel durant 2 minuts.

e Afegir 250 pL de medi LB sense antibiotic i incubar a 37°C durant una hora

en agitacié a 180 rpm.
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e Sembrar tot el volum en una placa de LB-Agar suplementat amb I'antibiotic
pertinent en cada cas a una concentracié de 100 pg/ml.

e Incubar la placa ON a 37°C.

Generacié de cel-lules quimiocompetents

Per a generar les cél-lules quimiocompetents a partir d’'una aliquota d’E.Coli XL10-
Gold Ultracompetent Cells es segueix el seglient protocol:

e Créixer 50 ml del cultiu en medi LB liquid fins a una densitat optica a 600 nm
(ODeoo) < 108 cél-lules/ml.

e Unavegada el cultiu arriba a I'ODeoo desitjada, passar el cultiu a un recipient
estéril i incubar 10 minuts en gel.

e Centrifugar a 2.700 x g durant 10 minuts a 4°C.

e Eliminar tot el sobrenedant per decantacio i resuspendre el precipitat en 10
ml de CacClz 0,1M esteéril (previament refrigerat).

e Centrifugar a 2.700 x g durant 10 minuts a 4°C.

e Eliminar completament el sobrenedant i resuspendre el precipitat en 2 ml de
0,1 M CaCla.

o Afegir 500 pL de glicerol 50% per a que quedi una solucié de glicerol 10%.

e Fer aliquotes de 100 pL i emmagatzemar a -80°C.

4.9.7. SEQUENCIACIO DE FRAGMENTS D’ADN

Un cop obtinguts els plasmidis que s’utilitzaran per la produccié de vectors lentivirals
i comprovat per restriccié que el clonatge ha funcionat correctament, es procedeix a
sequenciar el plasmidi, en la zona d’unié entre TADNc de TYMP i el vector de
transferéncia. La sequenciaci6é s’encarrega a una empresa externa (Macrogen) en
un sistema de seqienciacié automatica basada en el métode de Sanger. Els

encebadors utilitzats estan detallats a la Taula 4.29.
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Taula 4.29. Encebadors utilitzats per la seqiienciacié Sanger de fragments d’ADN

Nom Seqiiéncia 5’ > 3’ Direccio Plasmidis on s’ha
utilitzat

Optl CACTATAGGGCGAATTGGCG Directe pTYMP-OptA

Opt2  AGGGTTCAGGGTTCAAGGGC Revers z;i'\l\"ﬂ';'_gztté" %TTT('\“’/'I':;_%?;BD’
Opt3 TCAGACTGAGAGGCATGG Directe pTYMP-OptA

Opt4 ATCCTGAGCAAGAAGCTG Directe pTYMP-OptA

Opt5 GGGCAGATTCGAGAGAATGCTGG Directe pTYMP-OptA

Opt6 CAGATTGGAGCCATGCTG Directe pTYMP-OptB

Opt7 CTGGTGGTGGATGTGAAG Directe pTYMP-OptB

Opt8  AGCTGATGGCACTGTGGAG Directe pTYMP-OptB

Opt9 AGCGAGGCTGACATCAGAG Directe pTYMP-OptC
Optl0 TTGGGAAGATTTGAGAGGATGC Directe pTYMP-OptC
Optll CGATATCAGAGGATTCGTG Directe pTYMP-OptD
Optl2 CCTGGGGAGATTCGAGAGAATGC Directe pTYMP-OptD
Optl3 ATGCCTCTCAGTCTGATGG Revers pTYMP-OptA
Optl4 TCAGCATGGCTCCAATCTG Revers pTYMP-OptB
Optl5 TGATCATGGGGACCTTGCAC Revers pTYMP-OptC
Optl6 ATCAGCATGGCTCCGATCTG Revers pTYMP-OptD

Tots les variants del p305-
p305 GTGTTCCGCATTCTGCAAGCCT Directe TYMP-Opt i del p305-TYMP-
NoCG

Els resultats s’analitzen mitjancant la comparacié de les sequéncies amb |'eina
BLAST.

4.9.8. CLONATGE DE VECTORS LENTIVIRALS

El Dr. L. Naldini (San Raffaele Telethon Institute for Gene Therapy, Milano, Italia)
ens va proporcionar el plasmidi que conté la informacié per a sintetitzar el vector
lentiviral self-inactivated pCCL.sin.PPT.hPGK.ANGFR.IRESemvcv.wt.eGFP.Wpre
(p305) (Figura 4.6).

Aquest vector conté la sequéncia codificant del gen ANGFR sota el control del

promotor hPGK. A continuacio, conté una sequéncia interna d’entrada del ribosoma
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(IRES) i el gen marcador de la proteina verda fluorescent millorada (eGFP).
Finalment, conté una sequéncia de regulacid posttranscripcional (WPRE). A partir
d’aquest vector es va obtenir el p305-WT anteriorment al nostre laboratori tal i com

esta descrit [96].

Pel clonatge de les diferents seqliencies de TYMP en el vector lentiviral p305 (Figura
4.6) es digereixen 10 pg dels plasmidis que contenen cadascuna les seqiencies
optimitzades amb I'enzim de restricci6 BamHI (apartat 4.9.3). Paral-lelament es
digereix 1 pg del vector p305 també amb BamHI. Es separen les bandes per
electroforesi d’agarosa i es purifiquen les bandes corresponents a ’ADNc de TYMP
modificat (fragment de 1.571 pb) (apartat 4.9.4). Es desfosforila el fragment del
vector p305 i es realitza una reacci6 de lligacié entre el vector i el fragment purificat
(apartat 4.9.5) per obtenir el plasmidi p305 amb cadascuna de les sequiéncies
optimitzades (10.013 pb) (Taula 4.23), a partir dels quals es produiran els diferents

vectors lentivirals.

A continuacié es transformen E.coli quimiocompetents amb la reaccié de lligacié
(apartat 4.9.6). El dia seglient es seleccionen les colonies obtingudes i es deixen
créixer en medi liquid durant 14-16 hores. S’extreu I'ADN plasmidic per miniprep
(apartat 4.2.1.1) i es comprova per restricci6 que el clonatge ha sigut correcte
(apartat 4.9.3). En cas que hagi estat correcte, es comprova la direccié del clonatge
per sequenciacié Sanger. A continuacio, es fa un cultiu a gran escala del clon per a
obtenir material per a fer una extracci6 d’ADN plasmidic per Maxiprep (apartat
4.2.1.2). Finalment es comprova la identitat de tota la seqiéncia codificant per
sequenciacié Sanger (apartat 4.9.7) i es congela a -20°C fins a la seva utilitzacié per

a la produccié6 dels vectors lentivirals (apartat 4.10).
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pTYMP-Opt
Aprox 4000 pb

pTYMP-Opt
1571 pb

p305-TP

9403 pb

Figura 4.6. Clonatge de les seqiiencies de I’ADNc de TYMP modificades en el plasmidi
p305. El pTYMP-OPT també pot ser el pTYMP-NoCG. ADNc TYMP: Sequeéencies modificades
de I'ADNc del gen TYMP, AmpR: gen de la resistencia a ampicil-lina, BamHI: diana de
restriccié de I'enzim BamHI, CMV: promotor del citomegalovirus, eGFP proteina verda
fluorescent millorada, IRES: seqiiencia d'inici de la traduccioé proteica, KanR: gen de
resistéencia a la kanamicina, LTR: seqléncia de repeticié terminal, PGK: promotor de la
fosfoglicerat quinasa, WPRE: element requlador posttranscripcional del virus de I'hepatitis de
la marmota.
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4.10.OBTENCIO DE VECTORS LENTIVIRALS
4.10.1.PRODUCCIO DE VECTORS LENTIVIRALS

Es produeixen vectors lentivirals de totes les seqiiéncies modificades de 'ADNc de
TYMP (Taula 4.23). Els vectors de transferéncia utilitzats per a la produccié de
particules lentivirals son els procedents del clonatge en el vector p305 (apartat 4.9.8).
Aquest plasmidi conté la informacié genética que s’encapsidara en els vector virals,
generant un vector lentiviral SIN de tercera generacié i es necessiten 3 plasmidis
auxiliars per a la produccio dels vectors. El primer conté informacié per sintetitzar la
proteina VSVG de I'envolta (vector envolta), el segon que expressa els gens virals
gag i pol (vector dempaquetament), i el tercer expressa el gen rev (vector
d’expressio) (Taula 4.30). La producci6 de particules lentivirals es realitza en la linia
cel-lular productora HEK293T. El procediment es basa en cotransfectar la linia
cel-lular productora amb el plasmidi de transferéncia i els 3 plasmidis helpers, en

preséncia de polietilenimina (PEI) (Polysciences, Inc.).

El primer dia, es sembren entre 16 i 22 milions de cél-lules HEK293T productores en
flascons de cultius de 75 cm? de superficie (T75) per obtenir un cultiu cel-lular al
voltant del 80-90% de confluéncia i s’afegeixen 10 ml de medi DMEM suplementat

(Taula 4.17). S’incuben a 37°C i es deixen adherir durant 8-10 hores.

Taula 4.30. Composicié de la mescla de transfeccié

Reactiu 1T75 Valors per cm?
Solucié 150 mM NacCl esteril 1.500 pl 20 pl/cm?
Vector d’envolta (pMD2 VSVG)* 1,5 ug 20 ng/ cm?
Vector d’expressié Rev (pRSV REV)? 1,5 ug 20 ng/ cm?
Vector d’'empaquetament (PMDLg PRRE)® 4,5 ug 60 ng/ cm?
Vector de transferéncia (p305)* 7,5 ug 100 ng/ cm?
PEI (Lmg/ml, pH 7,45, filtrat a 0,22 pm) 75 L 1 ulf cm?

1 Conté el gen que codifica les glicoproteines de I’envolta.
2 Conté el gen que codifica per la proteina Rev.

3 Conté els gens que codifiquen les proteines estructurals de la capsida i els enzims necessaris
per a la replicaci6 viral.

4 Per a cada p305 amb cadascuna de les sequeéencies es fa una produccié. En tots els casos
el vector conté ’ADN codificant per a sintetitzar la proteina TP i la proteina EGFP.
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Es prepara la mescla de transfeccié ADN-PEI afegint en dltim lloc el PEI evitant que
toqui a les parets del tub, mesclant suaument (Taula 4.30) i s’incuba durant 20 minuts
a TA. A continuacid, es canvia el medi de cultiu per 12 ml de medi DMEM
suplementat temperat i es distribueix la mescla de transfecci6 ADN-PEI de manera
homogeénia per tota la superficie de cultiu amb una pipeta de vidre, vigilant que les
cél-lules no es desenganxin, i s’'incuba amb les cél-lules 16 hores a 37°C. L’endema

(dia 2) es canvia el medi de cultiu per 12 ml de medi DMEM fresc temperat.

La produccié de particules lentivirals comenca a les 24 hores post-transfeccié i es
manté fins a 72 hores post-transfeccié. A les 24 hores d’eliminar la mescla de
transfeccio (dia 3) es recull el medi de cultiu i es guarda a 4°C. S’afegeixen 12 ml de
medi DMEM temperat i s’incuben durant 8 hores més a 37°C. Es torna recollir i
guardar el medi i s’afegeixen 12 ml de medi DMEM temperat, s’incuba 16 hores a
37°C. El dia 4, es recullen els tltims 12 ml de medi (36 ml de medi en total per cada
flascé de cultiu T75). Es filtra el sobrenedant tot el medi de cultiu recuperat a través
d’un filtre de 0,45 pym per eliminar restes cel-lulars i es procedeix a la concentracié
dels vectors lentivirals per ultracentrifugacié a 50.000 x g durant 2 hores a 4°C.
S’elimina el sobrenedant, deixant un volum d’uns 500 ul de medi que s’utilitza per a
resuspendre el sediment viral. Es deixa resuspendre ON a 4°C, es fan aliquotes de

50 pl i s’emmagatzemen a -80°C.

4.10.2.TITULACIO DE VECTORS LENTIVIRALS

Per a calcular el titol de les preparacions viriques es transdueix la linia cel-lular
HEK293T amb dilucions seriades de la suspensié virica concentrada (Taula 4.31).
Es sembren 1 milié de cel-lules HEK293T en cada pou d’una placa de 6 pous amb 2
ml de medi de cultiu DMEM suplementat (el mateix medi que per les produccions)
(Taula 4.17). S’incuben durant 24 hores a 37°C i 5% de CO: i es compta el nUmero
de cel-lules de 2 pous reservats pel comptatge cel-lular amb cambra de Neubauer
(apartat 4.6.3). En els altres pous s’elimina el medi i es substitueix per les seglents

mescles de suspensié virica i medi de cultiu DMEM (Taula 4.31).
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Taula 4.31. Mescles de transduccié per la titulacié de vectors lentivirals

Medi Suspensio Suspensi6 virica Sobrenedant després
de virica abans de la dela
cultiu concentrada ultracentrifugacié ultracentrifugacio
2 mi 0,1 pl - -
2ml 0,5ul - -
2 mil 1 pl - -
2mil 25u - -
2 mil 5 pl - -
2ml 10 pl - -
1,9 ml = 100 pl -
1,5 ml - - 500 pl

Les cél-lules s’incuben 24 hores a 37°C i 5% de CO2. A continuacié es canvia el medi
per 5 ml de medi DMEM sense vectors lentivirals i es segueix incubant en les
mateixes condicions 72 hores més. Un cop finalitzat aquest periode, es recullen les
cel-lules mitjangant tripsinitzacio (apartat 4.6.4) i es resuspenen en PBS per analitzar

la fluorescencia d’EGFP per citometria de flux (apartat 4.10.2.1).
4.10.2.1. Citometria de flux

S'utilitza un equip FACScalibur (Becton-Dickinson) equipat amb dos lasers, un d’argé
(blau, que emet a 488nm) i un de heli-neé (vermell que emet a 635nm) i 6
fotomultiplicadors, els quals un quantifica la complexitat cel-lular (SS), un quantifica
la mida cel-lular (FS) i 4 detectors de fluorescéncia: FL1 (530 nm), FL2 (585nm), FL3

(>650 nm) i FL4 (661 nm) que permet I'analisi simultani de fins a 4 fluorescéncies.

Es recullen les cél-lules provinents de la titulacié dels vectors lentivirals (apartat
4.10.2). Es realitza un marcatge de viabilitat utilitzant 1 pl de 7-aminoactinomicina a
1mg/ml (7-AAD; Molecular Probes). Aquesta tincid permet visualitzar aquelles
cél-lules mortes, ja que el 7-AAD és capag¢ de travessar la membrana de cél-lules
apoptotiques o mortes i intercalar-se en I’ADN. Per I'analisi de les dades obtingudes
per citometria s'utilitza el software FCS Express (De Novo). Es combinen el
parametres FS i SS per a definir la poblacié cel-lular morfologicament. i posteriorment

s’analitzen per la fluorescéncia del marcatges realitzats (EGFP i 7-AAD). S’analitza
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el percentatge de cél-lules fluorescents per EGFP d’aquelles cél-lules negatives per
7-AAD. S’estableix el limit de la poblacié positiva en funcié del control negatiu sense

tenyir i que no expressa EGFP.
El titol de les particules viriques es calcula amb la seguent formula:

pv EGFP 1000

ml~ 100V

On N és el numero de cel-lules comptades a les 24 hores; EGFP és el percentatge
de cél-lules positives per EGFP; i V és el volum de la suspensio virica afegida. Es
pren el valor més alt obtingut com al titol, ja que s’assumeix que és on una cél-lula

ha estat transduida per una sola particula virica (pv).

4.11. ANALISIS ESTADISTIQUES

L’analisi estadistica dels resultats es realitza amb el software GraphPad Prism 6. Els
tests utilitzats en cada cas apareixen especificats als peus de figura. Amb finalitats

estadistiques, els valors no detectables es consideren com a zero.

En el cas de I'estudi d’absorcié de dThd i dUrd en sang, per cada animal, els valors
del pic de concentracié en plasma, s’agafa aquell punt de cada individu que té un
valor de concentracié més alt. Els parametres de I'area sota la corba (AUC) i el temps
fins a arribar a la concentraci6 de nucleodsids en plasma dels animals WT es calculen
utilitzant el software GraphPad Prism 6. Les corbes s’obtenen representant les
concentracions de nucleodsids en plasma vs temps i connectant els punts adjacents
per linies. L’AUC es calcula mitjangant el sumatori de les arees calculades entre
cadascun dels punts amb el seu punt adjacent. Finalment el temps fins arribar a la
concentracié WT es calcula agafant com a concentracié basal WT la concentracio
mitjana al temps 0 dels WT no exposats i es fa una interpolacié entre els dos punts

del seguiment que creuen aquesta concentracio.
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5.1.VALIDACIO DEL TRACTAMENT AMB rAAV PER A LA TERAPIA
GENICA DEL MNGIE EN EL MODEL DKO MILLORAT.

Tal i com esta descrit més detalladament a 'apartat 4.1.1, els ratolins dels grups exposats
van estar sotmesos a una aportacié continua de dThd i dUrd a la beguda (16,6 g/L de
cadascun). Vam administrar els rAAV als ratolins entre les 8 i les 10 setmanes d’edat.
Vam fer un seguiment durant 92-95 setmanes durant el qual vam estudiar els segluents
parametres: pes corporal dels animals, concentracions plasmatiques de dThd i dUrd,
funcié motora i coordinacié mitjangant el test Rotarod i estudis d'imatge per ressonancia

magneética de cervell.

Vam mantenir els nucledsids suplementats a la beguda fins al final de I'estudi, quan els
ratolins tenien I'edat de 22 mesos. En aquest moment, vam sacrificar els ratolins i vam
recollir-ne mostres de sang i de diversos teixits per determinar els diferents parametres

bioquimics.
5.1.1. CONTROL DE PES

Durant el seguiment setmanal del pes corporal vam veure que els animals WT tenen la
tendéncia de presentar un pes menor que els dKO tot i que la dispersié en tots els grups
és molt gran (Figura 5.1). Al voltant de les 80-85 setmanes d’edat es va observar una
disminucié del pes en tots els grups que coincideix amb el punt on es va realitzar la
ressonancia magnética de cervell, la qual cosa va implicar el transport dels animals a un
altre centre, a més d’un procediment invasiu que inclou anestésia, amb el conseguent

estrés associat.
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Figura 5.1. Evolucio del pes corporal amb I’edat. Seguiment del pes de ratolins a) WT i dKO,
exposats i no exposats; b) WT, dKO exposats sense tractar o tractats amb diferents dosis de ’AAV-
TBG; ¢) WT, dKO exposats sense tractar o tractats amb diferents dosis del vector AAV-AAT i d)
WT, dKO exposats sense tractar o tractats amb diferents dosis del vector AAV-HLP. Les dosis
estan expressades en copies del vector per kg (vg/kg).Els resultats mostren la mitjana del pes cada
setmana i les barres d’error la desviacio estandard (WT n=5; WT exposat n=5; dKO n=9; dKO
exposat n=13; TBG 5-10% n=2; TBG 10%* n=4; TBG 2-10%? n=6; TBG 10*2 n=5; AAT 2-10%? n=6;
AAT 10'3 n=6; HLP 2:10% n=6; HLP 10*3 n=5).
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Al final de I'estudi, entre les 92 i 95 setmanes d’edat, els animals dKO, tant els exposats
(47,6 £ 6,3 g) com els no exposats (45,6 + 3,9 g), tenien un pes major que els WT (39,5
+ 1,2 g) (p<0,05; test U de Mann-Whitney). Els ratolins tractats amb rAAV van recuperar
el pes dels animals WT, excepte en els animals tractats amb 'AAV-TBG a la dosi de 103
vg/kg (46,2 £ 3,4 g) (Figura 5.2).

80 =% ELA = :
60- .
@ - a8 e L w g o
~ R e I _ =2
g 404 & o = o= : 3 -~
o ¢ ' e .
20+
0 1 1 I 1 E | 1 1 1 1 | 3 1 1
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AAV-TBG AAV-AAT AAV-HLP

dKO exposats tractats amb rAAV

Figura 5.2. Pes corporal en ratolins al final de I'estudi. Pes al final de I'estudi en ratolins WT
(n=4) i dKO (n=7) no exposats, WT exposat (WT exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO exp)
(n=10) i tractats amb rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: 5-10% vg/kg (n=2), 10*2 vg/kg (n=4), 2-10%?
vg/kg (n=5) i 10% vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2-10*? vg/kg (n=6) i 10% vg/kg (n=4); AAV-HLP 2-10*?
vg/kg (n=6) i 103 vg/kg (n=3)) entre les 92 i 95 setmanes d’edat (aproximadament 22 mesos). Les
linies horitzontals indiquen la mediana de cada grup. Els asteriscs indiquen diferencies
significatives respecte el grup WT (**p<0,01; test U de Mann-Whitney).

5.1.2. ESTUDI DE SUPERVIVENCIA

S’havia descrit préviament que la supervivéncia dels ratolins dKO estava reduida
respecte els animals WT [104]. Tot i aixi, en el nostre cas dels ratolins, no vam observar
una disminucié de la supervivéncia en cap dels grups d’animals (Figura 5.3). Els ratolins
dKO, tant els exposats com els no exposats, no van presentar una supervivencia menor
que els WT. El tractament amb rAAV tampoc va provocar cap variacié en la

supervivencia.
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Figura 5.3. Supervivencia dels ratolins. a) Ratolins WT i dKO exposats i no exposats. b) Ratolins
tractats amb el vector AAV-TBG a diferents dosis. ¢) Ratolins tractats amb el vector AAV-AAT a
diferents dosis. d) Ratolins tractats amb el vector AAV-HLP a diferents dosis. Les dosis estan
expressades en copies del vector per kg (vg/kg). WT n=12; WT exposat (Exp) n=4; dKO n=8; dKO
exposat (Exp) n=10; TBG 5-10' n=2; TBG 102 n=4; TBG 2-10'2 n=6; TBG 10'% n=4; AAT 2.10%?
n=6; AAT 103 n=4; HLP 2-10%? n=6; HLP 103 n=3. S’han exclos de I'estudi 1 ratoli del grup de WT
exposat i 1 ratoli del grup AAT 10*3 degut a que es van morir durant el procediment de MRI.

Tot i que els rAAV no s’han associat a cap malaltia, hi ha certs estudis que els associen
a una major incidéncia de tumors hepatics [155]. En el nostre cas, en el moment del
sacrifici, vam trobar tumors en 13 de 59 animals que van arribar al final de I'estudi (dels

quals 6 en el pulmg, 2 en el fetge, 2 en la melsa, 1 en el fetge i el pulmo, 1 en el ronyd i
1 en l'intesti prim) (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Presencia de tumors en el moment del sacrifici. Les columnes representen el
numero de ratolins estudiats (WT (n=4) i dKO (n=7) no exposats, WT exposats (WT exp) (n=4) i
ratolins dKO exposats no tractats (dKO exp) (n=10) i tractats amb 3 rAAVs a diferents dosis (AAV-
TBG: 5-10% vg/kg (n=2), 10'2vg/kg (n=4), 2-10* vg/kg (n=5) i 1012 vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2-10%?
vg/kg (n=6), 10% vg/kg (n=4); AAV-HLP: 2-10*? vg/kg (n=6) i; HLP 103 vg/kg (n=3)). En verd es
representa els que no va presentar tumors i en vermell els que va presentar tumors en qualsevol
teixit.

5.1.3.MONITORITZACIO DE LA CONCENTRACIO DE dThd | dUrd EN
PLASMA

La concentracié de dThd i dUrd en plasma és una variable util per a avaluar I'efecte del
tractament amb rAAV in vivo. Per aquesta rad, vam monitoritzar aquest parametre entre
les edats de 4 i 35 setmanes. En general, el comportament dels dos nucledsids va ser
molt semblant i en els resultats només es mostren les figures corresponents a la dThd.

Els resultats corresponents a la dUrd es troben a I'annex I.

Com s’havia vist anteriorment, la mitjana de la concentracié de dThd circulant en animals
dKO és entre 2 i 4 vegades superior a la concentracio dels animals WT [99,100]. En el
cas dels WT, el rang va oscil-lar entre 1,8 uM i 4,5 uM mentre que en el cas dels dKO, el
rang de concentracié va ser entre 6,9 i 18,4 uM (Figura 5.5). L’exposicié a nucleodsids en
la beguda va provocar un increment en la concentracié de nucledsids circulants per sobre
dels valors de concentracié de dKO, tant en animals WT exposats (64,0 + 27,2 uM de
dThd) com en animals dKO exposats (53,3 + 29,7 uM de dThd). No obstant, als dos
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grups hi havia una gran variacio de la concentracié plasmatica de dThd compresa entre
8,91103 uM de dThd enels WT i 3,1i 112 uM en els dKO (Figura 5.5).

25- WT 251 dKO

»n
o
I
[~
o

dThd (uM)
2 9
dThd (uM)
s @
6/

x5
./J>
"\’

54 —_ 5]
T —— .
0 T T T 1 0 T T T 1
10 20 30 40 10 20 30 40
Edat (setmanes) Edat (setmanes)
200- WT exposat 200 dKO exposat
150 150
100 M 100+ PR v
= \, =", - /)\/t -/:‘ -
E‘ 501 n 1, - — E_ 507 BB e \"‘7'
E 20T N E 201 ;
B 151 5 151 ;
10 10
5 g
] T T r 1 0 T T T 1
10 20 30 40 10 20 30 40
Edat (setmanes) Edat (setmanes)

Figura 5.5. Seguiment de la concentraci6 de dThd plasmatica en ratolins no tractats.
Concentracio de dThd en plasma entre 4 i 35 setmanes d’edat en ratolins WT (n=6), dKO (n=6),
WT exposat (n=5) i dKO exposats no tractats (n=13). Cada linia representa un ratoli i cada punt
una mesura. L’area ombrejada representa el rang de concentracié plasmatica de ratolins WT, i la
zona entre les linies horitzontals de punts negres, el rang de concentracié plasmatica de ratolins
dKoO.

En ratolins dKO exposats a nucleodsids i tractats amb rAAV també es va observar que les
concentracions plasmatiques de nucledsids fluctuaven molt a diferents temps,
independentment del vector i la dosi. Tot i aixi, es va observar que la concentracié mitjana
de dThd circulant era més baixa que la dels ratolins no tractats i en molts casos la
concentracié de dThd es trobava dins del rang de dKO o fins i tot dels WT no exposats

(Figura 5.6).

Es molt possible que la gran dispersid dels resultats obtinguts sigui deguda a que
'administracié de la sobrecarrega de nucleosids va ser a través de la beguda que els
animals disposen ad libitum. Per tant, la concentracio de nucledsids pot variar en funcié
del volum d’ingesta i del temps que transcorre entre I'Gltima ingesta d’aigua i la recollida
de la mostra de sang. Per aquesta rad, vam fer un estudi dels parametres farmacocinétics

dels nucleosids administrats, que és una situacido més controlada experimentalment.
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Figura 5.6. Seguiment de la concentracio de dThd plasmatica en ratolins dKO tractats amb
rAAV. Concentracio de dThd en plasma entre 4 i 35 setmanes d’edat en ratolins dKO exposats i
tractats amb 3 rAAVs a diferents dosis (AAV-TBG: 5-10** vg/kg (n=2), 10*? vg/kg (n=4), 2-10*? vg/kg
(n=6) i 10*3 vg/kg (n=5);AAV-AAT: 2.10%? vg/kg (n=7) i 10* vg/kg (n=6); AAV-HLP: 2.10% vg/kg
(n=6) i 10*3 vg/kg (n=5)). L’area ombrejada representa el rang de concentracié plasmatica de
ratolins WT, i la zona entre les linies horitzontals de punts negres, el rang de concentracio
plasmatica de ratolins dKO.
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5.1.3.1. Farmacocinéticade dThd i dUrd

Per tal d’estudiar I'efecte de la sobrecarrega dels nucleosids sobre les concentracions
plasmatiques de dThd i dUrd de forma més controlada vam realitzar un assaig de
farmacocinética en ratolins de 35-40 setmanes d’edat. Vam administrar oralment una dosi
de dThd i dUrd (166 mg/kg) i vam determinar les concentracions plasmatiques de dThd i
dUrd a diferents temps abans i després de I'administracié fins a les 8 hores. Per tal
d’evitar interferéncies, vam retirar el suplement de nucleosids de la beguda les 24 hores

anteriors a la farmacocinética a tots els ratolins dels grups exposats.

Vam observar que la concentracio de nucleosids circulants es van incrementar
rapidament després de la dosi oral, arribant al pic maxim 1-1,5 hores post administracio
(Figura 5.7ai Figura 5.7d). Posteriorment, en els ratolins WT, els nucledsids disminuien
progressivament fins a les 8 hores, on la concentracié encara romania per sobre dels
valors basals. De manera similar, en els ratolins dKO, que no disposen dels enzims
necessaris pel catabolisme d’aquests nucleosids, la concentraciéo també es va reduir
progressivament, molt possiblement degut a una excrecié en l'orina. Vuit hores post
administracio, no s’aconseguia recuperar la concentracié de nucledsids basal ni en

ratolins WT ni en ratolins dKO, tant exposats com no exposats.

Tot i aixi, les concentracions de nucleosids en el pic maxim en plasma van ser més altes
en els ratolins dKO, tant en el grup dKO exposat (dThd: 97,2 + 13,3 uM; dUrd: 126 + 24,6
KM) com el grup no dKO exposat (dThd: 95,4 + 15,2 uM; 117 +15,4 uM) que el dels
ratolins WT, tant en el grup WT exposat (dThd: 49,9 + 4,7 uM; dUrd 104 £ 38,8 uM) com
el grup WT no exposat (dThd: 60,5 £ 9,6 uM; dUrd: 79,7 uM £ 10,5 uM) (Figura 5.7b i
Figura 5.7e). De forma similar, quan vam calcular I'area sota la corba (AUC) com a
indicador d’exposicio a nucleosids, vam observar que els ratolins dKO tenien una major
AUC de dThd i dUrd que els ratolins WT. Curiosament, també vam observar que 'AUC
era significativament major en els ratolins que dKO que havien estat exposats a
sobrecarrega de nucleosids durant tota la seva vida que els no exposats (p<0,05; test U
de Mann-Whitney) (Figura 5.7c i Figura 5.7f).
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Figura 5.7. Farmacocinética de dThd i dUrd en ratolins no tractats amb rAAV. Corba de
concentracions plasmatiques de dThd (a) i dUrd (d) abans (0 h) i després (30 min, 1 h,2h, 3 h, 5
h i 8 h) d’'una administracié oral de dThd i dUrd (166 mg/kg) en ratolins WT exposats (WT Exp)
(n=5) i no exposats (n=8) i dKO exposats (dKO Exp) (n=7) i no exposats (n=6) d’entre 35 i 45
setmanes d’edat. La regi6 en groc indica el rang de concentracié basal en ratolins WT i la regi6é
entre linies de punts el rang de concentracié basal dels ratolins dKO. En la corba, cada punt
representa la mitjana + rang. Representacio grafica del pic concentracié de dThd (b) i de dUrd (e);
i de l'area sota la corba (AUC) calculada per la dThd (c) i la dUrd (f). La barra indica la mitjana i
cada punt representa un ratoli individualment. Els asteriscs indiquen diferencies significatives
(*p<0,05; **p<0,01; test U de Mann-Whitney).

Quan vam estudiar la farmacocineética dels nucleosids en els ratolins tractats amb rAAV,
vam observar que als ratolins dKO exposats tractats amb 'AAV-TBG a les dosis de
5.10%, 10%2, 2-10*2, 10*3 vg/kg la concentracié en plasma de dThd i dUrd abans de
'administracié oral de la solucié de nucleosids, estava dins dels rang dels ratolins WT o

inclas inferior en tots els animals (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Farmacocinética de dThd i dUrd en ratolins tractats amb FAAV-TBG.
Concentracions plasmatiques de dThd (a) i dUrd (b) abans (0 h) i després (30 min, 1 h,2h,3h, 5
h i 8 h) d’'una administracié oral de dThd i dUrd (166 mg/kg) en ratolins dKO exposats d’entre 35 i
45 setmanes d’edat no tractats (dKO Exp n=7) i tractats amb 'AAV-TBG a les dosis de 5-10* vg/kg
(n=2), 10*?vg/kg (n=4), 2-10*? vg/kg (n=5), 10*3vg/kg (n=5). Cada punt representa la mitjana + rang.
La regio en groc indica el rang de concentracio en ratolins WT i la regi6 entre linies de punts el rang
de concentracié dels ratolins dKO. Representaci6 grafica del pic de concentracioé de dThd (a) i de
dUrd (b); area sota la corba (AUC) de dThd (a) i de dUrd (b) i temps per normalitzar la concentracié
de dThd (a) i dUrd (b). La barra indica la mitjana i cada punt representa un ratoli individualment.
Els asteriscs indiquen diferencies significatives ( **p<0,01; test U de Mann-Whitney).
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Els pics de concentracio plasmatica de dThd i dUrd es van observar una hora després
de la dosi, i eren significativament inferiors als pics dels dKO exposats sense tractar
(p<0,01; test U de Mann-Whitney), excepte en ratolins tractats amb la dosi de 5-1011 vg/kg
on les concentracions van ser clarament més baixes, tot i que el nimero de mostres no
era prou gran per tenir poder estadistic (n=2). L'AUC de la concentracioé de dThd en els
grups tractats amb rAAV encara va presentar una major reduccio respecte els dKO sense
tractar. A més el tractament amb I'AAV-TBG va produir una reduccio de la concentracié
circulant de dThd i dUrd més rapida que en animals no tractats, de manera que van arribar
a valors basals d’animals WT abans de les 8 hores (per la dThd els temps van ser de 6,4
h £ 0,1 h pels ratolins tractats amb 'AAV-TBG a la dosi de 5-10% vg/kg ; 4,9 = 2,3 h per
la dosi de 1012 vg/kg; 3,3 + 1,1 h per la dosi de 2-10%2 vg/kg; 3,1 £ 0,9 h per la dosi de
1013 vg/kg). També vam observar, que el pic de concentracid, 'AUC i el temps per
normalitzar la concentracié de nucledsids es reduien de manera dosi-depenent (Figura
5.8).

En els grups tractats amb els altres dos vectors, AAV-AAT o AAV-HLP, tots els animals
menys un (del grup tractat amb el vector HLP 103 vg/kg) tenien concentracions de
nucledsids inicials a dins del rang dels WT o inferior (Figura 5.9 i Figura 5.10). Els pics
de concentracié plasmatica de dThd i dUrd es va trobar entre 0,5 i 1,5 hores post
administracio, i en totes les dosis dels dos vectors eren significativament inferiors als pics
dels dKO exposats sense tractar (p<0,01; test U de Mann-Whitney) (Figura 5.9 i Figura
5.10). Com amb I'AAV-TBG, en aquests dos vectors també es van observar reduccions
significatives en 'AUC de la dThd. El tractament amb aquests dos vectors també va reduir
la concentracio circulant de dThd i dUrd a concentracié basals de dThd d’animals WT en
menys de 8 hores (per la dThd en els ratolins tractats amb I'’AAV-AAT a la dosi de 2-10*2
vg/kg aquest temps va ser de 2,9 £ 0,7 h, i de 2,8 + 0,7 per la dosi de 1013 vg/kg; i pels
animals tractats amb 'AAV-HLP, els temps van ser de 4,9 + 2,0 a la dosi de 2-10'2 vg/kg
i de 4,2 + 2,6 ala dosi de 1013 vg/kg).
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Figura 5.9. Farmacocinéetica de dThd i dUrd en ratolins tractats amb PFAAV-AAT.
Concentracions plasmatiques de dThd (a) i dUrd (b) abans (0 h) i després (30 min, 1 h,2h, 3 h, 5
h i 8 h) d’'una administracié oral de dThd i dUrd (166 mg/kg) en ratolins dKO exposats d’entre 35 i
45 setmanes d’edat no tractats (dKO Exp n=7) i tractats amb 'AAV-AAT a les dosis de, 2-10*2vg/kg
(n=6), 10*2vg/kg (n=5). Cada punt representa la mitjana + rang. La regié en groc indica el rang de
concentracié en ratolins WT i la regio entre linies de punts el rang de concentracio dels ratolins
dKO. Representacio grafica del pic de concentracié de dThd (a) i de dUrd (b); area sota la corba
(AUC) de dThd (a) i de dUrd (b) i temps per normalitzar la concentracio de dThd (a) i dUrd (b). La
barra indica la mitjana i cada punt representa un ratoli individualment. Els asteriscs indiquen
diferencies significatives (**p<0,01; test U de Mann-Whitney).
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Figura 5.10. Farmacocinética de dThd i dUrd en ratolins tractats amb FAAV-HLP.
Concentracions plasmatiques de dThd (a) i dUrd (b) abans (0 h) i després (30 min, 1 h,2h, 3 h, 5
h i 8 h) d’'una administracié oral de dThd i dUrd (166 mg/kg) en ratolins dKO exposats d’entre 35 i
45 setmanes d’edat no tractats (dKO Exp n=7) i tractats amb I'AAV-HLP a les dosis de, 2-10*2vg/kg
(n=6), 10'3vg/kg (n=4). Cada punt representa la mitjana + rang. La regié en groc indica el rang de
concentracié en ratolins WT i la regio entre linies de punts el rang de concentracio dels ratolins
dKO. Representacio grafica del pic de concentracié de dThd (a) i de dUrd (b); area sota la corba
(AUC) de dThd (a) i de dUrd (b) i temps per normalitzar la concentracié de dThd (a) i dUrd (b). La
barra indica la mitjana i cada punt representa un ratoli individualment. Els asteriscs indiquen
diferencies significatives (**p<0,01; test U de Mann-Whitney).
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Quan vam comparar I'efecte dels diferents rAAVs entre ells, vam veure el tractament amb
'AAV-AAT a la dosi de 1013 vg/kg és la que redueix les concentracions plasmatiques de
dThd i dUrd a concentracions basals de WT de forma més rapida (mitjana dThd: 2,2 +
0,4 hores; mitjana dUrd: 2,8 £ 0,7 hores després de I'administracié oral) (Figura 5.11b).
Els ratolins tractats a la dosi de 1013 vg/kg amb el vector AAV-AAT, també mostren el pic
de dThd i dUrd més baix (dThd: 13,8 £ 4,7 uM; dUrd: 30,3 £ 7,4 uM) i 'area sota la corba
més petita (dThd: 23,8 £ 5,9 umols dThd- h / L; dUrd: 42,8 £ 11,2 pymols dUrd- h / L)
(Figura 5.11a).
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Figura 5.11. Comparacio dels resultats de la farmacocinetica entre vectors. a) AUC de dThd.
b) Temps fins reduir la dThd a concentracions basal de WT. Les barres representa la mitjana i cada
punt valor d’un ratoli. La n de cada grup és la mateixa que en les Figura 5.8, Figura 5.9 i Figura
5.10. Els asteriscs indiquen diferencies significatives (*p<0,05; test U de Mann-Whitney).

5.1.4. NUMERO DE COPIES DEL VECTOR

Per a poder determinar el grau de transduccio en fetge i la poténcia dels promotors
utilitzats en els diferents vectors, vam quantificar el nimero de copies del vector per
cel-lula (VCN) en fetge mitjangant qPCR (Figura 5.12).

L’administracio del vector TBG va resultar en un VCN detectable als 22 mesos en fetge
en tots els ratolins tractats (rang: 0,05-5,3 copies del vector/cél-lula). Vam observar que
el VCN als ratolins tractats amb el AAV-TBG va augmentar de manera dosi depenent i

correlacionava amb la dosi administrada (r de Pearson r=0,9566, p<0,05; n=14).
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Figura5.12. VCN en fetge de ratolins dKO exposats i tractats amb rAAV. Ratolins tractats amb
3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: 5-10! vg/kg (n=1), 10*? vg/kg (n=4), 2-10*? vg/kg (n=5) i 10*3
vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2-10*2 vg/kg (n=6) i 10% vg/kg (n=4); AAV-HLP 2-10% vg/kg (n=5) i 103
vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals representen la mediana de cada grup.

Els ratolins tractats amb els vectors AAV-AAT i AAV-HLP amb una dosi de 21012 vg/kg
tenien I'eficiéncia de transduccié similar a la dels tractats AAV-TBG, mentre que amb una
dosi de 103 vg/kg el VCN tendia a ser major en els ratolins tractats amb el vector AAV-
AAT (rang 2,1 — 6,3) i amb el vector AAV-HLP (rang 5,7 — 8,1), tot i que les diferéncies

no eren estadisticament significatives (Figura 5.12).

5.1.5. ACTIVITAT TP EN FETGE

Per tal d’avaluar l'eficiéncia d’expressié de TYMP amb els diferents vectors vam
quantificar l'activitat TP al fetge dels animals tractats i no tractats amb els rAAV. El primer
que vam observar és que I'exposicié cronica a dThd i dUrd va provocar un increment
significatiu de I'activitat TP al fetge, tant en ratolins WT (de 40 + 7 nmols Thy/h-mg prot
en ratolins WT fins a 112 + 16 nmols Thy/h-mg prot en WT exposats) com en ratolins
dKO no tractats amb rAAVs (de 1,2 + 0,3 nmols Thy/h-mg prot en ratolins dKO fins a 10,0
+ 6,4 nmols Thy/h-mg prot en dKO exposats) (Figura 5.13).
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Figura 5.13. Efecte de I'exposicio a dThd i dUrd sobre I'activitat TP en fetge. Activitat TP en
fetge de ratolins no exposats (WT, n=8; dKO n=8), i exposats (WT Exp n=4; dKO Exp n=10) a
dThd i dUrd a la beguda. Les linies horitzontals indiquen la mediana de cada grup. Els asteriscs
indiquen diferencies estadisticament significatives (**p<0,01; test U de Mann-Whitney).

Per a determinar 'origen de la diferéncia d’activitat TP entre els ratolins exposats i els no
exposats vam determinar els nivells d’expressié d’ARNm de les 3 proteines que poden
aportar una activitat TP en ratolins: timidina fosforilasa (gen Tymp), uridina fosforilasa 1
(gen Uppl) i uridina fosforilasa 2 (gen Upp2), perd no vam observar diferéncies

significatives en els nivells ’ARNm de cap dels tres gens (Figura 5.14).
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Figura 5.14. Nivells relatius d’ARNm dels gens Tymp, Uppl i Upp2 en ratolins no tractats.
Per cada gen, tots els resultats estan normalitzats pels nivells del gen Ppia (ciclofilina A) i es van
referir als nivells d’expressio d’un individu del grup WT no exposat. La resta d’animals WT no
exposats també es van referir a aquest mateix individu. Les linies horitzontals representen la
mediana de cada grup (WT n=6; WT exposat n=3; dKO n=7; dKO exposat n=10). Els asteriscs
representen diferencies significatives (*p<0,05; test U de Mann-Whitney).
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En el cas de Tymp, els ratolins dKO exposats i no exposats no presentaven ARNm per
aquest gen, degut a que la modificacié de Tymp en el dKO consisteix en una insercié de
la sequiéncia LoxP (34 pb) en I'ex6 4 del gen, la qual cosa trenca la pauta de lectura,
generant un codo stop prematur en una posicié que fa I'espécie d’ARNm sigui susceptible

a ser degradada pel mecanisme de nonsense mediated decay [216].

Pel que fa a Uppl, tampoc vam observar diferéncies entre WT no exposats i WT en els
nivells ARNm. En els ratolins dKO vam determinar nivells ¢ARNm al voltant de 4
vegades superiors als nivells d’animals WT el que indica que, tot i que en la generaci6
del dKO del gen Uppl es va interrompre I'expressio del gen entre els exons 4-5, TARNm
del gen es manté estable. Tot i aixi, aquest no seria capa¢ de generar una proteina
funcional, i de fet s’observa que 'activitat TP és negligible en tots els teixits del ratoli dKO.
Finalment, I'exposicié a nucledsids tampoc va donar lloc a diferents nivells ’ARN d’Upp2
entre ratolins no exposats i exposats. Tot i aixi, si vam observar un increment significatiu

en els nivells ARNm d’animal dKO no exposat respecte els WT.

Aquests resultats indiquen que l'increment d’activitat TP que vam observar entre els
grups de ratolins exposats i no exposats no es deu a una major sintesi o una estabilitzacié

dels ARNm que codifiquen per les 3 proteines amb activitat TP.

WT dKO WT Exp dKO Exp WT dKO dKO Exp

UP1 (34 kDa) ™ " s o s o e e . e p— -

a-tubulina (50 kDa) -........--- - B em = - - -

Figura 5.15. Deteccié d’UP1 i a-tubulina per WB en extractes proteics de fetge de ratolins
WT, dKO, WT Exp i dKO Exp.

En els dKO, l'increment d’activitat TP en fetge amb I'exposicié de dThd i dUrd s’ha de
deure necessariament a un increment en la proteina UP2, i ho vam voler determinar per
western-blot. Com que no hi ha cap anticos monoclonal contra UP2 disponible al mercat,
i aprofitant que els dKO no presenten UP1, vam utilitzar I'anticds comercial ab184613
(Abcam) contra UP1 (ja que la homologia entre UP1 i UP2 és del 64%, i hi ha regions

amb un 100% d’homologia). No obstant, aquest anticds no era especific ja que vam
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observar banda en tots els grups, incloent-hi els dKO no exposats (Figura 5.15) sense
diferéncies en la quantificacié per densitometria.
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Figura 5.16. Activitat TP en fetge. Valors d’activitat TP en fetge de ratolins WT (n=8), dKO (n=8),
WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO Exp) (n=10) i tractats amb 3 rAAV a
diferents dosis (AAV-TBG: 5-10% vg/kg (n=2), 10 vg/kg (n=4), 2-10%2 vg/kg (n=6) i 103 vg/kg
(n=4); AAV-AAT: 2-10% vg/kg (n=6) i 10%3 vg/kg (n=4); AAV-HLP 2.10% vg/kg (n=6) i 103 vg/kg
(n=3)). Les linies horitzontals indiquen la mediana de I'activitat de cada grup. Els asteriscs indiquen
diferencies significatives respecte al grup de dKO exposats (**p<0,01; test U de Mann-Whitney).

Posteriorment, vam determinar I'activitat TP en fetge als ratolins tractats amb els diferents
rAAVs. Vam veure que, en tots el casos, el tractament amb rAAV va proporcionar una
activitat TP al fetge més alta que la dels ratolins WT (Figura 5.16), i a la dosi més alta
(10%3 vg/kg) va arribar a valors entre 40 i 75 vegades més alts comparats amb els valors
dels WT. Concretament, els ratolins tractats amb 'AAV-TBG a la dosi de 5-10! vg/kg va
donar lloc a una activitat TP de 268 + 192 nmols Thy/h-mg prot (6,7 vegades superior a
la dels WT). L'activitat TP en fetge augmentava de manera dosi depenent, de manera
que per la dosi més alta (102 vg/kg) vam obtenir uns valors d’activitat TP de 2091 + 140
nmols Thy/h-mg prot. L’administracié del vector AAV-HLP també va donar lloc a
increments importants d’activitat. Tot i aixi, en aquest cas, els valors d’'activitat TP
obtinguts en fetge van ser més baixos que els obtinguts amb el AAV-TBG (2-10*? vg/kg:
658 + 354 nmols Thy/h-mg prot; 10%2 vg/kg: 1.535 + 456 nmols Thy/h-mg prot) (Figura

5.16). Per contra, 'administracié del vector AAV-AAT va resultar en el major increment
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d’activitat TP en fetge observat a les dues dosis estudiades (2-10'? vg/kg: 1.535 + 456
nmols Thy/h-mg prot; 1013 vg/kg: 3.031 + 508 nmols Thy/h-mg prot) (Figura 5.16).
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Figura 5.17. Valors d’activitat TP normalitzats pel VCN en fetge. Valor d’activitat TP dividit pel
valor de VCN en fetge de ratolins dKO exposats tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG:
5.10%% vg/kg (n=1), 102 vg/kg (n=4), 2-10'? vg/kg (n=5) i 10%3 vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2.10*? vg/kg
(n=6) i 103 vg/kg (n=4); AAV-HLP 2-10'? vg/kg (n=5) i 10% vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals
indiquen la mediana de l'activitat de cada grup.

Per a determinar la poténcia dels promotors i poder-los comparar entre ells vam
normalitzar el valor d’activitat TP entre el VCN, i vam determinar que aquest valor no era
constant per cada vector siné que disminuia a mesura que augmentava la dosi i el
namero de copies. En el cas dels ratolins tractats amb el vector AAV-TBG, a la dosi més
baixa vam obtenir una valor de 6.733 unitats d’activitat per niumero de copies de vector
(en aquesta dosi només vam tenir un punt degut a que se’ns va acabar la mostra de
fetge), i a la dosi més alta (1013 vg/kg) valors d’entre 451-899 unitats d’activitat per copia
(Figura 5.17). D’igual manera, I'administraciéo amb el vector AAV-AAT també va donar
lloc a valors d’activitat TP normalitzats per VCN que disminuien amb la dosi (2-10%? vg/kg:
1.179-5.866 unitats d’activitat per copia; 1013 492-1.288 unitats d’activitat per copia)
(Figura 5.17). Finalment, en els ratolins tractats amb el vector AAV-HLP també vam
observar com el ratio entre activitat TP i VCN disminuia amb la dosi (2-101? vg/kg: 1.117-

2.331 unitats d’activitat per copia; 1012 140-316 unitats d’activitat per copia) (Figura 5.17).
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El vector on es van observar valors més alts d’activitat TP normalitzada per VCN va ser
el vector AAV-AAT en les dosis de 2-10'2 vg/kg i 102 vg/kg que son les dosis comuns
entre els tres rAAV (Figura 5.17).
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Figura 5.18. Comparativa de I’eficiéncia de cada vector. Representacié XY de I'activitat TP en
fetge per VCN. En blau estan els valors de 'AAV-TBG, en vermell els de 'AAV-AAT, i en verd de
I'’AAV-HLP. Cada serie de valors s’ha ajustat a una corba semilogaritmica (Y= pendent - log(x) +
intercepcio).

El fet que el ratio de I'activitat TP entre el VCN no sigui constant, sin6é que disminueixi a
mesura que augmenta el VCN fa que sigui complicat comparar els vectors entre ells. No
obstant, quan vam fer una representacioé XY del VCN i l'activitat TP en fetge dels 3 vectors
(Figura 5.18) vam observar que 'AAV-AAT va ser el vector que presentava els valors
més alts. La distribucio dels punts d’activitat TP vs el VCN s’ajustava a una funcié no

lineal:
Y= pendent - log(X) + intercepci6

on la Y és I'activitat TP i la X el VCN. En fer una transformacié semilogaritmica de les
dades, vam observar que 'AAV-AAT és el vector que presentava una pendent més alta
(p<0,05; test F suma extra de quadrats).

5.1.6. ACTIVITAT TP EN TEIXITS NO HEPATICS

Tant pel promotor com pel tropisme, el vector esta dissenyat de manera que expressi la
TP de forma especifica al fetge. Tot i aixi vam avaluar I'activitat TP en cervell, muscul
esquelétic i intesti prim per veure si el vector va provocar una expressio de TP en teixits

no desitjats, tal i com ja s’havia observat préviament al nostre laboratori [100].
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5.1.6.1. Cervell

A diferencia del que vam observar en fetge, I'exposicié als nucleodsids no incrementava
els valors d’activitat TP en cervell en ratolins WT, que de manera natural sén més baixos
gue al fetge (WT exposat: 7,7 + 1,6 nmols Thy/h-mg prot; WT no exposat:10,0 £ 2,6 nmols
Thy/h- mg prot). En ratolins dKO, tant exposats com no, els valors d’activitat TP del cervell
van ser indetectables (per sota de 0,5 nmols Thy/h-mg prot) i en la majoria dels ratolins
dKO tractats amb rAAVs (30/35 animals), I'activitat TP en cervell seguia sent indetectable.
Tot i aixi, 5 ratolins (2 tractats amb 'AAV-TBG dosi 10*2 vg/kg, 1 tractat amb AAV-AAT
dosi 10*3 vg/kg, 1 tractat amb 'AAV-HLP dosi 2-10*2 vg/kg i 1 tractat amb ’AAV-HLP dosi
10% vg/kg) van desenvolupar una activitat TP detectable en cervell (0,6 - 0,9 nmols

Thy/h-mg prot), en tots els casos per sota dels valors d’animals WT (Figura 5.19).
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Figura 5.19. Activitat TP en cervell. Valors d’activitat TP en cervell de ratolins WT (n=9), dKO
(n=8), WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO Exp) (n=10) i tractats amb 3
rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: 5-10% vg/kg (n=2), 10*? vg/kg (n=4), 2-10*? vg/kg (n=6) i 10%°
vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2-10*2 vg/kg (n=6) i 10% vg/kg (n=4); AAV-HLP 2-10% vg/kg (n=6) i 103
vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals indiquen la mediana de l'activitat de cada grup. La regio
ombrejada en gris indica el limit de quantificacié de la determinacié d’activitat TP (<0,5 nmols
Thy/h-mg prot).

En els ratolins dKO tractats amb rAAV que presentaven una activitat TP detectable en
cervell vam intentar determinar si aquesta activitat es devia a una transduccié del cervell
residual per part del vector. No obstant, per gPCR no vam detectar la presencia del

genoma del vector ni I'expressié de TYMP en forma d’ARNm provinent del vector.
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5.1.6.2. Intesti prim

Tal i com s’havia vist anteriorment [98,100], I'intesti prim va ser un dels teixits més rics
en activitat TP en animals WT (700 = 322 nmols Thy/h-mg prot) mentre que el model de
ratoli dKO practicament no presentava activitat TP (dKO: 1,2 + 0,7 nmols Thy/h-mg prot;
maxim 2,0 nmols Thy/h-mg prot).
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Figura 5.20. Activitat TP en intesti prim. Valors d’activitat TP en intesti prim de ratolins WT (n=9),
dKO (n=8), WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO Exp) (n=10) i tractats
amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: 5-10% vg/kg (n=2), 10*? vg/kg (n=4), 2-10*? vg/kg (n=6) i
10% vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2-10%? vg/kg (n=6) i 103 vg/kg (n=4); AAV-HLP 2-10'? vg/kg (n=6) i
10*% vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals indiquen la mediana de l'activitat de cada grup. Els
asteriscs indiquen diferencies significatives respecte al grup de dKO exposats (*p<0,05; **p<0,01;
test U de Mann-Whitney).

L’exposicié a nucledsids a la beguda tampoc va provocar un increment en I'activitat TP
en lintesti prim de ratolins WT (495 = 133 nmols Thy/h-mg prot) ni dKO (0,9 + 0,8 nmols

Thy/h-mg prot) (Figura 5.20).

El tractament amb rAAV va provocar un increment en I'activitat TP en intesti prim per
sobre el rang dels dKO en el 46% (16/35) dels casos, tot i que en cap ratoli es va arribar
a recuperar els valors d’activitat TP de ratolins WT. Concretament, el vector AAV-AAT va
ser el que va produir el major increment d’'activitat TP en intesti prim (32,9 nmols
Thy/h-mg prot en un ratoli tractat amb la dosi de 10* vg/kg; un 5% de I'activitat TP en

intesti dels animals WT), i es va observar una dosi dependéncia (Figura 5.20).
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En aquest cas tampoc vam detectar el genoma del vector en aquells ratolins que
presentaven una activitat TP superior a la del rang els dKO. No obstant, si que vam
detectar expressi6 del transgén en forma d’ARNm en algun cas puntual, tot i que no de

manera consistent amb aquell que presentava una activitat TP major.

5.1.6.3. Muscul esquelétic

El muscul esquelétic (gastrocnemi) de ratolins WT va presentar una activitat TP molt
baixa 1,3 = 1,1 nmols Thy/h-mg prot), i 'exposicié a nucledsids tampoc la va incrementar
(1,1 = 0,8 nmols Thy/h-mg prot). En el model dKO, tant en ratolins exposats com en
ratolins no exposats, trobem valors d’'activitat TP indetectables (excepte en 2 animals
dKO) (Figura 5.21).
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Figura 5.21. Activitat TP en muscul esquelétic. Valors d’activitat TP en gastrocnemi de ratolins
WT (n=9), dKO (n=8), WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO Exp) (n=10) i
tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: 5-10* vg/kg (n=2), 102 vg/kg (n=4), 2-10%* vg/kg
(n=6) i 103 vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2.10% vg/kg (n=6) i 103 vg/kg (n=4); AAV-HLP 2102 vg/kg
(n=6) i 103 vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals indiquen la mediana de I'activitat de cada grup. La
regié ombrejada en gris indica el limit de quantificacié d’activitat TP (<0,5 nmols Thy/h-mgq prot).

En el 57% ratolins dKO tractats amb AAV (20/35 animals), l'activitat TP en muscul
esquelétic continuava sent indetectable després dels tractament amb rAAV. En el 29%
(10/35) dels ratolins dKO tractats (2 tractats amb '’AAV-TBG dosi 2-10'2 vg/kg; 2 tractats

amb I'AAV-TBG dosi 103 vg/kg, 2 tractats amb AAV-AAT dosi 2-10%2 vg/kg, 2 tractats
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amb AAV-AAT dosi 10'3 vg/kg, 1 tractats amb I’AAV-HLP dosi 2-10*? vg/kg i 1 tractats
amb '’AAV-HLP dosi 103 vg/kg) vam obtenir una activitat TP per sobre valor maxim dels
ratolins dKO en muscul esquelétic, i en 1 cas puntual (1 animal tractat amb el vector AAV-
AAT a la dosi 10%3 vg/kg) l'activitat TP va arribar a superar la dels animals WT (Figura
5.21).

En aquests animals tampoc vam detectar el vector en aquests ratolins en forma d’ADN
(vector), pero igual que en el cas de lintesti prim, si que en algun cas puntual vam
detectar presencia d’ARNm del vector, sense que correlacionés amb aquell animal que

tenia una activitat TP més alta.
5.1.7. CONTINGUT DE NUCLEOSIDS EN TEIXITS AL FINAL DE L’ESTUDI

5.1.7.1. Concentracié de dThd i dUrd en plasma

Al final de I'estudi, vam mesurar els nucledsids en una mostra de sang al moment just
posterior al sacrifici per puncié intracardiaca, a diferencia dels diferents punts del
seguiment durant la vida dels animals, on s’obtenia la sang a partir de la vena safena
(Figura 5.22).

De manera similar al que haviem observat en el seguiment dels nucleosids en plasma a
diferents temps, en els animals WT I’exposicié cronica a dThd i dUrd va provocar en un
increment en les seves concentracions plasmatiques (dThd: 16,8 uM + 12,7 uM; dUrd:
24,0 £ 20,0 uM) respecte els WT no exposats (dThd: 2,7 uM £ 0,9 uM; dUrd: 3,4 + 0,7
UM) tot i que aquesta diferéncia no va ser significativa. En el cas dels animals dKO,
'exposicid va induir una concentracio plasmatica significativament superior al valor dels
animals dKO no exposats (p<0,01; test U de Mann-Whitney) i també superior al valor dels
ratolins WT no exposats (p<0,01; test U de Mann-Whitney) (Figura 5.22).

En els diversos grups de ratolins tractats amb rAAV vam observar concentracions de
nucleodsids en plasma variables, que presentaven una dispersidé en els valors similar a
'observada en el seguiment dels nucleosids en plasma durant les primeres 40 setmanes,
en alguns casos amb valors de concentracid dins del rang de concentracions
plasmatiques dels dKO, altres en el rang dels WT i alguns inclUs inferiors. Tot i aixi, el
tractament amb les dues dosis del vector AAT va aconseguir reduccions que resultaven

estadisticament significatives respecte els dKO exposats (Figura 5.22).
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Figura 5.22. Concentracio de dThdi dUrd en plasma en ratolins. Concentracié de a) dThd i b)
de dUrd en plasma en ratolins WT (n=7), dKO (n=8), WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats
no tractats (dKO Exp) (n=10) i tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: 5-10'! vg/kg (n=2),
10*2 vg/kg (n=4), 2-10*? vg/kg (n=6) i 10% vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2-10*? vg/kg (n=6) i 10*® vg/kg
(n=4); AAV-HLP 2.10% vg/kg (n=6) i 10 vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals representen la
mediana. Els asteriscs indiquen diferéncies estadisticament significatives amb el grup de dKO
exposat (*p<0,05; **p<0,01; test U de Mann-Whitney). La zona ombrejada en groc indica el rang
de concentracions dels WT i la zona en gris el rang dels dKO.

5.1.7.2. Contingut de dThd i dUrd en fetge

La quantitat de nucleosids en fetge d’animals dKO va ser entre 2 i 3 vegades superior a
la dels animals WT (dThddko = 194 + 157 pmols/mg prot vs. dThdwr = 73 = 51 pmols/mg
prot; dUrdako = 96 * 92 pmols/mg prot vs. dUrdwr = 44 = 36 pmols/mg prot) , mentre que
I'exposicié a nucledsids va incrementar la quantitat de nucledsids en fetge entre 2 i 4
vegades en animals WT (dThd: 136 £ 83 pmols/mg prot; dUrd 164 + 127 pmols/mg prot)
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i entre 9 12 vegades en animals dKO (dThd: 661 + 275 pmols/mg prot; dUrd 539 + 231
pmols/mg prot) (Figura 5.23).

a
1200_ *k *%k *% * %k *% * % *k *k * %k * %k Kk
5 900 e - -
[
& 600- <
[ ]
g 3004 .
% 300 T
S N ‘
E .
& 200 . .
T
E 1004 & T ‘ . .
° ot ° | — s e | °iess ™
S — o * Lee ¢ . W )
0 T T T T T T 1 T T T
o Q Q N N N N N N N N
$ € R I TSI Y
LN 649"" 5 v ¥ ¥
AAV-TBG AAV-AAT AAV-HLP
b dKO exposats tractats amb rAAV
1200- *E *% * i * * *% * & *%K *k H KK *
T 900 . '
g 600 i
- o
[=)] ."‘ L]
£ 3001 . | o
B 300 T .
Q : .
£ 200- . R
v . — e ¢ L .
5 1004 ¢ . : — e aling
© ® T, <+ ° . =3 .
0 L aad [] e @ gl @
I 1 I I 1 J 1 1 T 1 1 I
C E R RS & 8 8 8 ¢ 8 8
< LN NN NN INS N
¢ RO 5 5 ¥
AAV-TBG AAV-AAT AAV-HLP

dKO exposats tractats amb rAAV

Figura 5.23. Contingut de dThd i dUrd en fetge. Contingut de a) dThd i b) de dUrd en ratolins
WT (n=9), dKO (n=8), WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO Exp) (n=10) i
tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: 5-10'! vg/kg (n=2), 10*? vg/kg (n=4), 2-10*? vg/kg
(n=6) i 10*2 vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2-10* vg/kg (n=6) i 10*2 vg/kg (n=4); AAV-HLP 2-10*? vg/kg
(n=6) i 10% vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals representen la mediana. Els asteriscs indiquen
diferencies estadisticament significatives amb el grup de dKO exposat (*p<0,05; **p<0,01; test U
de Mann-Whitney). La zona ombrejada en groc indica el rang de contingut del nucleosid en els WT.
El tractament amb el vector AAV-TBG va reduir la quantitat de dThd i dUrd en la majoria
de casos a valors dins del rang dels animals WT (en 14 de 16 ratolins per la dThd i en 6
de 16 per la dUrd), independentment de la dosi. En el cas dels ratolins tractats amb el
vector AAV-AAT, vam observar una correccié del contingut de dThd en tots els animals

en el cas de la dThd, i en 9 de 10 animals per la dUrd. Finalment, dels ratolins tractats
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amb el vector AAV-HLP, els 9 de 9 ratolins recuperaven el contingut hepatic de dThd i 6
de 9 recuperaven el contingut hepatic de dUrd. Quan comparem els diversos vectors,
s’observa que el vector AAV-AAT és el que va obtenir les reduccions més grans de la
guantitat de dThd i dUrd.

5.1.7.3. Contingut de dThd i dUrd en cervell

El contingut de nucledsids en cervell de ratolins dKO no exposats va ser de mitjana 2
vegades superior a la dels animals WT (dThddako = 181 + 69 pmols/mg prot vs. dThdwr =
88 + 60 pmols/mg prot; dUrdako = 240 + 77 pmols/mg prot vs. dUrdwr = 185 + 74 pmols/mg
prot). L'exposicid a nucledsids va provocar un increment de la quantitat de nucleodsids en
cervell entre 3 i 4 vegades en animals WT (dThd: 340 + 133 pmols/mg prot; dUrd 549 +
217 pmols/mg prot) i entre 6 i 8 vegades en animals dKO (dThd: 549 + 217 pmols/mg
prot; dUrd 1.061 + 237 pmols/mg prot) (Figura 5.24).

El tractament amb les diferents dosis del vector AAV-TBG només va reduir la quantitat
de dThd en cervell fins a valors WT en 1 de 16 animals (2-1012 vg/kg). No obstant en el
cas de les dues dosis més altes (2-1012i 1013 vg/kg) hi ha haver una reducci6 significativa
respecte els dKO exposats (p<0,01; test U de Mann-Whitney), que va arribar a quantitats
de nucleosids de cervell dins del rang dels WT exposats. En el cas dels ratolins tractats
amb el vector AAV-AAT, vam observar una correccio del contingut de dThd fins a valors
WT en 4 de 10 ratolins i de dUrd en 3 de 10 ratolins, i de manera general, les dues dosis
van reduir significativament els nucledsids (p<0,01 test U de Mann Whitney) respecte els
valors dels ratolins dKO exposats. Finalment, el tractament amb el vector AAV-HLP tot i
gue només va reduir la quantitat de dThd en cervell en 1 de 10 ratolins valors dins del
rang WT, també va disminuir la quantitat de dThd en cervell de manera significativa
respecte els dKO exposats (dosi de 2-1012 vg/kg: p<0,01 test U de Mann Whitney; dosi
de 10% vg/kg: p<0,05 test U de Mann Whitney) i es va recuperar el contingut cerebral de
dThd i dUrd fins a valors similars als dels WT exposats. Si comparem els vectors entre
ells, s’observa que el vector AAV-AAT també és el que va produir una major reduccio de

la quantitat de nucleosids en cervell, com en fetge i en plasma.
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Figura 5.24. Contingut de dThd i dUrd en cervell. Contingut de a) dThd i b) de dUrd en ratolins
WT (n=7) i dKO (n=8) no exposats, WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO
Exp) (n=10) i tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV TBG: 5-10*! vg/kg (n=2), 10*? vg/kg (n=4),
2:10*? vg/kg (n=6) i de 10*2 vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2-10*2 vg/kg (n=6) i 10 vg/kg (n=4); AAV-HLP:
2:10*2 vg/kg (n=6) i 10*2 vg/kg (n=3). Les linies horitzontals representen la mediana. Els asteriscs
indiquen diferéncies estadisticament significatives amb el grup de dKO exposat (*p<0,05; **p<0,01;
test U de Mann-Whitney). La zona ombrejada en groc indica el rang de concentracions dels WT.

5.1.7.4. Contingut de dThd i dUrd en intesti prim

El contingut de nucleosids en l'intesti prim d’animals dKO es va situar a valors entre 3 i
6 vegades superior a la dels animals WT (dThdako = 0,44 + 0,28 nmols/mg prot vs. dThdwr
= 0,15 + 0,09 nmols/mg prot; [dUrd]ako = 0,50 + 0,30 nmols/mg prot vs. dUrdwr = 0,08 +
0,04 pmols/mg prot). En aquest cas, I'exposicié a nucledsids va resultar en un increment
mitja de 90 vegades la quantitat de dThd i de 160 vegades la quantitat de dUrd en ratolins
WT (dThd 12,8 £ 15,5 nmols dThd/mg prot i 13,0 = 15,5 nmols dUrd/mg prot) i entre 265
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i 500 vegades en ratolins dKO exposats (dThd 39,7 + 44,8 nmols dThd/mg prot i 39,9 +
45,0 nmols dUrd/mg prot) (Figura 5.25). El tractament amb els diferents rAAVs no va

produir la reduccié del contingut de nucleodsids a I'intesti prim.

a

dThd (nmols/img prot)

o

dUrd (nmols/mg prot)

160

110

2]
o
1

104

e 9o e =
o h
1 1

160

110

[=2]
T

=
b o
T

0.8

° .
L ]
J— .
o o e — -~
525 o0e VT i . oS .

N
PR
«@ *p@ ‘5\

T T

NG N2 N N > NS N

SN N N
v v v

AAV-TBG AAV-AAT AAV-HLP

e o
o b
1

dKO exposats tractats amb rAAV

*o B

> g Rl b Pl
IS S B I q’,\“ N

AAV-TBG AAV-AAT AAV-HLP

dKO exposats tractats amb rAAV

Figura 5.25. Contingut de dThd i dUrd en intesti prim. Contingut de a) dThd i b) de dUrd en
ratolins WT (n=7) i dKO (n=8) no exposats, WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats
(dKO Exp) (n=10) i tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV TBG: 5-10* vg/kg (n=2), 10*? vg/kg
(n=4), 2:10*? vg/kg (n=6) i 10% vg/kg (n=4); AAV-AAT: 2-10%? vg/kg (n=6) i 10*® vg/kg (n=4); AAV-
HLP: 2-10'? vg/kg (n=6) i 10% vg/kg (n=3). Les linies horitzontals representen la mediana. Els
asteriscs indiquen diferéncies estadisticament significatives amb el grup de dKO exposat (*p<0,05;
**p<0,01; test U de Mann-Whitney). La zona ombrejada en groc indica el rang de concentracions

dels WT.
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5.1.8. CONTINGUT DE dNTPS MITOCONDRIALS
5.1.8.1. Fetge

Per a determinar com afecten els canvis en el contingut de nucleosids al pool de dNTPs
mitocondrials vam determinar el contingut de dTTP, dCTP, dGTP i dATP en mitocondris
de fetge.

Tot i que no vam observar diferéncies entre el contingut de dTTP mitocondrial en fetge
de ratolins WT i ratolins dKO, si que vam observar que I'exposicié a nucleosids produia
un increment de la quantitat de dTTP mitocondrial en fetge de ratolins dKO. En canvi,
'exposicio a nucledsids en ratolins WT no va resultar en un increment dels valors de
dTTP (Figura 5.26a). En el cas del dCTP, la quantitat en ratolins dKO va resultar
lleugerament inferior que en els ratolins WT, tot i que aquesta reduccié no va ser
significativa. L’exposicio a nucleodsids va provocar una reduccié del contingut de dCTP en
fetge respecte els ratolins WT no exposats, WT exposats i dKO no exposats (Figura
5.26b). De fet, I'augment de dTTP i disminucié6 de dCTP sén consequéncies de la
sobrecarrega de dThd ja observades anteriorment [63]. Pel que fa als nucleodtids de
purines, I'exposicié a dThd i dUrd va provocar un increment en la concentracié de dGTP
mitocondrial en ratolins WT i en dKO. Finalment, els ratolins dKO exposats també van
mostrar una disminucié significativa de dATP comparat amb els ratolins WT no exposats
(Figura 5.26¢-d).

El tractament amb 'AAV-TBG va prevenir I'increment del dTTP en 13 de 16 ratolins dKO
exposats. Tot i aixi, degut a I'alta dispersid dels valors obtinguts en ratolins dKO exposats
sense tractar, només vam observar diferéncies estadisticament significatives amb el grup
de ratolins tractats a la dosi de 103 vg/kg, que produia la major reduccié de dTTP (Figura
5.27a). De manera analoga, el tractament amb AAV-TBG va aconseguir recuperar el
contingut de dCTP present en els ratolins WT en 10 de 16 ratolins, tot i que en cap de les
dosis es van detectar diferéncies estadisticament significatives respecte als dKO
exposats no tractats (Figura 5.27b). El contingut de dGTP mitocondrial no van canviar
en els ratolins tractats amb les diverses dosis de 'AAV-TBG. En canvi, el contingut de
dATP mitocondrial va semblar que augmentava de manera dosi dependent i en el cas de
la dosi de 2-10%? vg/kg aquest augment va ser significatiu (p<0,05 test U de Mann
Whitney) (Figura 5.27c-d).
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Figura 5.26. Contingut de dNTPs mitocondrials en fetge de ratolins no tractats. Contingut
mitocondrial de a) timidina trifosfat (dTTP), b) desoxicitidina trifosfat (dCTP), ¢) desoxiguanosina
trifosfat (dGTP) i d) desoxiadenosina trifosfat (dATP) en fetge de ratolins WT (n=9) i dKO (n=8) no
exposats, WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats (dKO Exp) (n=10). Les linies horitzontals
representen la mediana de cada grup. Els asteriscs indiquen diferéncies significatives comparades
amb el grup de ratolins dKO exposats a dThd i dUrd. (*p<0,05; **p<0,01;***p<0,001; ****p<0,0001
test U de Mann-Whitney).

Tant el tractament amb el vector AAV-AAT com amb el vector AAV-HLP van reduir la
guantitat de dTTP en animals dKO exposats. El tractament amb 'AAV-AAT a la dosi de
2-10'? vg/kg només va reduir el contingut de dTTP a valors WT en 2/6 animals, en canvi
amb a la dosi més alta es va reduir el contingut de dTTP a nivells de ratolins WT en tots
els animals. Pel que fa al AAV-HLP, el 89% del ratolins (8/9) tractats amb aquest vector
van mostrar quantitats de dTTP mitocondrial a nivells de WT (Figura 5.27a). La deplecié
de dCTP observada en els ratolins dKO exposats també es va prevenir amb el tractament
amb les dues dosis del vector AAV-AAT i en la dosi de 2-10'2 vg/kg del vector AAV-HLP
(excepte en la dosi més alta de. En el cas de 'AAV-ATT, el 90% dels animals (9/10) van
recuperar el contingut de dCTP de ratolins WT, mentre que amb I'AAV-HLP el 89% (8/9)
(Figura 5.27b).
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Figura 5.27. Contingut de dNTPs mitocondrials en fetge. Contingut mitocondrial de a) timidina trifosfat (dTTP), b) desoxicitidina trifosfat (dCTP), c)
desoxiguanosina trifosfat (dGTP) i d) desoxiadenosina trifosfat (dATP) en fetge de ratolins WT (n=9) i dKO (n=8) no exposats, WT exposats (WT Exp) (n=4)
i dKO exposats no tractats (dKO Exp) (n=10) i tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: dosis de 5-10* vg/kg (n=2), 10*? vg/kg (n=4), 2-10* vg/kg
(n=6) i 10'3 vg/kg (n=4); AAV-AAT: dosis de 2-10'2 vg/kg (n=6) i 103 vg/kg (n=4); AAV-HLP: dosis de 2:10'? vg/kg (n=6) i 10*® vg/kg (n=3)). Les linies
horitzontals representen la mediana de cada grup. L’area ombrejada en groc indica el rang del contingut de cadascun dels dNTPs en ratolins WT. Els
asteriscs indiquen diferéncies significatives comparades amb el grup de ratolins dKO exposats a dThd i dUrd. (*p<0,05; **p<0,01; test U de Mann-Whitney).
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Finalment, els tractaments amb el vectors AAV-AAT i AAV-HLP van produir
augments significatius del contingut de dATP mitocondrial en fetge, mentre que no
van afectar a la quantitat de dGTP mitocondrial en els ratolins dKO exposats (Figura
5.27¢c-d).

Quan vam correlacionar la quantitat de nucledsids en fetge amb el contingut de
dNTPs en fetge vam observar que el contingut de dThd correlacionava negativament
amb el contingut de dCTP (p<0,0001; correlaci6 de Pearson), perd no amb el
contingut de dTTP, ni el contingut de dTTP i dCTP entre ells.

5.1.8.2. Cervell
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Figura 5.28. Contingut de dNTPs mitocondrials en cervell de ratolins no tractats.
Contingut mitocondrial de a) timidina trifosfat (dTTP), b) desoxicitidina trifosfat (dCTP), c)
desoxiguanosina trifosfat (AGTP) i d) desoxiadenosina trifosfat (dJATP) en fetge de ratolins
(WT (n=9) i dKO (n=8) no exposats, WT exposats (WT Exp) (h=4) i dKO exposats (dKO Exp)
(n=10). Les linies horitzontals representen la mediana de cada grup. Els asteriscs indiquen
diferéncies significatives comparades amb el grup de ratolins dKO exposats a dThd i dUrd.
(*p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; test U de Mann-Whitney).
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També vam determinar el contingut de dTTP, dCTP, dGTP i dATP en mitocondris de
cervell per a veure si els desequilibris observats a nivell de nucleosids, també es

traduien a nivell de dNTPs mitocondrials en aquest teixit.

El contingut de dTTP en cervell de ratolins dKO va ser més elevada que en els
ratolins WT. A més, I'exposicié a nucledsids va provocar un increment de la
concentracié de dTTP en mitocondris de cervell tan en els ratolins dKO (26,5 + 8,3
pmols dTTP/mg prot; rang: 17,7 - 42,6) respecte els dKO no exposats (13,6 = 3,3
pmols dTTP/mg prot; rang: 9,6 - 19,6), com en ratolins WT (13,9 + 4,4 pmols
dTTP/mg prot; rang: 10,0 - 19,4) respecte els WT no exposats (5,7 £ 2,4 pmols
dTTP/mg prot; rang: 2,8 - 9,4) (Figura 5.28a). No obstant, I'exposicié a nucleosids
no va provocar diferéncies en el contingut de dCTP en mitocondris de cervell ni

degudes al genotip ni degudes a I'exposicié (Figura 5.28b).

Pel que fa als nucleotids de purines, els ratolins dKO presentava una quantitat de
dGTP més elevada que els WT (p<0,05 test U de Mann Whitney). L’exposicié a dThd
i dUrd no va provocar canvis en el contingut mitocondrial ni de dGTP ni de dATP.
(Figura 5.28c-d).

En la Figura 5.29, es mostra de manera general, el contingut dels quatre dNTPs en
mitocondris de cervell en els diversos grups exposats, no exposats i tractats amb
AAV.

El tractament amb 'AAV-TBG només va afectar al contingut de dTTP, on va
aconseguir reduir la quantitat de dTTP de manera dosi depenent, aconseguint una
reduccid significativa només a la dosi més alta (102 vg/kg), pero no va afectar a cap
dels altres tres dNTPs (Figura 5.29).

L’administracié de 'AAV-AAT va provocar una reduccio significativa el contingut de
dTTP en les dues dosis testades (2-10'2 vg/kg: 13,5 + 5,4 pmols dTTP/mg prot; rang
6,6 — 18,6; i 101 vg/kg:16,3 + 3,6 pmols dTTP/mg prot; rang 12,2— 20,3) tot i que no
arriba a concentracions de dTTP dels ratolins WT. Aquest tractament no va afectar

a cap dels altres tres dNTPs (Figura 5.29).
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Figura 5.29. Contingut de dNTPs mitocondrials en cervell. Contingut mitocondrial de a) timidina trifosfat (dTTP), b) desoxicitidina trifosfat
(dCTP), c) desoxiguanosina trifosfat (dGTP) i d) desoxiadenosina trifosfat (dATP) en cervell de ratolins WT (n=9) i dKO (n=8) no exposats, WT
exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO Exp) (n=10) i tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: dosis de 5-10'* vg/kg
(n=2), 10*? vg/kg (n=4), 2-10%* vg/kg (n=6) i 10*® vg/kg (n=4); AAV-AAT: dosis de 2-10*? vg/kg (n=6) i 10*2 vg/kg (n=4); AAV-HLP: dosis de
2.10% vg/kg (n=6) i 10*3 vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals representen la mediana de cada grup. L’area ombrejada en groc indica el rang del
contingut de cadascun dels dNTPs en ratolins WT. Els asteriscs indiquen diferéncies significatives comparades amb el grup de ratolins dKO
exposats a dThd i dUrd. (*p<0,05; **p<0,01; test U de Mann-Whitney).
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Finalment, el tractament amb FAAV-HLP no va produir cap efecte sobre les

concentracions mitocondrials de cap dels quatre dNTPs (Figura 5.29).

En el cas del cervell, vam observar que el contingut de dThd correlacionava amb el
contingut de dTTP (p<0,0001; correlacié de Pearson) pero no amb el dCTP, ni tampoc el
contingut de dTTP i dCTP entre ells.

5.1.9.NUMERO DE COPIES D’ADNmt

5.1.9.1. Cervell

Als 22 mesos d’edat, no es va observar diferéncies del nimero de copies d’ADNmt en
cervell entre els ratolins dKO i els WT (Figura 5.30). L’exposicié cronica a dThd i dUrd
tampoc va provocar deplecié de TADNmt en WT ni en dKO. De fet, entre els 3 grups de
ratolins no tractats que no s6n WT, només 6/20 ratolins van tenir un valor fora del rang
de nimero de copies dels ratolins WT (3 ratolins valors superiors, i 3 animals valors
inferiors). Cap dels tractaments amb rAAV en els dKO exposats va conduir ni a un

increment ni a una deplecidé del nimero de copies d’/ADNmt en cervell (Figura 5.30).
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Figura 5.30. Numero de copies d’ADNmt en cervell. Numero de copies d’ADNmt mesurat per
gPCR mitjancant sondes especifiques Tagman™ en extractes d’ADN de cervell de ratolins WT
(n=8) i dKO (n=8) no exposats, WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO Exp)
(n=8) i tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: dosis de 5-10** vg/kg (n=2), 10*? vg/kg
(n=4), 2-10*? vg/kg (n=6) i 10 vg/kg (n=4); AAV-AAT: dosis de 2-10'? vg/kg (n=6) i 103 vg/kg
(n=4); AAV-HLP: dosis de 2-10*? vg/kg (n=6) i 10*2 vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals representen
la mediana de cada grup. La zona ombrejada en groc representa el rang dels WT.
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5.1.9.2. Intesti prim

Als 22 mesos d’edat no vam observar diferéncies en el nimero de copies d’ADNmt en
l'intesti prim de ratolins dKO i WT (Figura 5.31). En canvi, en ratolins dKO exposats a
dThd i dUrd vam observar una deplecié6 de TADNmt respecte els animals WT i dKO
(p<0,05 i p<0,01; test U de Mann-Whitney, respectivament) (Figura 5.31).

Cap dels tractaments amb rAAV en els dKO exposats va conduir ni a un increment ni a
una deplecid del numero de copies d’ADNmt en intesti prim respecte als dKO exposats.
Tot i aixo, el 70% (25/35) dels animals tractats amb rAAV tenien valors de ndmero de
copies a dins del rang del valors dels animals WT, mentre que aixdo homés passava en el
50% (5/10) dels ratolins dKO exposats no tractats amb rAAV (Figura 5.31).
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Figura 5.31. Namero de copies d’ADNmt en intesti prim. Numero de copies d’ADNmt mesurat
per gPCR mitjancant sondes especifiques Tagman™ en extractes d’ADN de cervell de ratolins WT
(n=8) i dKO (n=8) no exposats, WT exposats (WT Exp) (n=4) i dKO exposats no tractats (dKO Exp)
(n=10) i tractats amb 3 rAAV a diferents dosis (AAV-TBG: dosis de 5-10* vg/kg (n=2), 10%*? vg/kg
(n=4), 2-10* vg/kg (n=6) i 10*2 vg/kg (n=4); AAV-AAT: dosis de 2-10*? vg/kg (n=6) i 10 vg/kg
(n=4); AAV-HLP: dosis de 2-10*? vg/kg (n=6) i 103 vg/kg (n=3)). Les linies horitzontals representen
la mediana de cada grup. La zona ombrejada en groc representa el rang del WT. Els asteriscs
indiquen diferéncies significatives comparades amb el grup de ratolins dKO exposats a dThd i dUrd.
(*p<0,05; **p<0,01; test U de Mann-Whitney).
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5.1.10. AVALUACIO DE LA FUNCIO MOTORA | LA COORDINACIO - TEST
ROTAROD

Vam determinar la coordinacié i la funcié motora dels ratolins mitjangant el test Rotarod
on s’avalua la capacitat dels ratolins de romandre en una barra cilindrica en rotacié amb

acceleracio.
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Figura 5.32. Funcié motora i coordinacio. Temps de latencia obtingut en el test Rotarod en
ratolins de 25 setmanes d’edat WT (n=8) i dKO (n=9) no exposats, WT exposats (WT Exp) (n=5) i
dKO exposats no tractats (dKO Exp) (n= 9) i tractats amb 3 rAAVs a diferents dosis (AAV-TBG:
dosis de 5-10% vg/kg (n=2), 10'?2vg/kg (n=4); 2-10*? vg/kg (n=6) i de 10% vg/kg (n=5); AAV-AAT:
dosis de 2-10%2 vg/kg (n=6) i de 10*2 vg/kg (n=5); AAV-HLP: dosis de 2-10*? vg/kg (n=6) i 10*2 vg/kg
(n=5). Les linies horitzontals mostren la mediana del temps de caiguda de cada grup. L’area
ombrejada en groc indica el rang del temps de latencia dels ratolins WT. Els asteriscs indiquen
diferéncies estadisticament significatives respecte els dKO exposats (p<0,05; **p<0,01; test U de
Mann-Whitney).

A les 25 setmanes d’edat no vam observar diferéncies en els temps de laténcia entre els
ratolins WT (rang: 19 - 44 segons) i els ratolins dKO (rang: 12 - 38 segons). Tampoc vam
observar diferéncies amb els ratolins WT exposats. No obstant, en ratolins dKO exposats
a dThd i dUrd vam observar una reduccio6 significativa del temps de laténcia en (rang dels
ratolins dKO exposats: 11 - 35 segons) respecte els WT (p<0,01; test U de Mann-

Whitney) (Figura 5.32).

En animals tractats amb rAAV, vam observar una gran dispersid en els temps de laténcia
entre els diferents animals i només vam observar diferéncies significatives entre el grup
de dKO tractats amb 102 vg/kg de 'AAV-TBG i 2-:10'2 vg/kg de 'AAV-HLP respecte els
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dKO exposats sense tractar. No obstant, el 69% dels ratolins tractats amb rAAV (27/39)
tenien valors dins del rang o superiors als valors dels WT, mentre que només el 33%

(3/9) dels dKO exposats presentaven valors situats a dins del rang WT (Figura 5.32).

5.1.11. RESSONANCIA MAGNETICA DE CERVELL

Un dels trets més caracteristics dels pacients de MNGIE és que tots presenten
leucoencefalopatia en les imatges obtingudes per ressonancia magnetica nuclear de
cervell [11]. En el cas del model dKO, I'exposicié a dThd i dUrd durant tota la seva vida
potencia el desenvolupament d’aquest tret fenotipic [104]. Nosaltres vam realitzar estudis
d’'imatge de cervell per ressonancia magnética nuclear en ratolins de 84 setmanes d’edat.
En la Figura 5.33a, es pot veure un tall sagital d’'una imatge de cervell ponderada en T2

on es mostra la localitzacié dels talls coronals analitzats.

a

Figura 5.33. Imatge per ressonancia magneética de cervell. a) Imatge sagital del cervell
ponderada en T2 on es pot veure la localitzacio dels talls coronals que vam utilitzar per la
quantificacié del volum dels ventricles. b) Imatges ponderades en T2 de 1 mm de gruix de talls
coronals de ratolins WT no exposats i ratolins dKO exposats. Les fletxes indiquen arees
hiperintenses en T2.
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Figura 5.34. Quantificacio del volum dels ventricles. a) Imatges ponderades en T2 (fila superior)
i mapes de T2 (fila inferior) de talls coronals de 1 mm de gruix (corresponents a la SI6 de la Figura
5.33). b) Volum dels ventricles en ratolins WT (n=9), dKO (n=5) WT exposats (WT Exp) (n=5),
dKO exposats no tractats (dKO Exp) (n=12), i dKO exposats tractats amb rAAV a diferents dosis
(AAV:TBG: 5-10* vg/kg n=2, 10*? vg/kg n=3, 2-10%? vg/kg n=5 i 103 vg/kg n=5; AAV-AAT: 2-10%?
vg/kg n=6 i 10% vg/kg n=4; AAV-HLP: 2-10*? vg/kg n=6 i 102 vg/kg n=3). El volum dels ventricles
es va quantificar utilitzant mapes de T2 com a la suma del volum dels ventricles de cadascuna de
les seccions en la Figura 5.33. La regié ombrejada en groc indica el rang del volum dels ventricles
en ratolins WT. Els asterisc indiquen diferencies significatives comparades amb els dKO exposats
((*p<0,05; **p<0,01; Test U de Mann-Whitney). El volum dels ventricles per sobre de la mitjana més
3 desviacions estandard es va considerar outlier i es van excloure de I'analisi (1 ratoli tractat amb
I'’AAV-TBG 10% vg/kg, i 1 ratoli tractat amb '’AAV-TBG 2-10*? vg/kg).
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En el cas dels ratolins dKO exposats vam observar arees hiperintenses, indicatives de
liquid cefalorraquidi, més grans que les observades en ratolins dKO no exposats, WT
exposats i WT no exposats (Figura 5.33b i Figura 5.34). Aquestes arees hiperintenses
estaven localitzades a les regions que corresponen al tercer ventricle i els ventricles

laterals, cosa que indicava un engrandiment dels ventricles.

Addicionalment, vam quantificar el volum dels ventricles mitjangant els mapes de T2 i
vam detectar que els ventricles dels ratolins dKO exposats eren significativament majors
que els dels WT (p<0,01; test U de Mann-Whitney).

En canvi, en ratolins dKO no exposats i ratolins WT exposats el volum dels ventricles es
mantenien iguals. Pel que fa als ratolins tractats amb I'AAV-AAT i AAV-HLP, vam
observar que els seus ventricles presentaven un volum dins del rang dels WT (excepte
en 1 animal tractat amb AAV-AAT dosi 1013 vg/kg que presentava hidrocefalia) (Figura
5.33b). En canvi, en els ratolins tractats amb '’AAV-TBG, vam observar que només 6 /14

ratolins presentaven un volum dels ventricles dins del rang WT (Figura 5.33b).

Els volums dels ventricles al moment de la ressonancia (84 setmanes aproximadament)
va correlacionar amb el contingut de dThd en cervell al final de I'estudi en tots els grups
(Rho de Spearman r=0,324, p=0,014, n=57, excloent 2 valors extrems de volum dels
ventricles; r=0,358, p=0,005, n=59, incloent tots els valors) i amb els valors obtinguts en
el test de Rotarod (Rho de Spearman r =-0,348, p=0,0068, n=59, excloent 2 valors

extrems de volum ventricular), perd no amb el contingut de dThd en plasma o fetge.

5.1.12. DETERMINACIO DE LA PRESENCIA DE COL-LAGEN EN LA CAPA
MUSCULAR INTESTINAL

Un dels trets més caracteristics dels pacients de MNGIE, és la dismatilitat intestinal [11].
Esta descrit que I'exposicio cronica del ratoli dKO a sobrecarrega de dThd i dUrd provoca
una acumulacié de col-lagen en la capa muscular de l'intesti, indicat per fibrosi i dany
muscular [104]. Nosaltres vam realitzar estudis histologics en talls d’intesti prim
mitjangant la tincié tricromica de Masson per tal d’'observar aquest tret fenotipic. Tot i aixi,
no vam observar una major infiltracié de col-lagen ni en la capa muscular longitudinal ni
en la capa muscular circular de lintesti de ratolins dKO exposats i no exposat (Figura
5.35).
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Figura 5.35. Tinci6 tricromica de Masson d’intesti prim. El blau és indicador de col-lagen, el
vermell de citoplasma i el negre de nuclis. Exemple d’imatges de seccions de l'intesti prim de 3 um
de gruix. A la imatge del ratoli WT s’indiquen les diferents capes histologiques de l'intesti prim amb
nameros: (1) Capa muscular longitudinal, (2) capa muscular circular, (3) submucosa i (4) mucosa.
Per a una millor visualitzacio de les diferéncies entre colors, les imatges es van obrir en format TIFF
i es van ajustar el to i saturacié6 amb el programa Adobe Photoshop (Adobe® Photoshop® CS5
extended v.12.0, San Jose, CA, USA). Barra d’escala= 40 um.
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5.2. OPTIMITZACIO DE LA SEQUENCIA CODIFICANT DE TYMP

5.2.1.GENERACIO DE LES SEQUENCIES

Per a modificar la seqliiéncia codificant del gen TYMP (GenBank: BC052211.2) vam
utilitzar 4 algoritmes d’optimitzacié de codons diferents que tenien en compte el biaix en

I'us de codd en Homo sapiens (Taula 2.3).

Les sequéncies resultants de cadascun dels algoritmes d’optimitzacié estan disponibles

alannex I.

ElI CAl és un parametre que mesura quant de proxima és una sequencia a utilitzar el codé
més freqlient en totes les posicions [194]. En tots els algoritmes, I'optimitzacié de la
sequeéncia va resultar en un increment del CAl respecte el de la seqliiéncia WT (Taula
5.1) i per tant, va comportar una utilitzacié de codons més freqiients que la seqiiéncia
WT. Un segon parametre important de les sequéncies codificants és el percentatge de
GC ja que s’ha vist que pot influir a nivell d’estabilitat dels ARNm [217,218], en aquest

cas veiem que el percentatge global practicament no varia respecte la seqiiéncia WT.

A més cadascun dels algoritmes tenia en compte altres parametres que també s’ha
descrit que poden influir en I'expressié de les sequéncies codificants (Taula 4.22).
L’algoritme B i D van evitar I'estructures secundaries de 'ARNm, l'algoritme C i D van
tenir en compte la utilitzacié de parells de codons freqiients, i tots ells també van evitar

la preséncia de les dianes de restricci6 BamHI, Xbal i Xhol.
Taula 5.1. Caracteristiques principals de les seqiiéncies optimitzades

Codons modificats CAl Percentatge GC

Sequencia 212/483 0,99 71%
optimitzada A
Sequencia 216/483 0,9 69%
optimitzada B
Sequencia 247/483 0,85 67%
optimitzada C
Sequencia 2721483 0,91 64%
optimitzada D
Sequeéncia wild-type - 0,78 69%

1 Codon Adaptation Index
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5.2.2.CONSTRUCCIO DELS VECTORS

a b

Comprovar présencia del insert

p305-OptA p305-OptC
p305-OptB ~ p305-OptD
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Figura 5.36. Clonatge de les seqliéncies optimitzades. a) Esquema del vector p305 amb les
dianes BamHL1 utilitzades pel clonatge. b) RFPL de comprovacié dels diferents clons obtingut amb
les sequéncies optimitzades. B indica tallat utilitzant I'enzim BamH1 i U indica no tallat. c)
Sequenciacio de la regio de lligacié entre el vector i la seqiiéncia optimitzada X. El rectangle vermell
indica la diana de restriccio de I'enzim BamHI.

Per al clonatge de les sequéncies en el vector p305 vam lligar les diferents seqiiéncies
optimitzades un vector que contenia el promotor del hPGK i una sequencia IRES que
permetia I'expressié del gen eGFP utilitzant la diana BamHI. A la Figura 5.36a es pot
veure un esquema del vector ja clonat. A continuacié vam comprovar la presencia de la
sequeéencia clonada mitjangant una reaccié de lligacié (Figura 5.36b) i finalment vam
sequenciar aquells clons que contenien la seqiiéncia optimitzada per determinar que la
clonacio s’havia realitzat en la direccio correcte (Figura 5.36c¢). A continuacié vam produir
vectors lentivirals de cadascuna de les seqliéncies per transduir diverses linies cel-lulars.
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5.2.3. EFICIENCIA D’EXPRESSIO DE TYMP IN VITRO

Per analitzar fins a quin grau les modificacions dels codons en cada seqiéncia havia
millorat I'expressié vam tenir en compte 3 variables: el numero de copies del vector per
cél'lula (VCN), els nivells ’ARNm de TYMP i I'activitat TP. Posteriorment, vam calcular
els ratios entre aquestes variables per a tenir una mesura de I'eficiéncia d’expressio a
nivell de missatger (ARNm entre VCN, indicatiu de I'eficiéncia de transcripcio i/o estabilitat
de ’ARNm), a nivell post-transcripcional (activitat TP entre ARNm, indicatiu de I'eficiéncia
de traduccio) i d’expressié global del vector (activitat TP entre VCN). Aquest estudi es va

dur a terme utilitzant 4 linies cel-lulars diferents.

5.2.3.1. Resultats de I'optimitzacio en la linia cel-lular HEK293T

En primer lloc vam testar les sequéncies dissenyades en la linia cel-lular HEK293T, una
linia cel-lular humana embrionaria de rony6 immortalitzada, la qual presenta una activitat
TP molt baixa. Totes les cél-lules van ser transduides a una MOI de 10 particules
viriques/cél-lula. EI VCN va ser al voltant d’1 copia per cél-lula amb els vectors Lenti-
OptA (1,20 copies del vector per cél-lula) i Lenti-WT (0,88 copies del vector per cél-lula),
d’'1,7 copies per cél-lula amb els vectors Lenti-OptB i Lenti-OptD, i de 3,6 copies per

cel-lula transduida amb el Lenti-OptC (Figura 5.37a).

Posteriorment, vam quantificar els nivells d ARNm de TYMP en cada linia transduida i la
vam referenciar amb els nivells ’ARNm de la linia transduida amb el Lenti-WT. Els nivells
d’expressio de les cél-lules Hek293T transduides amb el Lenti-OptA i el Lenti-OptB eren
2 i 2,2 vegades superior al WT, respectivament, 5,6 vegades amb les cél-lules
transduides amb Lenti-OptC. La traduccié amb el Lenti-OptD va produir nivells d’ARNm
de TYMP similars al Lenti-WT (Figura 5.37b).

Latransduccié amb els diferents vectors va incrementar I'activitat TP de les cél-lules entre
400 i 800 vegades. La transduccio amb el Lenti-WT (de mitjana 4.834 nmols Thy/h - mg
prot) i el Lenti-OptD (de mitjana 4.951 nmols Thy/h - mg prot) va donar lloc a activitats TP
similars. A continuacié, la transduccié amb el Lenti-OptB va donar lloc a una activitat TP
de mitjana de 6.151 nmol Thy/h - mg prot, el Lenti-OptA un valor mitja de 6.831 nmols
Thy/h - mg prot. Els valors més alts d’activitat, d’acord amb el VCN més alt, va ser en el
cas de la transduccié amb el Lenti-OptC (de mitjana 9.694 nmols Thy/h - mg prot) (Figura
5.37¢).
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Figura 5.37. Eficiéncia d’expressié de TYMP en la linia cel-lular HEK293T. Transduccié amb
LVs (WT: wild-type; OptA: seqiieéncia optimitzada A, OptB: seqiiéncia optimitzada B; OptC:
seqgliéncia optimitzada C; OptD: seqiiéncia optimitzada D) a una MOI de 10 vectors/cel-lula. Una
setmana post transduccio vam determinar el VCN (a) i els nivells relatius de '’ARNm (b), i I'activitat
TP (c). A continuacié vam determinar els quocients entre nivells d’ARNm i VCN (d), activitat TP
entre nivell ’ARNm; unitats arbitraries es refereix a el quocient entre el valor relatiu de nivells
d’ARNm entre el VCN (e) i activitat TP entre VCN (f). Hi ha una n=4 per cada seqiiéncia i una n=2
per les ceél-lules no transduides (No Transd). Les linies horitzontals indiquen la mediana i els
asteriscs indiquen diferéncies significatives respecte la transduccié amb el Lenti-WT (*p<0,05; test
U de Mann-Whitney).
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Quan vam calcular els diferents ratios, vam observar que el Lenti-OptA expressava uns
nivells ’ARNm per VCN superiors al Lenti-WT (p<0,05; test U de Mann-Whitney) (Figura
5.37d). Pel que fa al quocient entre activitat TP i TARNm vam observar que el Lenti-OptA,
el Lenti-OptB i Lenti-OptC va disminuir aquest ratio respecte el Lenti-WT, mentre que
amb el Lenti-OptD era similar (Figura 5.37¢). Finalment, I'eficiéncia d’expressié d’activitat
TP per VCN va disminuir amb les sequéencies optimitzades B, C i D, i només la seqiiencia
optimitzada amb l'algoritme A va tenir una eficiéncia d’expressié similar a la del WT
(Figura 5.37f).

5.2.3.2. Resultats de I'optimitzacio en la linia cel-lular Huh7

A continuacié vam testar les sequéncies en la linia cel-lular hepatica Huh7, ja que la diana
de la nostra terapia és el fetge. Es tracta d’una linia cel-lular d’hepatocits derivats d’'un

carcinoma cel-lular extrets d’'un tumor hepatic i presenta una activitat TP molt baixa.

En primer lloc vam determinar el VCN. En aquest cas, les Huh7 també van ser
transduides a una MOI de 10, menys amb el Lenti-OptB que va ser a una MOI de 1 (degut
a que no quedava suficient quantitat per fer-ho a una MOI de 10). En aquesta linia
cel-lular, el VCN va ser més alt. La transduccié amb el Lenti-WT (4,80 copies del vector
per cél-lula), Lenti-OptA (5,75 copies del vector per cel-lula) i Lenti-OptD (6,48 copies del
vector per cél-lula)) va donar lloc a transduccions similars en quant a VCN. Les Huh7
transduides amb el Lenti-OptC (14,5 copies del vector per cél-lula) va ser el vector
lentiviral que va donar lloc a un VCN més alt. D’acord amb la MOI de transduccié menor,
el Lenti-OptB va ser el que va obtenir un VCN més baix (1,53 copies del vector per

cel-lula) (Figura 5.38a).

A continuacid, vam quantificar I'expressié de 'ARNm. Els nivells d’expressié en les
cel-lules Huh7 transduides amb el Lenti-OptA i Lenti-OptC eren 4,8 i 5,6 vegades superior
al WT, respectivament vegades, i 2 vegades superior al WT en les Huh7 transduides amb
el Lenti-OptD. D’acord amb el VCN, el Lenti-OptB va tenir els nivells d’expressido més
baixos (0,2 respecte el WT) (Figura 5.38b).
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Figura 5.38. Eficiéncia d’expressio de TYMP en la linia cel-lular Huh7. Transduccié amb LVs
(WT: wild-type; OptA: sequencia optimitzada A; OptC: sequéncia optimitzada C; OptD: seqiiencia
optimitzada D) a una MOI de 10 vectors/cél-lula. (#) El Lenti-OptB es va transduir a una MOI de 1.
Una setmana post transduccié vam determinar el VCN (a) els nivells relatius de 'ARNm (b) i
l'activitat TP (c). A continuacid vam determinar els quocients entre nivells d’ARNm i VCN (d),
activitat TP entre nivell ’ARNm; unitats arbitraries es refereix a el quocient entre el valor relatiu de
nivells d’ARNm entre el VCN (e) i activitat TP entre VCN (f). Hi ha una n=4 per cada sequéncia i
una n=2 per les cél-lules no transduides (No Transd). Les linies horitzontals indiquen la mediana i
els asteriscs indiquen diferencies significatives respecte la transduccié amb el Lenti-WT (*p<0,05;
test U de Mann-Whitney).
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La tercera variable que vam determinar va ser l'activitat TP. Les cél-lules Huh7 presenten
una activitat TP molt baixa (11,6 nmols Thy/h - mg prot (dades de totes les determinacions
d’activitat TP de la linia cel-lular Huh7 realitzades al laboratori)). La transduccié amb els
diferents vectors va incrementar I'activitat TP de les cél-lules entre 140 i 1.200 vegades.
La transduccié amb el Lenti-OptA (de mitjana 13.681 nmols Thy/h - mg prot) i el Lenti-
OptC (de mitjana 13.236 nmols Thy/h - mg prot) va donar lloc a les activitats TP més
altes. A continuacio, la transduccié amb el Lenti-OptD va donar lloc a una activitat TP
mitjana de 10.113 nmol Thy/h - mg prot), el Lenti-WT un valor de 7.542 nmols Thy/h - mg
prot. Els valors més baixos d’activitat va ser en el cas de la transduccié amb el Lenti-
OptB (1.555 nmols Thy/h - mg prot) (Figura 5.38c)

Quan vam normalitzar els nivells dARNm entre VCN, vam observar que aquest ratio era
més alt en les Huh7 transduides amb el Lenti-OptA i amb el Lenti-OptD que a les
transduides amb el Lenti-WT (Figura 5.38d). Pel que fa al quocient entre activitat TP i
els nivells d’ARNm vam observar que la transduccié amb el Lenti-OptA, Lenti-OptC i
Lenti-OptD disminuia aquest ratio respecte el Lenti-WT (Figura 5.38e). Finalment,
I'eficiéncia d’expressié d’activitat TP per VCN va augmentar respecte el WT en el cas de
la seqiiencia optimitzada A, es va mantenir a uns valors similars al WT en la seqliéncia

optimitzada D i va disminuir amb les seqiiéncies optimitzades B i C (Figura 5.38f).

5.2.3.3. Resultats de l'optimitzacié6 en dues linies LCL derivades de
pacients de MNGIE

Finalment, vam testar aquestes optimitzacions de seqiiéncia en dues linies LCLs
derivades de pacients de MNGIE generades previament al nostre laboratori. Van ser
creades en el context de la terapia genica amb LVs dirigits a les cel-lules mare

hematopoétiques, i la nomenclatura P1 i P2 utilitzada és en relacio a aquell treball [96].

En les linies cel-lulars LCL derivades de pacients, la transduccié va ser similar per tots
els vectors. En la linia cel-lular P1-LCL vam obtenir valors al voltant de 0,2 copies del
vector per cel-lula (Figura 5.39a) i en la linia P2-LCL vam obtenir valors de transduccié

més alts i al voltant de 0,6 copies del vector per cél-lula (Figura 5.40a).
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Figura 5.39. Eficiencia d’expressié de TYMP en la linia cel-lular P1-LCL. Transduccio amb LVs
(WT: wild-type; OptA: seqliéncia optimitzada A, OptB: seqiiéncia optimitzada B; OptC: seqliéncia
optimitzada C; OptD: seqiiencia optimitzada D) a una MOI de 10 vectors/cél-lula. Una setmana post
transduccié vam determinar el VCN (a), els nivells relatius de 'ARNm (b) l'activitat TP (c). A
continuacié vam determinar els quocients entre nivells d’ARNm i VCN (d), activitat TP entre nivell
d’ARNm; unitats arbitraries es refereix a el quocient entre el valor relatiu de nivells c’ARNm entre
el VCN (e) i activitat TP entre VCN (f). Hi ha una n=4 per cada seqiiéncia i una n=2 per les cél-lules
no transduides (No Transd). Les linies horitzontals indiquen la mediana i els asteriscs indiquen
diferencies significatives respecte la transduccié amb el Lenti-WT (*p<0,05; test U de Mann-
Whitney).
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Figura 5.40. Eficiencia d’expressié de TYMP en la linia cel-lular P2-LCL. Transduccié amb LVs
(WT: wild-type; OptA: seqliéncia optimitzada A, OptB: seqliéncia optimitzada B; OptC: seqiiéncia
optimitzada C; OptD: sequéncia optimitzada D) a una MOI de 10 vectors/cél-lula. Una setmana post
transduccié vam determinar el VCN (a), els nivells relatius de 'ARNm (b) l'activitat TP (c). A
continuacié vam determinar els quocients entre nivells d’ARNm i VCN (d), activitat TP entre nivell
d’ARNm; unitats arbitraries es refereix a el quocient entre el valor relatiu de nivells d’ARNm entre
el VCN (e) i activitat TP entre VCN (f). Hi ha una n=4 per cada seqliéncia i una n=2 per les cél-lules
no transduides (No Transd). Les linies horitzontals indiquen la mediana i els asteriscs indiquen
diferencies significatives respecte la transduccié amb el Lenti-WT (*p<0,05; test U de Mann-

Whitney).
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Posteriorment vam quantificar els nivells relatius d’ARNm del vector, vam obtenir valors
unes 2 vegades superiors al WT per la seqliéncia optimitzada A i C en les dues linies
cel-lulars LCL derivades de pacients. La sequéencia optimitzada B va donar lloc a nivells
d’expressio similars al WT en P2-LCL i inferiors al WT en P1-LCL. Per altim, la seqiiéncia
optimitzada D van donar lloc a nivells d’expressioé similars al WT en P1-LCL i inferiors al
WT en P2-LCL (Figura 5.39b i Figura 5.40b)

L’activitat TP de les LCLs de pacients és molt baixa comparada amb altres LCLs de
controls sans [96]. La transduccié amb tots els vectors va produir un augment de I'activitat
TP de les cél-lules d’entre 5 i 25 vegades, donant lloc a activitats TP d’aproximadament
300 nmols Thy/h-mg prot en les cél-lules P1-LCL i de 900 nmols Thy/h-mg prot en les
cel-lules p2-LCL transduides amb el Lenti-OptA, Lenti-OptC i Lenti-WT. En les dues linies
cel-lulars el Lenti-OptB va donar lloc a l'activitat TP més baixa (Figura 5.39¢c i Figura
5.40c).

El quocient ARNm entre el VCN entre les cél-lules transduides amb el Lenti-OptA va ser
superior a 'obtingut en les cél-lules transduides amb el Lenti-WT, en les dues linies
cel-lulars (Figura 5.39d i Figura 5.40d). En canvi, quan vam normalitzar 'activitat TP
entre els nivells ARNm vam veure que per totes les seqiéncies optimitzades, aquest
ratio era inferior a l'obtingut per la seqiéncia WT. (Figura 5.39e i Figura 5.40e).
Finalment, cap de les sequeéencies optimitzades va millorar I'expressié de la seqliiéncia
WT en valors d’activitat TP per VCN en aquestes linies cel-lulars i només la sequéncia
optimitzada amb l'algoritme A va tenir una eficiéncia d’expressié similar a la del WT
(Figura 5.39f i Figura 5.40f).

5.2.4. ELIMINACIO DE SEQUENCIES CPG

Una altra estratégia d’optimitzacié de sequéncies és modificar el contingut de GC per tal
de reduir la resposta immunitaria innata sobre el vector [219]. Aquesta modificacio
consisteix a substituir aquelles posicions on es troben dinucleodtids CpG per altres codons
que codifiguen el mateix aminoacid. Vam decidir introduir aquesta optimitzacio addicional
sobre les sequiéncies WT, la sequiéncia obtinguda amb I'algoritme A (que era la que havia
funcionat millor en Huh7) i la sequéncia obtinguda amb [l'algoritme D (que era la
seqliéncia entre les optimitzades que presentava un ratio activitat TP/ARNm del vector

(indicatiu de I'eficiéncia de traduccié) major en totes les linies cel-lulars). L’eliminacié de
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les sequencies CpG la vam fer manualment. La modificacié va consistir a canviar aquells
codons on hi havia una seqiiéncia CpG pel coddé més freqlient (Taula 2.3) que codifica
el mateix aminoacid i no conté CpG. En els casos on la C era I'Gltima base d’'un codéd i la
G la primera base del segtient codd, vam canviar el primer codé pel més freqlient que no
produia agquesta sequiéncia. A la Taula 5.2 es pot observar el nimero de modificacions

fetes a cada sequiéncia per eliminar totes les seqiiéncies CpG de '’ADNc codificant del

vector.
Taula 5.2. Namero de dinucleotids CpG substituits
Sequéncia Numero de codons modificats Nomenclatura LV
Sequéncia WT 127* LentiNoCGWT
Sequéncia optimitzada A 111 LentiNoCGA
Seqiiéncia optimitzada D 70 LentiNoCGD

* Una de les modificacions va ser per eliminar la diana de restricci6 BamH1 (necessaria pel
clonatge) que es generava amb el canvi de codons.

Per a veure si aquestes modificacions mantenien la capacitat de generar una proteina
funcional, vam clonar les sequéncies en el plasmidi p305 i posteriorment vam produir els
vectors lentivirals per tornar a repetir el mateix estudi in vitro que anteriorment, tot i que

en aquest cas només ho vam fer amb la linia cel-lular Huh?7.

Vam transduir les cél-lules a una MOI de 10 amb tots els vectors menys amb el Lenti-
NoCGWT (MOI de 5 degut a problemes amb la produccié de vectors). La transduccié
amb el Lenti-WT i Lenti-NoCGD va donar lloc a VCN similars (al voltant de 14 copies de
vector per cél-lula). La transducci6 amb el Lenti-NoCGA (6,5 copies del vector per

cél-lula) i amb el Lenti-NoCGWT (2 copies del vector per cél-lula) (Figura 5.41a).

Els nivells ’ARNm de TYMP més alts es van obtenir a les cél-lules transduides amb el
Lenti-WT (0,9 vegades els nivells WT). A continuacio, el Lenti-NoCGD va obtenir uns
nivells de 0,3 vegades els nivells WT. La transduccié amb el Lenti-NoCGA (0,1 vegades
els nivells WT) i el Lenti-NoCGWT (0,06 vegades els nivells WT) van donar lloc a nivells

similars i molt baixos en comparacié amb el Lenti-WT (Figura 5.41b).
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Figura 5.41. Eficiéncia d’expressié de TYMP en la linia cel-lular Huh7. Transduccié amb
LVs (WT: wild-type; NoCGA: seqiiencia optimitzada A modificada sense CpG; NoCGD:
sequéncia optimitzada D modificada sense CpG) a una MOI de 10 vectors/cel-lula. (#) El Lenti-
NoCGWT es va transduir a una MOI de 5. Una setmana post transduccié el VCN (a), els
nivells relatius de ’ARNm (b) i I'activitat TP (c). A continuacié vam determinar els quocients
entre nivells d’ARNm i VCN (d), activitat TP entre nivell ’ARNm; unitats arbitraries es refereix
a el quocient entre el valor relatiu de nivells ’ARNm entre el VCN (e) i activitat TP entre VCN
(f). Hi ha una n=4 per cada seqiiéncia i una n=2 per les cél-lules no transduides (No Transd).
Les linies horitzontals indiquen la mediana i els asteriscs indiquen diferencies significatives
respecte la transduccié amb el Lenti-WT (*p<0,05; test U de Mann-Whitney).
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Els valors més alts d’activitat TP es va obtenir a les cél-lules transduides amb el
Lenti-WT (13.216 nmols Thy/h - mg prot). La transduccié amb el Lenti-NoCGD va
donar lloc a valors d’activitat TP de mitjana de 5.416 nmols Thy/h - mg prot.
Finalment, la transduccié amb el Lenti-NoCGA (1.353 nmols Thy/h - mg prot) i el
Lenti-NoCGWT (1.267 nmols Thy/h - mg prot) van donar lloc a activitats TP similars

i molt baixes en comparacié amb el Lenti-WT (Figura 5.41c).

El ratio entre els nivells dARNm i el VCN van donar inferior en totes les seqliéncies

modificades respecte el ratio de la transduccié amb la sequéncia WT (Figura 5.41d).

Quan vam normalitzar I'activitat TP entre els nivells ’ARNm vam veure que per totes
les sequéncies optimitzades, aquest ratio era igual a I'obtingut per la seqiéncia WT

excepte per la seqiiéncia NoOCGWT. (Figura 5.41e).

Finalment, quan vam calcular l'activitat per VCN, no hi havia cap seqiiéncia que
superés la WT (892 nmols Thy/h - mg prot - copia), i la sequiéncia WT sense CG (641
+ 59 nmols Thy/h - mg prot - copia) va ser la que més es va acostar al valor de la

sequéncia WT (Figura 5.41f).
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El MNGIE és una malaltia cronica i progressiva que afecta principalment el sistema
digestiu, el sistema nervios periféric, el mascul esquelétic i, de forma asimptomatica,
el cervell. La malaltia té uns efectes devastadors en els pacients causant la mort de
forma prematura [11]. La causa genética del MNGIE s6n mutacions en el gen TYMP
gue codifica la TP [1]. Aquest enzim catalitza la degradacié dels nucleodsids dThd i
durd a timina i uracil, respectivament i per tant, en pacients de MNGIE, aquests
nucleodsids s’acumulen i resulten toxics per la replicacié i manteniment de 'ADNmt.
Per aquesta rag, totes les terapies proposades pel tractament de MNGIE han anat
dirigides a reduir els nivells sistémics de nucleodsids, ja sigui eliminant-los directament
de la circulacio via dialisi, o bé terapies de substitucid enzimatica. | fins ara, les
uniques alternatives terapéutiques on s’ha observat una correccié bioquimica i una
lleugera millora clinica a llarg termini han estat el transplantament de cél-lules mare
hematopoetiques [76,77,79] i el transplantament de fetge [86,89,91]. Tot i aixi,
aquestes dues terapies tenen un risc considerable de mortalitat associat al propi
procediment. També presenten altres inconvenients, com ara la dificultat de trobar
donants compatibles, que fa que sigui necessari seguir buscant alternatives
terapéutiques. A més, el fet que el MNGIE sigui una malaltia progressiva, fa
necessari actuar quan abans sigui possible, millor inclis si el pacient encara no
presenta simptomes, ja que un cop desenvolupats els simptomes, alguns d’ells sén
de reversié molt lenta després d’un tractament o fins i tot irreversibles [77]. En aquest
sentit, un pacient que encara no presenta simptomes podria ser reticent a sotmetre’s

a un transplantament sense tenir-ne la necessitat immediata.

Per a substituir les opcions terapeutiques que estan disponibles actualment, en els
Ultims anys, hem proposat diferents estrategies de terapia génica per al tractament
del MNGIE. En primer lloc vam proposar un vector lentiviral SIN de tercera generacio
dirigit a les cél-lules mare hematopoétiques en una estratégia de tractament ex vivo
[96,97], i en segon lloc una terapia génica mediada per un vector adenoassociat

dirigit al fetge en una estratégia de tractament in vivo [98,100].

Aquestes terapies han demostrat la seva efectivitat en el model de ratoli de la
malaltia, perd aquest model esta molt limitat degut a que presenta un fenotip gairebé
exclusivament bioquimic. A més, de cara a la translacio des dels estudis preclinics a

la practica clinica, la terapia génica ha de superar un seguit de barreres en I'escalat
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tant de produccié dels vectors, adaptacié de la dosi o resposta immunitaria que fa
molt necessari optimitzar el vector perquée aquest sigui el maxim potent. Un vector
amb molta poténcia permetra una bona eficacia amb dosis més baixes, la qual cosa
reduira els costos de la terapia i minimitzara els riscos immunologics i d’altres tipus

que es podrien associar a I'administracié de dosis altes del vector als pacients.

Davant aquesta situacio, en aquesta tesi hem decidit abordar aquests dos aspectes
de l'actual recerca en terapia genica per al MNGIE. D’una banda, hem utilitzat una
estrategia de millora del model animal, mitjangant I'administracié cronica de
nucledsids, que accentua el seu fenotip funcional [104], per intentar demostrar que
la terapia génica no només millora el fenotip bioquimic de la malaltia, siné que també
pot demostrar in vivo potencial de millora clinica. D’altra banda, hem buscat una
sequencia optimitzada del gen TYMP que maximitzi la seva expressio i que també

redueixi els seus riscos immunologics.

6.1. EFECTE DE L’EXPOSICIO A NUCLEOSIDS EN EL MODEL dKO

Quan es va generar el model animal de MNGIE, inicialment es va descriure
I'existéncia d’una série de desajustos bioquimics que consistien en la falta d’activitat
TP (excepte en fetge on queda una activitat residual degut a I'expressié del gen
Upp2), una acumulaci6 moderada de nucledsids a nivell sistémic, i un petit
desequilibri en el pool de dNTPs. A més d’aquests desequilibris bioquimics, es van
observar alteracions moleculars i signes de disfuncié mitocondrial com ara depleci6é
d’ADNmt en cervell, deficiéncies en la cadena respiratoria i encefalopatia. Tot i aixo,
llevat dels desequilibris bioquimics que sén clars i sostinguts durant tota la vida dels
animals, els altres trets fenotipics més funcionals (que poden modelitzar millor la
presentacio de la malaltia) eren molt subtils i només apareixien en ratolins molt vells
[60]. De fet, son trets tan elusius que els mateixos ratolins no presentaven aquests
trets fenotipics funcionals en el nostre grup de recerca [97,104], la qual cosa és
probablement deguda a diferents condicions de la colonia (alimentacié, localitzacio,
entre altres possibles condicionants ambientals. I, en tot cas, el model no reprodueix
altres trets caracteristics de, MNGIE, com ara les alteracions gastrointestinals o el

fenotip muscular i neuropatia periférica.
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Un dels motius que pot justificar la falta de fenotip del model podria ser que
I'acumulacié sistémica de dThd i dUrd en ratolins dKO no arriba a ser tant acusada
com en humans on es passa de nivells indetectables d’aquests metabolits en plasma
de persones sanes (<0.05 pM), a nivells tipicament d’entre 3 i 25 uM [54]. Mentre
que en els ratolins d’'acord amb el que s’havia observat anteriorment [99,100], els
nivells de dThd i dUrd en plasma en condicions normals ja es troben al voltant de 2-
5 uM, i els del dKO es van situar aproximadament 3 vegades més alts [98]. Per tant,
en humans s’observen acumulacions de nucleodsids plasmatics de més 500 vegades

els nivells WT, per només 3 vegades en els ratolins.

A l'any 2014 es va publicar un model millorat que consisteix en I'exposici6é cronica
del model dKO a dThd i dUrd, subministrant-los a l'aigua de beguda, el qual
reprodueix alguns trets fenotipics clinics similars als pacients [104]. Aix0 ens va
proporcionar una eina per ampliar els nostres estudis preclinics de terapia génica pel
MNGIE amb rAAV dirigits al fetge, i aportar resultats addicionals de la seva eficacia
més enlla de la restitucié de I'equilibri bioquimic. Com ja s’havia observat préviament
[104], 'administracié oral cronica de dThd i dUrd agreuja 'acumulacié sistémica
d’aquests nucleosids a plasma i a diversos teixits, com al fetge, al cervell i a l'intesti
prim, sent aquest darrer on vam observar les majors concentracions. No obstant,
lincrement provocat per la sobreexposicidé a nucledsids no arriba als nivells
anteriorment observats [104]. En el nostre cas, els nivells de nucleosids en fetge i
cervell de ratolins dKO exposats estaven al voltant de 10 vegades la concentracio
dels WT i al voltant de 300-500 vegades en intesti, en front dels increments reportats
a l'article original de 800 vegades en fetge, 80 en cervell i 2.000 en intesti [104]. Una
altra diferéncia que vam observar respecte la publicacio original és que nosaltres
vam poder detectar nivells de dThd i dUrd en tots els teixits analitzats de ratolins WT.
Aquestes discrepancies es podrien deure al fet que durant el processament de la
mostra per la determinacié dels nucleodsids, nosaltres hem utilitzat inhibidors de
I'activitat timidina fosforilasa (TPl en el cas del fetge i 5-amino-6-bromouracil en el

cas de l'intesti prim) per prevenir la degradacio in vitro que pugui tenir lloc.

En pacients de MNGIE, I'increment sistémic de dThd i dUrd provoca un desequilibri
del pool de nucleodtids mitocondrials que consisteix en l'increment de la concentracio

de dTTP i la deplecio del dCTP i que finalment es provoca mutacions puntuals,
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delecions multiples i deplecié en TADNmt [63]. En el cas del model dKO, I'exposicié
a nucleosids en ratolins dKO va provocar un increment en la concentracié del pool
de dTTP mitocondrial (fetge i cervell) i una disminucié del pool de dCTP mitocondrial
(fetge), imitant els desajustos bioquimics presents en els pacients de MNGIE. A més,
els nivells de dThd hepatics i cerebrals van correlacionar amb el desequilibri del pool
de nucleodtids mitocondrials observats en aquests teixits. No obstant, no vam
observar una deplecié de TADNmt en cervell, probablement degut a que tampoc no
observavem de deplecié del dCTP en aquest teixit, ja que ambdues s’observaven en
la descripcié del model [104], i s’ha relacionat la disminucié del pool de dCTP induida
per I'excés de dThd amb la deplecié de TADNmt en pacients de MNGIE [63].

Un altre efecte préviament no descrit que vam detectar derivat de I'exposicié a
nucleosids és que provocava un increment de 'activitat TP en fetge, tant en ratolins
WT com en ratolins dKO. Tot i aixi, si que s’ha descrit que en cultius de cél-lules
humanes pot haver-hi un increment de I'expressio de TP induit per 'exposicié a dThd
0 a analegs de nucledsids com I'AZT [220]. En animals WT, I'activitat TP en fetge es
va triplicar degut a I'exposicid a nucleosids. Per a intentar determinar si I'origen de
lincrement en l'activitat TP es devia a una regulacié transcripcional, vam determinar

els nivells dARNm dels gens que poden donar lloc a una activitat TP.

En ratolins hi ha tres enzims amb activitat timidina fosforilasa: 'enzim TP, codificat
per Tymp, i les isoformes 1 i 2 de I'enzim UP, codificades pels gens Uppl i Upp2. No
vam observar que els nivells ’ARNm de cap dels 3 gens variessin degut a I'exposicié
a nucleosids en els ratolins WT. Per altra banda, els gens Tymp i Upp1l es troben
inactivats els ratolins dKO, de manera que 'augment de I'activitat TP (8 vegades
superior a la dels dKO no exposats) només es pot donar a costa de la isoforma 2 de
la UP, codificada per Upp2. No obstant, en aquest cas tampoc vam observar un
increment del nivells dARNm d’Upp2. En els ratolins dKO no vam detectar TARNm
de Tymp, ja que la modificacid genética en aquest gen, que consisteix en una
insercié de 34 pb al exé 4, genera un canvi de marc de lectura que provoca I'aparicié
d’'un codd stop 12 aminoacids després donant lloc un ARNm susceptible de ser

degradat amb el mecanisme de nonsense mediated decay [221].

Curiosament, vam observar que els nivells d’expressi6 del gen Upp1l en ratolins dKO

eren de 4 vegades els nivells dels WT, independentment de I'exposicié a nucledsids.
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L’ARNm d’'Uppl no sembla ser subjecte del mecanisme de nonsense mediated
decay i no ho vam poder comprovar si 'TARNm resultant és susceptible de ser-ho ja
que no disposem de la seqiiéncia del gen KO. En l'article on es va generar el model
KO per Uppl no es descrivia detalladament la modificacié [103] i per tant vam
intentar sequenciar el gen. Vam observar que I'exé 5 estava interromput per insercio
el gen de resisténcia a la neomicina sota I'accié d’'un promotor de la fosfoglicerat
quinasa 1 perd no vam poder definir quin seria 'ARNm transcrit resultant (Figura
6.1). Com que la sonda predissenyada que vam utilitzar per a mesurar els nivells
d’ARNm d’'Upp1 esta situada en una zona del gen on no hi ha la modificacio, vam
ser capagos de detectar ’TARNm transcrit a partir del gen modificat per g°PCR i no
podem descartar que lincrement de 4 vegades que es tracti d'un mecanisme
compensatori del propi dKO. Tot i que s’incrementi 4 vegades I'expressié d’Uppl,
estariem dirigint 'expressié d’un gen incomplert i per tant, no tindria cap efecte sobre

els nucleosids ni el model.

I1 I2 I3 14 I5 16 17 I8
1kb 6kb 3.9kb 2kb 1.4kb 1.35kb 0.24kb 0.7kb
. E1 E2 E4 E5 E6 E7 E8 E9
wia oo 8
Assay
I1 12 I3 I5 16 17 I8
1kb 6kb ?kb 1.4kb 1.35kb 0.24kb 0.7kb

E1l E2 Neo gene ESl E6 E7 E8 E9
Knock-out E 1_6%, 21pb 210bp 147bp 205bp

Assay

Figura 6.1. Gen Uppl de ratoli. Gen Uppl WT a dalt i gen Uppl KO a sota.

Com que no vam observar diferéncies a nivell transcripcional que expliquessin
'increment d’activitat TP en els dKO, vam intentar de trobar I'explicacié en canvis
d’expressido a nivell post-transcripcional d’'UP2 determinant els nivells proteina
mitjancant western-blot. No hi ha cap anticos contra UP2 monoclonal disponible al
mercat, i per aquesta rad vam utilitzar un anticos monoclonal contra UP1 aprofitant
I'alta homologia que presenten aquestes dues proteines (64%). L’anticds que vam
utilitzar va resultar inespecific ja que observavem banda en tots els grups d’animals,

incloent els dKO no exposats.
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No estan descrites modificacions posttraduccionals sobre la proteina TP. La TP no
esta glicosilada i tot i que té una seqiiéncia consens de fosforilacié de la proteina
quinasa C, s’ha observat que in vivo no es fosforila [222]. Recentment, s’ha descrit
que la dThd en excés podria inhibir la degradacié mediada per ubiqiitines de la TP,
ja que s’ha observat aquest fet en cultius cel-lulars de reticulocits humans en
diferenciacié [223]. Aquest podria ser un mecanisme que justifiqui I'augment
d’activitat TP en els WT. En el cas del dKO, podria ser que actués algun mecanisme
similar per la UP2, ja que necessariament, I'increment d’activitat TP s’ha de deure a

un increment d’'UP2.

Un dels trets més caracteristics dels pacients de MNGIE és que desenvolupen
leucoencefalopatia en la ressonancia magnética de cervell [11], perd aquest tret
practicament no s’observava en ratolins dKO. En aquest sentit, l'interés del model
exposat rau en el fet que, d’acord amb el que es mostra en larticle original que
descriu I'efecte de I'administracié cronica de nucledsids [104], esperariem que els
ratolins dKO exposats presentessin fenotip cerebral i intestinal [104]. A diferéncia de
I'estudi original, els ratolins dKO exposats no exhibien fenotip intestinal en els nostres
experiments (discutit més endavant). Tampoc no hem detectat diferéncies
consistents d’hiperintensitat en parénquima cerebral en imatges obtingudes per MRI
ponderades en T2 entre WT i dKO. Tot i aixi, 'administracié cronica de dThd i dUrd
si que va provocar el desenvolupament d’un fenotip cerebral observable per MR, tot
i que, a diferencia del que es va publicar anteriorment, les nostres alteracions no es
trobaven en la zona parenquimatosa siné en els ventricles cerebrals. Concretament,
les analisis combinades de mapes de T2 i d'imatges d’alta resolucié ponderades en
T2 ens van mostrar que les zones hiperintenses coincidien amb les regions
corresponents als ventricles laterals i al tercer ventricle, com les regions que es veien
afectades en l'estudi original [104], i s’observava un augment del volum dels
ventricles, pero sense transferéncia de liquid cefalorraquidi a la zona periventricular,

cosa que si s’observa en altres models de hidrocefalia més servers [224].

El fenotip neuromuscular dels ratolins dKO exposats es completava en la publicacié
original amb un deteriorament de la funcié neuromuscular, un deteriorament de la
capa muscular de lintesti prim, aixi com una disminucio de la supervivéncia dels

animals [104]. Vam utilitzar el test Rotarod per avaluar la funcié neuromuscular [225].
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Aquest sistema s’ha utilitzat per avaluar la coordinacié i la funcidé motora en altres
models de malalties neuromusculars, com per exemple la malaltia de Pompe [225] i
en la descripcié d’aquest model s’havia observat que els ratolins dKO exposats
tenien temps de laténcia menors que els ratolins WT [104]. En el nostre estudi els
ratolins dKO exposats també presentaven un temps de laténcia en el Rotarod menor
que el dels WT a les 25 setmanes d’edat, la qual cosa indica un deteriorament de la
funcié neuromuscular i de la coordinacié. A més, aquest valor va correlacionar amb
el volum dels ventricles a les 84 setmanes, associant la hidrocefalia amb defectes
en la funcié motora. No obstant, una de les limitacions d’aquest metode és que el
pes dels animals pot influir en els resultats d’aquest test, i aixd0 impedeix realitzar
aguesta prova en els animals més vells, que son els que presenten les alteracions

per MRI, ja que a edats avancades els ratolins arriben a pesar al voltant de 50 g.

A diferencia de I'observat en 'estudi original [104], nosaltres no vam detectar ni una
disminucio de la supervivéncia dels animals ni disminucié del seu pes. Es dificil
explicar aquestes diferéncies respecte la descripcié original del model, possiblement
es degui a una série de factors dificilment controlables. L’estabulacié dels ratolins
es va fer en ambients diferents en els dos estudis (diferent estabulari, diferent model
i materials de gabia i molt probablement diferent alimentacié) i condicions
intrinseques de la coldnia (un possible biaix genétic entre la colonia WT i la dKO que
és dificil d’evitar en un model doble KO). De fet, aquest fenotip és elusiu inclds en
I'article on es descriu el model dKO millorat, ja que les diferéncies de pes observades
als 17 mesos, es perden als 21 mesos [104]. En el nostre cas, quan vam comparar
el pes dels animals a les 75 setmanes (en aquest punt tots els ratolins es trobaven
en moments previs a la MRI) tampoc vam observar diferéncies entre els diferents

grups.

Pel que fa al fenotip intestinal, vam observar una lleugera deplecié en el nimero de
copies d’ADNmt en aquest teixit (estadisticament significativa, perd de magnitud molt
discreta). En canvi, I'andlisi histoquimica no va revelar diferéncies en la preséncia de
col-lagen en la capa muscular de I'intesti prim entre els diferents grups, indicant que
I'exposicié a nucleodsids no provocava dany tissular a aquest nivell. La disminucié en
el nimero de copies dADNmt es va detectar en homogenat de teixit intestinal (prim)

total, que barreja les diferents capes anatomiques, pero no sabem si la deplecié es
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concentra en les capes musculars de I'intesti, que és on s’ha observat en necropsies
de pacients [26,27]. | també és on es va observar acumulacié de col-lagen en la

descripcio original del model [104].

Com a resum general d’aquesta part, podem concloure que I'exposicié a nucleodsids
reforca el fenotip bioquimic i neuromotor del model muri dKO de MNGIE. Les nostres
observacions en aquest sentit en gran mesura consistents amb els resultats publicats
[104], tot i que una part dels efectes reportats en I'estudi inicial no va ser replicada
en el nostre estudi, probablement degut a un canvi de les condicions ambientals
d’estabulacio i de deriva temporal en la colonia de ratolins (probablement genética).
Tot i aixi, es tracta d’'un bon model per observar si el tractament amb rAAV és capag

de corregir o prevenir el fenotip.

6.2. TERAPIA GENICA EN EL MODEL dKO EXPOSAT

L’eleccid del fetge com a teixit diana per a la terapia génica del MNGIE és deguda
tant a les caracteristiques de la malaltia, com a les caracteristiques del propi drgan.
El MNGIE és una malaltia provocada per 'acumulacio sistémica de dThd i dUrd, que
es tracta de molecules petites no idniques que difonen a traves de les membranes
cel-lulars a través de transportadors especifics. Per tant, no hi ha un teixit diana
concret que els hagi d’eliminar, mentre s’eliminin a nivell sistémic. En quant al fetge,
com ja s’ha comentat en la introduccid, és un teixit molt interessant a nivell de terapia
génica basada en rAAV degut al tropisme natural dels serotips [153], a 'alta taxa de
transduccié dels hepatocits, a que es tracta d’un teixit quiescent [163] i a que és

capag d’induir tolerancia del transgén a nivell immunitari [164].

Per aquesta rad, a part d’escollir el serotip 8, que presenta un tropisme natural al
fetge, la majoria dels vectors que hem estudiat fins al moment contenen promotors
dirigits al fetge. En concret hem provat 2 promotors hepatics: el TBG, i el casset
ApoE-AAT, enhancer-promotor (o la seva versié reduida HLP) [226]. El casset ApoE-
AAT s’ha utilitzat en diversos estudis basats en AAV [227,228]. Tots els vectors van
ser efectius en produir una millora bioquimica eficient tot i que el vector amb I'AAT
va ser el que va induir una major activitat TP en fetge i la normalitzacié dels
nucleodsids a la dosi més baixa en el model dKO [100]. També vam testar si la

conformaci6é auto-complementaria del vector aconseguia una expressio més alta i
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rapida, tal i com esta descrit [170] i no vam observar aquesta millora. Addicionalment,
i amb l'objectiu d’expandir I'expressio de TP a altres teixits vam utilitzar un promotor
constitutiu, el hPGK (promotor de la fosfoglicerat quinasa), tot i que tampoc va
resultar amb una millora en comparacié a I'efecte observat amb els promotors
hepatics [100]. En aquest estudi, hem aprofitat la disponibilitat d’'un model millorat de
la malaltia per a corroborar la viabilitat de la terapia génica pel MNGIE i si algun
d’aquests constructes és capag de prevenir el fenotip neuromuscular observat en els

ratolins dKO exposats a sobrecarrega de nucledsids.

6.2.1. RESTAURACIO DE L'ACTIVITAT TP EN EL MODEL DE RATOLI

L’administracié d’una sola injeccié intravenosa dels diferents vectors AAV8 va
resultar en un increment de l'activitat TP i del VCN en fetge. En tots els rAAVs,
aguests dos parametres augmentaven de manera dosi depenent, perdo aquest

increment no va ser lineal.

Els valors de VCN obtinguts en aquest estudi s’ajusten als VCN publicats per altres
autors [229,230] i per nosaltres mateixos [99]. En aquest estudi, a la dosi més baixa,
vam poder determinar un increment tant en el VCN com en I'activitat, cosa que no
haviem observat en I'estudi anterior (on la dosis més baixa testada era inferior que
en el nostre cas) [100]. També hem observat com la correccié bioquimica es manté
durant tota la vida del ratoli en els animals tractats amb rAAV (consistent amb els
resultats de I'estudi anterior [99]), tot i que anteriorment també haviem observat una
lleugera dilucié tant del VCN com de l'activitat TP en els animals vells, que també és
esperable en el nostre cas. Pel que fa a la comparacié entre vectors, no vam
observar diferéncies significatives entre el VCN de cap dels vectors a les dosis de

2-10%2i 10% vg/kg (que eren les dosis en les podiem comparar els 3 vectors).

Quan vam comparar els valors d’activitat TP normalitzats per VCN vam observar que
aguests disminuien a mesura que augmentava la dosis. Addicionalment, quan vam
fer una representacido XY dels valors d’activitat en funcié del VCN, els punts
s’ajustaven a una corba semilogaritmica. Per tant, tots aquests parametres ens
indiqguen que vam tenir un efecte de saturaci6 a mesura que augmentava la dosi.
Aquest fenomen, on a mesura que s’augmenta la dosi la quantitat de transgen

normalitzada per copia del vector disminueix, ja 'haviem observat anteriorment en
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estudis nostres anteriors amb els mateixos vectors [100] i també s’havia observat en
altres estudis per I'hemofilia (on utilitzaven aquest mateix serotip (AAV8) per a
transduir el fetge amb transgén sota el control dels promotors hepatics HLP o LP1)
[158,229]. Una explicacié podria ser, tal i com s’ha proposat en aquests estudis
esmentats, que la preséncia de mudltiples copies dona lloc a la formacié de
concatémers i aixi promou una disminucié de I'expressié del transgén via repeat-
induced gene silencing [231]. Aquest és un mecanisme epigenétic que podria
constituir una resposta contra les infeccions virals, on normalment diverses copies
del virus entren a una mateixa cél-lula, i s’ha observat que esta present en fongs,

plantes, Drosophila, nematodes, mamifers i cél-lules humanes en cultiu [232].

L’analisi del ratio activitat TP entre VCN va indicar que 'AAV-AAT era el vector més
eficient, ja que és el vector que amb el mateix nimero de copies és capac¢ de donar
lloc a una activitat TP més alta. Tots aquests resultats reforcaven els nostres
resultats previs on haviem vist que a curt termini, el vector AAV-AAT també era el

més efectiu [100].

Esta descrit que la conformacié auto-complementaria dona lloc a una expressiéo més
rapida i eficient del transgén [170]. No obstant, en el nostre cas, la utilitzacié d’'un
SCAAV no va comportar un increment de la taxa de transducci6 si ens fixem amb el
VCN, i tampoc ho haviem vist anteriorment [100]. A més, un dels avantatges de I'is
del scAAV és que pot conduir a una expressio més rapida del transgen, cosa que
tampoc vam veure en un estudi anterior, on el vector que reduia els nucledsids en
plasma de manera més rapida va ser TAAV-AAT [100]. Una possible explicacié de la
falta d’eficiéncia del scAAV és que també esta descrit que aquesta conformacio
promou una activacié més alta de la resposta immunitaria innata via TLR9, conduint

a una eliminacio del vector [174].

Els valors d’activitat obtinguts en tots els vectors en totes les dosis van superar els
valors d’activitat TP de fetge dels animals WT, arribant a multiplicar aquest valor per
53 en el cas de 'AAV-TBG, per 75 amb el vector AAV-AAT i per 40 amb 'AAV-HLP,
guan els ratolins dKO van ser tractats amb la dosi més alta. A més, en el nostre cas,
aquesta sobreexpressio no es va traduir en un efecte invers en el pool de dTTP en
el fetge, ja que els ratolins tractats amb rAAV recuperen valors de dTTP tipics

d’animals WT. En un estudi anterior, on vam observar una reducci6 dels nivells de
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dTTP deguda al tractament amb rAAV, aquesta disminucié no es va traduir en una
deplecio de ’TADNmt en fetge [100].

Tot i aixi, que s’obtinguin activitats TP més altes que la WT no seria un problema, ja
gue comparat amb un fetge huma (1.600-2.000 nmols Thy/h - mg prot) [55], un fetge
de ratoli WT presenta una activitat TP bastant inferior. A més, esta reportat que la
transduccio amb rAAV del fetge de ratolins és 20 vegades superior a la transduccio
dels hepatocits humans [233,234] el que fa pensar que aquesta expressio de TP no

seria tant alta en persones.

A més, en una futura aplicacié de la terapia génica en humans, és esperable que es
necessitin activitats TP més altes que les d'un fetge sa per a restituir la homeostasi
bioquimica. Ja que la concentracid de dThd i dUrd en plasma després d’un
transplantament hepatic no disminueix a valors indetectables de persones sanes en
tots els casos [89,91] i per exemple, en els 2 casos de transplantament de fetge de
pacients de MNGIE en el nostre hospital, la concentracié plasmatica de dThd i dUrd
en els pacients trasplantats es manté entre 0,3 i 1,0 uM (dades nostres no
publicades). La sobreexpressié del gen podria ser més greu si es tractés d’'una
terapia génica dirigida a un altre érgan, per exemple el muscul esquelétic, on s’han
reportat altes respostes immunes contra el transgén [235-237]. No obstant, el fetge
€s un organ capa¢ d’induir tolerancia especifica al transgén, un efecte que s’ha
descrit que esta mediat per les cél-lules T reguladores [238—-240]. Totes aquestes
raons fan pensar que aquesta sobreexpressié de TP no seria preocupant en la

translacio d’aquesta terapia en humans quan es dirigeix al fetge.

Els nostres vectors estan pseudotipats amb la capsida de 'AAV8, que injectat via
intravenosa transdueix majoritariament el fetge [153]. A més, els tres cassets
d’expressio tenen especificitat hepatica, tot i que I'AAT (i el HLP, donat que es tracta
d’'una versié reduida de I'AAT) també pot induir un cert grau d’expressié en altres

teixits com ronyons, estomac, pancrees, cervell, ovaris i timus [229,241,242].

El cervell i el muscul esquelétic s6n dos teixits que en animals WT presenten una
activitat TP molt baixa i en animals dKO una activitat TP indetectable. El tractament
amb rAAV no va provocar un augment d’activitat en aquests teixits excepte en alguns

casos puntuals, cosa que ja haviem vist anteriorment [100]. En canvi en el cas de
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l'intesti prim, si que vam observar de manera consistent un increment d’activitat TP
gue augmentava amb la dosi en els 3 vectors. Tot i aixi, com que l'intesti en ratoli és
un dels organs que presenta una activitat TP més alta, no vam arribar a valors WT
en cap dels ratolins dKO tractats. Com que s’ha reportat expressio il-legitima
d’aquests promotors en teixits no hepatics [229,241,242], en tots els ratolins i teixits
on puntualment es van assolir valors d’activitat superior al rang d’activitat TP dels
animals dKO en aquell teixit vam intentar determinar per gPCR la preséencia tant de
'ADN del vector, com de 'ARNm resultant de la seva transcripcid. No obstant, i
també de manera analoga al que haviem observat anteriorment [100], no vam ser
capacgos de veure una transduccié fora del fetge en cap cas a nivell ’ADN. En canvi,
a nivell 'ARNm en algun cas vam poder observar nivells detectables de la
transcripcié del vector, tot i que no de manera consistent, ja que no correlacionava
amb aquells teixits i animals on l'activitat TP era més alta. La preséncia de TP en
teixits no hepatics (o0 dARNm que codifica per la TP) podria explicar-se per una
exportacié d’exosomes des del fetge en forma d’ARNm o proteina [243]. Els
exosomes son vesicules extracel-lulars que s’utilitzen com a vehicles per la
comunicacio entre cél-lules, i per intercanviar compostos, incloent acids nucleics i
proteines [244]. | concretament, ja s’ha observat que la TP pot esta present en
exosomes derivats de plaquetes, del tim i de cél-lules de cancer de nasofaringe [245].
En el nostre cas, els resultats obtinguts es podrien explicar per una barreja
d’exosomes contenint o bé ARNm o bé proteina directament. En tot cas, 'activitat
extra hepatica es troba en casos aillats, i és tan baixa que no té cap rellevancia

funcional en el context d’aquest treball.

6.2.2.RESTAURACIO DE L’HOMEOSTASI BIOQUIMICA

En tots els treballs de terapia génica del MNGIE mediada per rAAV publicats fins ara,
I'eficacia del tractament s’ha avaluat en base a la seva capacitat de reduir les
concentracions de nucledsids en ratolins dKO, tot i que les acumulacions sén molt
petites comparades amb pacients [98—100]. A més, és dificil poder establir un efecte
dosi depenent, ja que a partir d’'una mateixa dosi no es veu una major reduccio de
nucledsids. Amb el model de sobrecarrega esperavem poder detectar quines dosis
produien reduccions similars a les necessaries en pacients tot i que vam trobar

alguns problemes.
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En la caracteritzacid inicial del model dKO amb sobrecarrega de nucledsids es va
mesurar la concentracié de dThd i dUrd en mostres de necropsies Unicament a punt
final, mostrant una elevada variaci6 en la concentracié d’aquests nucleosids,
sobretot en alguns teixits com I'intesti prim [104]. Al nostre estudi hem intentat fer un
seguiment in vivo al llarg del temps de la concentracié plasmatica d’aquests
nucleodsids per monitoritzar I'efecte del tractament i hem detectat que la via de
sobreexposicid a nucledsids no permet mantenir uns nivells de dThd i duUrd
constants. Com vam veure en els estudis de farmacocinética la concentracié de dThd
i dUrd en plasma augmenta rapidament després d’'una administracié oral d’aquests
nucleosids, perdo també disminueix rapidament, amb tota probabilitat degut a
excrecio urinaria, ja que s’ha vist en pacients i en algunes mostres d’orina de ratoli
que es poden excretar concentracions fins i tot 100 vegades superiors a les
observades en la sang [67,68]. Donat que el suplement de dThd i dUrd es dona a
través de l'aigua de beguda, de la que disposen ad libitum, els nivells de nucledsids
circulants depenien en gran mesura de quan cada animal havia fet la darrera ingesta
d’aigua abans de l'extraccié de la mostra. Les ingestes d’aigua dels ratolins
normalment ocorren durant la nit, coincidint amb el seu periode de maxima activitat
dels ratolins. Tot i que posteriorment vam poder reduir la variabilitat d’aquests
resultats controlant I'hora de 'extraccié de sang, limitant-la a entre les 8 i les 9 del
mati, els resultats obtinguts seguien sent dispersos degut a la dificultat de controlar
I'dltima ingesta de cada ratoli, la qual cosa limitava la nostra capacitat d’avaluar

I'efecte del tractament.

Aix0 ens va fer introduir un experiment d’estudi farmacocinétic de la dThd i dUrd, per
tal de determinar d’'una manera controlada certs parametres que es poguessin
prendre com a indicadors de la poténcia in vivo de cada tractament amb AAV. Els
resultats van mostrar una clara resposta al tractament amb rAAVs dels tres
parametres farmacocinétics estudiats (pic de concentracié, area sota la corba, i
temps per assolir les concentracions de WT) d’'una forma dosi-depenent. El vector
més efectiu per reduir els nivells de nucleosids en plasma va ser I'AAV-AAT. Aquest
fet coincidia amb que 'AAV-AAT, també va ser el vector que va proporcionar una
activitat TP més alta en fetge aixi com una normalitzacié dels nivells de nucleosids i

dNTPs en els diferents teixits.
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La major acumulacié de nucleosids es va observar, d’acord amb el que s’havia
reportat anteriorment [104], en l'intesti prim, probablement degut a la preséncia dels
nucleodsids ingerits que encara no han passat a la sang. Una de les limitacions del
nostre tractament, va ser que no vam aconseguir reduir les concentracions de
nucleodsids en aquest teixit, probablement degut a que la nostra terapia esta dirigida
al fetge i en lintesti prim, els nucledsids acaben de ser ingerits encara no han estat
incorporats a I'espai vascular ni han passat pel fetge, i per tant, I'efecte catabolic de
la TP introduida a través del transgén no els pot afectar. Ja haviem observat
anteriorment que amb el tractament amb rAAV no aconseguiem una restauracio
completa als nivells WT de dThd i dUrd en lintesti prim [100]. Aquest fet es veu
agreujat en el nostre model amb sobrecarrega ja que continuament els ratolins estan
ingerint nucleosids en altes concentracions. Malgrat aixo, aquest fet no va provocar
en el nostre cas un dany en la capa muscular de l'intesti, al contrari del que es va
observar anteriorment en aquest model [104] i com s’observa en els pacients de
MNGIE [26,27]. El nostre estudi histoquimic d’aquest teixit no ens va permetre

observar un increment de la fibrosis en aquesta regio6.

Els desequilibris en els dNTPs mitocondrials induits per la sobrecarrega de
nucleosids tipics del MNGIE es van corregir en fetge com a conseqiiéncia del
tractament amb rAAVs. Es a dir, l'increment del dTTP i la deplecié del dCTP
provocats per l'exposicid a nucledsids es va corregir majoritariament amb el
tractament, tornant en la majoria de casos a valors WT. Tot i aixi I'increment de dGTP
degut a sobrecarrega de dThd i dUrd no es va reduir amb cap vector ni dosi.
Desconeixem, a qué es deu aquest desequilibri de dGTP ja que la sintesi del dGTP
en principi, no esta directament relacionada amb el metabolisme de les pirimidines.
No obstant, I'expansio del pool del dGTP també s’ha observat en els animals WT
tractats amb sobrecarrega tant d’aquest estudi com en la descripcid original del
model [104], en altres estudis amb el model dKO [92,97], i en estudis in vitro amb la
linia cel-lular Hela [246]. En cervell en canvi, només vam observar diferéncies en el
dTTP que es van corregir parcialment amb el tractament. El fet que la diana de la
nostra terapia sigui el fetge pot ser una ra6 dels efectes moderats observats en
cervell. A més, nosaltres vam tractar el cervell com un tot a 'hora de mesurar els

dNTPs i aixi pot emmascarar efectes locals en diferents estructures del cervell.
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6.2.3. RESTITUCIO DEL FENOTIP NEUROMUSCULAR | RADIOLOGIC.

Tal i com s’ha discutit anteriorment en l'apartat 6.1, I'exposicié a nucleosids va
provocar en els ratolins un fenotip neuromuscular i radiologic que presenta algunes
semblances a alguns trets fenotipics observats en els pacients de MNGIE. Gracies
a aix0d vam poder demostrar per primera vegada que la terapia génica utilitzant rAAV
també era capa¢ de prevenir els trets fenotipics no purament bioquimics que
presenta aquest model millorat. Els ratolins dKO exposats a dThd i dUrd tractats amb
els vectors AAV-HLP i AAV-AAT van restituir el volum normal dels ventricles
cerebrals en la MR, i aquest efecte també es va observar parcialment amb el vector
AAV-TBG (encara que no estadisticament significatiu). A més, si agafem tots els
ratolins, la concentracio de dThd en cervell i el volum del ventricle correlacionen,
reforcant la idea que la normalitzacié bioquimica esta relacionada amb una

normalitzacié del fenotip radiologic cerebral.

Els resultats obtinguts amb el test de Rotarod sobre la funcié neuromuscular apunten
també a una recuperacié del fenotip neuromuscular, tot i que aquesta normalitzacio
només va ser estadisticament significativa amb '’AAV-TBG 10%? vg/kg i AAV-HLP
2-10*2 vg/kg. No obstant, gran part dels ratolins recuperen valors a dins del rang dels
WT i és la dispersi6 dels resultats el que impedeix observar diferéncies significatives.
Com ja s’ha comentat anteriorment, una de les limitacions d’aquesta prova és la
dispersio provocada per la diferéncia de pes entre ratolins cosa que no permet repetir
la prova en ratolins més vells, quan I'efecte de la sobreexposicié a nucledsids es fa

més evident i quan s’observen les alteracions dels volums ventriculars cerebrals.

Creiem que és important destacar aqui que, més que la magnitud de les correccions
observades (sobre un fenotip induit que segueix sent discret), 'important és mostrar
que la terapia genica esta alterant el curs fenotipic del model en la seva vessant
“clinica”. La demostraciéo que aquesta terapia normalitza 'homedstasi bioquimica
dels nucleosids ha estat demostrada abastament en anteriors estudis del nostre grup
(totes les nostres referéncies d’articles experimentals de terapia génica). Perd
aquesta restitucié bioquimica és esperable ja que estem proporcionant un enzim que
catabolitza els nucleosids dThd i dUrd. En canvi, no és tan directe esperar que la
terapia tingui un efecte beneficios sobre trets que modelitzen, tot i que només

parcialment, alguns simptomes clinics dels pacients, i aqui ho hem pogut demostrar
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per primera vegada per a un rAAV dirigit al fetge, i esta d’acord amb estudis que

observen efectes similars amb un vector lentiviral dirigit al teixit hematopoétic [208].

Fins ara, les Uniques terapies aplicades a pacients que han mostrat una correccio
bioquimica a llarg termini sén els transplantaments de ceél-lules mare
hematopoeétiques i el transplantament de fetge. A més, en alguns casos, s’han
observat millores també en els simptomes clinics sobretot a nivell neuromuscular
[66,77]. Els resultats preclinics obtinguts en aquesta tesi indiquen que una terapia
génica basada en rAAV dirigida al fetge podria tenir potencial també per canviar el
decurs de la malaltia en els pacients, amb els avantatges de seguretat que presenta
aquest tractament en comparacié amb els transplantaments, que sén tractaments

complexos, més dificils i molt més agressius.

6.3.OPTIMITZACIO DE LA SEQUENCIA CODIFICANT DE TYMP

Com ja hem vist, els vectors de terapia génica s’han de millorar i optimitzar en tots
els seus elements ja que s6n moltes les barreres que han de superar per aconseguir
una expressio terapéutica del seu transgén. Es per aixd que la millora dels rAAV és
un aspecte molt necessari abans de la translacié dels estudis preclinics a la practica
clinica degut a diverses raons. En primer lloc, la taxa de transduccié dels rAAV és
més baixa en humans que en ratolins [233,234], i en segon lloc la resposta
immunitaria contra els rAAV és més alta en humans que en ratolins [247], cosa que
pot fer que la dosi efectiva de tractament en humans hagi d’'incrementar-se quan es
compara amb les observacions dels estudis en models de ratoli. En conseqiiéncia,
'optimitzacié de tots els elements del vector tindra un impacte tant en la seguretat
del tractament com en el cost del tractament, ja que ens permetra utilitzar dosis més

baixes i facilitara I'aplicacié d’aquest tractament en pacients.

Originariament I'optimitzacié de codons va sorgir per a incrementar I'expressié de
proteines recombinants en sistemes de produccié heterolegs com ara I'expressié de
proteines humanes en E. coli. No obstant, cada vegada s'utilitza més per a
incrementar I'expressié de vectors en la terapia génica, com per exemple de
'hemofilia A i B [248,249], retinitis pigmetosa [250] o vacunes d’ADN [200].

La nostra aproximacié va consistir a testar in vitro en diverses linies cel-lulars

diferents modificacions de la sequéencia codificant de TYMP utilitzant un vector
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lentiviral com a eina de transduccié. Vam decidir utilitzar LVs per diverses raons: en
primer lloc, la millora que esperavem depen de la sequiéncia codificant, no del
promotor, ni de la taxa de transduccio; en segon lloc, com que ho haviem de testar
en cel-lules en divisio, I"Us de LVs, que sén vectors integratius, ens permetia fer els
experiments sense la interferéncia de la perdua del vector deguda a la divisio de les
cel-lules; i finalment com que voliem comparar 5 sequéncies diferents, aixo implicava
produir 5 vectors adenoassociats diferents a grans quantitats ja que tipicament els
AAYV s'utilitzen a MOls d’entre 10.000 fins a 100.000 per cél-lules en cultiu [251].

En primer lloc vam optimitzar els codons de TYMP per a obtenir una expressié més
alta. Hi ha moltes eines disponibles per a realitzar una optimitzacié de la sequéencia
segons el biaix en I's de codd d’una espécie concreta. Concretament, nosaltres vam
escollir 4 algoritmes diferents que optimitzaven diversos parametres importants per
I'expressio de les sequencies. Els 4 algoritmes utilitzats van maximitzar el CAl ja que
com més alt sigui aquest valor, més freqlients seran els codons utilitzats i per tant
més ARNt disponibles tindran [183], i en tots els casos vam aconseguir una
sequeéncia codificant amb un CAIl superior a 0.9, mentre que en la sequéncia no
optimitzada era de 0.78. Després cada algoritme proporcionava un criteris diferents,
com per exemple maximitzar I'is de parells de codons freqlients (algoritme C) que
també s’ha vist que augmenta la velocitat de traduccié [184], evitar estructures
secundaries de '’ARNm (algoritme B i D) ja que estructures més estables requereixen
més energia per desplegar-se [188]. Tot i aixi, I'efecte que tindra una modificacio
dels codons en una seqiéncia no es pot preveure, i un mateix algoritme pot donar
lloc a un increment, disminucié o cap canvi en I'expressio en diferents gens, inclus
en gens amb CAls similars [193]. Per tant, és necessari que un cop optimitzada la
sequeéncia, es comprovi in vitro en el model més similar possible si I'optimitzacié ha
resultat efectiva. Es també per aquesta raé que vam decidir provar diverses

sequencies optimitzades amb diferents algoritmes.

En cas d’observar millores per a algun dels algoritmes d’optimitzacid, per a acotar
en quin punt del procés d’expressié génica es produia la millora vam analitzar els
nivells de transduccié (copies de vector per cél-lula), la quantitat ARNm de TYMP
per gqPCR, i l'activitat enzimatica TP. Posteriorment, vam normalitzar aquests

parametres entre ells de la segiient manera: (i) ratio activitat TP / copia del vector
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(com a mesura de millora global d’eficiéncia deguda a l'optimitzacio); (ii) ratio
quantitat dARNm de TYMP / copia del vector (com a mesura de millora en
transcripcid/estabilitat induida per I'optimitzacio); i (iii) ratio activitat TP / quantitat
d’ARNm de TYMP (com a mesura de millora en I'eficiéncia de traduccié deguda a

I'optimitzacié de codons).

De les 4 seqiiencies optimitzades, només vam obtenir una millora global d’eficiéncia
significativa de I'expressié de TYMP per cOpia de vector en una, i nomes en una de
les linies cel-lulars, quan es comparava a la sequéncia WT. Concretament,
l'algoritme d’optimitzacié A, que consistia en canviar cada codd pel codé més
freqient per aquell aminoacid, va generar una seqiiéncia optimitzada que
s’expressava 1,5 vegades més que la seqiiencia WT en la linia cel-lular hepatica
Huh7. En la resta de linies cel-lulars testades, aquesta mateixa sequéncia
optimitzada es va expressar de manera igual o lleugerament superior a la WT, tot i

gue no va ser estadisticament diferent.

La seqiiéncia optimitzada A es va expressar a un nivell igual o superior que la
seqiéncia WT en valors d’activitat per ndmero de copia, perd observavem
diferéncies en funcié de la linia cel-lular on ho testavem. Tot i que totes les linies
cel-lulars eren humanes i per tant podriem esperar els mateixos resultats en
cadascuna de les linies cel-lulars, aguestes diferéncies es podrien explicar pel fet
gue tant el biaix en I'is de cod6 [252] com la quantitat d’ARNt pot variar entre teixits
[253]. Per tant, que sigui en la linia cel-lular Huh7 on observem un increment en el
grau d’expressio respecte la seqiiéncia WT és especialment rellevant ja que es tracta
d’'una linia cel-lular hepatica i per tant la que més s’assembla a la nostra diana
terapéutica. Tot i aixi no podem oblidar que la linia Huh7 és una linia immortalitzada
mentre que les cel-lules del fetge estan majoritariament en quiescéncia i el patré

d’expressio de gens pot variar respecte els hepatocits primaris [254].

Posteriorment vam analitzar la informacié que ens oferien els ratios (ii) i (iii) definits
més amunt, com a una mesures de I'eficieéncia d’expressioé a nivell de transcripcié o
d’estabilitat de TARNm en el primer cas, i de traduccié a proteina en el segon, a les
quals pot donar lloc I'optimitzacié de codons [186,187]. De fet, no esperavem una
diferéncia en la transcripcié d’aquests vectors ja que el promotor és el mateix en tots

els casos, i per tant una diferéncia en els nivells d’ARNm per nimero de copia del

216



Discussio |

vector hauria de ser degut a una major estabilitat de 'ARNm. Concretament,
l'algoritme A va generar una seqiiéncia que va obtenir un ratio ARNm per VCN
superior al WT en totes les linies cel-lulars testades. Un possible motiu de I'increment
de I'estabilitat de TARNm és que tot i que I'optimitzacié amb l'algoritme A no va variar
el percentatge global GC de la seqiiéncia (de 69% a 71%), si que va augmentar el
percentatge de GC en la tercera posicié dels codons d’'un 79% a un 93%, fet que

s’ha descrit que pot donar lloc a ARNm més estables [218,255].

Com que l'optimitzacié de codons només aconseguia una lleugera millora de
I'expressié de TYMP i s’ha observat que un dels factors limitants més importants de
la terapia genica en humans és la falta d’eficiéncia en I'expressié del transgén degut
a la resposta immune, vam modificar la sequéncia per tal de que fos menys
immunogena. Hi ha diversos elements del vector que poden activar la resposta
immunitaria, com per exemple per la propia seqiieéncia d’ADN per la via de la
resposta immunitaria innata (via TLR9) [219]. Per aquesta rad, una de les estrategies
que vam dur a terme és I'eliminacioé dels dinucleotids CpG de la seqliéncia codificant,
la qual cosa disminuiria la resposta immunitaria en una futura aplicacioé clinica
d’aquest tractament [219]. Els dinucleotids CpG no metilats activen en sensor TLR9
i estimulen la producci6 d’interferé |, que a la seva vegada activa la resposta primaria
de cél-lules T CD8* [256]. Vam modificar 3 de les seqiiéncies, la sequencia WT, la
sequéncia obtinguda amb I'algoritme A (era la que havia funcionat millor en Huh7) i
la sequiiéncia obtinguda amb I'algoritme D (va ser en la que no s’observava una
disminucié en el ratio proteina/ARNm en algunes linies cel-lulars). La substitucié dels
dinucleotids CpG per codons on aquesta seqiieéncia no apareix afecta negativament
la seva expressio6 i el rendiment d’activitat del producte finalment obtingut en totes
les seqiiencies testades. No obstant, en el cas de la seqiiencia WT sense CpG, la

disminucié només és de 0,8 vegades I'expressid de la sequieéncia WT.

En resum, la seqiiéncia optimitzada A va obtenir un benefici moderat de I'expressié
en termes d’activitat per numero de copies (1,5 vegades més expressié que la
seqguéncia WT). Pero quan vam realitzar la segona modificacié, que consisteix en
eliminar els dinucleotids CpG per a fer-la menys immunogena, sobre la sequéncia
optimitzada que mostrava aquest increment vam observar que es perdia I'efecte i

I'expressio és reduia a 0,5 vegades la de la seqiiéncia WT. En canvi aquesta mateixa

217



| Discussio

modificacio sobre la seqiiéncia WT va comportar només una reduccié del 20%. Les
dades obtingudes fins ara, tant en models preclinics [219,256,257], com en assajos
clinics [258], indiquen que el preséncia dels dinucleotids CpG incrementa en gran
mesura la immunogenicitat del vector. De fet, en els diferents assajos clinics
referents a la terapia genica per 'hemofilia B, aquells estudis on s’utilitzaven vectors
on s’havien eliminat els dinucledtids CpG, eren aquells on I'expressio del transgén
era més duradora [259]. En conseqliéncia, preveient que la seqiiéncia codificant WT
sense CpG reduira de manera molt significativa la resposta immunitaria en humans,
pensem que tot i que s’observa una reduccié de I'expressio al voltant del 20%,
'avantatge que I'abséncia de sequéncies CpG aporta en termes de reduccio de la
resposta immunoldgica compensa aquesta modesta reduccié de cara a I'is clinic del

vector.

6.4.PERSPECTIVA DE LA TERAPIA GENICA PEL MNGIE EN
HUMANS

Els resultats d’aquest estudi mostren que el vector AAV-AAT és el que va obtenir els
millors resultats entre els 3 que vam testar, i recolzen resultats previs, demostrant
gue I’AAT és el promotor més efectiu en proporcionar activitat TP al fetge, restituir la
homeostasi de nucledsids i ANTPs. A més, per primera vegada, hem observat
millores fenotipiques associades a la terapia génica amb AAV pel MNGIE en el model
dKO exposat a dThd i dUrd. | addicionalment perduren aquests efectes perduren a

llarg termini.

Amb aquests estudis, el seglient pas consisteix a transferir la seqiiéncia WT sense
els dinucleotids CpG al vector que conté el promotor de la AAT i testar-lo en el model
dKO millorat. D’aquesta manera, s’ajuntarien les diverses millores observades per
separat i creariem un vector optimitzat a diversos nivells que podria ser més efectiu
a dosis més baixes i per tant disminuiria el cost i el risc del tractament. Finalment, si
I'assaig preclinic en ratoli confirma la millora, es podria passar a la fase d’assaig
clinic en pacients (tot i que abans d’aquest pas, les agencies reguladores poden
demanar estudis de toxicitat i biodistribucié formals per assegurar I'abséncia de

toxicitat potencial).
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En aquests ultims anys hem demostrat que la terapia génica amb rAAV dirigida al
fetge resulta una estratégia prometedora per al tractament del MNGIE [97,98,100] i
gue permetria evitar les limitacions associades a les terapies actuals
(transplantament de cél-lules mare hematopoétiques o transplantament de fetge):
risc de mortalitat degut al transplantament, dificultat de trobar un donant compatible
0 Us d'immunosupressors pel condicionament previ. També suposaria una reduccié
dels costos d’hospitalitzacié ja que la injeccié intravenosa d’'un AAV pot comportar
un ingrés després del tractament de només 24h [260], mentre que els pacients
normalment s’han de passar més temps hospitalitzats després d’'un transplantament.
A més, tota I'experiéncia obtinguda amb la terapia genica per el MNGIE podria ajudar
al desenvolupament d’estratégies similars per altres malalties causades per

'acumulacio sistémica de metabdlits toxics.

Tot i aixi, també existeixen una série de limitacions i dificultats associades a
I'aplicacio de la terapia génica en humans. La primera és referent a la seguretat de
la terapia génica amb rAAV, pero el consens actual és que els rAAV sén vectors
segurs. Tot i que en certs casos concrets, s’ha relacionat la integracio dels rAAV amb
carcinoma cel-lular hepatic en ratolins [261,262], no hi ha cap evidéncia de
genotoxicitat dels rAAV en el seguiment a llarg termini de pacients en assajos clinics
[154].

Tot i que no era I'objectiu d’aquest treball, vam fer una observacié macroscopica al
moment de la necropsia dels principals organs dels ratolins. La petita mostra de
ratolins d’aquest estudi ens va indicar que la incidéncia de tumors hepatics en els
ratolins tractats amb rAAV no va ser més alta que la dels ratolins WT o dKO sense
tractar, ni diferent de les taxes descrites en altres estudis [99,156]. Addicionalment,
quan vam analitzar la supervivéncia amb una corba de Kaplan-Meier vam observar

que el tractament amb rAAV tampoc no s’associava amb una mortalitat més alta.

Un segon aspecte és com interaccionara la terapia amb els elements del sistema
immunitari, ja que els diversos elements del vector poden provocar la seva activacié
[154]. Els anticossos neutralitzants contra el vector sén bastant prevalents entre la
poblacio (un 40% de la poblacio presenta anticossos anti-AAV8 [203]). Una possible
soluci6 seria tenir vectors pseudotipats amb la capsida de I'AAV5 que s’ha observat

gue té una taxa de transduccio dels hepatocits similars al AAV8 [158,263], i que no
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presenta reaccié creuada amb els anticossos anti-AAV8 [263]. A més aquest serotip
ja s’ha utilitzat en altres assajos clinics de terapia genica dirigida al fetge, per

exemple per 'hemofilia A, B o la porfiria [260,264,265].

Un altre aspecte de la immunitat preocupant és la pérdua d’expressio del transgén a
llarg termini, que pot ser deguda a la immunitat contra el producte dels transgen i/o
I'eliminacio de les cél-lules transduides. En el primer cas, el fetge representa un
ambient immunotolerant, gracies a 'accié de les cél-lules T reguladores [164], que
permet desenvolupar tolerancia contra el transgen [266], com s’ha observat en els
assajos clinics contra I'hemofilia, on no s’han detectat anticossos contra el factor IX
[172,267]. La capsida dels AAV pot desencadenar una resposta dosi depenent que
pot eliminar les cel-lules transduides. S’ha observat que diferents protocols
d’administracié de corticoesteroides modulen la resposta contra la capsida,
redueixen la presentacié d’antigen de la capsida en les cél-lules transduides i
permeten mantenir I'expressid del transgén estable [154]. Addicionalment, les
produccions de rAAV poden contenir impureses, com poden ser proteines de les
cel-lules hoste, ADN de mamifer, altres contaminants o la preséncia de capsides

buides, que també poden influir en la immunogenicitat del vector [154].

Finalment, tot i que s’ha observat que en ratoli, la transduccio hepatica dels rAAV és
major en mascles que femelles [268,269], anteriorment vam tractar un petit grup de
ratolins femelles dKO amb 'AAV-TBG i vam observar que el tractament era efectiu
en els dos sexes [99]. A més. és important destacar que en estudis en primats no
humans i en pacients no s’ha observat aquesta transduccio diferencial entre sexes

[270], pel que a priori no caldria tenir-ho en compte en el cas d’un futur assaig clinic.

El MNGIE és una malaltia ultra-minoritaria, amb una prevalenca estimada de 1 cas
per cada 10.000.000 persones (observacions del nostre grup de recerca
contrastades amb altres col-legues internacionals). Degut als pocs pacients, és dificil
trobar fonts de finangament que permetin intentar testar l'eficacia d’aquest
tractament en un assaig clinic, ja que les companyies farmaceéutiques veuen poc
marge de recuperacidé dels diners invertits. En aquest sentit, hem obtingut la
designacio de medicament orfe pel vector AAV-TBG (que va ser el primer que es va
testar) per 'Agéncia Europea del Medicament i per la Food and Drug Administration

a Estats Units. Actualment, estem intentant trobar fonts de finangament per dur a
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terme un assaig clinic de fase | i Il en pacients de MNGIE. Creiem que és important
seguir buscant alternatives de financament per aquest assaig clinic que permeti
demostrar I'efectivitat de la terapia génica, ja que els Unics tractaments actuals s6n
tractament agressius i limitats, i per tant creiem que aquesta terapia alternativa tindria
una bona acceptacio entre els pacients.
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L’administracioé oral cronica de timidina i desoxiuridina als ratolins doble knock-
out Tymp”/Uppl’ accentua el fenotip bioquimic dels animals (elevacié
sistemica de les concentracions de nucleosids, desequilibri més acusat dels
dNTPs), i també dona lloc a alteracions neuromusculars (descoordinacio i
desequilibri motor) i radiologiques (augment del volum dels ventricles del cervell)
gue mimetitzen alguns dels trets clinics observats en els pacients. Per tant,
I'exposicio oral cronica a aquests nucleosids millora el model i el fan molt més

util per tal d’avaluar potencials terapies.

La terapia geénica basada en I'administracid de vectors adenoassociats portadors
del gen terapéutic TYMP dirigits al fetge en el model animal millorat, prevé tant
lacumulacié de nucleosids a nivell sistemic com els trets fenotipics
neuromusculars (descoordinacié motora) i radiologics (increment del volum dels

ventricles cerebrals).

Es confirma que, entre els promotors estudiats en aquest treball, el del gen AAT

(alfa-1-antitripsina) és el que mostra una major eficacia.

Dels 4 algoritmes d’optimitzacid6 de codons testats, I'Unica sequiéncia que
incrementa I'expressio del vector és la que consisteix en utilitzar el codé més
freqiient en Homo sapiens per cada posici6. Aquesta sequéncia dona lloc a més
activitat timidina fosforilasa per cada copia del vector comparat amb la seqiiencia

codificant natural del gen TYMP en la linia cel-lular hepatica humana Huh7.

Una optimitzaci6 de seqiiéncia addicional que consisteix a substituir els
dinucleodtids CpG de la sequéencia natural del gen, amb I'objectiu de fer-la menys
immunogena, no afecta negativament la seva expressidé d’'una manera
funcionalment rellevant, la qual cosa fa que aquesta versio lliure de dinucledtids

CpG pugui ser utilitzada en la versio clinica del vector.
Els resultats anteriors fan que, entre les diferents versions del vector estudiades,

recomanem per al seu Us clinic la que consisteix en el promotor AAT seguit de

la sequéncia codificant natural del gen TYMP sense els dinucleotids CpG.
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9.1. SEGUIMENT DE LA CONCENTRACIO DE dUrd EN PLASMA
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Figura 9.1. Seguiment de la concentracié de dUrd plasmatica. Concentracié de dUrd en
plasma entre 4 i 35 setmanes d’edat en ratolins WT (n=6), dKO (n=6), WT exposat (n=5) i
ratolins dKO exposats (n=13) i tractats amb AAV-TBG a dosis de TBG 5-10'* vg/kg (n=2) i de
TBG 10%? vg/kg (n=4). Cada linia representa un ratoli i cada punt una mesura. L’area
ombrejada representa el rang de concentracio plasmatica de ratolins WT, i la zona entre les
linies horitzontals de punts negres, el rang de concentracid plasmatica de ratolins dKO
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Figura 9.2. Seguiment de la concentraci6 de dUrd plasmatica. Concentracié de dUrd
plasmatica entre 4 i 35 setmanes d’edat en ratolins dKO exposats tractats amb 3 rAAVs a
diferents dosis: (AAV-TBG: 2-10%? vg/kg (n=6) i 103 vg/kg (n=5); AAV-AAT: 2-10*? vg/kg (n=7)
i 1013 vg/kg (n=6); AAV-HLP: 2:10'? vg/kg (n=6) i 10% vg/kg (n=5)). L’area ombrejada
representa el rang de concentracié plasmatica de ratolins WT, i la zona entre les linies
horitzontals de punts negres, el rang de concentracié plasmatica de ratolins dKO.
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9.2.SEQUENCIES CODIFICANTS DEL GEN TYMP MODIFICADES
Sequéncia codificant del gen TYMP

>BC052211.2 Homo sapiens thymidine phosphorylase, mRNA (cDNA clone
MGC:34335 IMAGE:5174407), complete cds
ATGGCAGCCTTGATGACCCCGGGAACCGGGGCCCCACCCGCGCCTGGTGACTTCTCCGGGG
AAGGGAGCCAGGGACTTCCCGACCCTTCGCCAGAGCCCAAGCAGCTCCCGGAGCTGATCCG
CATGAAGCGAGACGGAGGCCGCCTGAGCGAAGCGGACATCAGGGGCTTCGTGGCCGCTGTG
GTGAATGGGAGCGCGCAGGGCGCACAGATCGGGGCCATGCTGATGGCCATCCGACTTCGGG
GCATGGATCTGGAGGAGACCTCGGTGCTGACCCAGGCCCTGGCTCAGTCGGGACAGCAGCT
GGAGTGGCCAGAGGCCTGGCGCCAGCAGCTTGTGGACAAGCATTCCACAGGGGGTGTGGGT
GACAAGGTCAGCCTGGTCCTCGCACCTGCCCTGGCGGCATGTGGCTGCAAGGTGCCAATGA
TCAGCGGACGTGGTCTGGGGCACACAGGAGGCACCTTGGATAAGCTGGAGTCTATTCCTGG
ATTCAATGTCATCCAGAGCCCAGAGCAGATGCAAGTGCTGCTGGACCAGGCGGGCTGCTGT
ATCGTGGGTCAGAGTGAGCAGCTGGTTCCTGCGGACGGAATCCTATATGCAGCCAGAGATG
TGACAGCCACCGTGGACAGCCTGCCACTCATCACAGCCTCCATTCTCAGTAAGAAACTCGT
GGAGGGGCTGTCCGCTCTGGTGGTGGACGTTAAGTTCGGAGGGGCCGCCGTCTTCCCCAAC
CAGGAGCAGGCCCGGGAGCTGGCAAAGACGCTGGTTGGCGTGGGAGCCAGCCTAGGGCTTC
GGGTCGCGGCAGCGCTGACCGCCATGGACAAGCCCCTGGGTCGCTGCGTGGGCCACGCCCT
GGAGGTGGAGGAGGCGCTGCTCTGCATGGACGGCGCAGGCCCGCCAGACTTAAGGGACCTG
GTCACCACGCTCGGGGGCGCCCTGCTCTGGCTCAGCGGACACGCGGGGACTCAGGCCCAGG
GCGCTGCCCGGGTGGCCGCGGCGCTGGACGACGGCTCGGCCCTTGGCCGCTTCGAGCGGAT
GCTGGCGGCGCAGGGCGTGGATCCCGGTCTGGCCCGAGCCCTGTGCTCGGGAAGTCCCGCA
GAACGCCGGCAGCTGCTGCCTCGCGCCCGGGAGCAGGAGGAGCTGCTGGCGCCCGCAGATG
GCACCGTGGAGCTGGTCCGGGCGCTGCCGCTGGCGCTGGTGCTGCACGAGCTCGGGGCCGG
GCGCAGCCGCGCTGGGGAGCCGCTCCGCCTGGGGGTGGGCGCAGAGCTGCTGGTCGACGTG
GGTCAGAGGCTGCGCCGTGGGACCCCCTGGCTCCGCGTGCACCGGGACGGCCCCGCGCTCA
GCGGCCCGCAGAGCCGCGCCCTGCAGGAGGCGCTCGTACTCTCCGACCGCGCGCCATTCGC
CGCCCCCTTGCCCTTCGCAGAGCTCGTTCTGCCGCCGCAGCAATAA
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Sequiéncia optimitzada A

ATGGCCGCCCTGATGACCCCCGGCACCGGCGCCCCCCCCGCCCCCGGCGACTTCAGCGGLG
AGGGCAGCCAGGGCCTGCCCGACCCCAGCCCCGAGCCCAAGCAGCTGCCCGAGCTGATCAG
AATGAAGAGAGACGGCGGCAGACTGAGCGAGGCCGACATCAGAGGCTTCGTGGCCGCCGTG
GTGAACGGCAGCGCCCAGGGCGCCCAGATCGGCGCCATGCTGATGGCCATCAGACTGAGAG
GCATGGACCTGGAGGAGACCAGCGTGCTGACCCAGGCCCTGGCCCAGAGCGGCCAGCAGCT
GGAGTGGCCCGAGGCCTGGAGACAGCAGCTGGTGGACAAGCACAGCACCGGCGGCGTGGGC
GACAAGGTGAGCCTGGTGCTGGCCCCCGCCCTGGCCGCCTGCGGCTGCAAGGTGCCCATGA
TCAGCGGCAGAGGCCTGGGCCACACCGGCGGCACCCTGGACAAGCTGGAGAGCATCCCCGG
CTTCAACGTGATCCAGAGCCCCGAGCAGATGCAGGTGCTGCTGGACCAGGCCGGCTGCTGC
ATCGTGGGCCAGAGCGAGCAGCTGGTGCCCGCCGACGGCATCCTGTACGCCGCCAGAGACG
TGACCGCCACCGTGGACAGCCTGCCCCTGATCACCGCCAGCATCCTGAGCAAGAAGCTGGT
GGAGGGCCTGAGCGCCCTGGTGGTGGACGTGAAGTTCGGCGGCGCCGCCGTGTTCCCTAAT
CAGGAACAAGCTCGGGAGCTGGCCAAGACCCTGGTGGGCGTGGGCGCCAGCCTGGGCCTGA
GAGTGGCCGCCGCCCTGACCGCCATGGACAAGCCCCTGGGCAGATGCGTGGGCCACGCCCT
GGAGGTGGAGGAGGCCCTGCTGTGCATGGACGGCGCCGGCCCCCCCGACCTGAGAGACCTG
GTGACCACCCTGGGCGGCGCCCTGCTGTGGCTGAGCGGCCACGCCGGCACCCAGGCCCAGG
GCGCCGCCAGAGTGGCCGCCGCCCTGGACGACGGCAGCGCCCTGGGCAGATTCGAGAGAAT
GCTGGCCGCCCAGGGCGTGGACCCCGGCCTGGCCAGAGCCCTGTGCAGCGGCAGCCCCGCC
GAGAGAAGACAGCTGCTGCCCAGAGCCAGAGAGCAGGAGGAGCTGCTGGCCCCCGCCGACG
GCACCGTGGAGCTGGTGAGAGCCCTGCCCCTGGCCCTGGTGCTGCACGAGCTGGGCGCCGEG
CAGAAGCAGAGCCGGCGAGCCCCTGAGACTGGGCGTGGGCGCCGAGCTGCTGGTGGACGTG
GGCCAGAGACTGAGAAGAGGCACCCCCTGGCTGAGAGTGCACAGAGACGGCCCCGCCCTGA
GCGGCCCCCAGAGCAGAGCCCTGCAGGAGGCCCTGGTGCTGAGCGACAGAGCCCCCTTCGC
CGCCCCCCTGCCCTTCGCCGAGCTGGTGCTGCCCCCCCAGCAGTGA
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Sequéncia optimitzada B

ATGGCTGCCCTCATGACCCCAGGCACTGGAGCCCCGCCGGCCCCTGGGGACTTCTCTGGAG
AGGGCAGCCAGGGCCTGCCTGACCCCAGCCCTGAGCCCAAGCAGCTGCCTGAGCTGATCCG
CATGAAGAGGGATGGGGGCCGCCTGAGTGAGGCTGACATCCGTGGCTTTGTGGCGGCGGTG
GTGAATGGCTCTGCCCAGGGGGCCCAGATTGGAGCCATGCTGATGGCCATCCGCCTGCGGG
GCATGGACCTGGAGGAGACCTCTGTGCTGACCCAGGCCCTGGCCCAGTCTGGCCAGCAGCT
GGAGTGGCCTGAGGCCTGGAGACAGCAGCTGGTGGACAAGCACAGCACTGGTGGTGTGGGG
GACAAGGTGAGCCTGGTGCTGGCCCCTGCCCTGGCGGCCTGTGGCTGCAAAGTGCCCATGA
TTTCTGGCCGGGGCCTGGGCCACACAGGGGGCACCCTGGACAAGCTGGAGAGCATCCCTGG
CTTCAATGTCATCCAGAGCCCAGAGCAGATGCAGGTGCTGCTGGACCAGGCTGGCTGCTGC
ATCGTGGGCCAGAGTGAGCAGCTGGTGCCTGCAGATGGCATCCTGTATGCTGCCCGGGATG
TGACAGCCACTGTGGACAGCCTGCCCCTGATCACAGCCTCCATCCTGAGCAAGAAGCTGGT
GGAGGGCCTGTCTGCCCTGGTGGTGGATGTGAAGTTTGGTGGCGCGGCGGTGTTCCCCAAC
CAGGAGCAGGCCCGGGAGCTGGCCAAGACCCTGGTGGGCGTGGGGGCCAGCCTGGGCCTGC
GGGTGGCTGCAGCCCTGACAGCCATGGACAAGCCCCTGGGCCGCTGTGTGGGCCATGCCCT
GGAGGTGGAGGAGGCCCTGCTGTGCATGGATGGTGCTGGGCCGCCGGACCTGCGGGACCTG
GTGACCACCCTGGGCGGCGCCCTGCTGTGGCTGTCGGGCCACGCGGGCACCCAGGCCCAGG
GGGCCGCCCGGGTGGCGGCGGCCCTGGATGATGGGTCTGCCCTGGGCCGCTTTGAGAGGAT
GCTGGCTGCCCAGGGCGTGGACCCTGGCCTGGCCCGGGCCCTGTGCAGCGGCAGCCCTGCT
GAGCGGCGGCAGCTGCTGCCCCGGGCCCGGGAGCAGGAGGAGCTGCTGGCCCCAGCTGATG
GCACTGTGGAGCTGGTGCGGGCCCTGCCCCTGGCCCTGGTGCTGCATGAGCTGGGTGCTGG
CCGCAGCAGAGCTGGAGAGCCCCTGCGGCTGGGGGTGGGGGCTGAGCTGCTGGTGGATGTG
GGCCAGCGGCTGCGCCGGGGCACCCCCTGGCTGCGGGTGCACAGAGATGGCCCTGCCCTGA
GTGGCCCCCAGAGCCGGGCCCTGCAGGAGGCCCTGGTGCTCAGTGACAGAGCCCCCTTTGC
TGCCCCCCTGCCCTTTGCTGAGCTGGTGCTGCCCCCTCAGCAGTGA
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Sequéncia optimitzada C

ATGGCTGCCCTCATGACCCCAGGCACAGGGGCCCCCCCAGCCCCTGGGGACTTCAGCGGAG
AGGGCAGCCAGGGACTGCCAGACCCCAGCCCCGAGCCCAAGCAGCTCCCTGAGCTCATCCG
CATGAAGCGGGACGGGGGCAGGCTGAGCGAGGCTGACATCAGAGGCTTTGTGGCCGCCGTG
GTCAATGGAAGCGCCCAGGGTGCCCAGATCGGCGCCATGCTGATGGCCATCCGGCTCCGGG
GCATGGACCTGGAAGAGACCAGCGTCCTGACCCAGGCACTGGCACAGAGTGGGCAGCAACT
GGAGTGGCCAGAGGCCTGGCGGCAGCAGCTGGTGGACAAGCACAGCACCGGCGGCGTGGGC
GACAAAGTGTCCCTGGTGCTGGCTCCTGCCCTGGCGGCCTGTGGGTGCAAGGTCCCCATGA
TCAGTGGCCGCGGCCTCGGCCACACTGGAGGCACGCTGGATAAGTTGGAGTCCATCCCCGG
CTTCAACGTCATCCAGTCCCCAGAACAGATGCAGGTGCTTCTGGACCAGGCCGGCTGCTGC
ATCGTGGGACAGTCTGAGCAGTTGGTGCCCGCAGATGGCATCCTGTATGCTGCCAGAGACG
TGACCGCCACAGTGGACAGCCTGCCGCTGATCACAGCCAGCATCCTCTCCAAGAAGCTGGT
GGAGGGGCTGTCCGCGCTGGTGGTGGATGTGAAGTTTGGAGGAGCAGCTGTGTTCCCCAAC
CAGGAGCAAGCCCGGGAGCTGGCCAAGACCCTCGTGGGGGTCGGGGCCTCCCTGGGCCTGA
GAGTGGCTGCTGCACTGACAGCAATGGACAAGCCCCTGGGGCGCTGTGTGGGCCATGCCCT
GGAGGTGGAGGAGGCATTGCTCTGCATGGATGGGGCTGGGCCACCTGACCTCAGAGATCTG
GTCACCACCCTGGGCGGCGCTCTCCTGTGGCTCAGCGGACATGCTGGCACTCAGGCTCAGG
GCGCGGCCCGCGTGGCAGCAGCCTTGGATGATGGAAGTGCCTTGGGAAGATTTGAGAGGAT
GCTCGCCGCGCAGGGGGTGGACCCTGGCTTGGCCCGAGCCCTGTGCAGCGGCTCCCCTGCT
GAGCGGCGCCAGCTGCTCCCCAGGGCCAGGGAGCAGGAGGAACTGCTGGCCCCAGCAGACG
GCACCGTGGAACTCGTGAGAGCCCTGCCCTTGGCTCTGGTTCTGCACGAGTTGGGGGCAGG
CCGGAGCCGGGCCGGGGAGCCTCTGCGCCTGGGAGTTGGAGCCGAGCTGCTGGTAGATGTT
GGCCAGCGGCTGAGGAGAGGGACCCCCTGGCTGCGGGTGCACAGGGATGGCCCCGCCCTGT
CTGGGCCCCAGAGCCGCGCCCTGCAGGAAGCCCTCGTGCTCAGTGACCGGGCACCCTTCGC
CGCTCCACTGCCCTTTGCAGAGCTTGTGCTGCCTCCTCAGCAGTGA
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Sequéncia optimitzada D

ATGGCTGCTCTGATGACACCTGGAACAGGCGCCCCTCCTGCCCCTGGCGATTTTTCTGGCG
AGGGCTCTCAGGGCCTGCCCGATCCATCTCCTGAGCCCAAGCAGCTGCCCGAGCTGATCAG
AATGAAGCGGGACGGCGGCAGACTGAGCGAGGCCGATATCAGAGGATTCGTGGCCGCCGTG
GTCAATGGATCTGCCCAGGGCGCCCAGATCGGAGCCATGCTGATGGCCATTCGGCTGCGGG
GCATGGACCTGGAAGAGACATCTGTGCTGACCCAGGCCCTGGCCCAGTCTGGACAGCAGCT
GGAATGGCCCGAGGCTTGGAGGCAGCAGCTCGTGGATAAGCACTCTACAGGCGGCGTGGGC
GACAAGGTGTCACTGGTGCTGGCTCCAGCCCTGGCTGCCTGCGGCTGCAAGGTGCCAATGA
TCTCTGGCAGAGGCCTGGGCCACACCGGCGGCACACTGGATAAGCTGGAATCCATCCCCGG
CTTCAACGTGATCCAGAGCCCCGAGCAGATGCAGGTCCTGCTGGATCAGGCCGGCTGCTGT
ATCGTGGGCCAGTCTGAGCAGCTGGTGCCCGCCGATGGAATCCTGTACGCCGCCAGAGATG
TGACCGCCACCGTGGACAGCCTGCCTCTGATCACAGCCAGCATCCTGAGCAAGAAACTGGT
GGAAGGCCTGAGCGCCCTGGTGGTGGATGTGAAATTTGGCGGAGCCGCCGTGTTCCCAAAT
CAAGAACAGGCCAGAGAGCTGGCCAAGACCCTCGTGGGAGTGGGAGCCTCTCTGGGACTGA
GAGTGGCTGCCGCCCTGACCGCCATGGATAAGCCCCTGGGAAGATGTGTGGGCCACGCCCT
GGAAGTGGAAGAGGCCCTGCTGTGTATGGATGGCGCCGGACCTCCCGACCTGAGAGATCTG
GTCACAACACTGGGAGGCGCTCTGCTGTGGCTGTCTGGACATGCCGGAACACAGGCTCAGG
GCGCAGCTAGAGTGGCCGCTGCACTGGATGATGGCTCTGCCCTGGGGAGATTCGAGAGAAT
GCTGGCCGCACAGGGCGTCGACCCTGGACTGGCTAGAGCCCTGTGTTCTGGCTCCCCTGCC
GAGAGAAGGCAGCTCCTGCCTAGAGCCCGGGAACAGGAAGAACTGCTGGCCCCAGCTGACG
GCACAGTGGAACTCGTCAGAGCCCTGCCACTGGCCCTGGTGCTGCATGAACTGGGAGCCGG
AAGAAGCAGAGCCGGCGAGCCTCTGAGACTGGGCGTGGGAGCTGAACTGCTCGTGGACGTG
GGACAGCGGCTGAGAAGAGGCACCCCTTGGCTGAGAGTGCACAGAGATGGACCTGCCCTGA
GCGGCCCACAGTCTAGGGCTCTGCAGGAAGCCCTGGTCCTGAGCGACAGAGCCCCTTTTGC
CGCCCCTCTGCCATTTGCCGAACTGGTCCTGCCTCCCCAGCAGTGA
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| Annex |

Sequéncia TYMP wild-type sense CG

ATGGCAGCCTTGATGACCCCTGGAACAGGGGCCCCACCTGCCCCTGGTGACTTCTCTGGGG
AAGGGAGCCAGGGACTTCCTGACCCTAGCCCAGAGCCCAAGCAGCTCCCTGAGCTGATCAG
AATGAAGAGAGATGGAGGCAGACTGTCTGAAGCTGACATCAGGGGCTTTGTGGCTGCTGTG
GTGAATGGGTCTGCCCAGGGGGCACAGATTGGGGCCATGCTGATGGCCATCAGACTTAGAG
GCATGGATCTGGAGGAGACCTCTGTGCTGACCCAGGCCCTGGCTCAGTCTGGACAGCAGCT
GGAGTGGCCAGAGGCCTGGAGACAGCAGCTTGTGGACAAGCATTCCACAGGGGGTGTGGGT
GACAAGGTCAGCCTGGTCCTGGCACCTGCCCTGGCTGCATGTGGCTGCAAGGTGCCAATGA
TCTCTGGAAGAGGTCTGGGGCACACAGGAGGCACCTTGGATAAGCTGGAGTCTATTCCTGG
ATTCAATGTCATCCAGAGCCCAGAGCAGATGCAAGTGCTGCTGGACCAGGCTGGCTGCTGT
ATTGTGGGTCAGAGTGAGCAGCTGGTTCCTGCTGATGGAATCCTATATGCAGCCAGAGATG
TGACAGCCACAGTGGACAGCCTGCCACTCATCACAGCCTCCATTCTCAGTAAGAAACTGGT
GGAGGGGCTGTCTGCTCTGGTGGTGGATGTTAAGTTTGGAGGGGCTGCTGTCTTCCCCAAC
CAGGAGCAGGCCAGAGAGCTGGCAAAGACACTGGTTGGGGTGGGAGCCAGCCTAGGGCTTA
GAGTGGCTGCAGCCCTGACAGCCATGGACAAGCCCCTGGGTAGATGTGTGGGCCATGCCCT
GGAGGTGGAGGAGGCCCTGCTCTGCATGGATGGGGCAGGCCCCCCAGACTTAAGGGACCTG
GTCACCACACTGGGGGGGGCCCTGCTCTGGCTCTCTGGACATGCTGGGACTCAGGCCCAGG
GGGCTGCCAGAGTGGCTGCTGCTCTGGATGATGGCTCTGCCCTTGGCAGATTTGAGAGAAT
GCTGGCTGCTCAGGGGGTGgacCCTGGTCTGGCCAGAGCCCTGTGCTCTGGAAGTCCTGCA
GAAAGAAGACAGCTGCTGCCTAGAGCCAGAGAGCAGGAGGAGCTGCTGGCTCCTGCAGATG
GCACAGTGGAGCTGGTCAGAGCTCTGCCCCTGGCCCTGGTGCTGCATGAGCTGGGGGCTGG
GAGAAGCAGAGCTGGGGAGCCCCTCAGACTGGGGGTGGGGGCAGAGCTGCTGGTGGATGTG
GGTCAGAGGCTGAGAAGAGGGACCCCCTGGCTCAGAGTGCACAGAGATGGCCCTGCCCTCT
CTGGCCCCCAGAGCAGAGCCCTGCAGGAGGCCCTGGTACTCTCTGACAGAGCCCCATTTGC
TGCCCCCTTGCCCTTTGCAGAGCTGGTTCTGCCCCCCCAGCAATAA
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Annex | |

Sequeéncia optimitzada A sense CG

ATGGCTGCCCTGATGACCCCTGGCACAGGGGCCCCCCCTGCCCCTGGGGACTTCTCTGGGG
AGGGCAGCCAGGGCCTGCCTGACCCCAGCCCTGAGCCCAAGCAGCTGCCTGAGCTGATCAG
AATGAAGAGAGATGGGGGCAGACTGTCTGAGGCTGACATCAGAGGCTTTGTGGCTGCTGTG
GTGAATGGCTCTGCCCAGGGGGCCCAGATTGGGGCCATGCTGATGGCCATCAGACTGAGAG
GCATGGACCTGGAGGAGACCTCTGTGCTGACCCAGGCCCTGGCCCAGTCTGGCCAGCAGCT
GGAGTGGCCTGAGGCCTGGAGACAGCAGCTGGTGGACAAGCACAGCACAGGGGGGGTGGGG
GACAAGGTGAGCCTGGTGCTGGCCCCTGCCCTGGCTGCCTGTGGCTGCAAGGTGCCCATGA
TCTCTGGCAGAGGCCTGGGCCACACAGGGGGCACCCTGGACAAGCTGGAGAGCATCCCTGG
CTTCAATGTGATCCAGAGCCCTGAGCAGATGCAGGTGCTGCTGGACCAGGCTGGCTGCTGC
ATTGTGGGCCAGTCTGAGCAGCTGGTGCCTGCTGATGGCATCCTGTATGCTGCCAGAGATG
TGACAGCCACAGTGGACAGCCTGCCCCTGATCACAGCCAGCATCCTGAGCAAGAAGCTGGT
GGAGGGCCTGTCTGCCCTGGTGGTGGATGTGAAGTTTGGGGGGGCTGCTGTGTTCCCTAAT
CAGGAACAAGCTAGGGAGCTGGCCAAGACCCTGGTGGGGGTGGGGGCCAGCCTGGGCCTGA
GAGTGGCTGCTGCCCTGACAGCCATGGACAAGCCCCTGGGCAGATGTGTGGGCCATGCCCT
GGAGGTGGAGGAGGCCCTGCTGTGCATGGATGGGGCTGGCCCCCCTGACCTGAGAGACCTG
GTGACCACCCTGGGGGGGGCCCTGCTGTGGCTGTCTGGCCATGCTGGCACCCAGGCCCAGG
GGGCTGCCAGAGTGGCTGCTGCCCTGGATGATGGCAGTGCCCTGGGCAGATTTGAGAGAAT
GCTGGCTGCCCAGGGGGTGGACCCTGGCCTGGCCAGAGCCCTGTGCTCTGGCAGCCCTGCT
GAGAGAAGACAGCTGCTGCCCAGAGCCAGAGAGCAGGAGGAGCTGCTGGCCCCTGCTGATG
GCACAGTGGAGCTGGTGAGAGCCCTGCCCCTGGCCCTGGTGCTGCATGAGCTGGGGGCTGG
CAGAAGCAGAGCTGGGGAGCCCCTGAGACTGGGGGTGGGGGCTGAGCTGCTGGTGGATGTG
GGCCAGAGACTGAGAAGAGGCACCCCCTGGCTGAGAGTGCACAGAGATGGCCCTGCCCTGT
CTGGCCCCCAGAGCAGAGCCCTGCAGGAGGCCCTGGTGCTGTCTGACAGAGCCCCCTTTGC
TGCCCCCCTGCCCTTTGCTGAGCTGGTGCTGCCCCCCCAGCAGTGA
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Sequeéncia optimitzada D sense CG

ATGGCTGCTCTGATGACACCTGGAACAGGGGCCCCTCCTGCCCCTGGGGATTTTTCTGGGG
AGGGCTCTCAGGGCCTGCCTGATCCATCTCCTGAGCCCAAGCAGCTGCCTGAGCTGATCAG
AATGAAGAGAGATGGGGGCAGACTGTCTGAGGCTGATATCAGAGGATTTGTGGCTGCTGTG
GTCAATGGATCTGCCCAGGGGGCCCAGATTGGAGCCATGCTGATGGCCATTAGACTGAGAG
GCATGGACCTGGAAGAGACATCTGTGCTGACCCAGGCCCTGGCCCAGTCTGGACAGCAGCT
GGAATGGCCTGAGGCTTGGAGGCAGCAGCTGGTGGATAAGCACTCTACAGGGGGGGTGGGG
GACAAGGTGTCACTGGTGCTGGCTCCAGCCCTGGCTGCCTGTGGCTGCAAGGTGCCAATGA
TCTCTGGCAGAGGCCTGGGCCACACAGGGGGCACACTGGATAAGCTGGAATCCATCCCTGG
CTTCAATGTGATCCAGAGCCCTGAGCAGATGCAGGTCCTGCTGGATCAGGCTGGCTGCTGT
ATTGTGGGCCAGTCTGAGCAGCTGGTGCCTGCTGATGGAATCCTGTATGCTGCCAGAGATG
TGACAGCCACAGTGGACAGCCTGCCTCTGATCACAGCCAGCATCCTGAGCAAGAAACTGGT
GGAAGGCCTGTCTGCCCTGGTGGTGGATGTGAAATTTGGGGGAGCTGCTGTGTTCCCAAAT
CAAGAACAGGCCAGAGAGCTGGCCAAGACCCTGGTGGGAGTGGGAGCCTCTCTGGGACTGA
GAGTGGCTGCTGCCCTGACAGCCATGGATAAGCCCCTGGGAAGATGTGTGGGCCATGCCCT
GGAAGTGGAAGAGGCCCTGCTGTGTATGGATGGGGCTGGACCTCCTGACCTGAGAGATCTG
GTCACAACACTGGGAGGGGCTCTGCTGTGGCTGTCTGGACATGCTGGAACACAGGCTCAGG
GGGCAGCTAGAGTGGCTGCTGCACTGGATGATGGCTCTGCCCTGGGGAGATTTGAGAGAAT
GCTGGCTGCACAGGGGGTGGACCCTGGACTGGCTAGAGCCCTGTGTTCTGGCTCCCCTGCT
GAGAGAAGGCAGCTCCTGCCTAGAGCCAGAGAACAGGAAGAACTGCTGGCCCCAGCTGATG
GCACAGTGGAACTGGTCAGAGCCCTGCCACTGGCCCTGGTGCTGCATGAACTGGGAGCTGG
AAGAAGCAGAGCTGGGGAGCCTCTGAGACTGGGGGTGGGAGCTGAACTGCTGGTGGATGTG
GGACAGAGACTGAGAAGAGGCACCCCTTGGCTGAGAGTGCACAGAGATGGACCTGCCCTGT
CTGGCCCACAGTCTAGGGCTCTGCAGGAAGCCCTGGTCCTGTCTGACAGAGCCCCTTTTGC
TGCCCCTCTGCCATTTGCTGAACTGGTCCTGCCTCCCCAGCAGTGA
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Research in context

Evidence before this study

Mitochondrial  neurogastrointestinal ~ encephalomyopathy
(MNGIE) is a fatal metabolic disease caused by mutations in the
nuclear gene TYMP that encodes thymidine phosphorylase. In pa-
tients, thymidine phosphorylase dysfunction causes accumulation
of the nucleosides thymidine and deoxyuridine, which interferes
with mitochondrial DNA replication. Hence, all therapy approaches
for MNGIE are addressed to reach permanent reduction of these
toxic metabolites. Over the last years, several preclinical studies
have demonstrated that gene therapy is a feasible strategy for this
disorder. Transduction of hematopoietic progenitors with the cor-
rect version of the gene using lentiviral vectors, or the liver, using an
adeno-associated virus (AAV) vector, resulted in effective and sus-
tained restoration of nucleoside homeostasis in the Tymp/Upp1
double knock out murine model of this disorder. However, this ani-
mal model does not recapitulate the clinical manifestations of the
disease, and all evidence so far collected supporting gene therapy
for MNGIE relies almost exclusively on demonstrating correction
of the biochemical phenotype in mice.

Added value of this study

Previous studies demonstrated that challenging the MNGIE
mouse model with a chronic oral administration of the toxic nucle-
osides exacerbated the model leading to the manifestation of neu-
rological phenotype and thus providing a better tool to test thera-
peutic intervention. In this study, we show that AAV-mediated gene
therapy prevents the enlargement of brain ventricles and the neu-
romotor dysfunction observed in the mice. Hence, we prove that
liver-targeted gene therapy using an AAV vector prevents the man-
ifestation of a neurological phenotype beyond correcting the bio-
chemical nucleoside imbalance. This is the first time liver-targeted
AAV-mediated gene therapy for MNGIE shows efficacy on clinical
parameters in the animal model of the disease, which constitutes
an important step towards the translation of this therapy to pa-
tients.

Implications of all the available evidence

At present, hematopoietic stem cell transplantation and liver
transplantation are the only available therapies for MNGIE patients.
However, both treatments are constrained by the availability of a
suitable donor and involve complex medical interventions associ-
ated to life-threatening risks. Gene therapy may constitute a safer
alternative, and this study provides evidence that liver targeted
AAV-mediated gene therapy is effective on the neurological pheno-
type in the enhanced animal model of the disease. This will sup-
port conducting clinical studies that will bring this potential treat-
ment closer to patients.

1. Introduction

Mitochondrial neurogastrointestinal encephalomyopathy (MNGIE) is
caused by mutations in the nuclear gene TYMP [1], which lead to a de-
ficiency of thymidine phosphorylase (TP) activity and systemic accumu-
lation of its substrates, the nucleosides thymidine (dThd) and deoxyuri-
dine (dUrd) [2,3]. dThd and dUrd accumulation causes an imbalance
in the mitochondrial deoxyribonucleoside triphosphate (ANTP) pool that
interferes with mitochondrial DNA (mtDNA) replication, thereby induc-
ing mtDNA depletion, multiple deletions, and point mutations [4-8].

The main clinical features of MNGIE are progressive gastrointesti-
nal dysmotility, cachexia, ptosis, ophthalmoplegia or ophthalmoparesis,
demyelinating peripheral neuropathy, symmetrical distal weakness, and
diffuse leukoencephalopathy on brain MRI. Disease onset is usually be-
tween the first and fifth decades, in most cases before the age of 20
years, and the condition progressively degenerates, causing premature
death of affected patients usually during the third to fourth decade of
life [9].

Several therapeutic strategies have been proposed for MNGIE, all of
them addressed to reducing the toxic nucleoside accumulation [10]. Al-
logeneic hematopoietic stem cell transplantation was the first treatment
providing a permanent nucleoside reduction and clinical improvement
or stabilization in patients [11,12]. However, it is an aggressive therapy
associated with a high mortality risk due to transplant-related complica-
tions, which are aggravated in MNGIE patients by the poor clinical con-
dition when most are treated [13]. More recently, orthotopic liver trans-
plantation was proposed as an alternative option [14], and the reported
cases indicate that successful engraftment results in a sustained nucle-
oside reduction [15-18]. However, liver transplantation is also an ag-
gressive intervention, and it is constrained by a limited supply of donors.

Over the last few years, several preclinical studies have proven
the effectiveness of lentiviral hematopoietic stem cell gene therapy
or liver-targeted adeno-associated virus (AAV) vector gene therapy to
correct MNGIE biochemical disarrangements in a Tymp/Uppl double
knockout (dKO) mouse model of the disease [5,19-24]. However, as the
dKO mouse model has a limited and elusive functional phenotype ex-
cept for its clear metabolic imbalances, these preclinical studies have
relied almost exclusively on demonstrating correction of the biochem-
ical imbalances caused by the lack of TP activity. It has been shown
that chronic oral administration of dThd and dUrd to dKO mice signif-
icantly enhances the phenotype beyond biochemical derangements and
provides a better model to test therapy approaches [25]. Taking advan-
tage of this improved model, we show here that the liver-targeted AAV
gene therapy not only corrects the biochemical imbalances of the nucle-
oside-stressed model, but also prevents other functional changes such as
those related to its neurological phenotype.

2. Methods
2.1. Vector construction, production, and titration

The human coding sequence of TYMP (hcTYMP) was cloned in three
different vectors (AAV-TBG, AAV-AAT, and AAV-HLP) and packaged in
AAV8 serotype as previously described [19]. AAV-TBG contained hc-
TYMP under regulation of the tyrosine binding globulin (TBG) promoter
in a single-stranded configuration. AAV-AAT contained hcTYMP under
regulation of the a—1-antitrypsin promoter and the apolipoprotein E he-
patic control region (ApoE-AAT cassette) in a single-stranded config-
uration. AAV-HLP contained hcTYMP under regulation of the hybrid
liver-specific promoter, which is composed of an abbreviated form of the
ApoE-AAT cassette[26] in a self-complementary configuration. For con-
struction of AAV-HLP, the pAV-HLP-Luc plasmid was provided by Dr.
Nathwani's group (University College London Cancer Institute, London,
United Kingdom) and the luciferase gene was replaced by the hcTYMP
sequence. All vectors were produced and titrated as indicated elsewhere
[19].

2.2. Animal procedures

All animal procedures were conducted in accordance with the rules
established by the Generdlitat de Catalunya for the Care and Use of Lab-
oratory Animals and were conducted in compliance with the ARRIVE
guidelines. The protocols were approved by the Ethics Committee for
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Animal Experimentation of the Vall d'Hebron Research Institute (Permit
Number: 14-06).

A double knockout mouse for the genes Tymp and Uppl previously
described was used for this study [5]. AAV transduction efficiency in
mice is higher in males than females [27]. Thus, to avoid sex-related
variation in the results, only male animals were used in this study.

For chronic oral nucleoside exposure (“exposed” mice), the animals’
drinking water was supplemented with 16.6 g/L of dThd and dUrd
(68.6 mM dThd and 72.3 mM dUrd) from weaning up to the end of the
study (22-month-old mice) [25]. Mice that were not exposed to nucleo-
side administration are designated as “naive” in this study.

To study pharmacokinetics (PK) following acute nucleoside adminis-
tration (peak plasma concentration, area under the curve [AUC], time to
reach plasma concentration in naive wild type [WT] animals), a single
dose was administered by oral gavage (10 uL/g body weight of 16.6 g/L
of dThd and dUrd aqueous solution, ie, 166 mg dThd + 166 mg dUrd/
kg body weight). Blood samples were collected immediately before nu-
cleoside administration, and at 30 min, 1 h, 1.5h, 2h, 3h, 5h, and 8 h
after administration. In the PK study, mice were deprived of access to
drinking water during the first 3 h after gavage.

To detect the influence of possible metabolic adaptation on PK in
chronically dThd/dUrd-treated mice (exposed group), acute dThd/dUrd
administration was studied under two different conditions: mice with-
out chronic oral dThd/dUrd treatment (naive group), and mice already
receiving chronic dThd/dUrd treatment (exposed group). In this latter
case, dThd/dUrd was withdrawn from drinking water 24 h before acute
administration for the PK study.

Therapeutic vectors were administered to 8- to 11-week-old dKO
mice in a single intravenous injection (tail vein) of AAV-TBG at doses (in
vector genomes per kg, vg/kg) of 5 x 101, 1012, 2 x 10'2 and 10'3,
and AAV-AAT or AAV-HLP, both at doses of 2 x 102 and 103,

Blood samples from live animals were collected from the saphenous
vein using EDTA capillaries (Microvette 200K3E, Sarstedt). At the end
of the study (age 22 months), mice were euthanized by cervical dislo-
cation. Heart blood was immediately collected in EDTA-treated tubes,
and tissues (liver, brain, small intestine and gastrocnemius skeletal mus-
cle) were excised and immediately frozen in liquid nitrogen and stored
at —80 °C. Before analysis, mouse tissues were ground to a fine powder
with a ceramic mortar and pestle without defrosting in liquid nitrogen.

2.3. TP activity and nucleoside determination

Plasma dThd and dUrd concentrations were determined by
HPLC-UV, as previously described [22]. For TP activity, 100-200 ug of
pulverized tissue was homogenized with a plastic pestle in 800 pL of ly-
sis buffer. Homogenates were centrifuged at 20,000 x g for 30 min at
4 °C, the supernatant protein concentration was measured [28], and TP
activity was determined as described elsewhere [29].

For dThd and dUrd quantification in tissue, 100-200 pg of pulver-
ized samples was homogenized with a plastic pestle in lysis buffer
with addition of 1 uM internal standard (isotope-labeled dThd:
13G19'°Ny-dThd) and TP activity inhibitors to prevent in vitro degra-
dation of  nucleosides in homogenates: 100 pM of
5-chloro-6-[1-(2-iminopyrrolidinyl) methyl] wuracil hydrochloride
(strong TP-specific inhibitor that does not inhibit uridine phosphory-
lase (UP), used in liver homogenates containing high TP activity derived
from AAV transduction) or 100 uM 6-amino-5-bromouracil (TP and UP
inhibitor) and 100 uM tetrahydrouridine (cytidine deaminase inhibitor),
used in small intestine homogenates containing high TP and UP ac-
tivity) [30]. Homogenates were centrifuged at 20,000 x g for 30 min
at 4 °C, and protein concentration of the supernatant was measured
[28]. The supernatant was deproteinized by ultrafiltration (10 kDa Am-
icon Ultra filters; Merck Milli-

pore) at 14,000 x g for 30 min at 4 °C. The ultrafiltrate was later used
to measure nucleosides by LC-MS/MS (liquid chromatography coupled
to tandem mass spectrometry). Components of the sample were resolved
and detected as previously described [23]. Serial dilutions of dThd and
dUrd standards (0.5-20 puM) in lysis buffer and 1 uM of internal stan-
dard were processed in parallel to generate calibration curves. dThd and
dUrd concentrations in the samples were obtained from interpolation of
the peak areas relative to the internal standard in the calibration curve.

2.4. Vector copy number determination

DNA was isolated with phenol-chloroform from approximately
25 mg of frozen liver and dissolved in 10 mM Tris-HCI, pH 8.0. Vec-
tor genome copies per cell were quantified by qPCR on the ABI PRISM
7900 sequence detection system (Applied Biosystems). hcTYMP DNA
copy number was quantified using the predesigned TagMan MGB ex-
pression assay Hs00157317_m1 and referred to the murine single-copy
nuclear gene Angl using the predesigned TagMan MGB gene expres-
sion assay Mm00833184 s1 as previously described [19]. Quantifica-
tions were based on a standard curve prepared with different dilutions
of plasmids containing hcTYMP DNA or a specific region of the Angl
gene.

2.5. Motor performance

Motor coordination, balance and exercise tolerance were assessed in
25-week-old mice by testing their time to fall in a rotarod apparatus
(Ugo Basile Mouse Rota-Rod). The protocol included three training ses-
sions of 2 min each at a constant 4-rpm speed prior to the test. The test
session was then started at a speed of 4 rpm for 15 s, followed by a con-
stant acceleration rate of 1 rpm/s for 45 s. Three test sessions were car-
ried out with each mouse and the three time-to-fall values were recorded
and averaged [25].

2.6. Magnetic resonance imaging

Eighteen months-old mice were anesthetized with 4% (v/v) and
maintained with 1.5% (v/v) isoflurane in O, at 1 L/min. Mice were
placed in prone position on a water-jacketed bed to maintain body tem-
perature (37 + 1 °C) and immobilized with bite-bar and ear-bars. Sta-
ble respiration rate (50-80 bpm) and rectal temperature were monitored
(SA Instruments, Stony Brook, NT).

TH-MRI studies were performed at the joint nuclear magnetic res-
onance facility of the Universitat Autonoma de Barcelona and Cen-
tro de Investigacién Biomédica en Red—Bioingenieria, Biomateriales y
Nanomedicina (CIBER-BBN) (Cerdanyola del Vallés, Catalonia), Unit 25
of NANBIOSIS. Experiments were conducted on a 7T Bruker BioSpec 70/
30USR scanner (Bruker BioSpin GmbH, Ettlingen, Germany) equipped
with a 72-mm inner diameter linear volume coil as a transmitter and
a dedicated mouse brain surface coil as a receiver. MRI data were ac-
quired and processed on a Linux computer using Paravision 5.1 software
(Bruker BioSpin GmbH, Karlsruhe, Germany).

Low-resolution Ty-weighted fast spin-echo images were initially ob-
tained in axial, sagittal, and coronal planes for use as reference scout
images. The following imaging parameters were applied: TE (effective
echo time) 36 ms; TR (repetition time) 2 s; ETL (echo train length) 8;
FOV (field of view) 1.92 X 1.92cm[2]; MTX (matrix size) 128 x 128;
ST (slice thickness) 1 mm; gap (gap between slices) 0.1 mm; NS (num-
ber of slices) 14 axial, 9 sagittal, 5 coronal; NA (number of averages) 1;
and Expt (experiment time) 24 s per orientation.

T2 maps were acquired using a multi-spin multi-echo sequence.
Ty-weighted images at 24 different TE values between 10 and 240 ms
were acquired, with TR 3's, FOV 1.92 X 1.92 cm?, MTX 128 x 128,



4 F. Vila-Julia et al. / EBioMedicine xxx (xxxx) 103133

NS 8, ST 1 mm, and gap 0.1 mm, covering the whole brain excluding the
olfactory bulb and cerebellum (Supp. Figure 6a), with Expt 4 min 48 s.

Voxel-wise T, relaxation maps were calculated using Paravision 5.1
software. Regions of interest corresponding to the total brain and ex-
cluding ventricular areas were manually outlined for each slice and the
mean T, region values were calculated for each mouse.

For ventricular volume measurement, brain volume was manually
outlined in each slice. Within the selected brain region, ventricular pix-
els were automatically pre-defined on T2 maps as pixels having T2 val-
ues above 60 ms. The analysis was reviewed and non-ventricular regions
were manually removed. The sum of ventricular pixels in all slices was
then multiplied by the voxel volume (0.15 x 0.15 x 1 mm?) to provide
the total ventricular volume for each mouse.

2.7. Mitochondrial isolation and dNTP determination

Liver and brain mitochondria were isolated and dNTPs were ex-
tracted as previously described [6,22]. For dNTP quantification, dry ex-
tracts were thawed and re-dissolved in 40 pL of 40 mM Tris-HCl, pH
7.4. Mitochondrial dNTP content was determined using the previously
described polymerase-based method[31] with some modifications [19].

2.8. Mitochondrial DNA copy number analysis

Total DNA was isolated from approximately 25 mg of pulverized
frozen tissue with the QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) and dissolved in
10 mM Tris-HCI (pH 8). MtDNA copy number was quantified by qPCR
on the ABI PRISM 7900 sequence detection system (Applied Biosystems)
using a probe targeted to the mitochondrial gene mt-Rnr2 (encoding the
16S rRNA) and referred to the nuclear gene Angl, following the protocol
detailed elsewhere [32].

2.9. Histochemical staining of small intestine

Longitudinal sections of jejune were analysed using the adapted
“Swiss roll” technique [33]. Jejune sections were fixed in 4% neu-
tral buffered formalin and embedded in paraffin for histological ex-
amination. Three-um-thick slices were routinely stained with Masson's
trichrome. Images were taken using a FSX100 fluorescence microscope
and the software FSX-BSW (Olympus, Tokyo, Japan).

2.10. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism 6 pro-
gram (GraphPad Software, Inc.). For multiple comparisons (multiple
comparisons with one reference group, and multiple comparisons of all
groups compared with each other) the Kruskal-Wallis test followed by
the Dunn's multiple comparisons test was used. When the only interest
was to compare two groups defined by only one variable (e.g., exposed
group vs. non-exposed group), we used the Mann-Whitney U test. In any
case, tests used are always indicated in the figure legends. For statisti-
cal purposes, undetectable values were considered as zero. Nucleoside
PK parameters, including peak plasma concentration, AUC, and time
to reach plasma WT concentration, were calculated from the graphical
curves obtained by plotting nucleoside plasma concentrations vs time,
defined by connecting adjacent measurements with straight lines, and
taking as baseline the mean plasma nucleoside concentration at time 0 h
in naive WT mice.

2.11. Role of funding source

The disclosed funders had no role in study design, data collection
and analysis, interpretation, decision to publish, or preparation of the
manuscript.

3. Results
3.1. Pharmacokinetics of dThd and dUrd in the murine model

In agreement with previous reports [19-24], in the absence of oral
nucleoside administration (naive mice), circulating dThd and dUrd con-
centrations were around 3-fold higher in dKO mice than in WT mice
(Fig. 1a and Supplementary Fig. 1). A marked increase in plasma dThd
and dUrd concentrations above normal WT levels was observed in the
exposed groups. When the time of blood sample collection was not con-
sidered, plasma dThd and dUrd concentrations showed wide dispersion
in the exposed groups (data not shown). This variability was greatly re-
duced after changing the protocol and collecting all blood samples be-
tween 8 and 9 am (8- to 30-fold increase in exposed WT mice, and 13-
to 26-fold increase in exposed dKO mice) (Fig. 1a and Supplementary
Fig. 1). As mice were exposed to dThd and dUrd in drinking water ad li-
bitum, it was not possible to determine the time of the last intake before
blood collection. This may account for the wide, randomly distributed
variation in plasma concentrations; that is, time differences between the
last water intake and sample collection.

Thus, we decided to explore a more controlled set of parameters, by
studying nucleoside PK in 35 to 40 week-old mice after a single dThd/
dUrd administration by oral gavage in naive WT and dKO mice. We also
studied exposed WT and dKO mice to detect whether a possible meta-
bolic adaptation in response to chronic dThd and dUrd exposure influ-
enced PK. After the single oral dose, plasma concentrations rose above
naive dKO levels, reaching a peak value between 1 and 1.5 h after oral
gavage (Fig. 1b and Supplementary Fig. 2a). Thereafter, deoxyribonu-
cleoside (dN) levels rapidly declined, even in dKO mice, which lack
the required catabolic enzymes, owing to urinary excretion (data not
shown). Eight hours after oral administration, dThd and dUrd plasma
levels remained above normal plasma levels in all groups. Peak concen-
trations (Fig. 1c and Supplementary Fig. 2b) and AUCs (Fig. 1d and
Supplementary Fig. 2c) showed a clear tendency to be higher in dKO
mice than WT mice, in both the naive and exposed groups, respectively.
We also found that AUC values were higher in exposed dKO than in
naive dKO mice (Fig. 1d and Supplementary Fig. 2c).

3.2. AAV-TYMP treatment limits nucleoside stress in chronically dThd/dUrd
-exposed dKO mice

Exposed dKO mice were treated with three different liver-targeted
AAV vectors carrying hcTYMP (AAV-TBG, AAV-AAT, or AAV-HLP) at
different doses. Plasma dThd and dUrd monitoring over 35 weeks
showed the following: although AAV treatment failed to reduce circu-
lating levels of these nucleosides at most time points, the frequency
of randomly distributed samples in which nucleosides concentrations
decreased to levels within the range of naive dKO mice (Supplemen-
tary Fig. 3) was higher than that of untreated exposed dKO mice (Fig.
1a). As the last nucleoside intake (in drinking water) before blood sam-
ple collection might have been interfering with detection of the ef-
fect of AAV treatment on dN concentration, we analyzed the effect of
AAV treatment on PK parameters in gavage-exposed dKO mice (Fig.
1b-e). Before gavage dosing, plasma dThd and dUrd concentrations in
all AAV-treated mice but one were in the WT range or below (dThd,
1.9-3.5 pM; dUrd, 2.5-4.2 uM). It should be noted that the group of ex-
posed mice had been deprived of oral dThd and dUrd in drinking water
24 h before PK assessment. AAV treatment reduced peak dThd concen-
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Fig. 1. Effect of AAV treatment on dThd pharmacokinetics. a) Plasma dThd concentration in WT and dKO mice exposed to dThd and dUrd supplementation in drinking water starting
from weaning (exposed group), or without exposure (naive group). The monitored range encompasses 5 to 34 weeks of age. Each symbol and line represents a single mouse. gray dotted
and shadowed areas indicate the concentration range in naive dKO and WT groups, respectively. b) Plasma dThd concentrations before (0 h) and after a single administration of dThd
and dUrd by oral gavage (166 mg/kg each) in naive and exposed WT mice, naive and exposed dKO mice, and exposed dKO mice previously treated with different doses of AAV-TBG,
AAV-AAT and AAV-HLP vectors. Mice were 35 to 45 weeks old at the time of the experiment. Each point represents mean *+range. White and gray areas between dotted lines indicate the
concentration range in naive dKO and WT groups at time zero, respectively. ¢, d and e) PK results (mean + SD) obtained from experiments depicted at b. Sample sizes in panels b to e are:
naive WT, n = 8; naive dKO, n = 6; exposed WT, n = 5; exposed dKO, n = 7; TBG-treated mice with 5 x 10 vg/kgn = 2, 1012 vg/kgn = 4, 2 x 102 vg/kg n = 5, and 10'° vg/kg
n = 5; AAT-treated mice with 2 x 10'2vg/kgn = 6 and 10'3 vg/kg n = 5; HLP-treated mice with 2 X 10'2 vg/kgn = 6 and 10'3 vg/kg n = 4. Asterisks indicate statistically significant
differences (*p <0.05, **p <0.01; panels ¢ and d, Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's multiple comparisons test, all groups compared with dKO exposed; panel e, Kruskal-Wallis test
followed by the Dunn's multiple comparisons test, all groups compared with each other). AUC, area under the curve.

trations to well below the peak concentrations observed in exposed dKO
mice, regardless of the vector construct or dose used, although statis-
tical significance was not reached for the two AAV-TBG lowest doses
(Fig. 1c). AAV treatment led to even more pronounced reductions in
the AUC (Fig. 1d). In contrast to what occurred in AAV-untreated mice,
which did not reach WT nucleoside levels after gavage nucleoside ad-
ministration over 8 h of monitoring (Fig. 1b), all AAV-treated exposed
dKO mice reached WT levels in less than 8 h (Fig. 1e). A dose-depen-
dent effect in the time reduction to reach WT dThd concentration was
observed with all vectors; a similar, but less marked dose-dependent ef-
fect was observed on peak dThd concentration and dThd AUC. Compar-
ison between the different vectors showed that AAV-AAT had the most
pronounced effect on dThd PKs.

The greatest effect was achieved with AAV-AAT at 10'% vg/kg,
which reduced plasma dThd concentration to <3.5 uM in a mean of
2.2 h (range 1.8-2.6 h) after oral gavage. Mice treated with 1013 vg/
kg of AAV-AAT also showed the lowest mean dThd peak concentration
(13.8 pM, range 5.5-16.9) and the lowest mean dThd AUC (23.8 pmoles
dThd x hour/L, range 15.8-29.3). Similar effects of AAV treatment on
PK were observed for dUrd (Supplementary Fig. 2).

Nucleoside-exposed mice were treated with dThd/dUrd in drinking
water from weaning until the end of the study (at 22 months old). At
this point, mice were killed and dThd and dUrd levels were analyzed in
plasma and liver (AAV target organ), as well as brain and small intes-

tine (two affected organs in MNGIE patients). Chronic oral nucleo-
side exposure resulted in increased dThd median levels in all tissues
in WT mice (plasma 5-fold, liver 2-fold, brain 4-fold, and small intes-
tine 90-fold, as compared with median levels in naive WT group), and
showed a higher increase in dKO mice (plasma 20-fold, liver 10-fold,
brain 7.5-fold, and small intestine 275-fold, as compared with median
levels in naive WT group) (Fig. 2). In addition, AAV-treatment reduced
dThd and dUrd levels in nucleoside-exposed mice at the end of the
study in liver (reductions compared to exposed dKO AAV-untreated,
with levels comparable to those of WT naive mice) and in brain (reduc-
tions compared to untreated exposed dKO AAV, with levels comparable
to those of exposed WT mice in all groups and doses except the low-
est AAV-TBG dose). In plasma, reductions were especially prominent in
mice treated with the AAV-AAT vector (and reached statistical signifi-
cance for the dose 2 x 102 vg/kg), whereas there was no effect in small
intestine with any treatment. The greatest reductions were obtained for
the AAV-AAT vector in plasma, liver, and brain. Similar results were ob-
served for the dUrd concentrations (Supplementary Fig. 4).

3.3. AAV-TYMP treatment induces increased TP activity in liver
Chronic nucleoside exposure induced increased TP activity in liver

tissue in WT mice (mean value 39 nmoles Thy/h/mg prot in naive WT,
and 112 in exposed WT), and in dKO mice (mean value 1.2 in naive
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lines indicate the median concentration for each group. Asterisks indicate statistically significant differences (*p <0.05, **p<0.01; Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's multiple

comparisons test, all groups compared with dKO exposed).

dKO, and 9.9 in exposed dKO) (Fig. 3a), but not in small intestine,
brain, or skeletal muscle (Supplementary Fig. 5). Treatment with AAV
vectors provided TP activity to liver of exposed mice in a dose-depen-
dent manner (Fig. 3b). AAV-AAT was the most effective vector in pro-
viding TP activity to liver, in agreement with its nucleoside reduction.
At the highest dose (1012 vg/kg), liver TP activity mean values in ex-
posed mice increased 40- to 75-fold compared to WT values: 2091 =140
nmoles Thy/h/mg prot for AAV-TBG (mean=*SD); 3031+509 for
AAV-AAT and 1535 +456 for AAV-HLP (Fig. 3b).

Vector copy number (VCN) increased in liver in a dose-dependent
manner (Fig. 3c). In an attempt to compare the efficacy of the promot-
ers carried by the three vectors, we normalized TP activity per VCN,
and the results revealed that TP/VCN ratios were not constant for each
vector, but declined as VCN increased (Fig. 3d). This apparent “satu-
ration of efficacy” makes it difficult to compare the efficacies of dif-
ferent promoters, but the fact that the highest TP/VCN ratios were al-
ways observed with the AAV-AAT vector for all different VCN values
(Fig. 3d), suggests that AAT was the most effective promoter among
those tested. The TP vs VCN distribution was adjusted to the nonlin-
ear function: Y = intercept + slope x log(X), where Y is TP activity and
X is VCN. Semilogarithmic transformation of the function showed that
the highest slope among the three vectors corresponded to AAV-AAT
(p<0.05, extra sum of squares F-test).

Although all the promoters used here are liver-specific, AAV treat-
ment provided TP activity to small intestine in exposed dKO mice, as
well as skeletal muscle treated with the highest vector doses, and brain
in a few individual mice. AAV-induced TP activities did not reach levels
above WT values in non-hepatic tissues except in a single skeletal mus-
cle sample (Supplementary Fig. 5).

3.4. Histological analysis of small intestine and mtDNA copy number

Histological analysis of the small intestine (Masson's trichrome stain-
ing) did not reveal any detectable abnormalities induced by nucleoside
exposure in this tissue. Also, we could not find that nucleoside exposure
induced mtDNA depletion in brain and small intestine. (Supplementary
figure 6).

3.5. Effect of the AAV-TYMP treatment on neurological phenotype

Motor coordination, balance and exercise tolerance were determined
using the rotarod performance test in 25 week-old mice (Fig. 4). The
performance in this test can be influenced by impaired function of the
skeletal muscles and/or the central nervous system. Multiple compari-
son analysis of all groups represented in Fig. 4 (Kruskal-Wallis test, fol-
lowed by the Dunn's multiple comparisons test) did not detect statistical
differences for any group, probably due to the high number of groups.
However, when we only analysed the effect of nucleoside exposition, we
observed that exposed dKO mice had a reduced time to fall, as com-
pared with WT naive mice (p = 0.006, Mann-Whitney U test) (Fig. 4).
In AAV-treated mice, rotarod performance varied widely, but in most
AAV-treated mice (69%; 27 out of 39) was within or above the naive
WT normal range (19-44 s), whereas only 33% (3 out of 9) of exposed
dKO mice showed a lengthier time to fall.

All MNGIE patients have diffuse leukoencephalopathy on brain MRI
[9], and chronic oral exposure to dThd and dUrd enhances leukoen-
cephalopathy in the dKO murine model [25]. We performed brain MRI
studies in 84-week-old naive and exposed WT and dKO mice. Larger
T2-weighted hyperintense areas (indicative of cerebrospinal fluid) were
found in exposed dKO mice than in naive dKO, naive WT, or exposed
WT mice (Fig. 5a and Supplementary Fig. 7). In contrast to what was
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reported in the former study of nucleoside exposed dKO mice, we did
not find leukoencephalopathy in our experimental setting, probably be-
cause of different magnetic resonance protocols [25]. Hyperintensity
was mainly located in the third and lateral ventricles, suggesting ven-
tricular enlargement. The volume of the third and lateral ventricles
was quantified using T2 maps, and it was significantly greater in ex-
posed dKO mice than in naive WT mice whereas it was unchanged
in both naive dKO and exposed WT mice (Fig. 5b). AAV-AAT and
AAV-HLP treatment prevented ventricular enlargement in exposed dKO
mice: most animals treated with these vectors had normal ventricu-
lar volumes, with the exception of one mouse treated with 10" vg/kg
AAV-AAT that developed hydrocephalus. In contrast, AAV-TBG failed to
prevent ventricular enlargement in most cases (Fig. 5b).

Ventricular volumes at 84 weeks of age significantly correlated with
brain dThd levels at the end of the study (94 weeks) in all groups (Spear-
man r = 0.324, p = 0.014, n = 57, excluding 2 ventricular volume
extreme values; r = 0.358, p = 0.005, n = 59, including all values)
and with rotarod test performance (Spearman r =-0.348, p = 0.0068,
n = 59, excluding two ventricular volume extreme values). Ventricular
volumes did not significantly correlate with plasma or liver dThd levels.
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kg, and TBG 2 X 102 vg/kg, one in each group.
3.6. AAV-TYMP treatment normalized the mitochondrial ANTP balance

In MNGIE, nucleoside overload leads to an unbalanced dNTP mito-
chondrial pool, resulting in mtDNA instability [4]. We quantified ANTP
levels in mitochondrial extracts from liver and brain in 22-month-old
mice (Fig 6). dTTP content was significantly increased in brain mi-
tochondria of exposed dKO mice. The same trend was observed in
liver mitochondria, but statistical significance was not reached, probably

owing to the wide dispersion of the values (liver dTTP range: 5.3-54.7
pmoles/mg protein). The dTTP expansion in liver was largely prevented
in exposed dKO mice treated with AAVs, as most values of AAV treated
mice returned to dTTP values with the naive WT range, although only
the group treated with AAV-TBG at 10'3 vg/kg reached statistical sig-
nificance (Fig. 6a). AAV treatment also limited dTTP expansion in
brain, but the effect was only partial as dNTP in AAV-treated ani-
mals did not reach WT levels (and reached statistical significance only
in the group treated with AAV-AAT at 2 x 102 vg/kg)
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(n = 8) naive mice, non-treated WT (n = 4) and dKO (n = 10) exposed mice and dKO exposed mice treated with different AAVs doses (TBG-treated mice with: 5 x 10'! vg/kgn = 2,
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103 vg/kg n = 3). Horizontal lines indicate the median for each group. gray areas indicate the range of values in the naive WT group. Asterisks indicate statistically significant differences
(*p<0.05, **p<0.01; Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's multiple comparisons test, all groups compared with dKO exposed).

(Fig. 6b). The observations regarding mitochondrial dCTP levels in liver
conversely mirrored those of dTTP; that is, exposed dKO showed dCTP
depletion as compared with WT levels, which was largely prevented by
AAV treatment, reaching statistical significance for all AAV-AAT treated
groups, and for the group treated with AAV- HLP at 2 x 10'2 vg/kg
(Fig. 6¢). No statistical differences were detected in mitochondrial dCTP
levels in brain (Fig. 6d). As to the purine deoxynucleotides, mitochon-
drial dGTP levels were expanded in liver (an increase that was not pre-
vented by AAV treatment), while dATP showed a tendency to be de-
pleted in the same organ (statistically non-significant), but the effect was
prevented in most AAV treated groups. In contrast, mitochondrial dATP
and dGTP levels were barely affected or not affected at all in brain (Sup-
plementary Fig. 8).

4, Discussion

Over the last few years, gene therapy has been proposed to reduce
the relevant risks associated with the currently available options to treat
MNGIE (allogeneic stem cell transplantation and orthotopic liver trans-
plantation) [11-13,15-18,34]. Since the first proof-of-concept preclin-
ical studies demonstrating the feasibility of using lentiviral[22] and
AAV vectors [23], several studies have shown that these strategies pro-
vide maintained effectiveness at long term in the preclinical model
[19-21,24]. The main endpoint used to draw conclusions was the abil-
ity of the vectors to achieve genetic correction in target cells of the
murine dKO model, thereby providing TP activity and normalization of
systemic dThd and dUrd levels.

However, the dKO mouse is a limited model due to the absence of
a clinically relevant phenotype, which consists of a lack of TP activity
(except for some residual activity in tissues expressing Upp2), moder-
ate dThd and dUrd systemic accumulation, and a modest mitochondrial
dNTP imbalance. Any additional traits beyond the biochemical conse-
quences of the absence of TP have only been glimpsed in very old ani-

mals and, even so, as elusive and barely detectable signs [5]. The
model can be enhanced by providing the animals with dThd and dUrd
in drinking water, which exacerbates the phenotype and highlights
the importance of dThd and dUrd overload in the pathophysiology of
MNGIE [25]. This enhanced model does not recapitulate the main clin-
ical features of the disease (which manifest mainly as severe gastroin-
testinal dysmotility, myopathy, peripheral neuropathy and brain dif-
fuse leukoencephalopathy). Specifically, the lack of gastrointestinal phe-
notype is an important limitation of this animal model, because gas-
trointestinal dysmotility is the most debilitating symptom in MNGIE pa-
tients [9]. However, it does show some new functional and radiolog-
ical alterations (neuromotor dysfunction and ventricular alterations in
brain) that are absent or much less prominent in the non-nucleoside ex-
posed murine model. We used this enhanced preclinical model to ex-
pand on our previous studies demonstrating the feasibility and efficacy
of AAV-based liver-targeted gene therapy for MNGIE [19,21,23].
Systemic dThd and dUrd levels in naive dKO mice were 2- to 4-fold
higher than levels in naive WT mice, as was originally reported[5] and
consistently observed here, which contrasts with the much more pro-
nounced accumulations (more than 50-fold) observed in MNGIE patients
[35,36]. In agreement with the study where the stressed model was es-
tablished [25], we found that oral administration of dThd and dUrd
to dKO mice exacerbates systemic accumulation of both dNs. Further-
more, the highest dThd and dUrd accumulations were seen in small in-
testine, likely because of the presence of ingested dNs, before or during
intestinal absorption. In contrast, we found detectable dThd and dUrd
levels in all tissues analyzed from naive WT mice, and exposed dKO
mice had dN levels only 20-fold above WT plasma values, and 10-fold
above liver and brain WT values. These discrepancies likely result from
the use of TP activity inhibitors during sample processing for dN de-
termination, which prevented in vitro dN degradation in WT samples
and reduced the differences between naive WT and exposed dKO con-
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centrations. As was expected, the excess of dThd and dUrd resulted in
enhanced mitochondrial ANTP imbalances (dTTP increase and dCTP de-
pletion) in the two tissues analyzed (liver and brain).

We found an unreported effect of dN exposure on mice: an increase
in TP activity in liver, but not in skeletal muscle, small intestine, or
brain. A similar effect (TYMP upregulation) has been reported in cul-
tured human cells in response to dThd and nucleoside analogues [37].
Exposure to dN doubled liver TP activity in WT mice and, interestingly,
also increased activity in dKO animals. Upregulation of Tymp or other
genes encoding enzymes with TP activity (such as Uppl and Upp2) may
account for this increase in WT mice. Additionally, dThd excess could
be inhibiting the ubiquitin-mediated TP degradation as it has been re-
cently reported in human differentiating reticulocyte cell cultures [38].
In contrast, Tymp and Upp1 genes are molecularly inactivated in the dKO
model [5,39]; therefore, dN-induced TP activity in these animals should
be mediated by upregulation of another enzyme, likely UP2 (encoded by
Upp2). In fact, naive dKO mice have some detectable TP activity in liver
that must be due to UP2.

All MINGIE patients present diffuse leukoencephalopathy on brain
MR, but this abnormality is barely detectable in naive dKO mice, and
is only seen when they are very old [4]. The first study of the nucle-
oside-exposed dKO model demonstrated that chronic exposure to dThd
and dUrd led to increased brain MRI FLAIR intensity signal around the
third and lateral ventricles [25]. In our study, we failed to detect MRI
differences between naive dKO and naive WT mice, showing how elu-
sive this feature is in the unexposed mouse model. Nonetheless, and
in agreement with the previous report [25], dKO mice (but not WT
mice) did develop the MRI phenotype under dN exposure, although we
found enlarged ventricle volumes rather than the diffuse parenchymal
leukoencephalopathy that is typically observed in MNGIE patients. Com-
bined analysis of T2 maps and high-resolution T2-weighted images re-
vealed that the periventricular signal hyperintensity corresponds to en-
larged ventricular volume, with no fluid transfer to the surrounding
white matter, in contrast to what is observed in other hydrocephalic
models with severe ventricular enlargement [40]. Exposure to dNs also
succeeded in the development of a motor function phenotype. At 25
weeks of age, exposed dKO mice showed a shorter time to fall in the ro-
tarod test, which is indicative of motor coordination impairment in this
model, in agreement with previous findings [25]. Furthermore, rotarod
time to fall at 25 weeks of age inversely correlated with MRI ventricular
volume assessed at 84 weeks of age, which concurs with previous stud-
ies associating hydrocephalus with motor function defects [41].

As was discussed above, most effects of dN exposure seen in our
study are consistent with previously reported findings [25], but we
failed to replicate some other important features. After careful histologi-
cal analysis (Masson's trichrome staining), we found no abnormalities in
small intestine of exposed mice, and no mtDNA depletion was detected
in brain or in small intestine.

In previous preclinical studies, we used the TBG promoter in AAV
gene therapy for MNGIE and proved that it is effective for driving hc-
TYMP expression [21,23]. The need to optimize therapeutic gene ex-
pression and minimize the vector dose to transfer therapy to MNGIE
patients prompted us to explore new vector constructs [19]. The
ApoE-AAT enhancer-promoter cassette has been used in several
AAV-based preclinical and clinical studies [42-45]. The self-comple-
mentary genome configuration resulted in faster and stronger thera-
peutic gene expression in these studies, and it has also been success-
fully used in patients [46-48]. We found that use of the AAV-AAT
vector to carry hcTYMP in the dKO model resulted in greater effi-
cacy as compared to other hepatic promoters or a self-complemen-
tary configuration [19]. Now, taking advantage of the enhanced nu-
cleoside-exposed animal model to expand the study, we found that
AAV-AAT provides an effect beyond the previously reported biochemi-
cal normalization. AAV-AAT performed better than other liver-targeted
vectors in restoring biochem-

ical homeostasis (nucleoside reduction, liver TP activity, ANTP normal-
ization), and it also improved the brain MRI abnormalities manifested in
the exposed mouse model.

Our attempts to determine the effect of different vectors on dN
homeostasis revealed an unexpected limitation of the model. As mice re-
ceived dNs in their drinking water ad libitum, the variability in dN lev-
els seen over the day was likely determined by the last time the mouse
drank water. To circumvent this confounding factor, we decided to de-
termine PK parameters (peak concentration, AUC, and time to reach
WT values) after a single gavage administration, instead of single dN
values in one blood sample, as more reliable biochemical endpoints to
study the effect of the vectors on dN homeostasis in the model. A vec-
tor dose-response was observed in most cases, and comparison between
the three vectors showed that AAV-AAT was the most efficient to reduce
plasma dN levels, which is consistent with their better comparative abil-
ity to provide TP activity to liver. As was expected, all vectors led to
substantial dose-dependent TP activity in liver, and the analysis of TP
activity/vector copy number ratios indicated that the AAT promoter was
the most efficient. All these observations confirm and reinforce our pre-
vious results on the efficacy of different vectors [19].

Previously, we observed that treatment with AAV-TBG, AAV-HLP
and AAV-AAT results in sporadic cases of increased TP activity in
non-hepatic tissues [19], and this was confirmed here in an independent
set of experiments. In our previous report, we found that this “illegiti-
mate activity” seems not to be caused by ectopic expression, as trans-
gene DNA or mRNA could not be consistently found in samples with
TP activity. Hence, this activity might respond to exosomal export from
liver [49]. In any case, this extra-hepatic effect was irrelevant in quan-
titative terms in both the previous and the current study. dNTP imbal-
ances were ameliorated in liver as a consequence of the systemic dN
reduction. The effect in brain, however, was only partial. The fact that
liver, but not brain, is the target of the vectors tested here may account
for the modest effect in brain. In addition, the anatomic complexity of
the brain, constituted by many cell types distributed among different
functional areas, may mask local effects, as our method for mitochondr-
ial ANTP determination is performed on total brain mitochondria. Inter-
estingly, dCTP depletion could not be detected in brain mitochondria,
which correlates with the absence of mtDNA depletion in this organ, in
agreement with previous experimental data showing that the cause of
mtDNA depletion in MNGIE is limited availability of dCTP [4].

Of note, this is the first time that AAV-mediated gene therapy has
shown efficacy on disease-related features in MNGIE beyond normal-
ization of the biochemical imbalances. Nucleoside-exposed mice treated
with AAV-HLP and AAV-AAT vectors recovered normal ventricular vol-
umes on MRI, while this effect was only partial (in some mice) and not
statistically significant with the AAV-TBG vector. When all mice were
taken as a whole, ventricular volumes significantly correlated with dThd
levels in brain, reinforcing the notion that normalization of the biochem-
ical imbalances is directly related with improvements in this neurologi-
cal trait. However, the results did not allow us to draw clear conclusions
on the effect of therapy on motor function, as assessed with the rotarod
test. Time to fall in the rotarod test was shorter in nucleoside-exposed
dKO mice, which can be due to alterations in the central nervous system
and/or the skeletal muscle. This reduction seemed to be prevented in
most groups of AAV-treated mice. However, if this observation suggests
a positive effect of the treatment, it is uncertain why was it not observed
at the highest vector doses. The reasons for this apparent paradox re-
main to be explored.

The results of this study show that the AAV-AAT vector performed
the best among those tested, efficiently providing TP activity to the
liver and restoring dN and dNTP homeostasis. In addition, functional
improvements on the phenotype beyond normalization of biochemical
markers were proven for AAV-mediated MNGIE gene therapy in the nu-
cleoside-exposed dKO mouse model. AAV transduction rates are lower
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in humans than in mice [50,51]; therefore, using more potent promot-
ers, within a reasonable range of potency, will be necessary to make
AAV treatment possible in humans at feasible vector doses. This will
have an impact on both biosafety and the cost of treatment, and con-
tribute to facilitating implementation of this therapy in patients, which
constitutes a significant advance towards the treatment of this devas-
tating disorder with a much less invasive therapy than those currently
available.
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Supplementary Figure 1.

Plasma dUrd concentration in WT and dKO mice exposed to dThd and dUrd supplementation in
drinking water from weaning (exposed group), or without exposure (naive group). Monitored range
encompasses from 5 to 34 weeks of age. Each symbol and line represents one single mouse. Grey
dotted and shadowed areas indicate the concentration range in naive dKO and WT groups,
respectively.
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Supplementary Figure 2.

a) Plasma dUrd concentrations before (0 hours) and after a single administration of dThd and dUrd by oral gavage (166 mg/kg each) in naive and
exposed WT mice, naive and exposed dKO mice, and exposed dKO mice previously treated with different doses of AAV-TBG, AAV-AAT and
AAV-HLP vectors. Mice were 35 to 45 week-old at the time of the experiment. Each point represents meantrange. White and grey areas between
dotted lines indicate the concentration range in naive dKO and WT groups at time zero, respectively. b, ¢ and d), PK results (mean+SD) obtained from
experiments depicted at (a). Sample sizes: naive WT, n=8; naive dKO, n=6; exposedWT , n=5; exposed dKO , n=7; TBG-treated mice with: 5x10"
vg/kg n=2, 10"? vg/kg n=4, 2x10"? vg/kg n=5 and 10" vg/kg n=5; AAT-treated mice with: 2x10" vg/kg n=6 and 10" vg/kg n=5; HLP-treated mice
with: 2x10' vg/kg n=6 and 10" vg/kg n=4. Asterisks indicate statistically significant differences (*p<0.05, **p<0.01; panels b and ¢, Kruskal-Wallis
test followed by the Dunn's multiple comparisons test, all groups compared with dKO exposed; panel d, Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's
multiple comparisons test, all groups compared with each other). AUC, area under the curve.
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Supplementary Figure 3.
Plasma dThd (a) and dUrd (b) concentration monitoring in dKO exposed mice treated with different
AAVs doses. Monitored range encompasses from 5 to 34 weeks of age. Each symbol and line
represents one single mouse. Grey dotted and shadowed areas indicate the concentration range in

untreated naive dKO and WT groups, respectively.
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Supplementary Figure 4.

Effect of AAV treatment on dUrd levels in 22-month-old mice. Plasma, liver, brain and small intestine dUrd concentrations in WT (n=7-9) and dKO
(n=8) naive mice, WT (n=4) and dKO (n=10) exposed mice, and dKO exposed mice treated with different AAV doses (TBG-treated mice with 5x10"!
vg/kg n=2, 10" vg/kg n=4, 2x10" vg/kg n=6 and 10" vg/kg n=4; AAT-treated mice with 2x10'? vg/kg n=6 and 10"’ vg/kg n=4; HLP-treated mice with
2x10'? vg/kg n=6 and 10" vg/kg n=3). Horizontal lines indicate the median concentration in each group. Asterisks indicate statistically significant
differences (*p<0.05, **p<0.01; Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's multiple comparisons test, all groups compared with dKO exposed).
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Supplementary Figure S.

TP activity in liver, small intestine, skeletal muscle and brain of WT (n=8) and dKO (n=8) naive mice, WT (n=4) and dKO (n=10) exposed mice, and dKO
exposed mice treated with different AAVs doses (TBG-treated mice with 5x10" vg/kg n=2, 10"? vg/kg n=4, 2x10"* vg/kg n=6 and 10" vg/kg n=4;
AAT-treated mice with 2x10'2 vg/kg n=6 and 10" vg/kg n=4; HLP-treated mice with 2x10'* vg/kg n=6 and 10"* vg/kg n=3). Horizontal lines indicate the
median concentration in each group. For statistical purposes, values below the lower limit of quantification (grey shadowed area) were considered as zero.
Asterisks indicate statistically significant differences (*p<0.05, **p<0.01; Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's multiple comparisons test, all groups
compared with dKO exposed).
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Supplementary Figure 6.

a) Masson trichrome staining of small intestine sections (3 pm, jejunum) of 22-month-old WT and dKO naive mice, WT and dKO exposed mice,
and dKO exposed mice treated with different AAVs doses. For enhanced visualization of collagen (blue stained) and surrounding smooth muscle
cells (red), captured images were opened in TIFF format with the Adobe Photoshop software (Adobe Photoshop CS5 extended v.12.0, San Jose,

CA., USA) and tone- and saturation-adjusted. Scale bar = 40 um. b) and ¢) mtDNA copy number in brain and small intestine measured by qPCR.
Grey areas indicate the range of values in the naive WT group. No statistical differences found (Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's
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Supplementary Figure 7.

a) T2-weighted sagittal images of the brain plane showing the location of the coronal slices
analyzed for ventricular volume quantification. b) T2-weighted images with 1-mm thick coronal
sections showing slices analyzed for brain ventricular volume quantification in WT mice and dKO
exposed mice.
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Supplementary Figure 8.

Mitochondrial deoxyguanosine triphosphate (dGTP) and deoxyadenosine triphosphate (d1ATP) content in liver and brain of untreated WT
(n=9) and dKO (n=8) naive mice, untreated WT (n=4) and dKO (n=10) exposed mice, and dKO exposed mice treated with different AAVs
doses (TBG-treated mice with 5x10'" vg/kg n=2, 10'? vg/kg n=4, 2x10'? vg/kg n=6 and 10" vg/kg n=4; AAT-treated mice with 2x10'* vg/kg
n=6 and 10" vg/kg n=4; HLP-treated mice with 2x10'* vg/kg n=6 and 10" vg/kg n=3). Horizontal lines indicate the median in each group.
Grey areas indicate the range of values in the naive WT group. Asterisks indicate statistical significance level (*p<0.05, **p<0.01;
Kruskal-Wallis test followed by the Dunn's multiple comparisons test, all groups compared with dKO exposed).
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ABSTRACT:

Introduction: Mitochondrial neurogastrointestinal encephalomyopathy (MNGIE) is
caused by mutations in TYMP, which encodes thymidine phosphorylase (TP). TP
dysfunction leads to systemic overload of thymidine (dThd) and deoxyuridine (dUrd),
and altered mitochondrial deoxyribonucleotide homeostasis, which interferes with
mitochondrial DNA replication and results in mitochondrial dysfunction. In MNGIE,

the clinical phenotype is the consequence of an accumulation of noxious metabolites.

Areas covered: Knowledge gained about the pathomechanisms involved in MNGIE
has allowed the design of plausible treatments aimed to clear the systemic dThd and
dUrd overload. This article describes these strategies, from the first attempts to treat
the disease through dialysis, to allogeneic hematopoietic stem cell transplantation
(allo-HSCT), which has been the most successful treatment in the long term to date.
This option, however, is associated with a high risk of severe adverse effects so safer

alternatives with long-term efficacy are required such as gene therapy.

Expert opinion: The generally poor health of MNGIE patients at the time of treatment
aggravates the risks associated with therapies like allo-HSCT. Recently, gene
therapy has emerged as a feasible alternative, based on promising preclinical results.
To this end, clinical trials should be carefully designed and carried out to investigate

the safety and efficacy of this option.
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Long-Term Sustained Effect of Liver-Targeted Adeno-Associated
Virus Gene Therapy for Mitochondrial Neurogastrointestinal
Encephalomyopathy
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1,2,%

Mitochondrial neurogastrointestinal encephalomyopathy (MNGIE) is caused by mutations in TYMP, the
gene encoding the enzyme thymidine phosphorylase (TP). TP dysfunction results in systemic accumula-
tion of the noxious TP substrates thymidine and deoxyuridine. Gene therapy using either a lentiviral
vector or adeno-associated vector (AAV) has proven to be a feasible strategy, as both vectors restore
biochemical homeostasis in a murine model of the disease. This study shows that the effect of an AAV
containing the TYMP coding sequence transcriptionally targeted to the liver persists long term in mice.
Although the vector copy number was diluted and AAV-mediated liver TP activity eventually reduced or
lost after 21 months at the lowest vector doses, the effect was sustained (with a negligible decrease in TP
activity) and fully effective on nucleoside homeostasis for at least 21 months at a dose of 2x10'? vg/kg.
Macroscopic visual inspection of the animals’ organs at completion of the study showed no adverse effects
associated with the treatment. These results further support the feasibility of gene therapy for MNGIE.

Keywords: AAV, liver/metabolic, MNGIE, thymidine phosphorylase, mitochondria

INTRODUCTION

MITOCHONDRIAL NEUROGASTROINTESTINAL encephalo-
myopathy (MNGIE) is a mitochondrial disorder
caused by autosomal recessive mutations in the
nuclear gene TYMP, which encodes the cytosolic
enzyme thymidine phosphorylase (TP).!"> MNGIE
patients lack TP activity, and this deficit leads to
systemic accumulation of TP substrates, the nucle-
osides thymidine (dThd) and deoxyuridine (dUrd),
which are precursors of the salvage pathway of
deoxyribonucleoside triphosphates (dNTPs), used
for DNA synthesis. This expanded nucleoside con-
centration changes the mitochondrial dNTP pool
and interferes with proper mitochondrial DNA
(mtDNA) replication. As a result of the dNTP
imbalance, MNGIE patients develop mtDNA de-
pletion, multiple deletions, and point mutations

in certain tissues, which leads to mitochondrial
dysfunction*® (see Supplementary Fig. S1; Sup-
plementary Data are available online at www
Jiebertpub.com/hum). MNGIE is a fatal disease,
clinically characterized by gastrointestinal dys-
motility, progressive external ophthalmoplegia,
peripheral neuropathy, diffuse leukoencephalo-
pathy on brain magnetic resonance imaging, and
mitochondrial dysfunction. The average age of dis-
ease onset is 18 years, but most patients experience
their first symptoms in childhood. The condition
progressively degenerates until death ensues, usu-
ally due to the gastrointestinal complications, at a
mean age of 37 years.®

All the hitherto proposed therapeutic approaches
for MNGIE have been focused on reducing dThd and
dUrd concentrations to normal levels. The systemic

*Correspondence: Dr. Ramon Marti, Research Group on Neuromuscular and Mitochondrial Diseases, Vall d’Hebron Research Institute, Pg Vall d’Hebron 119, 08035

Barcelona, Catalonia, Spain. E-mail: ramon.marti@vhir.org
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overload of these two compounds is the actual bio-
chemical cause of the disease. The noxious effect of
dThd excess on mtDNA replication has been dem-
onstrated in different in vitro and in vivo models, *°
and therefore these constitute good biomarkers to
predict the evolution of the disease. Only treatments
that provide a permanent biochemical correction
result in clinical improvement. Allogeneic hemato-
poietic stem-cell transplantation (alloHSCT) is the
most widely used therapy for MNGIE, as it has
proven to be effective in several patients; reduc-
tion of dThd and dUrd levels was associated with
clinical stabilization or improvement in MNGIE
patients treated with alloHSCT.!~13 In two recent
reports, orthotopic liver transplantation was also
successfully used to treat MNGIE.'*1® The ratio-
nale for these strategies is that both hematopoietic
and liver tissue show high TP activity in humans.
Therefore, engrafted donor tissue clears the dThd
and dUrd excess in recipients. However, both of
these options are invasive therapies and require
compatible donors, and, in the case of alloHSCT, the
procedure is associated with high mortality and
morbidity rates in MNGIE patients.'?

Previously, it was proposed that gene therapy,
involving introduction of a functional copy of the
human TYMP coding sequence (hcTYMP) into
MNGIE patients’ cells, could be a noninvasive al-
ternative therapy that additionally would not re-
quire donor tissue. The existence of a murine model
of the disease'® has allowed this approach to be
tested preclinically. Although this animal model
does not recapitulate the clinical phenotype of the
disease, probably due to the short life expectancy of
mice, in combination with some differences in
deoxynulceoside metabolism between mice and hu-
mans, it reproduces the biochemical imbalances
observed in MNGIE patients, thus constituting a
useful tool to investigate the effects of experimental
therapies on the biomarkers of this disorder, that is,
the systemic levels of dThd and dUrd.

Using this animal model, the feasibility of gene
therapy was demonstrated using lentiviral vec-
tors targeting the hematopoietic system. Syngeneic
transplantation of transduced hematopoietic pro-
genitors into the Tymp/UppIl™~ double knockout
(KO) MNGIE model was able to correct the bio-
chemical derangement occurring in the disease.!”
However, on long-term follow-up of treated mice,
survival was low due to the transplantation proce-
dure, which included total body irradiation of re-
cipient animals before progenitor cell infusion.'® An
alternative approach, using an adeno-associated vi-
rus (AAV) vector targeting the liver, also prevented
biochemical imbalances in mice. Intravenous ad-

ministration of the AAV vector containing hcTYMP
at doses as low as 2x 10! genome copies/kg led to a
permanent reduction in systemic dThd and dUrd
levels to normal values in about 50% of treated mice,
and higher doses reduced nucleoside levels in vir-
tually all treated mice.'® This study reports that the
therapeutic effect achieved with the AAV vector
persists throughout the life of the murine model
with no signs of adverse effects.

MATERIALS AND METHODS
Vector construction, production, and titration

The AAV2/8 vector containing h¢cTYMP under
the control of the tyroxine-binding globulin (TBG)
promoter was constructed, produced by triple
transfection of 293 cells, and titrated by quantita-
tive polymerase chain reaction (qPCR) and dot blot
analysis, as indicated in a previous study.'®

Animal procedures

All animal procedures were performed using
protocols approved by the authors’ Institutional
Review Board and committee on animal care and
use. Eight- to 12-week-old Tymp/Uppl™~ mice'®
were treated with a single intravenous injection
(tail vein) of AAV2/8-TBG-hcTYMP. Three groups
of animals were treated with three different doses:
2x 10, 10'?, and 2x 10" vector genomes (vg)/kg.
Blood samples (EDTA) were collected from the sa-
phenous vein 2 weeks before treatment and every
24 weeks after treatment, starting from week 1
and continuing for 28 weeks. Additional blood
samples were collected 65, 75, 80, and 88 weeks
after treatment. All the animals included in this
study were males, except a subgroup of female mice
used for the study on the influence of sex on the
effect of the treatment.

When mice showed signs of pain, suffering, dis-
tress, or lasting harm, they were euthanized before
the planned end of the study for humanitarian
reasons, according to the following endpoint rule
based on a scoring system included in the Euro-
pean Directive 2010/63/UE (Annex III 3.1b). The
parameters that were monitored were body weight,
body condition, external appearance, and behav-
ior. Each parameter was scored from 0 to 3 based
on different indicators, and euthanasia was prac-
ticed in those mice whose score reached 3 in a
single parameter or 5 in the sum of the different
parameters.

TP activity and nucleoside determination
Plasma dThd and dUrd concentrations were
analyzed by high-performance liquid chromatog-
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raphy with ultraviolet detection, as previously
described.!” TP activity and tissue nucleoside
concentrations were measured in mice 34 weeks
after treatment and in untreated, age-matched
mice. After killing the mice by cervical disloca-
tion, tissues were collected and immediately fro-
zen in liquid nitrogen and stored at —80°C until
analysis. Frozen samples were homogenized in
lysis buffer (50 mM of Tris-HCI, pH 7.2, 10 mL/L
of Triton X-100, 2mM of phenylmethylsulfonyl
fluoride, 0.2 mI/L of 2-mercaptoethanol) in a Potter
homogenizer. The homogenates were centrifuged at
20,000 g for 30 min at 4°C, and supernatants were
separated into two aliquots. As described elsewhere,
one aliquot was used for protein determination®
and TP activity determination.?! The other aliquot
was frozen and later used to measure nucleosides
by liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS). To prevent in vitro
degradation of dThd and dUrd during the ho-
mogenization procedure, for samples with TP ac-
tivities >100 nmol Thy/h/mg prot, a second piece
of tissue was homogenized in the presence of
100 uM of 5-bromouracil (TP inhibitor) for the de-
termination of these nucleosides. Thawed superna-
tants were centrifuged at 20,000 g for 10 min at 4°C
to eliminate any remaining particles, and clean su-
pernatants were deproteinized by ultrafiltration
(10kDa Amicon Ultra filters; Merck Millipore, Bill-
erica, MA) at 14,000 g for 30 min at 4°C. Five mi-
croliters of deproteinized homogenate were injected
into an Acquity UPLC-MS/MS instrument (Acquity
UPLC-Xevo TQ Mass Spectrometer; Waters, Mil-
ford, MA) using an Acquity UPLC BEH C18 column
(100x 2.1 mm, 130 A pore, 1.7 um particle; Waters).
The components of the sample were resolved and
detected, as previously described.!® Calibration
curves made with aqueous standards were pro-
cessed in parallel, and concentrations were ob-
tained from interpolation of the peak areas.

Vector copy number

DNA was extracted from liver with the QIAamp
DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). Detection
and quantification of vector genome copies per cell
was performed by quantitative PCR (qPCR) in the
ABI PRISM 7900 sequence detection system (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA). hcTYMP DNA
was quantified using the pre-designed TagMan MGB
gene expression assay Hs00157317_m1 (Applied
Biosystems), and was referred to the single copy
nuclear gene Angl using the predesigned TagMan
MGB gene expression assay Mm00833184_s1
(Applied Biosystems). The quantifications were
based on a standard curve prepared with different

dilutions of vectors containing hcTYMP DNA or a
specific region of the Angl gene.

Liver mitochondrial dNTP quantification

Liver mitochondria were isolated, as previously
described.® Isolated mitochondria (0.5 mg of protein)
were treated with trichloroacetic acid (final concen-
tration 0.5 M) and centrifuged at 20,000 g for 5 min
at 4°C. Supernatants were neutralized with 1.5
volumes of 0.5M tri-N-octylamine in Freon (1,1,2-
trichlorotrifluoroethane) and centrifuged for 10 min
at 10,000 g at 4°C. Halfthe aqueous upper phase was
recovered and dried under a speed vacuum. Dry
dNTP extracts were dissolved in 40 uL of 40 mM
Tris-HCI (pH 7.4) and stored at —80°C until mea-
surement. For mitochondrial dNTP quantification,
the previously described polymerase-based assay®
was used with some modifications. Briefly, 10 uL of
reaction mixture contained 5 L. of ANTP extract in
40 mM of Tris-HC1 (pH 7.4), 10 mM of MgCl,, 5 mM
of dithiothreitol, 0.25 uM of oligoprimer, 0.75 uM of
[8-°H]dATP, 12-21 Ci/mmol, and 0.25 units of Se-
quencing Taq DNA Polymerase (Bioron, Newtown
Square, PA). Reaction mixtures with aqueous dANTP
standards were processed in parallel. After incuba-
tion at 48°C for 60 min, 9 uL of the mix was spotted
onto one position of a DEAE Filtermat glass fiber
filter (PerkinElmer, Waltham, MA) and left to dry.
The filters were washed six times for 10 min with
5% Na,HPO,, once with water, and once with abso-
lute ethanol, and left to dry again. The filter was
covered with a Melt-on Scintillator sheet (Perki-
nElmer), and the retained radioactivity was deter-
mined by scintillation counting in a MicroBeta2
Microplate counter (PerkinElmer). dNTP amounts
were calculated from interpolation on the calibration
curves. To ensure the reliability of the results, trip-
licates of two different dilutions of each dNTP ex-
tract (usually 1:3 and 1:10 water-diluted) were
processed in each independent experiment.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with Graph-
Pad Prism 5 software (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA). The tests used are indicated in the figure
legends. For statistical purposes, undetectable val-
ues were considered as zero.

RESULTS
Treatment with AAV2/8-TBG-hcTYMP
provides a dose-dependent, permanent
nucleoside reduction

Blood samples were collected 2 weeks before
treatment (baseline values) and at several time
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points over 88 weeks after treatment to measure
nucleoside levels (Fig. 1). As was observed in a
short-term study with the same vector,'® the lowest
dose (2x 10 vg/kg) progressively reduced plasma
dThd and dUrd concentrations, which reached
normal levels 5 weeks after injection in most mice.
However, this positive effect was gradually lost in
all mice treated with this dose, and plasma dThd
and dUrd concentrations returned to KO levels at
the end of the study (88 weeks after treatment).
Higher doses (102 and 2x10'? vg/kg) produced
faster reductions in plasma nucleoside concentra-
tions, which reached wild-type (wt) levels or below
in all mice 1 week after vector injection. The effect
was maintained over the entire monitoring time, al-
though there was a slight rebound at the last analysis
(88 weeks) with the intermediate dose (10'? vg/kg).
Nonetheless, nucleoside levels in three of four mice
treated with the intermediate dose remained within
the wt range at that time.

Previous AAYV studies in MNGIE have been per-
formed in male mice, as sex-biased AAV transduc-
tion efficiency has been observed in rodents (higher
in male mice than female mice).?? Therefore, the
study tested whether the treatment was also effec-
tive in females using two vector doses: 102 and
2x10'2 vg/kg. Although the small size of the sam-
ple would have compromised a reliable statistical
analysis of the data, inspection of the results sug-

a Untreated

2x10" vglkg

gests that the vector was effective in reducing
systemic nucleoside levels in females, although
the effect was quantitatively less pronounced than
in males (Fig. 2). At 5 weeks following treatment,
circulating dThd concentrations in female mice
were lowered to wt levels with both doses (three of
four mice for each dose). This reduction was
maintained in females 75 weeks after treatment,
but dThd levels persisted within the wt range in
only one of three mice (102 vg/kg) and two of four
mice (2x10'? vg/kg). In addition, there were re-
ductions in plasma dUrd levels (data not shown).
Parallel experiments conducted in male mice
showed similar results, but nucleoside reductions
were slightly greater in males than females.

AAV treatment restores dNTP balance
in liver mitochondria

At 96 weeks of age, untreated KO mice showed
significantly higher liver dThd and dUrd levels
than those of their wt counterparts (Fig. 3), find-
ings consistent with the previously reported results
for younger animals (42 weeks).!” These increases
were found to be significantly lowered in a dose-
dependent manner by treatment with the vector,
given at 8 weeks of age. At a vector dose of 2x10'?
vg/kg, nucleoside levels in the liver had decreased
to wt values, and at higher doses, nucleosides had
dropped to below normal values.
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Figure 1. Plasma thymidine (dThd) and deoxyuridine (dUrd) monitoring. dThd (a) and dUrd (b) concentrations in plasma obtained from untreated (n=>5) and
adeno-associated virus (AAV)-treated knockout (KO) mice (n=6 for 2x 10" and 10" vector genomes [vgl/kg, and n=5 for 2x 10' vg/kg) over 88 weeks after
treatment (time 0). Gray area indicates the plasma dThd and dUrd concentration range in wild-type (wt) mice (n=11). To facilitate matching the results of each
mouse between different figures, the same symbol identifies a particular mouse in Figs. 1, 3, and 4.
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Figure 2. Plasma dThd clearance in male versus female mice. Plasma dThd concentrations in male and female KO mice 5 and 75 weeks after treatment.
Doses are indicated on the x-axis (vg/kg). Horizontal lines represent medians. Gray areas indicate the plasma dThd concentration range in wt female (n=8) and

male (n=11) mice.

Nucleosides are dANTP precursors within the sal-
vage pathway. As a consequence of this biochemi-
cal linkage, dThd and dUrd overload causes a
deoxythymidine triphosphate (dTTP) increase
and secondary deoxycytidine triphosphate (dCTP)
decrease in mitochondria of some tissues, including
the liver, and so on.®®1923 These imbalances were
partially or totally prevented by the treatment.
Mitochondrial dCTP levels increased at all vector
doses tested, whereas the mitochondrial dTTP
increase was prevented, with reductions down to
wt levels or below at doses of 1012 and 2 x 102 vg/
kg. dTTP remained unchanged at the lowest dose
of 2x10' vg/kg (Fig. 3). Mitochondrial deoxy-
guanosine triphosphate (dGTP) levels did not
change with the treatment. dATP levels could not
be measured in liver mitochondria because the

values obtained were below the lower limit of
quantification.

Transgene copy number is diluted over time
Quantitative PCR analysis of DNA in the liver
of mice treated with the AAV2/8-TBG-hcTYMP
vector showed a small but noticeable dilution of
the vector genomes per cell over time (Fig. 4). At
the lowest vector dose, vector copy number per cell
was already negligible at 8 months after treat-
ment. At the two higher doses, vector copy number
8 months after treatment ranged from 0.1 to
1.8vg/cell in 10 of 11 treated mice (median 0.35
and 0.46 vg/cell at doses of 10'? and 2 x 10'? vg/kg,
respectively). At 21 months after treatment, vec-
tor copy number had decreased (median 0.04 and
0.32vg/cell at 10'% and 2x 10 vg/kg, respective-
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Figure 3. Nucleoside concentrations and mitochondrial nucleotide levels in the liver after long-term transgene expression. (a) dThd and dUrd concentrations

in wt (n=5), untreated KO (n=9), and AAV-treated KO mice with 2x 10" (n=

5), 10" (n=4), and 2x 10" vg/kg (n=5) 21 months (88 weeks) after treatment.

(b) Mitochondrial deoxythymidine triphosphate (dTTP), deoxycytidine triphosphate (dCTP), and deoxyguanosine triphosphate levels in wt (n=7), untreated KO
(n=9), and AAV-treated KO mice with 2x 10" (n=5), 10 (n=4), and 2x10'? vg/kg (n=5) 21 months after treatment. Horizontal lines represent medians. Gray
underlined asterisks indicate statistical differences compared to untreated KO mice (*p<0.05; **p<0.01, Mann-Whitney U-test). The group of mice treated
with the higher vector dose had lower dTTP levels ( p<0.05) and higher dCTP levels ( p<0.05) than those of wt mice. To facilitate matching the results of each
mouse between different figures, the same symbol identifies a particular mouse in Figs. 1, 3, and 4.

ly). This loss of vector copy number correlated
with partial loss of TP activity over time. Eight
months after treatment, KO mice gained TP ac-
tivity in the liver in a dose-dependent manner,
reaching wt values in two of six mice treated with
the lowest dose, and approximate values of 600 to
1,000 nmol/h/mg of protein in mice treated with
higher doses. Thirteen months later (21 months
after treatment), TP activity had been lost in all
mice treated with the lowest dose (consistent with
the systemic nucleoside rebound observed in this
group; Fig. 1), and reduced in those treated with
the higher doses. It should be noted, however, that
in most mice treated with higher doses (seven of
eight) TP activities were maintained between 200
and 800nmol/h/mg prot (fourfold increased or
higher compared to wt values) at 21 months. The

correlation between vector copy number per cell
and TP activity in treated mice was statistically
significant (p <0.0001).

Treatment with AAV2/8-TBG-hcTYMP did
not increase tumorigenesis or mortality rates

To investigate whether survival was affected in
treated mice, mortality was followed up to the end of
the study (96 weeks) in wt untreated KO and AAV-
treated KO mice at all doses (Fig. 5 and Supple-
mentary Table S1). Kaplan—Meyer analysis showed
that median survival was not significantly different
between wt and untreated KO mice (although a
lower percentage of KO mice than wt mice were
alive at the end of the study). The treatment did not
affect survival of the animals at any dose, either
positively or negatively (i.e., median survival in
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Figure 4. Vector genomes and thymidine phosphorylase (TP) activity in
the liver. Quantitative polymerase chain reaction—assessed AAV genome
copies in the liver from treated KO mice using a human TYMP cDNA probe
(a), and TP activity in the liver of wt, untreated, and treated KO mice 8 and
21 months (88 weeks) after treatment (b). The number of animals in con-
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n=6,3,4,11,6,5,6, 4,5, and 5. Horizontal lines represent medians. Doses
are indicated on the x-axis (vg/kg). Asterisks indicate statistical differences
between groups (¥*p<0.05, Mann-Whitney U-test). To facilitate matching
the results of each mouse between different figures, the same symbol
identifies a particular mouse in Figs. 1, 3, and 4.

mice treated with each vector dose did not signifi-
cantly differ from that of untreated KO mice).

To detect the development of tumors, the organs
of a group of mice killed at the end of the study or
following the euthanasia recommendation accord-
ing to the endpoint rule were carefully examined
(see Materials and Methods). This analysis only
included macroscopic visualization of organs at
necropsies, without organ dissection or microscopic
analyses. The findings of this examination are
summarized in Table 1. The limited number of
treated animals examined and the variability of the
tumors found precludes definitive conclusions, but
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Figure 5. Survival curve. Kaplan-Meier survival representation of wt,
untreated KO, and treated KO mice.

the incidence of liver tumors (target tissue of the
study) was not higher in AAV-treated KO mice
than in wt or untreated KO mice in the overall data
analysis.

DISCUSSION

MNGIE is caused by systemic accumulation of
dThd and dUrd, which interfere with mtDNA repli-
cation and maintenance in certain tissues that are
particularly susceptible to injury by increased nu-
cleoside levels. Consequently, current MNGIE ther-
apies have focused on preventing dThd and dUrd
overload in several target tissues, as has been re-
viewed.?* Past experience has shown that MNGIE
therapies are effective only when the systemic nu-
cleoside reduction is sustained over time,'?"'% and
preclinical evidence indicates that this objective can

Table 1. Tumorigenesis study

Number of
Total mice with
Group/dose studied tumors® Tumors detected
WT 16 3 (19%) 1 (spleen, liver, and lung), 2 (spleen)
KO 30 6 (20%) 2 (lung), 2 (small intestine),

1 (liver), 1 (spleen, kidney, and liver)
2x10" vg/kg 6 2 (33%) 1 (lung), 1 (small intestine and lung)
10" vg/kg 6 1(17%) 1 (lung)

2%10"? vg/kg 5 2 (40%) 1 (liver), 1 (small intestine and lung)

Specific subsets of animals belonging to different groups were selected
at the beginning of the study to investigate the occurrence of tumors at the
end of the study (when they were killed at the end of the study, or before
the end of the study following the endpoint rule for humanitarian reasons).

*Tumors found in necropsies at the end of the study (age 96 weeks) or
after euthanasia.

wt, wild type; KO, knockout; vg, vector genomes.
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be achieved using gene therapy. Gene therapy strat-
egies based on a lentiviral vector targeting the he-
matopoietic system or an AAV targeting the liver
have shown biochemical efficacy in a murine model
of the disease.!™® In the case of hematopoietic tis-
sue transduced with a lentiviral vector, the effect is
maintained over the life of treated mice, but the pro-
cedure itself is associated with a reduction in the
animals’ life span. The present study reports that
treatment with AAV2/8-TBG-hcTYMP targeting the
liver in a murine model also provides a permanent
biochemical correction, but without adverse effects.

A previous report found that various doses of this
vector lowered dThd and dUrd in the blood and
several tissues for at least 34 weeks after treat-
ment.'® In this study, it was observed that the bio-
chemical correction is fully maintained over the
entire life of most mice treated with 10'2 vg/kg and
all mice treated with 2x10'? vg/kg. At the lowest
dose tested (2x10'! vg/kg), the biochemical effect
persisted for the first 30 weeks (consistent with the
results of a previous study) but was lost thereafter
in all animals. This loss of effect coincided and cor-
related with a reduction in vector genomes and TP
activity in the liver. Some dilution effect was ex-
pected for AAVs because they mainly remain as
episomes in the nucleus of transduced cells.?® The
average hepatocyte turnover time in uninjured liver
of adult mice is 150 days.?® Therefore, an 85% vg/cell
reduction would be expected in 350 days (between 8
and 21 months, the times at which this endpoint
was assessed). Accurate quantification of this re-
duction was difficult in this study because vector
copy number in the liver cannot be assessed twice in
the same mouse (liver biopsies stimulate hepatocyte
proliferation, leading to overestimation of the dilu-
tion effect), and the wide dispersion of copy number
data (illustrated in Fig. 4a) makes precise copy
number assessment difficult in different mice at
different times. However, the data seem to indicate
that the reductions were less marked than was ex-
pected, especially for the highest vector dose. At the
lowest dose, vector copy number was already barely
detectable 8 months after treatment.

The dilution effect was also less pronounced than
expected when assessed in terms of liver TP activity.
Among the factors that could account for retention
of copy number and TP activity, a small but relevant
proportion of AAV may have been integrated in the
genome of hepatocytes?® and replicated in parallel
with cell division. A dilution effect is not expected
(and is not observed) when a lentiviral vector is used
because these vectors integrate in the genome and
are not diluted when cells divide.'”'® In humans,
the turnover time of mature hepatocytes in a fully

developed, uninjured liver ranges from 200 to
300 days.?” Hence, dilution of the AAV therapeutic
effect along time is also expected. Data from the
single related clinical trial reported to date, in which
hemophilia B was treated with a scAAVS targeting
the liver, have shown that factor IX expression
(product of the transgene in this clinical study) is
stable for >5 years.2®?° These results indicate that
the dilution effect in humans may be slow enough to
be undetectable in this moderate time frame. How-
ever, huge efforts in the field of AAV gene therapy
are aimed at developing new capsid vectors com-
patible in terms of immunogenicity with a second
vector infusion in order to overcome issues derived
from the long-term dilution effect.

An impact of sex on liver transduction with
AAVs is well recognized in the literature, with
greater transduction efficiency reported in males
than females.??3%33 Previous studies in other
murine models have proposed various explana-
tions for the higher transgenic expression in male
mice, such as an interaction between the AAVITR
and testosterone-dependent host nuclear regula-
tory proteins®? and contact between AAV vectors
and inhibitory molecules present in the blood.3°
Only male mice were used in the authors’ first
study on AAV,'® but the experience was expanded
to both male and female mice in the present study.
The results indicate that AAV treatment is effective
in both sexes, although the reduction in plasma
nucleosides is more pronounced in males than it is
in females. Since a single intravenous injection was
used, both the above-mentioned explanations could
account for the differences between sexes. Never-
theless, it is important to note that evidence from
studies in nonhuman primates and patients suffices
to affirm that this difference only pertains to ro-
dents.?* Therefore, the sex-related differences ob-
served here are not relevant when considering the
use of this approach to treat MNGIE patients.

The liver is an advantageous target organ for
gene correction in MNGIE patients, not only be-
cause of its immunological tolerance, which limits
the immune response against the vector capsid and
TP protein, but also because it is one of the richest
organs in TP activity in humans,?*** and a par-
ticularly suitable tissue to host systemic clearance
of metabolites.

TP activity was found to be 3- to 14-fold higher in
the murine model than in wt mice at 21 months after
treatment with the highest vector dose. This high
activity resulted in excessively reduced nucleoside
levels in the blood, which could be a concern, as this
could lead to dTTP depletion in quiescent hepato-
cytes. Since de novo dTTP synthesis is cell-cycle de-
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pendent and downregulated in nondividing cells,
hepatocyte dTTP levels mainly depend on the sal-
vage pathway and would be affected by abnormally
low dThd levels. It was found that the dThd over-
reduction observed at the highest vector dose was
associated with slight mitochondrial depletion of
dTTP (below wt values) and expansion of dCTP
(above wt values). Hence, it is concluded that the
dose-dependent effect on blood nucleoside levels is
reflected downstream in the mitochondrial salvage
pathway by inducing a dose-dependent dTTP re-
duction and dCTP expansion, although the above-
mentioned over-corrections point out the difficulty of
finely adjusting the vector dose to reach the wt ANTP
levels. Of note, 21 months after treatment with the
lowest vector dose, dTTP remained at KO levels, as
also occurred with blood dThd levels in the same
group and at the same time. By contrast, liver
dThd levels were normal. The reason for these in-
consistent findings is unknown, and some bias
derived from the low number of available samples
from old animals cannot be ruled out. In contrast to
the changes observed in pyrimidine deoxynucleo-
tides, mitochondrial dGTP levels were not affected
by the treatment.

The effect of the treatment on nucleoside and
mitochondrial nucleotide levels underlines the im-
portance of adjusting the vector dose in patients so
that excessive TP activity will not change the dNTP
pool beyond the objectives of the treatment. How-
ever, it is unlikely that the doses tested here will
result in liver TP activities higher than normal in
humans. Liver TP activities in mice treated with the
highest dose were still around four times lower than
the normal values in human liver.?! Even consid-
ering that we were testing a human gene under a
human promoter in mice, this observation suggests
that if use of this vector were translated to patients,
the concern would not be TYMP overexpression but
instead the inability to reach TP levels high enough
to normalize systemic nucleoside concentrations.
The fact that AAV8 transduction efficiency in ro-
dents is higher than in humans3®37 reinforces this
viewpoint. Which is the best serotype to target hu-
man liver is a relevant and controversial issue.
Some studies in humanized mouse models suggest
that AAV3-derived engineered serotypes infected
human cells much more efficiently than AAVS 3638
while other studies do not support this conclusion,
showing instead similar efficiencies.3%4°

There is considerable controversy regarding the
oncogenic potential of AAV use in gene therapy,
and several studies have been reported with rather

conflicting results. In one experimental study in
mice, hepatocellular carcinoma developed after
injection of a therapeutic AAV due to integration of
the vector into a genomic region encoding numerous
regulatory RNAs.*! Furthermore, AAV2 infection
has been associated with oncogenic insertional mu-
tagenesis in human hepatocellular carcinoma.*?
However, other authors have found no associated
increase in tumorigenesis with AAV use in mice,*>**
and a recent study reported an absence of hepatic
genotoxicity in relation to systemic administration
of an AAV2/5 in nonhuman primates and acute in-
termittent porphyria patients.*” In another study,
random AAYV integration in several loci, including
mtDNA, was reported,*®*” but the findings were
considered largely artefactual by others.*® These
discrepancies have been attributed to differing ex-
perimental conditions.*® It has also been hypothe-
sized that the enhancer—promoter encoded by the
vector can influence its genotoxicity, as it can lead to
overexpression of the genes located close to the in-
tegration site.*® This study used the TBG promoter,
which has been associated with insertional muta-
genesis.?® Nonetheless, in this study, the incidence
of liver tumors in AAV-treated mice was similar to
the spontaneous hepatocellular carcinoma inci-
dence in wt and untreated KO mice and to the
rates described in other studies.**-®! The small
size of the cohort of treated mice does not allow an
increased incidence of tumors to be ruled out. A
dedicated study with higher numbers of mice is
needed to address this potential issue, but this
objective is beyond the scope of this study. Of note,
this study treated adult mice and not newborns,
and the doses administered were 50 times lower
than those resulting in tumorigenesis.*® Thus, at
the doses used, it seems that the genotoxic poten-
tial of the vector is low, but the therapeutic benefit
is retained. To verify the safety of the vector fur-
ther, a Kaplan—Meier analysis was performed,
which found no association of the treatment with
higher mortality in this study.

This extended study provides further evidence
that gene therapy using an AAV targeting the liver
is a feasible therapeutic option for MNGIE treat-
ment. Among the variables that can influence the
success of this therapy, selection of the appropriate
vector dose is one of the most important to be con-
sidered. A vector dose range is described that al-
lows long-term correction and did not show adverse
effects derived from transgene overexpression or
vector genotoxicity, although more detailed and
expanded studies are needed to ensure the safety of
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the treatment. This information may be of value for
designing and implementing future clinical trials

with MNGIE patients.
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Alpha-1-Antitrypsin Promoter Improves the Efficacy
of an Adeno-Associated Virus Vector for the Treatment
of Mitochondrial Neurogastrointestinal Encephalomyopathy
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Mitochondrial neurogastrointestinal encephalomyopathy (MNGIE) is a devastating disease caused by
mutations in TYMP, which encodes thymidine phosphorylase (TP). In MNGIE patients, TP dysfunction
results in systemic thymidine and deoxyuridine overload, which interferes with mitochondrial DNA
replication. Preclinical studies have shown that gene therapy using a lentiviral vector targeted to he-
matopoietic stem cells or an adeno-associated virus (AAV) vector transcriptionally targeted to liver are
feasible approaches to treat MNGIE. Here, we studied the effect of various promoters (thyroxine-binding
globulin [TBGI, phosphoglycerate kinase [PGK], hybrid liver-specific promoter [HLP], and alpha-1-
antitrypsin [AAT]) and DNA configuration (single stranded or self complementary) on expression of the
TYMP transgene in the AAVS serotype in a murine model of MNGIE. All vectors restored liver TP activity
and normalized nucleoside homeostasis in mice. However, the liver-specific promoters TBG, HLP, and
AAT were more effective than the constitutive PGK promoter, and the self-complementary DNA configu-
ration did not provide any therapeutic advantage over the single-stranded configuration. Among all con-
structs, only AAV-AAT was effective in all mice treated at the lowest dose (5x 10'° vector genomes/kg). As use
of the AAT promoter will likely minimize the dose needed to achieve clinical efficacy as compared to the other
promoters tested, we propose using the AAT promoter in the vector eventually designed for clinical use.

Keywords: MNGIE, AAV, TYMP, thymidine, promoter, mitochondria

INTRODUCTION
MITOCHONDRIAL NEUROGASTROINTESTINAL encephalo-
myopathy (MNGIE) is a rare autosomal recessive
disease caused by mutations in the nuclear gene
TYMP, which encodes thymidine phosphorylase
(TP).! The main features of MNGIE are severe
gastrointestinal dysmotility, cachexia, progressive
external ophthalmoplegia, peripheral neuropathy,
leukoencephalopathy, and signs of mitochondrial
dysfunction in muscle biopsy. It is a devastating
disorder, as around 80% of patients do not survive
beyond 40 years. Complications derived from the
gastrointestinal dysfunction and critical nutritional
status are the most common causes of death.?

In MNGIE patients, TP dysfunction results in
systemic accumulation of TP substrates, the nucle-

osides thymidine (dThd) and deoxyuridine (dUrd),?
which leads to a mitochondrial deoxyribonucleoside
triphosphate (ANTP) imbalance that interferes with
mitochondrial DNA (mtDNA) replication.*® More
specifically, increased dThd concentration results in
expansion of thymidine triphosphate (dTTP) and
secondary depletion of deoxycytidine triphosphate
(dCTP) in mitochondria.® mtDNA replication is af-
fected, and muscle and other tissues show mtDNA
depletion, as well as multiple deletions and somatic
point mutations, which account for the mitochon-
drial dysfunction and clinical phenotype.” Several
therapies have been proposed for MNGIE patients,
with the common aim of achieving permanent
clearance of the toxic systemic metabolites.!13
Nonetheless, only allogeneic hematopoietic stem cell
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transplantation and more recently, orthotopic liver
transplantation have achieved sustained reduc-
tions in nucleoside concentrations to undetectable
(or barely detectable) levels and an improvement
in the clinical outcome.'*'® However, both of
these interventions are associated with consider-
able mortality rates and complications, which are
particularly pronounced in MNGIE patients be-
cause of their poor medical condition at the time of
treatment.'*1® The difficulty of finding a compat-
ible donor is an additional limitation of these
treatments.

Based on this background, it seems evident that
there is a need to develop safer therapeutic ap-
proaches for MNGIE, and to this end, gene therapy
could be an option. We first explored the feasibility
of gene therapy for this purpose in preclinical
in vitro and in vivo models using a lentiviral vector
targeting hematopoietic stem cells.?’ The results
were consolidated in a follow-up study in lentivirus-
treated animals®! that showed long-term transgene
expression and sustained biochemical normaliza-
tion. However, lentiviral vectors are associated with
a risk of oncogenesis because of their integrative
nature.??2 To overcome this drawback, we later
developed an alternative strategy based on use
of an adeno-associated virus (AAV) vector transcrip-
tionally targeted to the liver. Our previous results in

a murine model of MNGIE using thyroxine-binding
globulin (TBG) promoter (AAVZ2/8-TBG vector)
demonstrated that AAV-mediated liver-targeted
TYMP expression normalizes nucleoside metabo-
lism?? in a sustained long-term effect.?*

However, gene therapy has been associated with
a dose-dependent immune response, and therefore,
it is preferable to minimize the vector dose ad-
ministered.?>~27 In this line, we have now focussed
on investigating several alternative vectors having
different promoters and DNA configurations. Spe-
cifically, we studied the effect of four promoters,
the constitutive phosphoglycerate kinase (PGK)
promoter and three liver-specific promoters—TBG
promoter, hybrid liver-specific promoter (HLP),
and alpha-1-antitrypsin (AAT) promoter—and two
DNA configurations—single-stranded DNA and
self-complementary DNA—on expression of the
TYMP transgene when used in the AAV2/8 sero-
type in a murine model of the disease.

MATERIALS AND METHODS
AAYV vector construction, production,
and titration

A schematic representation of the four vectors
investigated in this study is shown in Figure 1.
In all cases, the AAV2/8 serotype was used.

ITR TBG  SV40intron TYMP cDNA WPRE  BGH ITR
AAV-TBG 3.8Kb
|
0.5 Kb 1Kb 1.5Kb 2 Kb 2.5Kb 3 Kb 3.5Kb
ITR TK1 intron PGK TYMP cDNA BGH ITR
Aaveek [ N 4.8Kb
|
0.5 Kb 1Kb 1.5Kb 2 Kb 2.5Kb 3Kb 3.5Kb 4 Kb 4.5 Kb
ITR HLP TYMP cDNA BGH ITR
SCAAV-HLP \:_lilfr 25Kb
0.5 Kb 1Kb 1.5Kb 2Kb 2.5Kb
ITR AAT HBB2 intron TYMP cDNA HBB2 ITR
AAV-AAT Ci*:‘: 4.1Kb
0.5 Kb 1Kb 1.5Kb 2 Kb 2.5Kb 3Kb 3.5Kb 4Kb

Figure 1. Schematic representation of the four adeno-associated virus (AAV) vectors studied. In all cases, vector serotype corresponded to AAV2/8. ITR,
inverted terminal repeats; TBG, thyroxine-binding globulin promoter; hcTYMP DNA, human thymidine phosphorylase gene coding sequence; WPRE, woodchuck
hepatitis virus post-transcriptionally regulatory element; BGH, bovine growth hormone polyadenylation signal; TK7 intron, stuffer DNA corresponding to the
human thymidine kinase 1 (7K7) intron 3 sequence; PGK, phosphoglycerate kinase promoter; HLP, hybrid liver-specific promoter; AAT, «-1-antitrypsin promoter;
HBB2 intron, human haemoglobin subunit -2 intron sequence; HBB2, bovine haemoglobin subunit -2 polyadenylation signal; scAAV, self-complementary

adeno-associated vector.




AAT PROMOTER IMPROVES GENE THERAPY FOR MNGIE 987

The AAV-TBG vector was generated at the AAV
Vector Core of the Telethon Institute of Genetics
and Medicine (Pozzuoli, Italy), as previously de-
tailed.?® Briefly, the coding sequence of the human
TYMP gene (h¢cTYMP) was PCR amplified, cloned
into the pCR2.1 TOPO vector (Invitrogen, Carls-
bad, CA), sequence verified, and finally cloned into
the single Eagl restriction site of the AAV2/8-TBG
vector. The vector was produced by transfection of
293 cells and purified by CsCl gradient.

For generation of the AAV-PGK vector, the in-
tron 3 sequence of TK1 was PCR amplified, sub-
cloned into the TOPO-TA vector (Invitrogen), and
finally cloned between the HindIII and EcoRV re-
striction sites in the pSMD2 plasmid. The PGK
promoter and h¢cTYMP sequences were obtained
from the previously described p305-TP lentiviral
vector?® and subcloned between the Xhol and Xbal
restriction sites of the pcDNA3.1(+) plasmid. Fi-
nally, the PGK-hcTYMP fragment was cloned be-
tween the Notl and Pmel restriction sites of the
pSMD2 plasmid to obtain the AAV-PGK vector.
After sequence verification, the vector was pro-
duced by the Vectors Production Unit of the Animal
Biotechnology and Gene Therapy Centre (Autono-
mous University of Barcelona, Barcelona, Catalo-
nia), by triple transfection of 293 cells. The vector
was purified by iodixanol gradient following pre-
vious polyethylene glycol precipitation.

For construction of the self-complementary
AAV-HLP (scAAV-HLP) vector, the pAV-HLP-Luc
plasmid was provided by Dr. Natwani’s group
(University College London Cancer Institute,
London, United Kingdom). The Luciferase gene
was replaced by the hcTYMP sequence, which was
cloned into the Xbal restriction site. Then, the
HLP-hcTYMP fragment was purified and cloned
into the SnaBI restriction site of the custom-
synthesized scAAV-pA plasmid (GeneArt Platform,
Life Technologies). The final scAAV-HLP vector
was sequence-verified and produced by the Vectors
Production Unit following the protocol described
for the AAV-PGK vector.

Finally, for construction of the AAV-AAT vector,
the hcTYMP sequence was obtained from the
scAAV-HLP vector and cloned between the Xbal
and Xhol restriction sites of the pSMD2-ApoE-
hAAT-UGT1A1-2.1 plasmid. After sequence veri-
fication, production was carried out following a
protocol based on triple transfection of 293 cells
and CsCl gradient purification.

The vectors produced were titrated in our labo-
ratory following a previously described method
based on double-stranded DNA quantification us-
ing the Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit

(ThermoFisher Scientific).?® The AAV titer was
calculated as the difference between the vector
genomes value from lysed samples and the vector
genome values for non-lysed samples, in order to
quantify encapsidated DNA only. In the case of the
AAV-TBG vector (previously tested and reported)?3
vector doses were recalculated according to the ti-
ters obtained by the picogreen method.

Animal procedures

All animal procedures were performed in accor-
dance with protocols approved by our institutional
review board. Male Tymp '~/ UppI~'~ double knock-
out (KO) mice, 8-12 weeks old, were treated with a
single intravenous tail injection of the different
vectors at different doses: 5x101°, 2x 10! and
5x 10! vg/kg for the TBG vector; 5x101°, 2x 1011,
5x10'1, 10" and 2x 102 vg/kg for the AAT vector
and 2x 10!, 5x 10!, 10'% and 2 x 102 vg/kg for the
PGK and HLP vectors. Age-matched untreated
double KO and wild type (wt) mice were used
as controls. Saphenous vein blood samples were
collected weekly during the first month and every
2—4 weeks up to 28 weeks after treatment using
EDTA capillaries (Microvette 200K3E, Sarstedt)
to assess plasma nucleoside concentration and
alanine aminotransferase (ALT) activity. Body
weight was monitored and general health status
assessed by qualitative survey (e.g., movement, coat
appearance, behavior) throughout the study. Mice
were killed by cervical dislocation 34 weeks after
vector administration. At this point, intracardiac
blood was extracted for dThd and dUrd determina-
tion and tissue samples were collected, immediately
frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C for
different purposes.

Nucleoside and TP activity determinations

Plasma dThd and dUrd concentrations were
analyzed by high-performance liquid chromato-
graphy with ultraviolet absorption detection, as
previously described.?’ For TP activity and tissue
nucleoside determinations, a portion of frozen
sample was homogenized in TP activity lysis buffer
(60mM Tris—HCI, pH 7.2; 10 mL/L Triton X-100;
2mM phenylmethylsulfonyl fluoride; 0.2 mL/L 2-
mercaptoethanol), using a Potter S homogenizer.
Homogenates were centrifuged at 20,000 g for
30min at 4°C, and supernatants were separated
into two aliquots. One aliquot was used for protein
determination? and TP activity®® determination,
as reported. The other aliquot was frozen until use
for measurement of nucleoside concentration by
liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometr'y.23
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ALT activity determination

To test whether the treatment induced hepato-
cellular toxicity, plasma ALT activity was monitored
by periodic determinations (every 4 weeks) over
the post-treatment period using a spectrophoto-
metric method. ALT-mediated transamination of
alanine to a-ketoglutarate was coupled to reduc-
tion of the product pyruvate via lactate dehydro-
genase, with nicotinamide adenine dinucleotide
(NADH) consumption spectrophotometrically mon-
itored at A=340nm. Fifty microliters of plasma
was incubated for 10 min at 37°C in 720 uL. of
0.1M Tris-HC1 (pH 7.5) containing 44mM L-
alanine, 0.2mM NADH, and 1U/mL of lactate
dehydrogenase. Absorbance at 340 nm was mon-
itored for 10min (blank), and the ALT reac-
tion was then triggered by the addition of 80 uL
of 130mM «-ketoglutarate to follow the slope
for an additional 10 min. ALT activity was ex-
pressed as micromoles of pyruvate formed per
minute and liter of plasma (IU/L) based on the
molar extinction coefficient of NADH at 340 nm
[6300 L/(mol-cm)].

Western blot

Protein extracts were obtained by homogeniza-
tion of approximately 20 mg of tissue in TP activity
lysis buffer. In all cases, 20 ug of total protein was
electrophoresed on 10% polyacrylamide gel under
denaturing conditions, and then transferred to
polyvinylidene difluoride membranes using the
Bio-Rad semi-dry system. Transferred proteins
were blotted with a rabbit polyclonal TP antibody
(ab69120, Abcam), a mouse monoclonal f-actin
antibody (A5316, Sigma-Aldrich), or a mouse
monoclonal GAPDH antibody (GA1R, Ambion).
Peroxidase-conjugated goat anti-rabbit and rabbit
anti-mouse immunoglobulins (Dako) were used as
secondary antibodies. Finally, membranes were
treated with the Immobilon Western chemilumi-
nescent kit (Merck Millipore), and bands were
visualized in an ODYSSEY Fc¢ (Li-COR) detector
and quantified using Image J software (U.S. Na-
tional Institutes of Health, Bethesda, MD).

Histological analysis

Immunofluorescent histological analysis of hu-
man TP was performed in 10 um liver cryosections
fixed with acetone:methanol (1:1v/v). Sections
were then blocked with bovine serum albumin 2%
(w/v) in Tris buffered saline buffer (50 mmol/L
Tris—HC], pH 7.6; 125 mmol/LL NaCl) for 30 minutes
and incubated with 10 yg/mL anti-TP rabbit poly-
clonal antibody (Abcam) overnight at 4°C. After
washing, sections were stained with AlexaFluor

488 conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin G
(Invitrogen). Nuclear staining was performed with
1 ug/mL Hoechst 33342.

Liver mitochondrial ANTP measurement

Liver mitochondria were isolated as previously
described.® A volume (0.1-0.3mL) of suspension
with isolated mitochondria containing 0.5 mg pro-
tein was treated with trichloroacetic acid (final
concentration 0.5M) and centrifuged at 20,000 g
for 5min at 4°C. Supernatants were neutralized
with 1.5 volumes of 0.5M tri-N-octylamine in
Freon (1,1,2-trichlorotrifluoroethane) and centri-
fuged for 10min at 10,000 g at 4°C. Half the
aqueous upper phase was recovered, dried under
speed vacuum centrifugation at room temperature,
and stored at —80°C until measurement. For ANTP
quantification, dry dNTP extracts were thawed
and dissolved in 40 uL of 40 mM Tris-HCI (pH 7.4)
(final equivalent protein concentration, 12.5 ug/
uL). For dATP and dTTP determination, non-
diluted and 1:3 diluted samples were used. For
dGTP and dCTP measurement, 1:5 and 1:10 dilu-
tions were required. Duplicates of each sample
were assessed. dNTP content was determined us-
ing the previously described polymerase-based
method® with minor modifications. Briefly, 10 uL of
reaction mixture containing 5 uL. of ANTP extract,
40 mM Tris-HCI (pH 7.4), 10 mM MgCl,, 5 mM di-
thiothreitol, 0.25uM oligoprimer, 0.75 M [8-*H]
dATP, 12-21 Ci/mmol (or [methyl->H] dTTP for the
dATP assay), and 0.025 U/uLL of Sequencing Taq
DNA Polymerase (Bioron) was incubated for 1 hour
at 48°C. Reaction mixtures with 40 mM Tris-HCl
(pH 7.4) ANTP standards were processed in tripli-
cate in parallel. After incubation, 9 uL. of the mix-
ture was spotted on a 96-position DEAE filtermat
(Perkin Elmer) and left to air dry. Filters were
washed 6 times with 5% Na,HPO,, once with wa-
ter, and once with 70% ethanol, and left to dry
again. The retained radioactivity was determined
by scintillation counting in a 1450 MicroBeta Tri-
Lux detector (Perkin Elmer) after incubating the
dry filtermats with MetiLex solid melt-on scintil-
lator (Perkin Elmer) at 80°C. dNTP amounts were
calculated from interpolation on calibration curves.
dTTP concentrations below 0.8 pmol/mg protein
were undetectable and considered as zero. dATP
could not be determined because values always fell
below the lower limit of quantification.

Vector and mtDNA copy number
and mRNA quantification

DNA was isolated from frozen liver samples by
phenol—chloroform extraction, dissolved in 10 mM
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Tris-HCI (pH 8) and quantified by spectropho-
tometry (NanoDrop Spectrophotometer, Thermo
Scientific). Detection and quantification of vec-
tor and mtDNA copy number was performed by
quantitative real-time PCR (qPCR) using an ABI
PRISM 7900HT sequence detector (Applied Bio-
systems). For hcTYMP DNA copy number quan-
tification, we used the predesigned TagMan MGB
expression assay Hs00157317_m1 (Applied Biosys-
tems) referred to the murine single-copy nuclear
gene Angl predesigned TagMan MGB gene ex-
pression assay MmO00833184_s1 (Applied Biosys-
tems). Similarly, mtDNA content was measured
using an MGB 16S custom-designed TagMan probe
(FAM-5" AAGTCCTACGTGATCTGAGGT 3-MGB)
and primers (16S Forward: AATGGTTCGTTTG-
TTCAACGATT and 16S Reverse: AGAAACCGAC-
CTGGATTGCTC) and referred to the same murine
single-copy nuclear gene Angl. In all cases, quanti-
fications were obtained by interpolation on standard
curves of several dilutions of plasmids containing
hcTYMP DNA or a specific region of the AnglI or
16S genes.

For mRNA quantification, total RNA was ex-
tracted from 20-30 mg of ground tissue using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen) and quantified by spec-
trophotometry (NanoDrop Spectrophotometer,
Thermo Scientific). One ug of isolated RNA was
treated with DNAse I, Amplification Grade (In-
vitrogen). Reverse transcription was performed on
DNA-free RNA using the High-capacity cDNA Re-
verse Transcription Kit (Applied Biosystems). The
resulting cDNA was used for gPCR analysis using
the probe indicated above for hcTYMP and referred
to Ppia mRNA (TagMan Gene Expression Assay
Mm02342430_g1).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with the
GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software,
Inc.). Nonparametric tests were used in most com-
parisons because of the limited number of cases per
group (n <10). For comparisons between groups with
alarger number of cases, parametric tests were used
when data were compatible with a normal distribu-
tion. The tests used in each particular case are indi-
cated in the figure legends. For statistical purposes,
undetectable values were considered as zero.

RESULTS
AAV-AAT was the most effective vector
among all tested
Our previous work showed that a single intra-
venous injection of single-stranded AAVS8 vector

carrying the human 7TYMP coding sequence
(h¢TYMP), transcriptionally targeted to liver un-
der control of the thyroxine-binding globulin pro-
moter (AAV-TBG), reduces the systemic nucleoside
overload in a mouse model of MNGIE.?*2* Here, we
compared the efficacy of this AAV-TBG vector with
3 alternative AAVS8 vectors containing the same
hcTYMP sequence under the control of different
promoters and with different DNA configurations:
AAV-PGK, with the constitutive phosphoglycerate
kinase promoter and single-stranded DNA; scAAV-
HLP, with the previously described hybrid liver-
specific promoter®! and self-complementary DNA;
and AAV-AAT, with the o«-l-antitrypsin liver-
specific promoter and apolipoprotein E hepatocyte
control region enhancer®® and single- stranded
DNA (Fig. 1). The HLP and AAT promoters are
similar, consisting of a core enhancer from the
human apolipoprotein hepatic control region, up-
stream of the o-l-antitrypsin gene promoter.
However, in the case of HLP, a modified reduced
sequence was used to overcome the size limitation
of self-complementary vectors.

All results obtained here with AAV-PGK, scAAV-
HLP, and AAV-AAT were compared with those ob-
tained previously using the AAV-TBG vector in the
same mouse model.?® In order to accurately compare
the results, the reported AAV-TBG doses were re-
calculated and corrected here according to the titers
obtained with a picogreen dsDNA quantification
method.?® This technique, used for all vectors in this
study, differs from the methods used for vector
quantification in the original report (dot-blot and
gPCR).2 The vector genome re-assessment with the
new method revealed that the titers had been sig-
nificantly overestimated (4 x) in the original report
due to high amounts of nonencapsidated DNA. For
this reason, the doses of AAV-TBG vector quoted here
are 4-fold lower than those originally reported.?® In
all cases, we treated 8- to 12-week-old double KO
Tymp~'~/Upp1~'~ male mice* with a single intrave-
nous tail injection of the described vectors at several
doses, ranging from 5x 10'° to 2x 102 vg/kg.

Plasma nucleoside concentration was monitored
over 34 weeks following treatment to investigate
treatment efficacy with the different vectors. The
results for plasma dThd are shown in Fig. 2, and
similar results were obtained for dUrd. The lowest
dose of all vectors that reduced dThd to wt levels at
some point during the monitoring period was
5x 10! vg/kg (Fig. 2 and Supplementary Fig. S1).
At lower doses, AAV-PGK failed to reduce dThd to
wt levels at any point over the period monitored.
The most effective vector in terms of reducing
plasma nucleoside concentration was AAV-AAT,
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which, at the lowest dose tested (5x10'° vg/kg),
brought dThd down to wt levels at 1 week post-
treatment in all mice, and maintained the concen-
tration at wt levels or below over the entire period
monitored. scAAV-HLP, which had a similar pro-
moter in a self-complementary configuration,
achieved the same nucleoside reduction at 4 weeks
after treatment with a dose of 2x 10! vg/kg, sug-
gesting that the self-complementary configuration
does not accelerate TYMP transgene expression. At
the time mice were killed (34 weeks after treatment
administration), plasma dThd was at wt level or
below in 65% of animals treated with AAV-PGK,
83% of those treated with AAV-TBG, 94% of those
treated with scAAV-HLP, and 97% of those treated
with AAV-AAT (Supplementary Fig. S1). These
results indicate that in comparison with the pre-
viously described AAV-TBG vector, a more potent
and faster effect on plasma nucleoside reduction is
obtained with the AAV-AAT vector.

To assess whether the vectors restored nucleoside
homeostasis in tissue, we determined dThd and
dUrd concentrations in liver and other commonly
affected tissues in MNGIE patients (brain, skeletal
muscle, and small intestine) at completion of the
monitoring time (Figs. 3d and 4b). Dose-dependent
nucleoside reductions to wt levels were observed in
liver, brain, and skeletal muscle, with varying effi-
cacy, depending on the vector. As was observed in
blood, the most pronounced effect was obtained with
AAV-AAT. In small intestine, significant dThd and
dUrd reductions only occurred with scAAV-HLP and
AAV-AAT (p<0.01 for all doses, Mann-Whitney
test, except for the lowest scAAV-HLP dose, 2 x 10*!
vg/kg). In agreement with the plasma findings, liver-
specific promoters were more effective than the
constitutive PGK promoter in tissues.

Transduction and TYMP expression were
virtually restricted to liver with all vectors tested

Eight months after treatment, h¢cTYMP DNA
copy number was assessed by quantitative real-
time PCR in DNA extracted from liver, brain,
skeletal muscle, and small intestine, but was only
detectable in liver (Fig. 3a), thus indicating poor
transduction efficiency in the other tissues. TYMP
expression was studied by determining TP enzyme
activity (Figs. 3b and 4a) and TP protein levels
using Western blot (Supplementary Fig. S2) and
immunostaining (Supplementary Fig. S3).

As was expected, a clear correlation was observed
in liver between the vector genome copy number
per cell and the administered dose in all cases:

raav-TBG) = 0.9548, raav.rak) = 0.6598, r(scaav-HLP) =
0.7880, r(aav-aam =0.9596 (p <0.0001 for all vectors,

Pearson correlation test). The copy number values
obtained here were higher than those we previously
reported,?®?* probably due to differences in the
calibration curve slopes or other experimental con-
ditions in different settings. The results showed
wide interindividual variation at each dose; sam-
pling bias could account, at least in part, for such
variability, since the distribution of the vector in
liver is not homogeneous, especially for low doses
(Supplementary Fig. S3). Nonetheless, the copy
number of all vectors per cell was within the same
range for each dose (with a slight, non-significant
trend towards higher copy number for AAV-PGK
and lower copy number for AAV-TBG).

TYMP expression was dependent on the promoter
used rather than the vector genome copy number in
liver. In treated animals, liver TP activity increased
in a dose-dependent manner (Fig. 3b), and Western
blot and immunohistochemical analyses results
were consistent with the enzyme activities (Supple-
mentary Figs. S2a and S3). The immunostaining
images revealed a patchy distribution of the ex-
pression for low doses, while a more homogeneous
distribution is seen for higher doses, for all vectors.
At doses of 2x 10! vg/kg and higher, AAV-TBG and
AAV-AAT showed similar efficacy in providing TP
activity to the liver, which reached values 60-fold
higher than wt levels at the highest vector doses. The
efficacy of scAAV-HLP was slightly lower, and AAV-
PGK, despite being the vector with the highest copy
number, was clearly less effective: AAV-PGK re-
stored TP activity to values similar to those in wt
mice only at the highest dose (2x10'2 vg/kg). The
results obtained at the lowest dose (5x10° vg/kg)
confirmed that AAV-AAT was more effective than
AAV-TBG (p<0.005, Mann—Whitney test): 7 of 8
animals treated with AAV-AAT showed above-
normal liver TP activity, whereas only 2 of 6 animals
treated with the AAV-TBG vector reached TP ac-
tivities within the wt range.

When TP activity was normalized by vector copy
number, the distribution of the ratios revealed that
AAT and TBG are stronger promoters than HLP
and PGK, but there was no evidence that AAT is
stronger than TBG (Fig. 3c¢). In any case, blood
dThd levels at the end of the study were, at the
lowest vector dose, lower for the AAV-AAT vector
compared with the AAV-TBG vector, similarly to
what was observed in the in vivo monitoring
(Fig. 1). Despite the high TP activity provided by
the different vectors in liver tissue, especially the
AAV-AAT vector, only small to moderate transient
elevations of circulating alanine aminotransferase
(ALT) above levels of untreated animals were de-
tected in a few mice, indicating that the treatment



Figure 3. Biochemical and molecular results in liver 34 weeks after treatment. (a) AAV vector genome copy number. Human hcTYMP DNA copy number was
assessed by qPCR and referred to the murine single-copy gene Ang1. Results for all groups were significantly higher from those of KO ( p<0.01, Mann-Whitney
test). (b) Thymidine phosphorylase (TP) activity in liver extracts. Results for all groups except 5x 10 TBG and 2 x 10" PGK were significantly higher from those
of KO ( p<0.05, Mann-Whitney test) (¢) TP activities normalized per vector genome copy number. Results were significantly higher in animals treated with the
AAT vector when comparing with PGK and HLP groups ( p<0.01, Mann-Whitney test). However, significant differences were not detected between AAT and
TBG groups at none of the tested doses. (d) Liver dThd concentration. Yellow area corresponds to the age-matched wt concentration range. Results for all
groups except 5x10'° TBG and 2x 10" PGK were significantly lower than those of KO ( p<0.001, Mann-Whitney test). In all panels, n=8-11 in each group
except TBG (n=5-6), wt (n=8-16), and KO (n=7-17). Different dose groups are separated by vertical dotted lines. Horizontal short black lines indicate the
median.
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Figure 4. TP activity and dThd concentration in different tissues. (a) TP activity measured in brain, gastrocnemius muscle, and small intestine 34 weeks after
treatment. Using the Mann-Whitney test, the wt, HLP, and AAT groups showed significant differences relative to KO in brain ( p<0.01). In gastrocnemius and
small intestine, all groups treated with TBG, HLP, and AAT at doses higher than 5x 10" vg/kg showed significant differences compared with KO ( p<0.05); the
PGK groups showed no differences relative to KO in any case. (b) dThd concentration in brain, gastrocnemius, and small intestine at the end of the treatment.
The yellow area corresponds to the age-matched wt concentration range. Excluding animals treated with 5x 10’ TBG and 2x 10" PGK, all groups showed
significant differences relative to KO in both brain and gastrocnemius ( p<0.01, Mann—Whitney test). In the case of the small intestine, only results from the
HLP (except lowest dose) and AAT groups differed significantly from those of KO (p <0.05, Mann-Whitney test). Different dose groups are separated by vertical
dotted lines. In both panels, N=8-11 for each group except for TBG (n=5-6), wt (n=15-16), and KO (n=14-17), and horizontal short black lines indicate the
median.
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was not associated with hepatotoxicity (Supple-
mentary Fig. S4).

Of note, the product of the transgene was de-
tected in tissues other than liver (despite unde-
tectable hcTYMP DNA) in some mice treated with
vectors carrying liver-specific promoters. This
contrasts with the lack of effect of the constitutive
PGK promoter, which did not lead to TP activity
above the levels in untreated mice in non-hepatic
tissues (Fig. 4a and Supplementary Fig. S2b).

The treatment restores mitochondrial dNTP
homeostasis in liver

In MNGIE, nucleoside overload causes a ANTP
imbalance that ultimately interferes with proper

mtDNA replication. Untreated double KO mice
showed expanded dTTP levels in liver mitochon-
dria, as compared to levels in age-matched wt
counterparts (p<0.0001, Student’s #-test). After
treatment, dTTP increase was prevented, paral-
leling the dThd reductions observed in liver
(Fig. 5). Although dCTP levels were not signifi-
cantly low in untreated double KO mice, treatment
with all vectors induced a slight but significant
increase in liver dCTP, except at the lowest dose
(p<0.05, Mann—Whitney test). Finally, the slight
changes observed in the dGTP pool are unlikely to
be physiologically relevant, as dGTP remained
within the normal range in most treated animals
with all doses tested.
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Figure 5. Mitochondrial deoxyribonucleoside triphosphate pools in liver. Thymidine triphosphate (dTTP) was significantly higher in the KO group than in wt
mice ( p<0.0001, Student’s t-test). Treatment significantly decreased dTTP levels in all groups ( p<0.01, Mann—Whitney's test) except for TBG at the 5x 10" vg/
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Whitney test), but was increased in mice treated with the TBG promoter at 5x 10" vg/kg ( p=0.03, Mann-Whitney test). In all panels, n=8-11 for each group
except for TBG (n=5), wt (n=12-13), and KO (n=16). Different dose groups are separated by vertical dotted lines. Yellow area corresponds to the wt

concentration range, and horizontal short black lines indicate the median.
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It should be mentioned that although the double
KO mouse is a good biochemical model that reca-
pitulates the biochemical imbalances observed in
patients, it does not reproduce other molecular and
clinical features, such as mtDNA depletion.* We
did not find mtDNA depletion in liver and, consis-
tently, no effect of the treatment on this parameter
was detected (Supplementary Fig. S5).

DISCUSSION

Several experimental approaches developed in
the past few years have indicated that gene ther-
apy is feasible for treating MNGIE through use of
an integrative lentiviral vector targeting hemato-
poietic progenitors?®?133 or an AAVS vector tran-
scriptionally targeted to liver.?324 These strategies
were developed to provide an alternative to the
currently available treatment options, allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation'*¢ and
orthotopic liver transplantation,’”'® which are
associated with significant risks and difficulties,
such as the need to find compatible donors.

Here, we attempted to improve the gene therapy
strategy based on AAV vectors. We focused on
these vectors because they show very low rates of
integration into the host genome (relative to len-
tiviral vectors), and because similar AAV-based
strategies have yielded good results in clinical
studies.?* 3% As AAV-mediated TYMP expression
has proven effective for clearing systemic accu-
mulation of dThd and dUrd nucleosides causing
MNGIE,?324 the next effort in this line would be to
minimize the vector dose required for safety rea-
sons. AAV administration can lead to the develop-
ment of a detrimental immune response associated
with short-lived transgene expression, as reported
in some preclinical and clinical studies.?:3%:37-39
An effective strategy to mitigate AAV vector im-
munogenicity in clinical practice has been reduc-
tion of the therapeutic dose via expression cassette
optimization.?* Additionally, smaller doses would
lower the risk of vector insertion in the host ge-
nome and genotoxicity.*° Dose reduction responds
to economic considerations as well, as AAV manu-
facturing costs are high.

It is important to note that the predicted trans-
duction efficiency of AAV in human liver is ex-
pected to be lower than that in mice,*>*? which
further supports the need to improve the bio-
chemical efficacy of the vector. This difference be-
tween mice and humans should also be considered
in relation to potential safety issues, because it
suggests that the biochemical overcorrection ob-
served in the treated murine model (dThd and

dTTP levels below normal values) is not expected to
occur in humans, as is discussed below.

Our results indicate that AAV-AAT is the most
effective vector among those tested in this study,
significantly improving the results of the previ-
ously reported AAV-TBG vector.?®?* Use of the
AAT promoter led to the highest TP activity in liver
of treated mice and the fastest and most marked
reductions in dThd and dUrd levels in blood and
tissues. One week after treatment administration,
AAV-AAT was the only vector that achieved nor-
malized blood nucleoside levels at the lowest dose
tested (5 x 10'° vg/kg), a considerable improvement
in efficacy over that of the AAV-TBG vector.?
However, when TP activity results are normalized
by the vector genome copy number, the results
support that AAT is more effective than PGK and
HLP as a promoter, but there is no evidence that
AAT is stronger than TBG. It should be noted that
the wide dispersion of the TP activity/copy number
ratios make these values very imprecise as esti-
mates of the promoter strengths. In addition, for
AAT, TBG, and HLP promoters, these ratios de-
crease at higher doses (which correspond to higher
vector copy numbers), suggesting that the effi-
ciency of the transgene expression is lower for
higher vector copy numbers. Other groups have
reported similar observations, which could be re-
lated with the saturation of the expression ma-
chinery or with epigenetic factors such as repeat-
induced gene silencing.?!"*¢ Overall, the results do
not allow us to conclude that the improved results
observed for the AAV-AAT vector versus the AAV-
TBG vector are due to a better efficacy of the AAT
promoter.

Interestingly, the scAAV-HLP vector, which also
acts under control of the alpha-1-antitrypsin pro-
moter, did not provide better results than the
single-stranded AAV-AAT vector, suggesting that
the self-complementary configuration did not offer
any advantages for transgene expression or func-
tion. This observation should be interpreted taking
into account that the HLP promoter is a modified
(smaller) version of the AAT promoter®! due to the
size restrictions of the self-complementary vector.
Also due to size limitations, the scAAV-HLP vector
does not contain intron sequences, which are re-
ported to contribute to mRNA protection and sta-
bility.** The self-complementary configuration
favors faster expression of the transgene because
scAAV vectors do not depend on cell replication
machinery for their expression and are reported to
be more stable and persistent within the host cell,**
but the positive effect depends on the specific
transgene used in each case.*® In addition, systemic
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administration of scAAV vectors is known to enhance
both the innate and adaptive immune response in a
dose-dependent manner.?"*® In agreement with
this concept, we found that the dose-dependency of
the effect of the scAAV-HLP vector was weaker
than that of AAV-AAT, especially when TP activity
in liver was examined. Taken together, these find-
ings discourage use of the self-complementary
configuration for a proposed AAV vector for MNGIE
treatment.

In addition to increased effectiveness, selection
of a specific enhancer/promoter sequence has an
influence on the incidence of malignancies after
AAV gene delivery. In a recent study, AAT and
TBG promoters both induced AAV integration in
the Rian locus in mice, but use of the AAT en-
hancer/promoter did not lead to overexpression of
local genes, unlike the TBG promoter.*° It is worth
mentioning that TYMP can act as a suicide gene in
TYMP-expressing tumors when capecitabine is
used, as the TP enzyme is needed to activate this
prodrug; this would be an additional safety mech-
anism for treated patients.*’

Use of the PGK promoter did not succeed in
providing TP activity to organs other than liver.
The main reason why we tested a constitutive
promoter was to achieve transgene expression in
many different tissues to evaluate dose reductions.
PGK was expected to induce TYMP expression in
tissues where AAVS8 is efficiently transduced.
AAVS8 serotype has been reported to transduce
tissues such as heart, skeletal muscle, and brain,
although less efficiently in these tissues than in
liver.*® Therefore, we expected the AAV-PGK vec-
tor to induce transgene expression in tissues other
than liver, thereby contributing to systemic nu-
cleoside clearance. However, the AAV-PGK vector
did not provide TP activity to nonhepatic tissues,
which is consistent with the failure to detect
hcTYMP DNA in these tissues. This result agrees
with the findings of a study in which genome copies
in liver were >3 log greater than the values in other
tissues after AAV8-mediated transduction.*® Fur-
thermore, the performance of AAV-PGK in liver was
the poorest of all the vectors tested, in agreement
with the fact that AAT and TBG are liver-specific
promoters and more effective in this organ than the
constitutive PGK promoter.

Interestingly, slight or moderate elevations of
TP activity (and TP protein detected by Western
blot) were observed in brain, skeletal muscle, and
small intestine of some mice treated with vectors
having liver-specific promoters, especially AAV-
AAT at high vector doses. Since hcTYMP DNA copy
number was undetectable in these tissues, we tes-

ted different DNA extraction methods in an at-
tempt to maximize the yield of extraction for
episomal DNA. Nonetheless, we were only able to
detect hcTYMP DNA in few of these TP-positive
samples by either qPCR or conventional PCR (data
not shown). Similar negative results were obtained
when we measured TYMP mRNA by qPCR in non-
hepatic tissues with the highest TP activities in
AAV-AAT treated mice, (i.e., RNA levels were un-
detectable in most samples and barely detectable
[negligible] in few isolated cases [data not shown]).
As increased TP activity must be derived from ex-
pression of the transgene in effectively transduced
cells, we have to assume that the methods we used
to detect TP protein and activity are more sensitive
than those used to detect hcTYMP DNA. Illegiti-
mate expression of such promoters has been re-
ported; endogenous o-1-antitrypsin transcription is
most abundant in liver cells, but it also occurs in a
variety of other tissues, such as kidney, gastroin-
testinal tract (stomach and small intestine), pan-
creas, brain, adrenal glands, testes, blood monocytes,
and tissue-specific macrophages.*®>5! Alternatively,
the presence of TP protein in these nonhepatic tis-
sues could be derived from exosomal export from
liver, either as mRNA or protein. In fact, TP protein
has been found in exosomes derived from nasopha-
ryngeal carcinoma cells, platelets and thymus.??
Our observations also support that the liver-specific
TBG and AAT promoters we used would be more
powerful in these tissues than the PGK constitutive
promoter.

In MNGIE, dThd accumulation causes a dANTP
imbalance, which is the direct biochemical inter-
ference mechanism impairing mtDNA replica-
tion.>%%% The results from the present study
confirm that systemic dThd reduction lowers the
mitochondrial dTTP content, as was observed in
our previous studies.?™?* The high TP activity
achieved in liver, well above the normal values in
mice, led to systemic dThd levels even below nor-
mal values, and the resulting mitochondrial dTTP
levels in liver were also excessively reduced. The
same effect has been reported in a long-term study
of the AAV-TBG vector.?* This observation may
raise some concerns because of the risk of malig-
nancies or other undesired effects on nuclear or
mitochondrial DNA. There were no cases of hepa-
tocarcinoma in the present study (mice killed at
age 10 months) and our previous long-term AAV-
TBG study did not show an increased incidence of
liver tumors in animals treated with either dose
and killed at 21 months of age.?* Other factors
support the notion that the risk of excessive re-
ductions in humans is lower than that in mice.
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First, normal dThd and dUrd levels in humans are
below the lower limit of detection of commonly used
methods for nucleoside assessment (0.05 yumol/L in
our study'?). This means that levels reached in
mice after treatment, although they are below
normal murine values, are still above normal hu-
man values. Second, while nucleoside levels show a
20- to 500-fold increase in MNGIE patients,?* the
murine disease model exhibits moderate increases
(only around 4-fold). Therefore, it is expected that
the quantitative effect of treatment on nucleoside
levels would be less pronounced in patients than in
mice. Third, TP activities in mice treated with high
vector doses were well above normal murine levels
(25-75 nmol/h/mg prot) but were within the normal
or only slightly higher than normal TP activity
range in humans (1800-2000 nmol/h/mg prot3°).
Finally, AAV transduction is reported to be around
20-fold higher in murine liver than in human he-
patocytes,**? which implies that the doses tested
in this study are likely to promote lower TP activi-
ties in liver of MNGIE patients than those observed
in mice. Taken together, these considerations point
out relevant differences in nucleoside metabolism
and AAV treatment response between mice and
humans and suggest that the dThd excessive re-
duction and dTTP depletion observed in mice will
not occur in humans.

In this study, all vectors tested restored TP ac-
tivity in liver and reduced systemic nucleoside
overload, but the construct including single-
stranded DNA and the TYMP transgene under
control of the AAT promoter was the most effective.

These results further support the feasibility of us-
ing an AAV vector transcriptionally targeted to the
liver as therapy for MNGIE, and provide evidence
that the previously tested vector?®?* can be im-
proved if the transgene is under control of the
AAT promoter. This strategy should be considered
for clinical use in MNGIE, a severe disorder with
limited treatment options.

ACKNOWLEDGMENTS

This work was funded in part by the Spanish
Instituto de Salud Carlos III (grant P115/00465 to
R.M., co-funded with E.R.D.F.). Raquel Cabrera
was partially funded by a fellowship granted by the
Vall d’'Hebron Institut de Recerca. JT was funded
by a fellowship granted by the Generalitat de Cat-
alunya (PERIS program, SLT002/16/00370). We
thank Dr. Natwani (University College London
Cancer Institute, London), for kindly sharing the
pAV-HLP-Luc plasmid used for construction of the
scAAV-HLP vector.

AUTHOR DISCLOSURE

No competing financial interest exist.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Figure S1
Supplementary Figure S2
Supplementary Figure S3
Supplementary Figure S4
Supplementary Figure S5

REFERENCES

1.

N

w

~

(3]

Nishino |, Spinazzola A, Hirano M. Thymidine
phosphorylase gene mutations in MNGIE, a hu-
man mitochondrial disorder. Science 1999;283:
689-692.

. Garone C, Tadesse S, Hirano M. Clinical and ge-

netic spectrum of mitochondrial neurogas-
trointestinal encephalomyopathy. Brain 2011;134:
3326-3332.

. Marti R, Nishigaki Y, Hirano M. Elevated plasma

deoxyuridine in patients with thymidine phos-
phorylase deficiency. Biochem Biophys Res Com-
mun 2003;303:14-18.

. Lopez LC, Akman HO, Garcia-Cazorla A, et al.

Unbalanced deoxynucleotide pools cause mito-
chondrial  DNA instability in  thymidine
phosphorylase-deficient mice. Hum Mol Genet
2009;18:714-722.

. Pontarin G, Ferraro P, Valentino ML, et al. Mi-

tochondrial DNA depletion and thymidine phos-

@

~

©

phate pool dynamics in a cellular model of
mitochondrial neurogastrointestinal ~encephalo-
myopathy. J Biol Chem 2006;281:22720-22728.

Gonzalez-Vioque E, Torres-Torronteras J, Andreu
AL, et al. Limited dCTP availability accounts for
mitochondrial DNA depletion in mitochondrial
neurogastrointestinal encephalomyopathy (MNGIE).
PLoS Genet 2011;7:¢1002035.

. Giordano C, Sebastiani M, Plazzi G, et al. Mito-

chondrial neurogastrointestinal encephalomyopathy:
Evidence of mitochondrial DNA depletion in the smalll
intestine. Gastroenterology 2006;130:893-901.

Nishigaki Y, Marti R, Copeland WC, et al. Site-
specific somatic mitochondrial DNA point muta-
tions in patients with thymidine phosphorylase
deficiency. J Clin Invest 2003;111:1913-1921.

Nishigaki Y, Marti R, Hirano M. ND5 is a hot-spot
for multiple atypical mitochondrial DNA deletions

in mitochondrial neurogastrointestinal encephalo-
myopathy. Hum Mol Genet 2004;13:91-101.

. Lara MC, Weiss B, llla |, et al. Infusion of platelets

transiently reduces nucleoside overload in MNGIE.
Neurology 2006;67:1461-1463.

. Moran NF, Bain MD, Mugit MM, et al. Carrier

erythrocyte entrapped thymidine phosphorylase
therapy for MNGIE. Neurology 2008;71:686—688.

. Spinazzola A, Marti R, Nishino |, et al. Altered

thymidine metabolism due to defects of thymidine
phosphorylase. J Biol Chem 2002;277:4128-4133.

. Yawuz H, Ozel A, Christensen M, et al. Treatment of

mitochondrial neurogastrointestinal encephalomyo-
pathy with dialysis. Arch Neurol 2007;64:435—438.

. Halter JP, Michael W, Schupbach M, et al. Allo-

geneic haematopoietic stem cell transplantation
for mitochondrial neurogastrointestinal encephalo-
myopathy. Brain 2015;138:2847—2858.



998

CABRERA-PEREZ ET AL.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

. Hirano M, Marti R, Casali C, et al. Allogeneic

stem cell transplantation corrects biochemical
derangements in MNGIE. Neurology 2006;67:
1458-1460.

. Sicurelli F, Carluccio MA, Toraldo F, et al. Clinical

and biochemical improvement following HSCT in a
patient with MNGIE: 1-year follow-up. J Neurol
2012;259:1985-1987.

. D'Angelo R, Rinaldi R, Pironi L, et al. Liver

transplant reverses biochemical imbalance in mi-
tochondrial neurogastrointestinal encephalomyo-
pathy. Mitochondrion 2017;34:101-102.

. De Giorgio R, Pironi L, Rinaldi R, et al. Liver trans-

plantation for mitochondrial neurogastrointestinal
encephalomyopathy. Ann Neurol 2016;80:448—455.

. Halter J, Schupbach WM, Casali C, et al. Allo-

geneic hematopoietic SCT as treatment option for
patients with mitochondrial neurogastrointestinal
encephalomyopathy (MNGIE): A consensus con-
ference proposal for a standardized approach.
Bone Marrow Transplant 2011;46:330—-337.

Torres-Torronteras J, Gomez A, Eixarch H, et al.
Hematopoietic gene therapy restores thymidine
phosphorylase activity in a cell culture and a
murine model of MNGIE. Gene Ther 2011;18:795—
806.

Torres-Torronteras J, Cabrera-Perez R, Barba |, et al.
Long-term restoration of thymidine phosphorylase
function and nucleoside homeostasis using hema-
topoietic gene therapy in a murine model of mito-
chondrial neurogastrointestinal encephalomyopathy.
Hum Gene Ther 2016;27:656-667.

Hacein-Bey-Abina S, Von Kalle C, Schmidt M,
et al. LMO2-associated clonal T cell proliferation
in two patients after gene therapy for SCID-X1.
Science 2003;302:415-419.

Torres-Torronteras J, Viscomi C, Cabrera-Perez R,
et al. Gene therapy using a liver-targeted AAV
vector restores nucleoside and nucleotide ho-
meostasis in a murine model of MNGIE. Mol Ther
2014;22:901-907.

Torres-Torronteras J, Cabrera-Perez R, Vila-Julia
F, et al. Long-term sustained effect of liver-targeted
adeno-associated virus gene therapy for mitochon-
drial neurogastrointestinal encephalomyopathy.
Hum Gene Ther 2018;29:708-718.

Calcedo R, Wilson JM. Humoral Immune Response
to AAV. Frontiers in immunology 2013;4:341.

Mingozzi F, High KA. Immune responses to AAV
vectors: Overcoming barriers to successful gene
therapy. Blood 2013;122:23-36.

Rogers GL, Martino AT, Aslanidi GV, et al. Innate
immune responses to AAV vectors. Front Micro-
biol 2011;2:194.

Piedra J, Ontiveros M, Miravet S, et al. Devel-
opment of a rapid, robust, and universal
picogreen-based method to titer adeno-associated
vectors. Hum Gene Ther Methods 2015;26:35—42.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Bradford MM. A rapid and sensitive method for
the quantitation of microgram quantities of pro-
tein utilizing the principle of protein-dye binding.
Anal Biochem 1976;72:248-254.

Valentino ML, Marti R, Tadesse S, et al. Thymi-
dine and deoxyuridine accumulate in tissues of
patients with mitochondrial neurogastrointestinal
encephalomyopathy (MNGIE). FEBS Lett 2007;581:
3410-3414.

Mclntosh J, Lenting PJ, Rosales C, et al. Ther-
apeutic levels of FVIII following a single periph-
eral vein administration of rAAV vector encoding a
novel human factor VIII variant. Blood 2013;121:
3335-3344.

Miao CH, Ohashi K, Patijn GA, et al. Inclusion of
the hepatic locus control region, an intron, and
untranslated region increases and stabilizes he-
patic factor IX gene expression in vivo but not
in vitro. Mol Ther 2000;1:522-532.

Yadak R, Cabrera-Perez R, Torres-Torronteras J,
et al. Preclinical efficacy and safety evaluation of
hematopoietic stem cell gene therapy in a mouse
model of MNGIE. Mol Ther Methods Clin Dev
2018;8:152-165.

George LA, Sullivan SK, Giermasz A, et al. He-
mophilia B gene therapy with a high-specific-
activity factor IX variant. N Engl J Med 2017;377:
2215-2221.

Nathwani AC, Reiss UM, Tuddenham EG, et al.
Long-term safety and efficacy of factor IX gene
therapy in hemophilia B. N Engl J Med 2014;371:
1994-2004.

Nathwani AC, Rosales C, McIntosh J, et al. Long-
term safety and efficacy following systemic ad-
ministration of a self-complementary AAV vector
encoding human FIX pseudotyped with serotype 5
and 8 capsid proteins. Mol Ther 2011;19:876-885.

Martino AT, Suzuki M, Markusic DM, et al. The
genome of self-complementary adeno-associated
viral vectors increases Toll-like receptor 9-
dependent innate immune responses in the liver.
Blood 2011;117:6459-6468.

Manno CS, Pierce GF, Arruda VR, et al. Successful
transduction of liver in hemophilia by AAV-factor
IX and limitations imposed by the host immune
response. Nat Med 2006;12:342—-347.

Mingozzi F, Maus MV, Hui DJ, et al. CD8(+) T-cell
responses to adeno-associated virus capsid in
humans. Nat Med 2007;13:419-422.

Chandler RJ, LaFave MC, Varshney GK, et al.
Vector design influences hepatic genatoxicity af-
ter adeno-associated virus gene therapy. J Clin
Invest 2015;125:870-880.

Lisowski L, Dane AP, Chu K, et al. Selection and
evaluation of clinically relevant AAV variants in a
xenograft liver model. Nature 2014;506:382—386.

Vercauteren K, Hoffman BE, Zolotukhin |, et al.
Superior in vivo transduction of human hepato-

43.

44.

45

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

cytes using engineered AAV3 capsid. Mol Ther
2016;24:1042-1049.

Wu Z, Sun J, Zhang T, et al. Optimization of self-
complementary AAV vectors for liver-directed
expression results in sustained correction of he-
mophilia B at low vector dose. Mol Ther 2008;16:
280-289.

McCarty DM. Self-complementary AAV vectors;
advances and applications. Mol Ther 2008;16:
1648-1656.

. Bell P, Wang L, Chen SJ, et al. Effects of self-

complementarity, codon optimization, transgene,
and dose on liver transduction with AAV8. Hum
Gene Ther Methods 2016;27:228-237.

Wu T, Topfer K, Lin SW, et al Self-
complementary AAVs induce more potent trans-
gene product-specific immune responses com-
pared to a single-stranded genome. Mol Ther
2012;20:572-579.

Lopez-Estevez S, Ferrer G, Torres-Torronteras J,
et al. Thymidine phosphorylase is both a thera-
peutic and a suicide gene in a murine model of
mitochondrial neurogastrointestinal encephalo-
myopathy. Gene Ther 2014;21:673-681.

Chen SJ, Sanmiguel J, Lock M, et al. Biodis-
tribution of AAV8 vectors expressing human low-
density lipoprotein receptor in a mouse model of
homozygous familial hypercholesterolemia. Hum
Gene Ther Clin Dev 2013;24:154-160.

Carlson JA, Rogers BB, Sifers RN, et al. Multiple
tissues express alpha 1-antitrypsin in transgenic
mice and man. J Clin Invest 1988;82:26-36.

Kelsey GD, Povey S, Bygrave AE, et al. Species-
and tissue-specific expression of human alpha 1-
antitrypsin in transgenic mice. Genes Dev 1987;1:
161-171.

Sifers RN, Carlson JA, Clift SM, et al. Tissue
specific expression of the human alpha-1-
antitrypsin gene in transgenic mice. Nucleic Acids
Res 1987,15:1459-1475.

Simpson RJ, Kalra H, Mathivanan S. ExoCarta as
a resource for exosomal research. J Extracell
Vesicles 2012;1.

Ferraro P, Pontarin G, Crocco L, et al. Mitochondrial
deoxynucleotide pools in quiescent fibroblasts: a
possible model for mitochondrial neurogastro-
intestinal encephalomyopathy (MNGIE). J Biol
Chem 2005;280:24472—-24480.

Marti R, Spinazzola A, Tadesse S, et al. Definitive
diagnosis of mitochondrial neurogastrointestinal
encephalomyopathy by biochemical assays. Clin
Chem 2004;50:120-124.

Received for publication October 24, 2018;
accepted after revision March 11, 2019.

Published online: March 21, 2019.



	Títol de la tesi: Avenços en la teràpia gènica per al MNGIE amb vectors adenoassociats: validació en un model millorat de la malaltia i optimització de seqüència del gen terapèutic
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