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Les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff son malalties d’acumulacié lisosomica
amb una heréncia autosdmica recessiva causades per la deficiencia de la B-
hexosaminidasa A (HEXA), un enzim necessari per catabolitzar el gangliosid GM2.
L’'HEXA esta format per dues subunitats a i B, codificades pels gens HEXA i HEXB,
respectivament. La malaltia de Tay-Sachs esta provocada per mutacions al gen HEXA,
mentre que la malaltia de Sandhoff per mutacions al gen HEXB. Clinicament, les dues
malalties son practicament indistingibles i es caracteritzen per presentar una severa
neurodegeneracio progressiva amb una greu afectacié al sistema nerviés central (SNC).
A causa de 'ampli espectre de signes i simptomes clinics, les malalties de Tay-Sachs i
Sandhoff es classifiquen en les seglents formes: infantil, juvenil o adulta, on les formes
infantils son les més habituals. Normalment, els pacients presenten alteracions en el
desenvolupament, convulsions, rigidesa, problemes motors i un rapid deteriorament que
acaba provocant una mort prematura en les formes infantils, abans dels 5 anys, i

juvenils, durant la segona década de vida.

Actualment, no hi ha cap tractament disponible aprovat comercialment per a
aguestes malalties evidenciant la necessitat de desenvolupar noves estratégies
terapéeutiques. La terapia genica in vivo basada en I'administracié de vectors virals
derivats dels virus adenoassociats (AAV) ofereix una alternativa molt atractiva per al
tractament de les malalties minoritaries d’origen genétic com serien les malalties de Tay-
Sachs i Sandhoff, ja que permet la introduccié d’'una copia correcta del gen que donara
lloc a una produccié estable de I'enzim a llarg termini, amb un molt bon perfil de

seguretat.

Per aquest motiu, l'objectiu principal d’aquesta tesi doctoral va ser el
desenvolupament d’'una nova aproximacié de terapia génica més eficient per al

tractament tant de la malaltia de Tay-Sachs com la de Sandhoff.

En primer lloc, aquest treball es va centrar en el disseny de constructes duals
gue codificaven simultaniament pels dos gens murins HexA i HexB units per tres linkers
diferents (L1, L2 o L3) per tal de generar un dimer estable de 'enzim HEXA. L’estudi in
vitro d’expressié d’aquests constructes va demostrar que inicament els constructes amb
'ordre HexA-Linker-HexB eren funcionals. Posteriorment, en un estudi in vivo es va
observar que els vectors AAV9-HexA-L1-HexB i AAV9-HexA-L3-HexB eren els més

actius.

A continuacié, es va avaluar l'eficacia terapéutica de 'administracié directament
al liquid cefalorraquidi (LCR) dels vectors duals AAV9-HexA-L1-HexB i AAV9-HexA-L3-
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HexB en el model muri de Sandhoff. Una Unica administracié intra-LCR dels vectors
AAV9 duals en aquests animals va ser suficient per augmentar [lactivitat [3-
hexosaminidasa al SNC, al fetge i al sérum. Tres mesos després de I'administracio dels
vectors AAV9 duals, es va observar una reversio de 'acumulacio del ganglidsid GM2 i
del colesterol no esterificat al SNC, que va resultar en una correccié de '’homeostasi
lisosdmica, la neuroinflamacid, I'autofagia i els problemes de mielinitzacié, alteracions
que presenten els ratolins Sandhoff no tractats. L'augment de [lactivitat B-
hexosaminidasa al fetge i al séerum va permetre també una normalitzacié de les
principals alteracions als teixits periférics. Els problemes locomotors, de coordinacio, de
forca i de mobilitat també es van corregir. A més, es va allargar la supervivéncia unes

4,5 vegades en comparacio als animals Sandhoff no tractats.

Finalment, 'administracio intra-LCR dels vectors AAV9 duals al model muri de
Tay-Sachs, el qual no presenta el fenotip caracteristic de la malaltia humana ja que els
ratolins tenen una via alternativa per degradar el gangliosid GM2, també va resultar en

un augment de l'activitat f-hexosaminidasa al SNC, al fetge i al sérum.

En conjunt, els resultats d’aquest estudi han demostrat que I'administracio intra-
LCR dels vectors AAV9 duals presentava una molt bona eficacia terapéutica, ja que
permetia revertir les alteracions patologiques i allargar la vida del model muri de
Sandhoff, aixi com també augmentar I'activitat 3-hexosaminidasa al model muri de Tay-
Sachs. Per aquest motiu, aquest treball constitueix una base solida per a la translacio a
la clinica d’aquesta nova aproximacié de terapia génica basada en I'administracio

directament al LCR dels vectors AAV9 duals per al tractament d’aquestes malalties.
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1. MALALTIES D’ACUMULACIO LISOSOMICA

Les malalties d’acumulacié lisosomica (lysosomal storage disease, LSD) s6n un
conjunt d’aproximadament unes 70 malalties minoriaries metaboliques caracteritzades
per una deficiéncia genetica en algun component necessari per al bon funcionament del
lisosoma. En general, aquests gens codifiquen per enzims lisosomics, tot i que també
pels seus cofactors o bé proteines involucrades en el transport de materials al lisosoma.
Aquests defectes genétics acaben produint 'acumulacié de diversos productes no
degradats a l'interior dels lisosomes, fenomen que provoca una alteracié del correcte
funcionament de les cel-lules afectades, com per exemple un trafic defectués de
vesicules, una desregulacié en les vies de senyalitzacié, o unes alteracions del flux
autofagic, de 'homeostasi del calci o dels mitocondris, entre d’altres (Parenti, 2021;
Winchester, 2000). L’acumulacié de molécules parcialment degradades a l'interior dels
lisosomes i totes les consequéncies que aixd comporta, finalment, acaben provocant la
mort de la cél-lula (Platt, 2018).

1.1. Lisosomes i enzims lisosomics

Els lisosomes sén uns organuls intracel-lulars presents en les cel-lules animals,
descrits per primera vegada I'any 1995 per en Christian de Duve (De Duve et al., 1995).
Aquests organuls presenten un lumen acid, pH 4,5-5, recobert per una bicapa lipidica.
El sistema lisosomic és el principal mecanisme intracel-lular encarregat del catabolisme
de les macromolécules enddgenes i exogenes, captades ja sigui per endocitosi,
fagocitosi o autofagia, amb la finalitat de reciclar els seus components monomerics
(Appelqvist, 2013; Winchester, 2000). Tot i aix0, ja no es descriuen com a organuls
involucrats exclusivament en les vies cataboliques, sind que també estan involucrats en
multiples funcions cel-lulars, com els processos de senyalitzacio, el control de I'estat
dels nutrients de la cel-lula i, a més, també tenen la capacitat de rebre i adaptar-se als

estimuls externs (Parenti, 2021).

Més de 200 proteines formen part dels lisosomes i contribueixen tant a la seva
biologia com al seu bon funcionament. Aquestes proteines es poden classificar en dos
tipus: les solubles i les de membrana (lysosomal membrane proteins, LMPS). La majoria
de les proteines solubles sén hidrolases acides, aproximadament n’hi ha unes 60 de
diversos tipus: com les sulfatases, les glucosidases, les peptidases, les lipases, les
fosfatases, les nucleases, entre d’altres. D’aquesta manera, el lisosoma és capag¢ de
degradar un ampli repertori de substrats biologics, gracies al pH acid del seu interior on

totes aquestes hidrolases acides son actives (Settembre, 2013). A més, també hi ha
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proteines solubles sense activitat enzimatica, I'activador del ganglidosid GM2 (GM2
activator, GM2A), un cofactor proteic que estimula la hidrolisi enzimatica del grup N-
acetilgalactosamina (GalNAc) present en el gangliosid GM2 (Shimada, 2003). Per altra
banda, les LMPs es troben a la membrana lisosomica i tenen multiples funcions, com
I'acidificacio del lumen del lisosoma, el transport a través de la membrana lisosomica, la
interaccio amb d’altres vesicules lisosomiques o estructures cel-lulars o bé la intervencio
en els processos de senyalitzacio, d’estabilitzacié de la membrana, d’exocitosi, entre
d’altres. (Parenti, 2021; Saftig, 2009). Unes de les LMPs més abundants son les
proteines lisosomiques associades a la membrana tipus 1 (lysosomal-associated
membrane protein 1, LAMP1) i tipus 2 (lysosomal-associated membrane protein 2,
LAMP2) (Saftig, 2009). Dins les LMPs, també trobem les bombes de protons
transmembrana de tipus H*-ATPasa, que internalitzen protons al lumen dels lisosomes
per mantenir el pH interior acid per tal que les hidrolases acides puguin dur a terme la
seva activitat enzimatica. Aquest pH acid també protegeix a la cél-lula d’'una possible
auto-digestio incontrolada a causa d’'un trencament de la membrana lisosdmica, ja que
el pH del citoplasma és d’aproximadament 7,2 on les hidrolases acides sén inactives
(Lawrence, 2019).

Les proteines lisosdmiques se sintetitzen en el reticle endoplasmatic rugés en la
seva forma inactiva i es transporten al reticle endoplasmatic llis gracies a un péptid
senyal. En aquest nou organul cel-lular, es duu a terme la proteolisi del péptid senyal i
les glicosilacions a I'extrem N-terminal, entre d’altres possibles modificacions post-
traduccionals. Des del reticle endoplasmaitic llis, les vesicules carregades amb proteines
lisosomiques es dirigeixen cap a I'Aparell de Golgi (AG), on continuaran rebent
modificacions post-traduccionals. Una de les més importants és la fosforilacié dels
residus de manosa que passen a convertir-se en manosa-6-fosfat (M6P) (Braulke, 2009;
Ghosh, 2003) (Figura 1). Aquesta modificacié es fa mitjancant l'accié de la
fosfotransferasa, que s’encarrega de la fosforilacio de la posicié 6 de la manosa, i la
diesterasa, que trenca I'enllag fosfodiéster entre el grup fosfat i la N-acetilglucosamina
(Vellodi, 2005).

La M6P és un residu caracteristic de la majoria de proteines lisosomiques
solubles, que les dirigeix principalment al lisosoma, gracies al reconeixement d’aquesta
senyal M6P per part dels receptors de manosa-6-fosfat (mannose 6-phosphate receptor,
M6PR) durant el seu transport vesicular en el sistema trans-Golgi. Algunes proteines
lisosomiques solubles sense senyal M6P sén transportades als lisosomes a través de

receptors alternatius com les proteines lisosomiques de membrana tipus 2 (lysosomal
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integral membrane protein 2, LIMP2) o sortilines (Saftig, 2009). Per tal de dur a terme el
transport de les proteines lisosomigues a través del sistema trans-Golgi fins al lisosoma,
els M6PR i les proteines lisosomiques de membrana contenen unes sequléncies
peptidiques per incorporar-se a les vesicules de clatrina (Braulke, 2009; Luzio, 2014).
Aquestes vesicules es fusionen amb els endosomes, uns organuls cel-lulars amb un pH
al voltant de 5,5, que permeten la separacido dels M6PR i els seus lligants per
I'acidificacié del medi. Quan els M6PR s’alliberen de la seva carrega, es poden reciclar
de nou en vesicules cap a I'AG (Figura 1) o bé, en petites quantitats, entre el 3-10% del
total de M6PR presents a la cél-lula, es dirigeixen cap a la membrana plasmatica on
participen en I'exocitosi i I'endocitosi de les proteines lisosomiques (Riederer, 1994;
Saftig, 2009) (Figura 2). Finalment, els endosomes es fusionen amb els lisosomes, on
les proteines se sotmetran als Ultims passos de maduracié mitjangant els processos de
proteolisi, plegament i agregacié, i també es dura a terme la desfosforilacié de la senyal
M6P (Braulke, 2009; Makrypidi, 2012).

Addicié de Unié al MBPR i Proteina lisosomica M6P M6PR
la MBP incorporacioé a les vesicules Q@ O [] W
de clatrina

Proteina de
membrana

—_ Dissociacio Desfosforilacid de

) o g I'/@b\‘] delM6PR  la MBP i maduracio
_ \ \ pel pH acid
LN | Y. ) / ‘\‘_W . _— ﬁﬁ\
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Reciclatge del MPR L - -
Reticle Aparell de Vesiculesde Endosoma Lisosoma
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Figura 1. Representacié esquematica del transport intracel-lular de les proteines lisosomiques. En
el reticle endoplasmatic, se sintetitzen les proteines lisosomiques en la seva forma inactiva i es transporten
fins a 'AG. Alla, les proteines lisosomiques solubles se’ls afegeix la senyal M6P, que els permet unir-se al
M6PR i incorporar-se, juntament amb les proteines lisosomiques de membrana, a les vesicules de clatrina.
Aquestes vesicules es fusionen amb els endosomes tardans, on el pH acid permetra la separacié de les
proteines solubles i els M6PR i, en el cas dels M6PR, el seu posterior reciclatge (fletxes taronges). Per
acabar, els endosomes tardans es fusionen amb els lisosomes, fet que permet la maduracio final de les
proteines lisosomiques.
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Com gue no totes les proteines lisosomiques es dirigeixen correctament cap als
lisosomes, existeix una altra via d’arribada de les proteines lisosdmiques solubles als
lisosomes, la via indirecta (Figura 2). Una part de les proteines que surten del sistema
trans-Golgi segueixen la via classica de les proteines secretables i es fusionen
directament amb la membrana plasmatica, alliberant d’aquesta forma les proteines
lisosdmiques solubles a I'espai extracel-lular (Saftig, 2009). Les cel-lules també tenen
M6PR a la membrana plasmatica, per permetre que les proteines lisosomiques puguin
retornar a l'interior cel-lular i dirigir-se correctament als lisosomes, durant el procés
d’endocitosi o fagocitosi (Parenti, 2015). Aquesta forma indirecta de captacio de
proteines lisosomiques permet el fenomen de la correccié creuada (Figura 2). Aquest
mecanisme és molt Util per al tractament de les LSD mitjancant la terapia de substitucio
enzimatica o bé la terapia genica, on no és necessaria la correccio de totes les cel-lules
de l'organisme per obtenir un benefici terapéutic suficient per contrarestar la malaltia
(Edelmann, 2020; Nagree, 2019).

Proteina
recombinant

funcional del gen no funcional del gen

o
@
@
Cél-lula amb una copia \ Cél-lula amb una copia

Lisosoma

OOO

Proteina
activa

Figura 2. Representacié esquematica de la correccio creuada. Algunes proteines lisosomiques solubles
produides en una cél-lula no sén dirigides al lisosoma, sind que son secretades al medi extracel-lular. Aquest
fet permet que les cel-lules veines o distants, que expressen els M6PR a la seva membrana plasmatica,
poden captar aquestes proteines del medi extracel-lular i fer-les arribar als seus lisosomes. Aquest
mecanisme és clau en algunes opcions terapéutiques per al tractament de les LSD, com per exemple la
terapia de substitucié enzimatica, on s’administra directament la proteina recombinant al torrent sanguini o
al liquid cefalorraquidi (LCR), o bé la terapia génica, on es modifica genéticament algunes cél-lules de
I'organisme per tal que la produeixin i secretin a circulacié o al LCR. D’aquesta manera, les cél-lules amb
un defecte genétic que no poden sintetitzar la proteina funcional, la capten del medi extracel-lular per tal de
recuperar la seva funcio al lisosoma.
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1.2. Malalties d’acumulacio lisosomica

Tal com s’ha mencionat anteriorment, les LSD sén un grup de malalties
monogéniques que afecten al correcte funcionament del lisosoma (Platt, 2018). La
majoria d’aquestes malalties presenten una heréncia autosdmica recessiva, amb
I'excepcio del Sindrome de Hunter o Mucopolisacaridosi tipus Il (MPS 1l) i la malaltia de
Fabry, que tenen una heréencia recessiva lligada al cromosoma X; i la malaltia de Danon,
que en aquest cas presenta una heréncia dominant lligada al cromosoma X (Wilcox,
2004).

Les LSDs es consideren malalties rares o minoritaries, si presenten una
incidencia menor a un de cada 2.000 habitants, segons la Unié Europea, o bé si afecten
a menys de 200.000 pacients als Estats Units. Es realment dificil arribar a un consens
de la incidéncia exacta per cada una de les LSD, basicament pel fet que pot variar molt
la incidéncia en funcié6 de l'area geografica estudiada i de leficiencia en el seu
diagnostic. En general, s’estima que la incidéncia de les LSDs és d’aproximadament un
pacient afectat de cada 5000-8000 naixements (Parenti, 2015; Platt, 2018), encara que
segurament augmentaria si es tinguessin en compte tots els casos no diagnosticats o

mal diagnosticats.

Les LSDs s6n un grup de malalties molt heterogeni que afecten a diversos
organs i teixits. Frequientment, sén malalties infantils o juvenils, tot i que, en alguns tipus
de LSD, també existeixen formes adultes. Es poden presentar com a malalties amb
caracter neurodegeneratiu, que sovint van acompanyades de visceromegalies, o bé no
presentar cap tipus d’afectacio al sistema nerviés central (SNC) i tenir una patologia
principalment periférica i progressiva amb I'edat. En general, la majoria d’aquestes
malalties presenten una disminucio6 significativa de 'esperanga de vida dels pacients. La
classificacié clinica de les LSDs normalment es determina segons el substrat acumulat
(Taula 1) (Parenti, 2015; Platt, 2018).

11
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Taula 1. Classificacio de les LSD indicant el gen afectat i el substrat acumulat.

Nom de la malaltia o sindrome

Gen mutat

Substrat acumulat

Defectes de la degradacié dels esfingolipids

Malaltia de Fabry GLA
Lipogranulomatosis de Farber ASAH1
Malaltia de Gaucher

Tipus I, 1 1 GBA

Gaucher variant PSAP
GM1 gangliosidosis GLB1
GM2 gangliosidosis

Malaltia de Tay-Sachs HEXA

Malaltia de Sandhoff HEXB

Deficiéncia de I'activador GM2 GM2A
Leucodistrofia de cél-lules globoides GALC
(Malaltia de Krabbe)
Leucodistrofia metacromatica ARSA,

PSAP

Malaltia de Niemann-Pick tipus A i B SMPD1

Defectes de la degradaci6 i transport del colesterol

Globotriaosilceramida
Ceramida

Glucocerebrosid i glucoesfingosina
Glucocerebrosid i glucoesfingosina

GML1, keratan sulfat i oligosacarids
GM2, glicosaminoglicans i glicoesfingolipids

Galactocerebrosid i psicosina
Compostos sulfatats

Esfingomielina

Malaltia de Niemann-Pick tipus C1 NPC1

Malaltia de Niemann-Pick tipus C2 NPC2

Deficiéncia de la Lipasa Acida Lisosomica LIPA
Malaltia de Wolman

Malaltia d’acumulacio d’ésters de
colesterol (CESD)

Defectes de la degradacié dels glicosaminoglicans

Colesterol i esfingolipids
Colesterol i esfingolipids
Esters de colesterol, triglicérids i altres lipids

MPS | (Sindrome de Hurler, Scheie i Hurler-  IDUA Dermatan sulfat i heparan sulfat
Scheie)
MPS Il (Sindrome de Hunter) IDS Dermatan sulfat i heparan sulfat
MPS Il (Sindrome de Sanfilippo)
MPS 1A SGSH Heparan sulfat
MPS I1lIB NAGLU Heparan sulfat
MPS IlIC HGSNAT Heparan sulfat
MPS IIID GNS Heparan sulfat
MPS IV (Sindrome de Morquio)
MPS IVA GALNS Keratan sulfat i condroitin-6-sulfat
MPS IVB GLB1 Keratan sulfat
MPS VI (Sindrome de Maroteaux-Lamy) ARSB Dermatan sulfat
MPS VII (Sindrome d’Sly) GUSB Dermatan sulfat, heparan sulfat i condroitin-
6-sulfat
MPS IX (Sindrome de Natowicz) HYAL1 Acid hialuronic
Defectes de la degradacié del glicogen
Malaltia de Pompe GAA Glicogen

Defectes de la degradacié de les glicoproteines

a-Manosidosi MAN2B1
B-Manosidosi MANBA
Fucosidosi FUCA1
Aspartilglucosaminuria AGA
Malaltia de Schindler NAGA
Sialidosi NEU1
Galactosialidosi CTSA

12

Oligosacarids enriquits en mannosa
Man(B1>4)N-acetilglucosamina
Oligosacarids enriquits en fucosa,
glicoproteines i glicolipids
Aspartilglucosamina

Glicoesfingolipids, asialoglicopeptids i
glicopeéptids sialilats

Oligosacarids sialilats, glicopéptid i APP
Oligosacarids sialilats i glicopeptids
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Taula 1. Classificaci6 de les LSD indicant el gen afectat i el substrat acumulat (continuacio).

Nom de la malaltia o sindrome Gen mutat  Substrat acumulat

Defectes de la modificacio post-traduccional de les proteines

Deficiencia multiple de sulfatases SUMF1 Compostos sulfatats

Mucolipidosi Il a/ GNPTAB Oligosacarids, glicosaminoglicans i
glicoesfingolipids

Mucolipidosi Ill y GNPTG Oligosacarids, glicosaminoglicans i

glicoesfingolipids

Defectes de la degradacié de la lipofuscina

CLN1 (Malaltia de Haltia-Santavuori) PPT1 Lipofuscina
CLN2 (Malaltia de Jansky-Bielschowsky) TPP1 Lipofuscina
CLN3 (Malaltia de Batten-Spielmeyer- CLN3 Lipofuscina
Sjogren)

CLN4 (Malaltia de Parry i Kufs) DNAJC5 Lipofuscina
CLN5 CLN5 Lipofuscina
CLN6 (Malaltia de Lake-Cavanagh) CLN6 Lipofuscina
CLN7 CLN7 Lipofuscina
CLN8 CLN8 Lipofuscina
CLN9 Desconegu Lipofuscina

t

CLN10 CTSD Lipofuscina
CLN11 GRN Lipofuscina
CLN12 (Sindrome de Kufor-Rakeb) ATP13A2 Lipofuscina
CLN13 CTSF Lipofuscina
CLN14 KCTD7 Lipofuscina

Defectes de la degradacié dels polipeptids

Picnodisostosi CTSK Col-lagen de la matriu ossia
(Sindrome de Toulouse-Lautrec)

Defectes del transport lisosomic

Cistinosi CTNS Cistina
Malaltia de Danon LAMP2 Residus citoplasmatics i glicogen
Malaltia de Salla SLC17A5  Acids sialics
Malaltia d’emmagatzematge d’acid sialic SLC17A5 Acids sialics
infantil
Mucolipidosi IV MCOLN1 Lipids i glicosaminoglicans
Malaltia de Hermansky-Pudlak tipus 1-7 HPS1- Lipofuscina
HPS7

Malaltia de Chédiak-Higashi LYST Acumulacié de substrats varis
Sindrome de Griscelli

Tipus 1 (Sindrome d’Elejalde) MYO5A Acumulacié de substrats varis

Tipus 2 RAB27A Acumulacié de substrats varis

CLN: Lipofuscinosi ceroide neuronal; MPS: Mucopolisacaridosi. Adaptada de Wilcox, 2004; Futerman, 2004
i Sun, 2018
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2. GANGLIOSIDOSIS GM2

Al 1881, l'oftalmodleg Warren Tay va ser el primer a descriure detalladament una
taca vermella-cirera a la fovea d’'un infant de 12 mesos d’edat, que també presentava
debilitat al coll i a les extremitats i signes de degeneracio progressiva del SNC (Tay,
1969, Maegawaet al., 2012). Tres anys més tard, el doctor Tay va descriure dos fills més

de la mateixa familia amb una afectaci6 similar (Kaback and Desnick, 2001).

Al 1896, el neuroleg Bernard Sachs va publicar diversos casos de nadons amb
el trastorn descrit previament pel doctor Tay. En va destacar la naturalesa familiar de la
malaltia amb una aparicié primerenca de ceguera, un retard greu i una mort prematura
durant la infancia, la va anomenar “idiotesa amaurotica familiar” (Sachs, 1896). Més tard,
després de més de 130 nens afectats registrats a la literatura meédica, en David Slome
va proposar que I'heréncia de la malaltia era autosomica recessiva (Slome, 1933).

Al 1930, el bioquimic Ernest Klenk va identificar el material que s’acumulava a
l'encéfal dels pacients amb “idiotesa amaurdtica familiar” com un nou grup de
glicoesfingolipids acidics (Schuette, 1999). Posteriorment, en Lars Svennerholm va
identificar el gangliosid GM2 com al principal component acumulat a dins de les
neurones dels pacients afectats per la malaltia de Tay-Sachs (Svennerholm, 1962).
Finalment, en Shintaro Okada i en John S. O’Brien van descobrir el defecte enzimatic
de 'hexosaminidasa isoforma A (HEXA) com la causa de la malaltia de Tay-Sachs i, a
més, van demostrar que els pacients es podien diagnosticar amb I'assaig d’activitat
enzimatica d’'HEXA (Okada, 1969).

Després de I'estudi d’'un cas excepcional d’'un pacient amb “idiotesa amaurdtica
familiar” amb patologia somatica, en Konrad Sandhoff va descriure la malaltia de
Sandhoff (Sandhoff, 1969). I, juntament amb I'Ernst Conzelmann, van descriure la
deficiéncia de I'activador GM2, una nova forma de les gangliosidosis GM2 diferent de la

malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff, descrites préviament (Conzelmann, 1978).
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2.1. Incidencia de les gangliosidosis GM2

Les gangliosidosis GM2 tenen una heréncia autosomica recessiva, per tant, els

individus portadors de les mutacions causants de la malaltia no presenten cap patologia.

La malaltia de Tay-Sachs té una incidéncia d’1/320.000 naixements i una
freqliéncia de portadors d’1/250 a la poblacié general (Lew, 2015). S’ha descrit entre
tots els grups racials i étnics, perd hi ha certes poblacions amb una incidéncia de la
malaltia de Tay-Sachs més elevada, com els jueus Asquenazites, els franco-canadencs,
els irlandesos, els holandesos de Pennsilvania i les comunitats del cajun de Louisiana
(Toro, 2020). Abans de Tlarribada dels programes de cribratge d’educacioé i
assessorament als portadors de les comunitats jueves per a la prevencio de la malaltia
de Tay-Sachs, la incidéncia era d’1/3.600 naixements i la taxa de portadors d’1/30 entre
la poblacié jueva Asquenazita. Després d’aquests programes, la incidéncia de la malaltia
es va reduir més d’'un 90% (Kaback, 1974; Toro, 2020).

En el cas de la malaltia de Sandhoff, s’estima que la incidéncia és d’'un de cada
422.000 naixements, amb una frequéncia portadora d’entre 1/276 i 1/310 a la poblacié
general (Cachon-Gonzalez, 2018). La frequéncia portadora més alta s’ha detectat a la
regié de Cordova d’Argentina (Triggs-Raine, 2001), a la comunitat endogamica d’indis

metis del nord de Saskatchewan (Canada) i al Liban (Fitterer, 2014).
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2.2. El gangliosid GM2

El GM2 és un ganglidsid que pertany al grup dels glicoesfingolipids que contenen
un o més residus d’acid sialic. Actualment, s’han identificat uns 180 gangliosids presents
a tots els teixits, tot i que sén molt més abundants al cervell (Leal, 2020). El 5% del total
dels ganglidsids localitzats a I'encéfal correspon al gangliosid GM2, que esta format per
un unic acid sialic com el GM1 i el GM3. El GM2 es composa per un residu de N-
acetilgalactosamina unit a un residu de galactosa, el qual esta unit a un residu de
glucosa que també esta unit a una ceramida (Figura 3). El residu de galactosa conté un
residu d’acid sialic unit a través d’un enlla¢ a-glicosidic (Leal, 2020; Schnaar, 2019).
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Figura 3. Estructura del gangliosid GM2. El gangliosid GM2 esta format per un residu de N-
acetilgalactosamina unit a un residu de galactosa, el qual esta unit a un residu de glucosa unit a una
ceramida. A més, el gangliosid GM2 esta unit a un Unic acid sialic.

Els gangliosids estan localitzats a les capes externes de les membranes
plasmatiques cel-lulars ubicats en basses lipidiques (lipid rafts). Les basses lipidiques
sén agrupacions heterogenies de lipids formades principalment per colesterol,
esfingolipids, gangliosids i proteines associades a la membrana (Bisel, 2014).
Intervenen en les funcions d’organitzaci6 de la membrana cel-lular, diferenciacié
neuronal, adhesié cel-lular, transduccié de senyals i reconeixement entre cél-lules, entre
d’altres (Yu, 2011). Ara bé, el rol precis dels gangliosids a les cél-lules continua essent

forca enigmatic, tot i que la preséncia d’anomalies secundaries a I'acumulacié dels
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gangliosids a diverses LSD suggereix que poden realitzar funcions biologiques
importants. Per exemple, una de les principals anomalies després d’'un augment del
gangliosid en algun tipus de neurones madures és el creixement de noves dendrites. El
fet que també s’hagi detectat un brot dendritic a neurones immadures, tot coincidint amb
un increment del gangliosid GM2, proporciona un argument convincent que aquest

gangliosid juga un paper rellevant en la iniciacié dendritica (Walkley, 2003).
2.2.1. Catabolisme del gangliosid GM2

El catabolisme dels gangliosids té lloc al compartiment endo-lisosomic després
de I'endocitosi de fragments o regions de la membrana plasmatica. El pas clau de la
degradacié del GM2 depén directament de la funcié de I'enzim lisosomic HEXA i el
suport essencial d’'una proteina transferidora de lipids, el GM2A. Ambdues proteines
s’encarreguen d’eliminar el residu terminal N-acetilgalactosamina del GM2 i, per tant,
convertint-lo en GM3 (Figura 4) (Kolter, 2012).

Concretament, la conformacio oberta i buida del GM2A interacciona amb la
membrana del compartiment endo-lisosomic, tot endinsant els seus dos bucles (loops)
hidrofobics (marcats amb rosa, Figura 5) a la part també hidrofobica de la bicapa lipidica
de la membrana lisosdmica. La interaccié amb el ganglidsid GM2 genera un canvi de
conformacié del GM2A d’oberta a tancada, canviant a una forma més hidrosoluble.
Actualment, encara esta en debat si el complex que es forma queda ancorat a la
membrana o bé es desuneix, tot exposant el gangliosid GM2 a I'enzim soluble HEXA
per a la seva degradacié (Anheuser, 2019; Sandhoff, 2013). El GM2A té una regi6 de
reconeixement d’HEXA que li permet interaccionar simultaniament amb el gangliosid
GM2 i 'HEXA, la uni6 formada per les tres molécules és necessaria per a la hidrolisi del
residu N-acetilgalactosamina, convertint d’aquesta forma el gangliosid GM2 en GM3
(Figura 5).
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Figura 4. Catabolisme del ganglidosid GM2. L'esquemail-lustra els enzims (en negre) i les seves proteines
activadores (en blau) implicats en la degradacié dels gangliosids GM1, GM2 i GM3. En vermell, s’indica la
malaltia que és causada per la deficiencia de I'enzim involucrat en el pas del catabolisme dels glicolipids
representats a la figura. Adaptada de (Sandhoff, 2018).
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Figura 5. Esquema de la degradaci6 enzimatica del gangliosid GM2. L’enzim HEXA juntament amb el
GM2A degraden el gangliosid GM2, ancorat a la membrana de la superficie luminal dels lisosomes. (1) El
GM2A, en la seva conformacié oberta, penetra dins la regi6 hidrofobica de la bicapa lipidica gracies als seus
dos bucles (loops) hidrofobics, marcats de color rosa. La cavitat hidrofobica del GM2A incorpora la ceramida
del gangliosid GM2. Aquesta interaccio li permet un canvi de conformacié, cap a una forma més tancada,
per a ser més soluble en solucions aquoses. (2) Actualment, encara esta en debat si el complex es manté
a la membrana (A) o bé es desuneix, tot exposant el GM2 a I'enzim soluble HEXA per a la seva degradacid
(B). En el cas (A), quan el complex no es desuneix de la membrana, (3) 'enzim HEXA s’uneix al seu lloc de
reconeixement al complex del GM2A per tal d’hidrolitzar el residu de N-acetilgalactosamina del gangliosid
GM2 per a generar el GM3 i deixar-lo de nou a la membrana lisosomica. En el cas (B), (3) el complex desunit
de la membrana lisosomica és reconegut per 'enzim HEXA que degrada el ganglidsid GM2 al lumen del
lisosoma. Seguidament, (4) se separa el GM2A de 'HEXA i, finalment, (5) el GM2A torna el gangliosid GM3
a la membrana lisosdmica. Adantada de(Breiden. 2019).
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2.3. Caracteristiques moleculars de les gangliosidosis GM2
2.3.1. Gen HEXA, HEXB i GM2A

El gen HEXA (Gene ID: 3073) codifica per la subunitat a de la B-hexosaminidasa,
mentre que el gen HEXB (Gene ID: 3074), per la subunitat . En humans, les subunitats
a i B estan ubicades al cromosoma 15923 i 5913.3, respectivament (Zwierz, 1999).
L’HEXA té 14 exons que es troben al llarg de 35 kb, i 'THEXB, 14 exons en una longitud
de 40 kb (Proia, 1988). Les sequéncies dels dos gens comparteixen un 57% d’identitat,
suggerint un possible ancestre en comu (Zwierz, 1999). Les dues sequencies presenten
més homologia a la part central, sobretot en els seus centres catalitics (Mark, 2003). El
gen GM2A (Gene ID: 2760) huma es troba al cromosoma 5q33.1, té 4 exons i un total
de 16 kb de sequeéencia (Schroder, 1989).

En el cas del ratoli, el gen HexA (Gene ID: 15211) esta ubicat al cromosoma 9,
té un total de 15 exons i una longitud de 25 kb. El gen HexB (Gene ID: 15212) esta situat
al cromosoma 13 i té 14 exons al llarg de 22 kb. I, finalment, el gen GM2A (Gene ID:
14667) esta al cromosoma 11 i té un total de 4 exons i 15 kb de llargada. Les sequencies
de les subunitats a i B de ratoli amb les seqiéncies humanes comparteixen un 51% i un

72% d’identitat, respectivament (Zwierz, 1999).
2.3.2. B-Hexosaminidases

De tots els enzims lisosomics de la cél-lula, les hexosaminidases sén les més
abundants, fet que les va fer una diana perfecta pel seu estudi. Desafortunadament, van

resultar ser un dels sistemes d’'isoenzims més complexos del lisosoma (Mahuran, 1991).

Les B-hexosaminidases sén enzims lisosdomics dimerics compostos per dues
subunitats, ja sigui I'a i/o la B, per formar les isoformes HEXA (af), HEXB (BB) i HEXS
(aa) amb la capacitat de degradar diferents substrats (Figura 6). En els humans sans,
'HEXA i THEXB es troben en quantitats comparables, mentre que en els teixits d’'un
malalt de Sandhoff es pot detectar una petita quantitat ’HEXS, ja que no té la subunitat
B. Els tres isoenzims sén capacgos d’hidrolitzar residus de N-acetilgalactosamina i N-
acetilglucosamina units amb un enllag B (Mark, 2003). Tant THEXA com I'HEXB poden
degradar glicosaminoglicans (GAGs), oligosacarids (glicoproteines i glicolipids) i
glicoconjugats, 'HEXS també es capa¢ de degradar GAGs (Figura 6). Tot i aix0, THEXA
és I'tinica isoforma capag de degradar el gangliosid GM2 en preséncia del GM2A, ja que
és I'tnic isoenzim que pot interaccionar amb el complex GM2-GM2A (Solovyeva, 2018)

(Figura 5 i 6). Tant la subunitat a com la 3 contenen un centre actiu per a la degradacio
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del GM2, pero la formacié dels dimers és indispensable per tal que sigui un isoenzim
funcional (Mark, 2003).

- Deficiencia de
Tay-Sachs Sandhoff I'activador del GM2
1 1 L
v v v
Gen HEXA HEXB GMZA
Skbunitai Subunitat B Proteina activadora
HEXS HEXA HEXB

GAGs
Substrats GAGs GAGs Oligosacarids

Oligosacarids ali Lqat
Glicoconjugats Icoconjugats

Ganglidsids GM2

Figura 6. Tipus de gangliosidosis GM2 juntament amb el gen, la proteina i els substrats involucrats
a la malaltia. Les gangliosidosis GM2 es divideixen en tres subtipus diferents: la malaltia de Tay-Sachs, la
malaltia de Sandhoff i la deficiéncia de I'activador del GM2. Aquestes malalties presenten fenotips molt
similars, perd es diferencien principalment en el mecanisme patologic que altera el catabolisme del
gangliosid GM2 i d’altres lipids relacionats, és a dir, el gen, la proteina i els substrats involucrats en cada
malaltia. Les gangliosidosis GM2 son causades per defectes a una subunitat (a o ) de I'enzim (-

hexosaminidasa (malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff, respectivament) o al GM2A. Adaptada de (Breiden,
72Nn19)\

En condicions normals, la subunitat a (menys estable) i la subunitat B (més
estable) se sintetitzen aproximadament en proporcions equimolars; no obstant aixo,
dimeritzen a diferents ratios. Els homodimers aa (HEXS) sén altament inestables i la
majoria queden retinguts al reticle endoplasmatic on acaben essent degradats. Per altra
banda, la dimeritzacié d’homodimers BB (HEXB) és molt favorable i formen l'isoenzim
més estable; mentre que I'heterodimer aff (HEXA) és més inestable, perd no tant com
'HEXS. Es creu que altes concentracions de la subunitat a en el reticle endoplasmatic
forca la sintesi de I'heterodimer HEXA (Zwierz, 1999).

Les gangliosidosis GM2 s6n causades per la deficiéencia en una de les 3
proteines necessaries per degradar el gangliosid GM2: 1) la malaltia de Tay-Sachs

causada per la deficiéncia en la subunitat a de les B-hexosaminidases, fet que no permet
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formar ni ’THEXA ni ’THEXS; 2) la malaltia de Sandhoff provocada per la deficiéncia en la
subunitat B de les B-hexosaminidases i, per tant, no hi ha ni 'THEXA ni 'THEXB funcionals;
i finalment, 3) la deficiéncia en I'activador del GM2, on les tres isoformes estan intactes,
perd no es pot degradar el gangliosid GM2 per la deficiéncia del GM2A (Lawson, 2016)
(Figura 6).

2.3.2.1. Enzim Hexosaminidasa A (HEXA)

Les subunitats a i  humanes se sintetitzen al reticle endoplasmatic rugdés com a
precursors més llargs de 529 i 556 aminoacids amb un pes molecular de 67 i 63 kDa,
respectivament. Seguidament, ambdues subunitats a i B es proteolitzaran per tal de
deixar uns péptids de 54 i 52 kDa, respectivament (HasilikS, 1980). Finalment, la
subunitat B pateix una altra protedlisi per obtenir dues cadenes polipeptidiques, la Ba i
la Bb, de 28 i 27kDa, respectivament, que s’uneixen entre elles per ponts disulfur
(Mahuran, 1988; O'Dowd, 1986). En el cas de les subunitats murines, les sequiencies
d’aminoacids tenen molta homologia amb les humanes, un 83% per la subunitat a i un
74% per la B, i els seus precursors presenten una llargada de 528 i 536 aminoacids,
respectivament. La subunitat a i B passen pels mateixos processos proteolitics i les
mateixes modificacions post-traduccionals que les subunitats de I'enzim huma (Bapat,
1988; Beccari, 1992).

Durant el trafic de les proteines des del reticle endoplasmatic a 'AG, les dues
subunitats rebran modificacions post-traduccionals, com per exemple, N-glucosilacions
i fosforilacions. A la subunitat a, 'asparagina 115, 157 i 295 s’han identificat com a
possibles llocs de N-glicosilacid; mentre que a la subunitat B, es poden N-glicosilar les
asparagines 84, 142, 190 i 327 (O’dowd, 1988). Unes de les modificacions post-
traduccionals més importants és la incorporacidé de la manosa-6-fosfat a les cadenes
laterals dels oligosacarids per tal de dirigir-los correctament cap als lisosomes. Després
d’'aquestes modificacions, les subunitats es dimeritzen per formar els enzims actius
(Solovyeva, 2018).

Tot i que la hidrolisi del gangliosid GM2 només pot ser catalitzada per la subunitat
a de lisoenzim HEXA, s’han descrit dos llocs actius a ’heterodimer, un a cada subunitat,
l'aila B (Lemieux, 2006). Els centres actius de les subunitats a i B son practicament
idéntics amb la majoria de residus altament conservats, a excepcio de: BAsp426 >
aGlu394, BAsp452 > aAsn423 i BLeud53 > aArg424, que probablement serien els
aminoacids que confereixen a la subunitat a I’habilitat per poder acomodar residus amb

carrega negativa (Mark, 2003). Un model 3D que prediu la interacci6 entre la subunitat
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a i el ganglidosid GM2 suggereix que el carboxil carregat negativament de I'acid sialic que
conté el ganglidosid GM2 s’estabilitza per la carrega positiva del grup guanidino de
I'Arginina 424 mitjancant enllagos d’hidrogen. L'aGlu394 i 'aAsn423 es creu que ajuden
a estabilitzar 'Arg424 a la seva posicio (Mark, 2003). A més, l'aspartat 322 i 354 de les
subunitats a i B, respectivament, contribueixen a I'estabilitzacié necessaria durant I'atac

nucleofil a la N-acetilgalactosamina (Lemieux, 2006).
2.3.3. Mutacions als gens de /la B-hexosaminidasa

Segons la base de dades Human Gene Mutation Database (HGMD), actualment
s’han descrit 182, 112 i 10 mutacions en els gens HEXA, HEXB i GM2A, respectivament
(Figura 7 i 8). Aquestes mutacions inclouen: mutacions sense sentit (nonsense), de
sentit erroni (missense), de splicing (tall i empalmament), petites insercions i/o delecions
o bé grans delacions (Taula 2). Aquests tipus de mutacions poden provocar deficiencies
en la transcripcié i la traduccid, el mal plegament de les proteines o bé disfuncions en la
dimeritzacio de I'enzim o en la seva funcié catalitica. Les formes més comunes i greus
de les gangliosidosis GM2 normalment es troben quan hi ha una manca completa de
l'activitat ’HEXA (Mahuran, 1999). A més, existeix una variant de la malaltia Tay-Sachs,
variant B1, que quan mesures l'activitat B-hexosaminidasa amb els substrats sintetics
detectes nivells normals d’activitat, perd si es realitzen les proves amb el substrat

natural, el ganglidosid GM2, es pot detectar la deficiencia (Gordon, 1988).

Taula 2. Tipus de mutacié dels diferents gens involucrats en les gangliosidosis GM2.

HEXA HEXB GM2A
Sentit erroni/ sense sentit 105 52 6
Splicing 34 22 0
Petites delecions 29 23 3
Petites insercions 10 5 0
Petites insercio/delecié 3 1
Grans delecions 1 9 0
Total 182 112 10

Taula adaptada de la base de dades Human Gene Mutation Database (HGMD) (www.hgmd.cf.ac.uk).

En general, el tipus i la freqiiéncia de les mutacions esta molt relacionada amb
I'origen demografic dels pacients. Tot i aix0, la mutacié més freqlient del gen HEXA és
la transicié d’un aminoacid ¢.533G>A, que canvia una arginina per una histidina
(p.R178H) i afecta al lloc catalitic de la subunitat a, alterant-ne la seva funci6 i estabilitat
(Rosario, 1991; Tanaka, 1988). En el cas del gen HEXB, la mutacié més freqiient és la
mutacio ¢.445 + 1 G > A, que es produeix en un intré altament conservat que promou

una pérdua completa d’un lloc de splicing (Kleiman, 1994; Zampieri, 2012). Finalment,
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les mutacions al gen GM2A sén extremadament rares i només s’han descrit 10

mutacions en 11 pacients (Sheth, 2016).

HEXA R504H
672+1G->A 1074-8del5 R504C

F211S 1074-1G->T 1510delC

S210F R499H

H204R  1073+1G->A R499C

459+5G->A  K197T  1039del18 [1421+1G->C WA485R

436delG V192L/V200M  I335F C458Y L484P

423delTT 571-1G->T  W329X G454S  E482K

del7.6kb — . ]
_——/ /N T~

M1V 346+1G->C 460-1G->T R247W S297P V391M
M1T 346+1G->A 477delTG  R249W M301R W392X
P258 R166G G250D  910delCT R393X
Wa6Xx L127R 498delC R252H 958del3 1182delG
L39R R137X R170W D258H 986+3A->G  1278ins4

R170Q G269S
R178C 805+1G->C
R178H 805+1G->A
R178L

Y180H
Y 180X

547insA

570G->A

570+1G->A

412+1G->T

Figura 7. Mutacions al gen HEXA. Esquema de les mutacions actualment identificades al gen huma HEXA.
Les caixes solides representen els 14 exons del gen (no estan representats a escala real) i les linies indiquen
I'exd on es localitzen les mutacions o bé el que esta més proper. Els limits de les delecions no estan
col-locats de forma precisa. Adaptada de Triggs-Raine, 2000.

La primera mutacié que es va identificar causant de la malaltia de Tay-Sachs a
la poblacié de jueus Asquenazita va ser una mutacié de splicing amb un canvi d'una G
per una C al final 5’ de I'intré 12 (1421+1G->C) i, com a consequiéncia, provoca l'alteracio
del processament normal de I'acid ribonucleic missatger (MRNA), que esdevé altament
inestable. Aquesta mutaci6 esta present al 20% dels al-lels mutats en pacients de la
malaltia de Tay-Sachs (Arpaia, 1988). Aquest tipus de mutacions també s’han trobat en
pacients de la malaltia de Sandhoff, com per exemple, la transicié d’'una G a una A a 26
pb de I'extrem 3’ terminal de I'intré 12 (1508-26G—->A) del gen HEXB. En aquest cas, es
produeix un mMRNA estable que codifica per 8 aminoacids extres i provoca que la
subunitat B no es pugui plegar correctament ni tampoc sortir del reticle endoplasmatic

(Nakano, 1989).
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Si ens centrem en els tipus de mutacions i 'origen demografic dels pacients, els
jueus Asquenazites presenten principalment tres tipus de mutacions al gen HEXA: una
insercio de 4 nucleotids a la posicié 1278 (1278ins4), una mutacio de splicing a la posicio
1421 (1421+1G—>C) i una mutacidé puntual que provoca un canvi d’aminoacids
(Gly269Ser), les quals representen el 98% dels al-lels causants de la malaltia de Tay-
Sachs en aquesta poblacié (Grebner, 1991; Paw, 1990a; Triggs-Raine, 1990). A la
poblacié franco-canadenca de I'est del Quebec, s’ha identificat una mutacio Unica, la
mutacio de splicing 805+1G—>A (Hechtman, 1992). En el cas de la poblacié holandesa
de Pennsilvania, la mutacié que es troba a la majoria dels al-lels causants de la malaltia
de Tay-Sachs és la mutacié de splicing 1073+1G—>A (Mules, 1992a). Per altra banda,
la poblacié del Cajun de Louisiana presenten majoritariament la insercié de 4 nucleotis
ala posicio 1278 (1278ins4) (McDowell, 1992), mentre que la poblacio jueva del Marroc,
la delecio de tres nucleotids a la posicié 910 (910del3) (Navon, 1991). Finalment, s’ha
descobert una mutacio relativament comuna entre els pacients de la malaltia de Tay-
Sachs, la mutaci6 de splicing 1073+1G—>A, la qual representa el 10% dels al-lels mutats

entre la poblacié no jueva (Akerman, 1992).

En el cas dels pacients afectats per la malaltia de Sandhoff, la zona amb la
frequéncia més elevada de portadors d’al-lels mutats (1/26) és la regi6 de Cordova a
Argentina (Brown, 1992). De fet, en aquesta zona s’ha detectat que 30/31 al‘lels
examinats presenten la mateixa mutacio de splicing, la intr62+1G—->A (Brown, 1992). En
pacients japonesos, franco-canadencs i italians, la mutacié puntual que provoca un canvi
d’'aminoacid Pro417Leu és la més prevalent (Gomez-Lira, 1995; Mclnnes, 1992a;
Wakamatsu, 1992).

Per altra banda, també cal destacar que tant el gen HEXA com 'HEXB poden
presentar una delecid6 molt gran a I'extrem 5 (Figura 7 i 8). Aquestes mutacions
impedeixen la produccié de la subunitat afectada i, per tant, els pacients homozigots per
la deleci6é tenen una falta total de I'expressié de I'enzim HEXA i la seva corresponent
activitat (Triggs-Raine, 2001). En general, aquesta mutacio al gen HEXA esta associada
a una petita poblacié de franco-canadencs de I'est del Quebec, la qual representa el
80% dels al-lels mutats (Hechtman, 1990). Mentre que la deleci6 de 16kb del gen HEXB
és present amb una alta freqiiencia a 8 de cada 30 al-lels analitzats del total de pacients
de la malaltia de Sandhoff (Bikker, 1990).

A més a més, també s’han identificat diverses mutacions que produeixen un codé
stop prematur, com la mutacié majoritaria en el gen HEXA a la poblacié Asquenazita a

causa d’'una insercid de 4 nucledtids a la posicié 1278 (1278ins4), que produeix un
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MRNA inestable i truncat (Myerowitz, 1984). Finalment, també s’han descrit algunes
mutacions puntuals, com la 1444G—->A. Aquesta mutacié es va identificar a un pacient
italia i produeix el canvi d’'un aminoacid carregat negativament cap a un carregat
positivament que resulta en una proteina insoluble que no pot sortir del reticle
endoplasmatic (Mahuran, 1991; Nakano, 1988).

o del50kb
C309Y  1613ins18bp
del16kb \ |
—A543T

76delA 445+1 1207V R284X  P417L 1508-26 R505Q
s62L  G->A 772delG 1305delAG G->A 1613+2
782deld Y456 T->G
1344delT C534Y

Figura 8. Mutacions al gen HEXB. Esquema de les mutacions actualment identificades al gen HEXB. Les
caixes solides representen els 14 exons del gen (no estan representats a escala real) i les linies indiquen
I'exé on es localitzen les mutacions o bé el que esta més proper. Els limits de les delecions no estan
col-locats de forma precisa. La linia discontinua representa el limit 5° no definit de la delecié de 50 kb.
Adaptada de (Triggs-Raine, 2001).

2.3.5. Correlacioé genotip-fenotip

La gravetat de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff es correlaciona directament
amb el nivell residual d’activitat HEXA (af3), ja que aquesta determinara la capacitat de
catabolitzar el gangliosid GM2 al SNC i als organs i teixits periférics. En aquestes
malalties, s’han pogut establir diferents correlacions entre el genotip i la gravetat del
fenotip a la majoria de les mutacions identificades als gens HEXA i HEXB. Aquestes
correlacions son senzilles, ja que el fenotip ve determinat per la mutacié menys severa.
Totes les mutacions que porten a una abséncia completa d’activitat HEXA, entre les
quals s’inclouen les delecions grans i petites que produeixin un canvi en el marc de
lectura i les mutacions de splicing, s’associen amb el fenotip agut infantil i amb la mort
primerenca. En canvi, comenga a sorgir un ampli espectre de fenotips de la malaltia a
causa de les mutacions puntuals, ja que poden dur a una alteracié d’'un aminoacid amb
una funcio essencial a la proteina o tot el contrari. Tot i aix0, si es troba en homozigosi
és senzill, ja que la gravetat del fenotip del pacient sera a causa d’aquesta mutacio
(Triggs-Raine, 2001).

26



Introduccié

La majoria de les mutacions identificades al gen HEXA estan associades a un
fenotip agut de la malaltia de Tay-Sachs, tot i que s’han identificat tres mutacions
associades a formes més lleus de la malaltia, la Gly250Asp, I'Arg499His i I'Arg504His
(Paw, 1990b; Trop, 1992). La forma cronica de la malaltia esta associada a sis
mutacions: Tyrl180His, Lys197Thr, Arg252His, Gly269Ser, 658del3 i Val1l39Met, sent la
Gly269Ser la mutaci6 més comuna en pacients cronics (Navon, 1990). Totes les

mutacions causants de la malaltia de Tay-Sachs estan descrites a la Taula 3.
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Taula 3. Descripci6 dels al-lels mutants al gen HEXA identificats als pacients de Tay-Sachs.

Mutacio Localitzacié Resultat Fenotip Origen Referéncia
del gen esperat
Del7.6kb 5’ del gen No mRNA Agut Franco-canadenc Myerowitz et al., 1986;
fins intré-1 Myerowitzs et al., 1987
1AG Exo6 1 MetlVal Agut Afroamerica Mules et al., 1992b
2TS>C Exo 1 MetlThr Subagut Anglaterra Harmon et al., 1993
sever
73COT Exé6 1 Pro25Ser Subagut Anglaterra Harmon et al., 1993
sever
78G>A Ex6 1 Trp26Stop Agut Anglaterra, Israel Drucker et al., 1993; Triggs-
Raine et al., 1991
116T>G Exo6 1 Leu39Arg Agut Polonia Akli et al., 1993a
346+1G>C  Intr6-2 Splicing Agut Alemanya, Irlanda, Triggs-Raine et al., 1991
anormal Anglaterra
346+1G>A  Intro-2 Splicing Agut Franca Akli et al., 1991
anormal
380T>G Ex0 3 Leul27Arg Agut Italia Akli et al., 1993a
409C-T Ex0 3 Argl37Stop  Agut Franco-canadenc, Aklietal., 1991; Mules et al.,
Franca, Irlanda 1992b
412+1G->T Intr6-3 Splicing Agut Jap6 Tanaka et al., 1994
anormal
423delTT Exo 4 Canvi de marc Agut Franca Akli et al., 1993a
de lectura
436delG Exo 4 Canvi de marc Agut Afroamerica Mules et al., 1992b
de lectura
459+5G>A Intro-4 Splicing Agut Franca Akli et al., 1991
anormal
460-1G>T  Intr6-4 Splicing Agut Afroamerica Mules et al., 1992b
anormal
477delTG Ex6 5 Canvi de marc Agut Anglaterra Triggs-Raine et al., 1991
de lectura
496C>G Exo6 5 Arg166Gly Subagut  Siria Peleg et al., 1995
sever
498delC Ex6 5 Canvi de marc Subagut Siria Peleg et al., 1995
de lectura sever
508CS>T Ex6 5 Argl70Trp Agut Franco-canadenc, Fernandes et al., 1992; Triggs-
Italia Raine et al., 1995, 1991
509GS>A Ex6 5 Arg170GIn Agut Japo, Escocia, Akli et al., 1993a; Drucker et
poblacioé jueva del al., 1992; Nakano et al., 1990)
Marroc
532C>T Ex0 5 Argl78Cys Agut Txecoslovaquia  Tanaka et al., 1990a
(variant
B1)
533G A Ex6 5 Argl78His Subagut Portugal i divers  Kytzia et al., 1983; Ohno et al.,
sever o 1988a; Rosario et al., 1991;
subagut Tanaka et al., 1988, 1990a
(variant
B1)
533G>T Ex6 5 Argl78Leu Agut Anglaterra Triggs-Raine et al., 1991
(variant
B1)
538T->C Ex6 5 Tyr180His Cronic  Jueus de Gasperi et al., 1996
Asquenazita
540C>G Ex6 5 Tyrl80Stop  Agut Jueus del Marroc  Drucker et al., 1992
547insA Ex6 5 Canvi de marc Agut Xina Akalin et al., 1992
de lectura
570G >A Ex6 5 Splicing Subagut Tunisia Akli et al., 1990
anormal sever
570+1G>A Intré-5 Splicing Agut Turquia Ozkara et al., 1995
anormal
571-1G>A  Intr6-5 Splicing Agut Jap6 Tanaka et al., 1993
anormal
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k574G->C

598G->A

590A->C
611A>G
629C>T

632T>C
672+1G>A

739C>T

745C>T

749G>A

755G>A
772G>C

805G~>A

805+1G>A

805+1G>C

902T>G
910del3

927delCT

958del3

986+3A>G

987G>A

1003A>T

1039del18

1073+1G>A

1074-8del5

1074-1G>T

1171G>A
1176G>A

1177C->T

1182delG

1260G->C

Ex6 6

Ex6 6

Ex6 6
Ex6 6
Ex6 6

Ex6 6
Intr6-6

Ex6 7

Ex6 7

Ex6 7

Ex6 7

Exo6 7

Ex6 7

Intr6-7

Intré-7

Ex6 8
Ex6 8

Ex6 8

Ex6 8

Intr6-8

Ex6 9

Ex6 9

Ex6 9

Intr6-9

Intr6-9

Intr6-9

Exé 11
Ex6 11

Ex6 11

Ex6 11

Exo6 11

Vall190Leu
Val200Met

Lys197Thr
His204Arg
Ser210Phe

Phe211Ser
Splicing
anormal
Arg247Trp

Arg249Trp

Gly250Asp

Arg252His
Asp258His

Gly269Ser

Splicing
anormal
Splicing
anormal
Met301Arg

APhe304

Canvi de marc
de lectura
AGly320

Splicing
anormal
Trp329Stop

1le335Phe

Insercié de 6
aminoacids
Splicing
anormal

Splicing
anormal
Splicing
anormal
Val391Met

Trp392Stop

Arg393Stop

Canvi de marc
de lectura
Trp420Cys

Agut
Agut

Cronic
Agut
Agut

Agut
Subagut,
Cronic
Pseudo-
deficienci
a

Pseudo-
deficienci
a
Subagut

Cronic
Agut
(variant
B1)
Cronic

Agut
Agut

Agut
Agut

Agut

Subagut
sever
Subagut
sever
Subagut
sever
Afectacio
prenatal
Afectacio
prenatal
Agut

Agut
Agut

Cronic
Agut

Agut
Agut

Agut

29

Alemanya,
Romania

Alemanya,
Romania

Holanda
Alemanya
Algéria, Nord
d’Africa

Italia
Ameérica

Divers

Divers

Liban

Portugal
Escocia

Divers

Franco-canadenc

Portugal

lugoslavia

Jueus del Marroc,
Franca, Italia,
Portugal

Antiga
Escandinavia
Irlanda

Alemanya,
Hongria, Irlanda
Alemanya,
Anglaterra

No jueu

Jueus
Asquenazita

Divers, origen
celta

Polonia

Irlanda, Franca
Grécia

Jueus
Asquenazita
Franca, Turquia

No jueu

Alemanya

Ainsworth et al., 1992; Gordon
et al., 1988; Hou et al., 1996

Ainsworth et al., 1992; Gordon
etal., 1988; Hou et al., 1996

Akli et al., 1993a
Akli et al., 1993a

Akli et al., 1991; Poenaru et
al., 1994

Akli et al., 1993a
Akli et al., 1993a

Kaback et al., 1993; Mules et
al., 1992b; Tomczak et al.,
1993; Triggs-Raine et al.,
1995, 1992

Cao et al., 1993; Kaback et al.,
1993; Triggs-Raine et al.,
1995, 1991

Hechtman et al., 1989; Trop et
al., 1992

Ribeiro et al., 1996

Bayleran et al., 1987;
Fernandes et al., 1992

D’azzos et al., 1984; Navon et
al., 1989, 1990; Paw et al.,
1989

Hechtman et al., 1992; Triggs-
Raine et al., 1995, 1991

Ribeiro et al., 1995

Akli et al., 1993a

Akli et al., 1991; Drucker et al.,
1992b; Navon et al., 1991;
Poenaru et al., 1994

Fernandes et al., 1992
Mules et al., 1992b

Richard et al., 1995

Mules et al., 1992b
Tomczak et al., 1994
Tomczak et al., 1994
Akerman et al., 1992; Akli et
al., 1993b; Landels et al.,

1992, 1993; Mules et al.,
1992a

Triggs-Raine et al., 1991
Brown et al., 1995

Navon et al., 1995
Shore et al., 1992

Akli et al., 1991; Ozkara et al.,
1995b

Tomczak et al., 1994

Tanaka et al., 1990b
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1278ins4 Exo 11 Canvi de marc Agut Divers Corthorn et al., 1991;
de lectura Myerowitz et al., 1988; Paw et
al., 1988
1360G>A Ex612 Gly454Ser Agut Italia Akli et al., 1993a
1373G>A Ex612 Cys458Tyr Agut Jap6 Tanaka et al., 1994
1421+1G>C Intr6-12 Splicing Agut Jueus Arpaia et al., 1988; Myerowitz
anormal Asquenazita et al., 1988; Ohno et al., 1988b
1444G>A  Ex613 Glu482Lys Agut Italia, Xina Nakano et al., 1988; Proia et
al., 1982
1451T>Cc  Ex613 Leu484Pro Agut Japé Tanaka et al., 1994
1453T>C  Ex613 Trp485Arg Agut Xina Akalin et al., 1992
1495C>T  Ex013 Arg499Cys Agut Europa Akli et al., 1993a; Mules et al.,
1992a
1496G>A Ex613 Arg499His Subagut Europa Akli et al., 1993a; Paw et al.,
1990b; Triggs-Raine et al.,
1991
1510delC Ex6 13 Canvi de marc Agut ltalia Lau et al., 1989; Zokaeem et
de lectura al., 1987
1510C>T  Ex613 Arg504Cys Agut Divers Akli et al., 1991, 1993c; Paw et
al., 1991; Tanaka et al., 1994
1511G>A Ex013 Arg504His Subagut Divers AKkli et al., 1993a; Boustany et

al., 1991; Paw et al., 1990b;
Tanaka et al., 1994

Adaptada de(Triggs-Raine, 2001).

En el cas de la malaltia de Sandhoff, existeixen poques mutacions que s’han
associat amb el fenotip moderat/cronic de la malaltia. Dues d’elles, les mutacions
puntuals 1514G>Aila 1627G->A, son properes a I'extrem C-terminal de la subunitat 8
i estan associades amb una HEXB termolabil (Bolhuis, 1993; de Gasperi, 1995). Per
altra banda, una altra mutacié puntual, la 1252C->T (Pro417Leu), té com a resultat una
malaltia amb un rang molt ampli de severitat (Wakamatsu, 1992). A més a més, hi ha
dues altres mutacions (1508-26G—>A i 1613ins18bp) que han estat correlacionades amb
un rang molt variable de fenotips incloent, fins i tot, la pseudo-deficiéncia de I'enzim
(Dlott, 1990; Mitsuo, 1990; Nakano, 1989). En els dos casos, la subunitat 3 té un defecte
en el plegament que impedeix el seu processament correcte; tot i aixo, es dona una
petita porcié de splicing correcte que permet la formacié d’'HEXA funcional en baixes
quantitats (Triggs-Raine, 2001). Totes aquestes mutacions, entre d’altres, estan

descrites a la Taula 4.
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Taula 4. Mutacions al gen HEXB causants de la malaltia de Sandhoff i les seves variants

Mutacio Localitzaci6 Resultat Fenotip Origen Referencia
del gen esperat
del16kb Del promotor No mRNA Agut Franca, Neote et al., 1990
al intr6-5 altres
del150kb 5 del No mRNA Agut Franca, Zhang et al., 1995
promotor a altres
intr6-6
76delA Exo 1 Canvide marc  Agut Maronites Hara et al., 1994
de lectura de Xipre
185C>T Ex6 1 Ser62Leu Agut Maronites  Zhang et al., 1995
de Xipre
445+1G>A  Intr6-2 Splicing anormal Agut Argentina  Brown et al., 1992; Kleiman
et al., 1994b; Kremer et al.,
1985
619A>G Ex6 5 lle207Val Polimorfisme  Argentina Banerjee et al., 1991, 1994;
benigne Redonnet-Vernhet et al.,
1996
772delG Exo 7 Canvide marc  Agut Caucasics, MclInnes, 1992b; O’Dowd,
de lectura India 1986; Zhang, 1994
782deld Exo 7 Canvide marc  Agut Argentina  Brown et al., 1992; Kleiman
de lectura etal., 1994
850C>T Ex6 7 Arg284Stop Agut Argentina  Zhang et al., 1994
926G>A Exo 8 Cys309Tyr Cronic Italia Gomez-Lira et al., 1995
1252C>T Exo 11 Pro417Leu Subagut/ Japo, Italia, Gomez-Lira et al., 1995;
(afecta I'splicing) cronic Franca, Mclnnes et al., 1992b;
Canada  Wakamatsu et al., 1992
1305delAG Exo 11 Canvide marc  Agut Caucasics, (MclInnes, 1992b; Zhang,
de lectura India 1994)
1344delT Exo6 11 Canvide marc  Agut Caucasics, Zhang et al., 1994
de lectura India
1367A>C Exo 11 Tyr456Ser Segurament  Caucasics, Banerjee etal., 1991, 1994
agut India
1508-26G>A Intr6-12 Inserci6 de 8 Subagut Caucasics, Dlott et al., 1990; Mitsuo et
aminoacids India al., 1990; Nakano et al., 1989
degut a un error
de splicing
1514G>A Exo 13 Arg505Gin Cronic Caucasics, Bolhuis et al., 1987, 1993;
India Oonk et al., 1979
1613ins18bp  Intro-13/ Inserci6 de 6 Asimptomatic Franca Dlott et al., 1990; Dreyfus et
Ex614 aminoacids al., 1977
1601G>A Ex6 13 Cys534Tyr Agut Japo Kuroki et al., 1995
1613+2T>G  Intr6-13 Splicing anormal Agut Japo Gomez-Lira et al., 1995
1627G>A Ex6 14 Ala543Thr Cronic Jueus de Gasperi et al., 1996b
orientals

Adaptada de(Triggs-Raine, 2001).
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2.4. Fisiopatologia de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff

A consequéncia de les mutacions a les subunitats de la f-hexosaminidasa, els
gangliosids GM2 s’acumulen progressivament als lisosomes de diversos teixits i organs,
principalment a I'encéfal, dels pacients Tay-Sachs i Sandhoff (Toro, 2021). A part de
lacumulaciéo del gangliosid GM2, també s’han observat altres acumulacions
secundaries, com els fosfolipids, els cerebrosids, I'esfingomielina, el colesterol, els
esters de colesterol, entre d’altres molécules (Walkley, 2009). Com que el lisosoma té
una funcio fonamental en la degradacié de diverses macromolécules i organuls, el seu
deteriorament afecta ’'homedstasi cel-lular amb un impacte negatiu en la fisiologia global
dels teixits (Darios, 2020). A més a més, s’han trobat anticossos contra els gangliosids
GM2 al serum i al SNC en el model muri de la malaltia de Sandhoff (Yamaguchi, 2004).
Aquest fet suggereix que I'acumulacio del gangliosid GM2 podria promoure la disrupcié
d’aquests organuls, alliberant els ganglidsids i totes les molécules acumulades del seu
interior, fenomen que també s’ha descrit per a algunes MPS (Parker, 2019). A I'encéfal
i al plasma dels pacients i animals model de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff,
també s’ha trobat el metabolit lyso-GM2, que presumptament té propietats toxiques al

teixit neural (Kodama, 2011).

La mort neuronal s’ha proposat com un mecanisme important que intervé en la
fisiopatologia de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff. Els primers estudis a I'encéfal i
la medul-la espinal a partir de mostres d’autopsia de pacients amb la malaltia de Tay-
Sachs i Sandhoff van revelar un augment del DNA fragmentat, suggerint que I'apoptosi
podria contribuir en el procés neurodegeneratiu d’aquests pacients (Huang, 1997). Tot i
que la via precisa que explica I'augment de I'apoptosi neuronal no s’ha resolt
completament, s’ha demostrat que el ganglidsid GM2 pot produir estrés del reticle
endoplasmatic que podria induir 'apoptosi (Ginzburg, 2008). Per altra banda, alguns
estudis han suggerit que el ganglidosid GM2 promou I'atrofia de les neurites i la mort de
les cél-lules a través de I'apoptosi mitjangcada per la quinasa del reticle endoplasmatic
similar a la proteina quinasa R (protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase,
PERK) amb la posterior activacié de la proteina homologa a la proteina d’'unié al
potenciador CCAAT (CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein,
CHOP), que és un inductor de I'apoptosi mitocondrial (Hu, 2019; Virgolini, 2019).
Aquests resultats proposen que I'acid sialic del ganglidosid GM2 pot tenir propietats pro-
apoptotiques. No obstant aixo, I'is d’un inhibidor de PERK no va abolir completament
'apoptosi, cosa que indica que existeixen altres mecanismes que podrien estar implicats

en la mort neuronal a les gangliosidosis GM2 (Virgolini, 2019).
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L’activacié i la proliferacio de la microglia s’ha descrit ampliament en els models
de la malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff. A més, 'astrocitosi també pot tenir un paper
important en les gangliosidosis GM2, fins i tot, en estats asimptomatics de les malalties.
Ogawa et al. Van demostrar en ratolins de la malaltia Sandhoff que els astrocits s’activen
per un mecanisme depenent del receptor Fc de la cadena y (Fc receptor gamma-chain,
FcRy) (Ogawa, 2017). En activar-se, l'astrocit secreta quimiocines, la proteina
quimioatraient de monocits tipus 1 (monocyte chemoattractant protein 1, MCP1) i la
quimiocina C-X-C tipus 10 (C—X—C motif chemokine 10, CXCL10), que es correlacionen
amb una robusta activacié de la microglia i la invasié de cél-lules immunitaries
perifériques al SNC. Aquesta activacié d’astrocits podria conduir a la degeneracio i la
mort dels oligodendrocits mielinitzats, promovent la desmielinitzacié activa que
s’observa freqientment a les formes infantils de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff
(Domingues, 2016).

En conclusié, aquestes investigacions posen de manifest que la interaccié
fonamental entre la microglia i els astrocits en la resposta inflamatoria observada a les
dues malalties podria ser la conseqgliéncia funcional d’'una lesié neuronal, a causa de
I'acumulacio dels ganglidsids GM2, i podria contribuir al procés neurodegeneratiu (Leal,
2020). Els estudis realitzats per Jeyakumar et al. amb un model de ratoli de la malaltia
Sandhoff van demostrar que, a mesura que la malaltia progressa, apareixen simptomes
com el tremolor del cap, la disfuncié motora i la paralisi de les extremitats posteriors. A
més, s’observa augment d’algunes citocines pro-inflamatories, com el factor de necrosis
tumoral alfa (tumor necrosis factor alfa, TNFa), entre d’altres (Jeyakumar, 2003).
Aquests descobriments suggereixen que l'activacio innata del sistema immune al SNC

es podria produir, almenys en part, en resposta a la mort neuronal.

La neurodegeneracié a les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff també pot ser
deguda a alteracions en I’homeostasi del ferro. Al cervell dels ratolins de la malaltia de
Sandhoff, s’ha observat una reduccio progressiva del ferro que sembla que correlaciona
amb la neurodegeneraci6. També, es va detectar un augment dels nivells d’hepsidina i
d’interleucina 6 (IL-6), reguladors clau de 'hnomedstasi del ferro, i una reduccié de la
transferrina, la principal proteina transportadora del ferro i necessaria per adquirir el ferro
de la circulacié. Després de I'administracié exdgena de ferro als ratolins Sandhoff, es va
observar un increment la supervivéencia d’un 38%, un endarreriment en I'aparicié de la

malaltia i la preservacié de la funcié motora als ratolins tractats (Jeyakumar, 2009).

Diversos examens patologics en pacients de Tay-Sachs mostren que, a causa

de la gliosi, el pes i el volum de I'encéfal augmenta durant el segon any de vida

33



Introduccié

(Fukumizu, 1992). Frequentment, també es detecta la preséncia de degeneracio
quistica de la substancia blanca cerebral, juntament amb l'atréfia dels hemisferis
cerebel-losos; una reduccio del nimero de neurones i una inflamacioé cronica de les
neurones restants a causa del material acumulat; i un augment de la mida de les cel-lules
glials. Als teixits periférics, el fetge, la melsa i el pulmé s’hi poden trobar macrofags

carregats de lipids (Fukumizu, 1992).
2.5. Descripcio6 clinica de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff

Hi ha un ampli espectre de presentacions cliniques de les malalties de Tay-Sachs
i Sandhoff. Classicament, es classifiquen en: 1) les formes agudes, infantils o classiques;
2) les juvenils, subagudes o infantils tardanes; i 3) les d’aparicié tardana, adultes o
croniques. Tot i aixd, realment es tracta més aviat d’'un espectre continu de les

caracteristiques cliniques de les malalties (Breiden, 2019).
2.5.1 Malalties de Tay-Sachs i Sandhoff infantils

Les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff es presenten amb més frequéencia en la
seva forma infantil i, practicament, son clinicament indistingibles entre elles.
Generalment, els nadons amb una d’aquestes dues malalties infantil semblen normals
al néixer. El primer signe de les malalties és una debilitat motora lleu que comenca al
voltant del 3-6 mesos d’edat. En una fase inicial, també s’observa una resposta
exagerada al soroll o hiperacusia. Les malalties segueixen amb una regressio i pérdua
de les habilitats psicomotrius ja adquirides i, al cap de 8-10 mesos, la regressié de les
habilitats es produeix més rapidament. Amb el pas del temps, el nadons es tornen menys
sensible als pares i al seu entorn, i abans dels 10 mesos d’edat, ja hi ha una debilitat
progressiva i hipotonia amb una pérdua de la motricitat, tal com asseure’s i gatejar
(Jarnes Utz, 2017). L'examen oftalmoldgic sovint revela tagues maculars de color
vermell cireraii la visié i 'oida es deterioren progressivament (Johnson, 1981). La majoria
dels pacients tant de Tay-Sachs com de Sandhoff pateixen restrenyiment i una salivacio
0 secrecié excessiva. Les convulsions acostumen a apareixer uns mesos després de
l'inici dels simptomes i la macrocefalia, deguda a la gliosis cerebral reactiva, comenca
als 18 mesos d’edat. El deteriorament rapid i progressiu condueix a una rigidesa,
dificultat per empassar, augment de I'activitat convulsiva i, finalment, s’arriba a un estat
vegetatiu (Pampiglione, 2008). Finalment, els pacients tenen una supervivéncia
mediana de 43 mesos, amb un interval de 33 a 67 mesos d’edat. La causa més frequent
de mort és la insuficiéncia respiratoria associada a la pneumonia per aspiracié (Jarnes
Utz, 2017).
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Els estudis de neuroimatge mitjancant ressonancia magnética nuclear (RMN)
van evidenciar un engrandiment del nucli caudat a mesura que avanca la malaltia tant
de Tay-Sachs com de Sandhoff (Mittal, 2016). Els estudis volumétrics mostren un
increment del volum del cervell i el cerebel, alhora que es detecta una disminucio de les
subestructures cerebrals més petites, com el cos calloés, el caudat i el putamen
(Nestrasil, 2018). En les fases més avancades de les malalties, hi ha una atrofia cerebral

evident i hipomielinitzacio (Jarnes Utz, 2017).
2.5.2. Malalties de Tay-Sachs i Sandhoff juvenils

En el cas de la forma juvenil de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, els
pacients segueixen presentant una simptomatologia practicament idéntica, que es
caracteritza principalment amb alteracions de la marxa, incoordinacié, problemes de
parla, pérdua de visi6 i d’oida progressius i retard del desenvolupament entre 2 i 10
anys. Les capacitats motrius, de parla i cognitives disminueixen i I'espasticitat i les
convulsions solen estar presents al final de la primera década de vida. Durant el
transcurs d’ambdues malalties, es pot desenvolupar una atrofia Optica i retinitis
pigmentosa, i només 1 de cada 15 pacients presenta una taca de color vermell cirera a
I'ull (Maegawa, 2006). Aproximadament, la meitat dels individus afectats per la malaltia
de Tay-Sachs i Sandhoff desenvolupen problemes de comportament, alguna patologia
psiquiatrica, disfagia, debilitat distal, incontinéncia, convulsions i un escas augment del
pes (Maegawa, 2006; Toro, 2020). L’edat d'inici de la disfagia i la incontinéncia es
detecta abans als pacients afectats per la malaltia de Tay-Sachs que als de Sandhoff;
mentre que el desgast muscular, els problemes de restrenyiment i la diarrea i els
problemes del son es troben més freqiientment a la malaltia de Sandhoff. EI 53% dels
pacients d’'ambdues malalties van presentar atrofia cerebel-losa o cerebral a les imatges
de I'encefal per RMN. Generalment, als 10-15 anys es troben en un estat vegetatiu amb
rigidesa que, després de poc temps, provoca la mort, normalment per infeccié
respiratoria. La taxa de progressio de la malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff oscil-la entre
més de 2 anys i més enlla d’'una década de vida, amb una mediana de supervivéncia de
14,5 anys (Maegawa, 2006).
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2.5.3. Malalties de Tay-Sachs i Sandhoff d’inici tarda

Finalment, les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff d’aparicié tardana tenen un inici
clinic de la patologia que pot succeir des de la infancia fins a I'edat adulta, amb una edat
mediana d'’inici de 21 anys, tot i que es poden haver observat simptomes motors subtils
durant la infancia. De nou, es tracta d’'una simptomatologia practicament indistingible
entre les dues malalties. Les principals diferencies entre les formes juvenils i les adultes
son l'edat d’inici d’'ambdues malalties i I'impacte a la intel-ligéncia, que és menys
frequient en la variant cronica o adulta (Maegawa, 2006). Un estudi d’historia natural de
les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff va revelar que les quatre manifestacions més
tipiques soén: (i) la malaltia de la neurona motora inferior, que presenta debilitat de les
extremitats inferiors i progressa cap a debilitat a les extremitats superiors; (ii) ataxia
cerebel-losa; (iii) psicosi i/o (iv) trastorn sever de I'estat d’anim, aquest ultim simptoma

clinic només s‘observa a la malaltia de Tay-Sachs (Masingue, 2020).

El patr6é de debilitat més caracteristic en aquesta forma de les malalties de Tay-
Sachs i Sandhoff és que el mlscul psoes és el primer i el més afectat a les extremitats
inferiors, provocant dificultats per pujar escales; mentre que el triceps i el interossis sén
els més afectats a les extremitats superiors (Masingue, 2020). Les biopsies musculars
mostren atrofia de la denervacio, tot i que les velocitats de conduccié dels nervis solen
ser normals (Federico, 1991). La neuropatia autbnoma amb acroparestésies també s’ha
descrit com una possible caracteristica d’'ambdds trastorns (Chow, 2001). El tartamudeig
aillat és, a vegades, I'inica manifestacio inicial de la malaltia de Tay-Sachs d’aparicid
tardana, presentant-se diversos anys abans de desenvolupar altres manifestacions
cliniques (Shapiro, 2009). La meitat dels individus afectats tant per la malaltia de Tay-
Sachs com per la de Sandhoff han d'utilitzar cadira de rodes 20 anys després de

'aparicié dels primers simptomes (Masingue, 2020).
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2.6. Diagnostic de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff

El diagnostic dels pacients amb la malaltia de Tay-Sachs o Sandhoff comenca
amb el reconeixement de les caracteristiques cliniques d’aquests trastorns, que com ja
s’ha vist sén practicament indistingibles. També s’ha de tenir en compte que les
presentacions cliniques de les dues malalties poden variar en funcié de I'edat d’inici de
la malaltia, les formes d’inici adult sén menys progressives i més dificils de diagnosticar
(Hall, 2014).

El diagnostic especific tant de la malaltia de Tay-Sachs com de Sandhoff
requereix la determinacio de les activitats HEXA i HEXB mitjancant I'is de substrats
especifics, com el 4-metilumbel-liferil-N-acetilgluscosaminida (MUG), que permet
mesurar I'activitat tant d’HEXA (a) com d’HEXB (BB) i HEXS (aa), mentre que si
s'utilitza un substrat sulfatat, el 4-metilumbel-liferil-N-acetilgluscosaminida-6-sulfat
(MUGS), es mesura l'activitat HEXA (af) i HEXS (aa) (Bayleran, 1984). Malgrat que
I'activitat es pot avaluar en fluids biologics, cél-lules, teixits i taques de sang seca,
I'estandard més usat per al diagnostic és la mesura de l'activitat enzimatica en leucocits,
fibroblasts o vellositats coridniques (Hall, 2014). No obstant aix0, I'assaig d'activitat de
la B-hexosaminidasa no permet la identificacié dels portadors asimptomatics, per als
quals es requereix un diagnostic molecular. El diagnostic molecular es realitza
mitjangant la sequenciacio dels gens HEXA i HEXB que permet confirmar el diagnostic

tant de la malaltia de Tay-Sachs com de Sandhoff (Zhang, 2019).

Generalment, linici i la gravetat de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff es
correlaciona inversament amb [l'activitat catabodlica residual d'HEXA. Tot i que els
pacients amb la forma infantil tenen una activitat enzimatica absent o molt baixa (<5%),
els pacients amb un inici juvenil o adult de la malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff poden
tenir activitats enzimatiques d’entre el 5i el 10%. En aquest sentit, s'ha proposat que un
10% de l'activitat enzimatica normal d'HEXA podria evitar tant la malaltia de Tay-Sachs
com la de Sandhoff, basant-se en els estudis que descriuen que un 10-15% d’activitat
HEXA és capac de degradar el gangliosid GM2 (Leal, 2020).
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2.7. Models animals de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff

Per I'estudi de les bases genétiques i metaboliques d’'una determinada malaltia i
I'assaig de possibles aproximacions terapéutiques, és necessari I'is de models animals.
Per les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, hi ha diferents models animals que han estat
generats per manipulacié genética o bé han aparegut de forma natural a causa de
mutacions espontanies. En aquests darrers casos, només s’han generat colonies del
model feli i 'ovi per a l'estudi de la fisiopatologia o el desenvolupament de nous

tractaments en models animals grans.
2.7.1. Models murins

En els ultims anys, s’han desenvolupat diferents models murins de les malalties
de Tay-Sachs i Sandhoff. Per una banda, s’han generat i caracteritzat tres models
murins diferents de la malaltia de Tay-Sachs (Cohen-Tannoudji, 1995; Phaneuf, 1996;
Yamanaka, 1994) i, per l'altra, dos models murins de la malaltia de Sandhoff (Phaneuf,
1996; Sango, 1995).

Per a generar el model muri de la malaltia de Tay-Sachs, es va introduir un casset
de resisténcia a la neomicina en cél-lules mare embrionaries i es van generar tres knock-
out (KO) diferents: en dos casos, la insercio va ser dins I'ex6 8 del gen HexA (Cohen-
Tannoudji, 1995; Yamanaka, 1994) i, en el tercer model, la insercié va ser a I'ex6 11
(Phaneuf, 1996). En els models murins de la malaltia Sandhoff, I'estratégia utilitzada
també es va basar en la introduccié d’'un casset de resisténcia a la neomicina: en un
model, la insercid va ser a I'ex6 13 del gen HexB (Sango, 1995) i, en l'altre, a 'ex6 2
(Phaneuf, 1996).

A diferéncia de les malalties humanes, els ratolins models de la malaltia de Tay-
Sachs, en comparaci6 als de Sandhoff, presenten uns fenotips drasticament diferents,
tant pel que fa a la severitat com a la progressio de la malaltia. Els ratolins Tay-Sachs
sén completament asimptomatics i no expressen els simptomes neurologics
caracteristics de la malaltia humana, tot i que es detecta 'acumulacié del ganglidsid
GM2 en determinades regions del SNC (Phaneuf, 1996; Taniike, 1995). Es pot induir un
fenotip equivalent a la forma adulta de la malaltia de Tay-Sachs a les femelles que han
tingut 4 camades abans d’'un any d’edat. Aleshores, el 100% d’aquestes femelles
presenten simptomes com un augment del ganglidosid GM2 a I'encéfal, lordosi, tremolor,
ataxia i debilitat/paralisi a les extremitats posteriors entre els 18 i els 24 mesos d’edat
(Jeyakumar, 2002).
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En canvi, els diferents models de ratolins Sandhoff desenvolupen trastorns
neurologics greus. En primer lloc, I'acumulacié patologica del ganglidsid GM2 i el
gangliosid asialo-GM2 (GA2) a practicament tot el SNC provoca els simptomes
neurologics, que ja es detecten al voltant dels 3 mesos d’edat, com per exemple,
I'espasticitat, la debilitat muscular, la rigidesa, el tremolor i 'ataxia. Abans de l'inici de la
mort neuronal, s’observa una intensa reaccié de la immunitat innata caracteritzada per
'augment de les citocines pro-inflamatories, de la microglia activada, de monocits
infiltrats i d’'una forta astrogliosi. A les ultimes etapes de la malaltia, es detecta la
presencia de neurones apoptotiqgues al SNC, especialment a la medul-la espinal, al
talem i al tronc cerebral, i finalment, els ratolins moren al voltant dels 4 mesos d’edat
(Phaneuf, 1996; Sango, 1995).

La rad per la qual s’ha detectat una diferéncia tan evident en el fenotip entre els
models murins de la malaltia Tay-Sachs i de Sandhoff és I'existéncia d’una via
alternativa de by-pass de la degradacio del gangliosid GM2 en els ratolins (Figura 9). En
aguesta via, una sialidasa accepta el GM2 com a substrat per tal de convertir-lo en GA2,
que posteriorment la isoforma HEXB () juntament amb I'accié del GM2A és capag de
degradar-lo (Figura 9). En el cas dels ratolins Sandhoff, al no tenir ni la isoforma HEXB
(BB) ni 'THEXA (apB), no poden degradar ni el GM2 ni el GA2 (Figura 9) (Kolter, 1998). En
humans, aquesta via de by-pass no funciona correctament, ja que el GM2A és molt

ineficient en estimular la hidrolisis del GA2 (Bertoni, 1999).

Per evitar el by-pass en la degradacio del ganglidosid GM2 a través de la sialidasa
codificada pel gen Neu3, es va generar un model de ratoli amb la deficiencia del gen
HexA i Neu3 per tal d’obtenir un model animal que recapitulés les caracteristiques
cliniqgues de la malaltia de Tay-Sachs (Seyrantepe, 2018). En aguest model muri, es va
detectar una acumulacié anormal del gangliosid GM2 a [l'encéfal, amb una
neurodegeneracid progressiva, una evident neuroinflamacié, diverses anomalies en
I'estructura Ossia i alteracions neurologiques, com ara 'ataxia, el tremolor i un moviment
lent. Finalment, aquests ratolins afectats per la malaltia de Tay-Sachs moren entre els
1,5i els 4,5 mesos d’edat (Seyrantepe, 2018).
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Figura 9. Vies de la degradacié del gangliosid GM2 en els models murins de les malalties de Tay-
Sachs i Sandhoff. Els noms dels enzims estan indicats en negre i els de les proteines activadores, en blau.
En els ratolins WT, el ganglidosid GM2 es degrada per la via catabolica principal per I'accié de I'enzim HEXA
(aB), pero també per la via catabdlica de la sialidasa (o0 by-pass) on es degrada a GA2 i, amb l'ajuda de
I'enzim HEXB (BB), es converteix en LacCer. Al model muri de la malaltia de Tay-Sachs, només funciona la
via del by-pass, gracies a la sintesi normal de 'enzim HEXB que permet, d’aquesta manera, la degradacié
del gangliosid GM2. En el cas del ratoli Sandhoff, les dues vies del catabolisme del gangliosid GM2 dels
animals WT (la principal i el by-pass) no son funcionals, ja que no tenen ni la isoforma HEXB (38) ni THEXA

(ap). Adaptada de(Kolter, 1998).

Finalment, també es va desenvolupar un ratoli doble KO pels gens HexA i HexB,
per tant, és un animal deficient en els tres isoenzims: HEXA, HEXB i HEXS. Aquest
model animal presenta les caracteristiques tipiques de les gangliosidosis GM2, com
'acumulacié dels ganglidosids GM2 i GA2 a I'encéfal i una severa desmielinitzacio. Ara
bé, també presenta algunes caracteristiques fenotipiques de la mucopolisacaridosi, com
el dimorfisme facial, les anomalies esquelétiques, el retard en el creixement i I'excrecio
de grans quantitats de GAGs a l'orina. Aixi doncs, un ratoli doble KO pels gens HexA i
HexB no reflecteix cap malaltia humana coneguda, encara que en fibroblast pacients
humans de Tay-Sachs i Sandhoff s’hagi detectat un increment dels GAGs en

comparacio amb els d’individus sans (Sango, 1996).
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2.7.2. Model ovi de la malaltia de Tay-Sachs

L’any 2010, les manifestacions cliniques de la malaltia de Tay-Sachs es van
descriure en una ovella de raca Jacob, com a consequiéncia d’'una mutacié espontania
al gen HexA. Els estudis genétics mostren que la deficiéncia de l'activitat HEXA en
aquests animals s’associa a una mutacié puntual que provoca un canvi de base, G>C,
a I'exé 11 del gen HexA, i dona lloc a una substitucié d’una glicina per una arginina,
G444R, a la subunitat a (Torres, 2010). Clinicament, aquestes ovelles pateixen ataxia,
defectes propioceptius i ceguesa. A més, també es va observar una astrocitosi
generalitzada, una evident microgliosi, alguns esferoides corticals dispersos i altes
concentracions del gangliosid GM2 a I'encéfal (Porter, 2011). Les caracteristiques
cliniques i bioquimiques del model d’ovella de raga Jacob de la malaltia de Tay-Sachs

s’assemblen molt a la forma humana d’aparicié tardana (Porter, 2011).
2.7.3. Model feli de la malaltia de Sandhoff

No s’ha descrit cap model feli de la malaltia de Tay-Sachs. Tanmateix, s’han
informat de nombroses mutacions al gen HexB feli, causant de la malaltia de Sandhoff.
L’any 1977, es va descriure una mutacié genética en gats domeéstics de pel curt. Els
animals amb aquesta mutacio, una inversié de 25 pb a I'extrem 3’ de la seqliéncia
codificant del gen HexB, tenen menys del 3% de l'activitat B-hexosaminidasa normal i
un 15% dels nivells normals de proteina (Cork, 1977; Martin, 2004). Més tard, el 1985,
es va trobar una mutacio, que consisteix en una supressié d’'un unic parell de bases que
produeix un codo stop prematur a I'exd 1, als gats de raga Korat derivats de Tailandia
(Neuwelt, 1985). També, en gats domestics japonesos, s’ha detectat una substitucio
d’un nucleotid que produeix un codé stop prematur a I'aminoacid 223 (Hasegawa, 2007;
Kanae, 2007; Yamato, 2004). Finalment, en gats birmans europeus es va trobar una
deleci6 de 15pb a I'extrem 3’ de I'intr6 11 del gen HexB, que inclou un lloc de splicing
(Bradbury, 2009).

De tots els gats descrits, només s’ha pogut establir una colonia, la dels gats
domestics de pél curt. Els signes clinics d’aquests gats comencen a les 4-7 setmanes
d’edat i inclouen la hipermetria, el tremolor del cap, I'ataxia i la parésia. Durant el
transcurs de la malaltia, també apareixen convulsions i, finalment, la mort es produeix al
voltant dels 6 mesos d’edat (Cork, 1978; Martin, 2004; Neuwelt, 1985). Tanmateix, s’ha
establert un punt final per raons humanitaries en els gats models de la malaltia de
Sandhoff, com per exemple la incapacitat de mantenir-se dempeus, que es produeix de
mitjana als 4,3 mesos d’edat (McCurdy, 2015; Rockwell, 2015).
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2.8. Tractament per a les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff

Actualment, s’han provat diverses aproximacions terapéutiques per al tractament
de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff. Encara que alguna d’aquestes opcions
terapéutiques hagin arribat a fases cliniques, no n’hi ha cap que estigui aprovada
comercialment per al tractament de les gangliosidosis GM2 (Leal, 2020). Aixi doncs, el
futur pels pacients d’aquestes malalties es basa en el desenvolupament d’un tractament
efectiu, juntament amb minimitzar la dificultat diagnostica mitjangcant cribratges
neonatals i 'educacié dels metges per tal d’aconseguir un diagnodstic preco¢ (Toro,
2021).

2.8.1. Tractament simptomatic

El tractament simptomatic es coneix com el conjunt d’estratégies que, sense
corregir el defecte genétic, permeten pal-liar la simptomatologia clinica de la malaltia i
millorar la qualitat de vida del pacient. Com que actualment no hi ha cap terapia per les
malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, els pacients Unicament poden rebre un tractament

simptomatic.

Aquest tractament és principalment de suport i esta dirigit a proporcionar una
nutricié i hidratacié adequades, controlar les malalties infeccioses, protegir les vies
respiratories i controlar les convulsions tant en el cas de la malaltia de Tay-Sachs com
en la de Sandhoff (Toro, 2020). En el cas de la forma infantil, el tractament es basa en
una medicacio per reduir els simptomes de la malaltia. Els anticonvulsius convencionals
com les benzodiazepines, les fenitoines i/o els barbitlrics i farmacs per la rigidesa
permeten controlar les convulsions (Bley, 2011). A causa de l'alt risc de patir infeccions
pulmonars, els pacients d’aquestes malalties s’han de fer cures respiratories recurrents
o bé realitzar fisioterapia toracica o usar armilles vibradores per evitar 'acumulacié de
mucositat als pulmons que els podria provocar problemes de respiracié (Toro, 2020). A
més, també poden tenir problemes respiratoris a causa d’'una broncoaspiracié d’aliments
o liquids que van cap als pulmons. Per aquest motiu, alguns pacients necessiten tubs
d’alimentacid, ja sigui un tub que vagi directament del nas a I'estbmac o bé inserir
quirargicament un tub d’esofagogastrostomia (Sun, 2021). A vegades, és necessari
monitoritzar la disfuncié intestinal a causa del restrenyiment, que millora amb I'is de
suavitzants de femtes, pro-cinétics, agents osmotics o laxants (Toro, 2020). La
fisioterapia és una eina important per tal de mantenir la flexibilitat de les articulacions i

preservar la capacitat de moviment tant de temps com sigui possible, com també per
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reduir el dolor resultant de I'escurgcament dels musculs i millorar la capacitat de tossir

per reduir el risc de pneumonia (Sun, 2021; Toro, 2020)

En el cas de la forma juvenil de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, el
tractament es basa en: (i) el control de les convulsions, tot i que és complicat aconseguir-
ne un control complet; (i) la millora de [lespasticitat mitjancant la realitzacio
d’estiraments, I'Us de férules i/o el tractament farmacologic; (iii) solucionar els problemes
d’alimentacié amb I'us d’un tub gastric; i (iv) monitoritzar i controlar la disfuncié intestinal
a causa del restrenyiment amb un tractament similar que a la forma infantil. A més,
també es recomana un programa educatiu individualitzat a causa de la decadéncia
cognitiva que presenten els pacients afectats per les malalties de Tay-Sachs o Sandhoff.
Finalment, I'iis de la toxina botulinica especificament a les glandules salivals pot ser una
opci6 terapéutica pels problemes d’acumulacioé de saliva, tot i que aquest farmac es pot
estendre als musculs i provocar 'empitjorament de la disfagia. Pels problemes de

baveig, es poden fer servir agents anticolinergics topics en forma de gotes (Toro, 2020).

Els individus que pateixen la forma adulta de les malalties de Tay-Sachs o
Sandhoff habitualment necessiten terapia ocupacional, fisioterapia a causa de la
debilitat i reduccié de la mobilitat i terapia vocal centrada en estratégies per reduir la
velocitat de la parla. Per I'espasticitat i els tremolors, cal una farmacoterapia dirigida a
aquests simptomes sota la supervisiéo d’'un neurdleg. A més, I'ajuda psiquiatrica amb
antidepressius o antipsicotics és clau pel control d’aquesta simptomatologia, tot i que la
resposta clinica és variable i Ilimitada. La terapia cognitiva conductual i

I'‘electroconvulsiva poden ser beneficioses en alguns casos (Toro, 2020).
2.8.2. Terapia de reduccio del substrat

La terapia de reducci6 del substrat (substrate reduction therapy, SRT) és una
estrategia terapéutica basada en la inhibicié parcial d’'un enzim que estigui involucrat en
la sintesi del substrat acumulat, que en el cas de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff
és el gangliosid GM2. Una de les molécules avaluades és I'N-butildesoxinojirimicina
(NB-DNJ), també anomenat Miglustat, que es comercialitza amb el nom de Zavesca. Es
tracta d’'un iminosucre que inhibeix la glucosilceramida sintasa, que catabolitza el primer
pas de la sintesi d’alguns glicolipids com la glucosilceramida, I'esfingomielina i els
gangliosids GM1 i GM2. El Miglustat és un medicament oral capa¢ de travessar la
barrera hematoencefalica (BHE) i arribar eficientment al SNC per alentir 'acumulacié
dels gangliosids a les neurones i endarrerir el progrés dels simptomes neurologics (Platt,

2008). Aquest tractament ha demostrat certa eficacia terapeutica en el model muri de la
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malaltia de Sandhoff, on s’ha detectat un endarreriment en I'aparicié dels simptomes i
un increment de l'esperangca de vida dels ratolins tractats (Jeyakumar, 1999).
Posteriorment, 'administracio oral del Miglustat en dos pacients amb la forma infantil de
la malaltia de Tay-Sachs va evidenciar una concentracié rellevant al liquid cefalorraquidi
(LCR) i al plasma; tot i que no va aturar la progressio de la disfuncié neurologica (Bembi,
2006). A un altre assaig clinic en cinc pacients tant de la malaltia de Sandhoff com la de

Tay-Sachs juvenil, es van observar uns resultats similars (Maegawa, 2009).

Aquests resultats dels assajos clinics van demostrar la limitada eficacia
terapéutica de la SRT per al tractament de la malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff.

2.8.3. Terapia de substitucié enzimatica

La terapia de substitucid enzimatica (enzyme replacement therapy, ERT)
consisteix en 'administracié de I'enzim deficient causant de la malaltia per tal que sigui
captat per les cél-lules via el MBPR, present a la membrana plasmatica. LERT és una
opci6é prometedora per al tractament de la patologia somatica de les LSD després d’'una
administraci6 intravenosa, pero amb un efecte més limitat pels simptomes neurologics,
ja que I'enzim no travessa la BHE (Li, 2018). Actualment, el tractament amb I'ERT esta
clinicament aprovat per diferents LSD, com per exemple, les malalties de Gaucher,
Fabry i Pompe, i la MPS |, 1l i VI (Garbade, 2020).

En el cas de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, el 1973 es va realitzar el
primer estudi mitjangant 'administracio intravenosa de la proteina recombinant HEXA
(aB) en un pacient amb la malaltia de Sandhoff, on es va observar que I'enzim arribava
eficientment al fetge, perd no al LCR o al parénquima cerebral, fet que indica que I'enzim
era incapag de creuar la BHE (Johnson, 1973). Per superar aquesta limitacio, existeixen
algunes estratégies prometedores que permeten que els enzims lisosomics puguin
travessar la BHE, com per exemple, el desenvolupament de proteines de fusié o també
anomenades cavalls de Troia moleculars (Giugliani, 2018). Aquestes proteines
fusionades sén enzims quimeérics recombinants fusionats a un anticos monoclonal
(monoclonal antibody, mAb), que reconeixen el receptor de la insulina humana (human
insulin receptor, HIR) o el receptor de la transferrina (transferrin receptor, TfR), els quals
permeten el pas de la proteina a través de la BHE gracies a I'endocitosi mitjangada pel
receptor fusionat a la proteina (Boado, 2019). En aquest camp, diversos estudis amb
primats no humans han demostrat que I'administracié intravenosa de 'HIRmAD fusionat
amb l'a-iduronat-2-sulfatasa (Boado, 2014a), la sulfamidasa (Boado, 2014b) o I'a-N-

acetilglucosaminidasa (Boado, 2016) pot creuar la BHE sense cap efecte secundari pel
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tractament de la malaltia de Hunter, la MPSIIIA i la malaltia de Schindler. Tot i que
aquestes aproximacions terapéutiques no s’han avaluat en models animals de les
malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, es va comprovar que I'enzim HEXA fusionat amb
I'HIRMADb té una activitat similar a I'enzim no fusionat, fet que suggereix que I'is dels
cavalls de Troia moleculars podria ser una alternativa per tractar les malalties de Tay-
Sachs i Sandhoff (Boado, 2019).

Per altra banda, 'administracio de proteines recombinants a través de la injeccio
directament al LCR per via intratecal o intracerebroventricular (ICV) ha demostrat un
potencial efecte terapéutic per algunes LSD amb afectacio al SNC (Giugliani, 2018). Un
estudi en ratolins de la malaltia de Sandhoff va revelar que 'administracié ICV de THEXA
recombinant resultava en un augment dels nivells d’activitat enzimatica al SNC que
donava lloc a un augment de la supervivéncia, acompanyat d’una reduccié dels
gangliosids GM2 i GA2 (Tsuiji, 2011). En un altre estudi amb ratolins Sandhoff, es va
avaluar 'administracio ICV d’'un enzim HEXB quiméric, que conté la subunitat f amb sis
mutacions puntuals i una seqiéncia parcial de la subunitat a que permet la unié dels
substrats carregats negativament i el GM2A. Després del tractament, es van restablir
els nivells d’activitat B-hexosaminidasa normals que va donar lloc a una reducci6 parcial

del gangliosid GM2 tant a I'encéfal com al fetge (Matsuoka, 2011).

En conjunt, aquests resultats suggereixen que 'ERT administrada per via ICV
podria ser una possible opcié terapéutica per al tractament de les malalties de Tay-
Sachs i Sandhoff. Tot i aixd, 'ERT presenta diversos inconvenients com: (i) les
administracions repetitives a causa de la curta vida de la proteina recombinant, (ii) I'alt
cost de la terapia i (iii) els riscos associats als dispositius intratecals permanents per

realitzar les administracié directament al LCR dels pacients.
2.8.4. Xaperones farmacologiques

Les xaperones farmacologiques son petites molécules que s’uneixen a una
proteina diana per tal d’estabilitzar la seva conformacié nativa o afavorir el seu correcte
plegament. En general, s’'uneixen amb una gran afinitat i selectivitat a la proteina diana
en el reticle endoplasmatic per tal de passar amb éxit el control de qualitat d’aquest
organul. Posteriorment, es dissocien al lisosoma a consequéncia del pH acid i la
presencia del substrat natural, que competeix amb les xaperones farmacologiques pel
centre actiu. Actualment, la majoria de les xaperones farmacéutiques descrites actuen
com a inhibidors competitius (Liguori, 2020). Un dels problemes de les xaperones

farmacologiques és la dependéncia de la seva activitat en funcié de la mutacié causant
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de la malaltia, que limita el nimero de pacients amb la capacitat de respondre al
tractament, que serien els que tenen una mutacio que provoca problemes de plegament
o de menor estabilitat de 'enzim HEXA (Boyd, 2013).

En un cribratge de 1040 farmacs aprovats per la FDA (food and drug
administration), la pirimetamina (pyrimethamine, PYR) va ser detectat com I'inhibidor
competitiu més potent per 'THEXA (aB), és a dir, la xaperona farmacoldgica més
prometedora com a nova aproximacio terapéutica tant per la malaltia de Tay-Sachs com
per la de Sandhoff (Maegawa, 2007). La PYR, utilitzat préviament en el tractament de la
toxoplasmosi i la malaria, interfereix en la sintesi de I'acid folic mitjang¢ant la inhibicié de
'enzim dihidrofolat reductasa i, a més, pot creuar la BHE (Maegawa, 2007). Es va
realitzar un estudi en linies cel-lulars de pacients amb la malaltia de Tay-Sachs
d’aparicié tardana i pacients amb la malaltia de Sandhoff tractades amb diferents dosis
terapéutiques de PYR. Les cel-lules que responien al tractament amb PYR eren les que
portaven una mutacioé que provocava una reduccio de I'estabilitat de la proteina amb la
temperatura o bé mutacions de splicing que feien la subunitat a menys estable
(Maegawa, 2007). No obstant aix0, els assaigs clinics van presentar un efecte limitat de
la PYR en les manifestacions del SNC de la malaltia, tot i 'augment de I'activitat

enzimatica als pacients Tay-Sachs tractats (Clarke, 2011; Osher, 2015).

Per tal d’identificar noves xaperones farmacologiques per la malaltia de Tay-
Sachs i Sandhoff, es va fer un analisi in silico d’inhibidors d’iminosucres que s’uneixen
al centre actiu de I'enzim HEXA (aB) (Kato, 2017). Al llarg de les simulacions
d’acoblament molecular, es va predir que I'amida de la pirrolidina 2,5-didesoxi-2,5-imino-
D-mannitol (DMDP) era l'inhibidor competitiu més fort d’'HEXA. En estudis in vitro, el
DMDP va augmentar un 43% I'activitat intracel-lular de I'enzim HEXA als fibroblasts de

pacients de la malaltia de Tay-Sachs (Kato, 2017).

Una altra possible estratégia per millorar el plegament de 'HEXA (a3) mutada és
'ds de la progranulina (PGRN). La PGRN és una glicoproteina secretada per les
cel-lules epitelials, neuronals i immunitaries que esta implicada en una gran varietat de
processos fisioldgics i malalties, com I'embriogénesi primerenca, la proliferacié cel-lular,
les malalties immunes i neurodegeneratives, els processos d’inflamacié, la cicatritzacié
de ferides i la reparacio de teixits (Chen, 2018; Jian, 2016). A més, la PGRN funciona
com a xaperona de determinats enzims lisosomics i la seva deficiéncia s’associa amb
algunes LSD, particularment amb la malaltia de Gaucher (Jian, 2016). Aixi doncs,
després d’examinar l'efecte de la PGRN sobre 'emmagatzematge lisosomic en

fibroblast d’11 pacients afectats per diferents LSD, la reducci6 més destacable de
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I'acumulacio lisosomica es va detectar en els fibroblasts derivats dels pacients de la
malaltia de Tay-Sachs. Els resultats van demostrar que els dominis G i E de la PGRN
s’uneixen a I'enzim HEXA, que dona lloc a un augment de l'activitat enzimatica, del
lliurament lisosomic i, finalment, una reduccié del GM2 en els fibroblasts afectats per la
malaltia de Tay-Sachs (Chen, 2018).

En general, les aproximacions terapéutiques basades en I'is de xaperones
farmacologiques només han demostrat certa eficacia terapéutica a diversos estudis in
vitro en cel-lules de pacients de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff. La PYR va ser
la inica xaperona farmacologica que es va testar en pacients afectats per la malaltia de
Tay-Sachs i Sandhoff, perd només va demostrar una eficacia terapeutica limitada.

2.8.5. Trasplantament de cél-lules mare hematopoeétiques

Com que I'enzim HEXA (af) és soluble i conté residus M6P, els pacients de la
malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff es poden beneficiar del trasplantament de ceél-lules
mare hematopoétiques (hematopoietic stem cell transplantation, HSCT) de medul-la
Ossia, de cordé umbilical o de sang periférica, després d’un condicionament mieloablatiu
(Hatzimichael, 2010). Gracies al principi de la correcci6 creuada, les cel-lules derivades
de les cel-lules mare del donant poden actuar com a font productora d’HEXA (o) i ser
captada per les cél-lules deficients del pacient de la malaltia de Tay-Sachs o Sandhoff
(Biffi, 2017). Aquesta estratégia s’ha realitzat amb éxit en altres LSD, com la MPS |
(Hobbs, 1981; Visigalli, 2010), la MPS Il (Gleitz, 2018) i la malaltia de Gaucher tipus 1 i
2 (Somaraju, 2017).

En el cas de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, també s’ha realitzat lHSCT
en un nombre limitat de pacients. El trasplantament al-logenic de medul-la dssia d’un
nen asimptomatic amb la malaltia de Tay-Sachs de fenotip subagut va resultar en un
augment de [lactivitat HEXA als leucdcits sense la prevencid dels efectes
neurodegeneratius de la malaltia (Jacobs, 2005). Més endavant, un altre estudi clinic en
cinc nens amb la malaltia de Tay-Sachs infantil sotmesos a un trasplantament de cordg,
només dos pacients van aconseguir allargar la supervivéncia juntament amb una
aturada del procés neurodegeneratiu, sense cap millora de les habilitats motrius
(Prasad, 2008).

L’Us de vectors lentivirals que codificaven per les subunitats a i B per transduir
les cel-lules mare hematopoétiques (hematopoietic stem cell, HSC) aillades de donants
sans, aixi com cél-lules mare neuronals i HSC de ratoli, va mostrar un augment en

I'activitat B-hexosaminidasa total en fibroblasts humans i en les neurones i la glia dels
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ratolins (Ornaghi, 2020). A més, les funcions fisioldgiques d’aquestes cél-lules mare,
com ara la proliferacio, 'autorenovacio o la multipoténcia, es van mantenir sense canvis,
suggerint que la terapia génica ex vivo podria ser una opcié per al tractament de la
malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff (Ornaghi, 2020).

Un repte comu en 'HSCT al-logénic és la malaltia de 'empelt contra I'hoste. De
fet, un 10% dels pacients que pateixen malalties hereditaries metaboliques i han rebut
un trasplantament de cordé umbilical de donant compatible no relacionat, desenvolupen
la malaltia de I'empelt contra I'hoste de forma aguda (Prasad, 2008). Per superar
aquesta limitacid, les aproximacions terapéutiques recents utilitzen cél-lules mare
humanes hipoimmunogéniques, que eviten la malaltia d’empelt contra 'hoste mitjangant
I'evasio de la resposta immune tant cel-lular com humoral (Deuse, 2019; Han, 2019).
Tot i que han obert un nou horitzé per a 'HSCT, aquest enfocament terapéutic encara

no s’ha aplicat ni a la malaltia de Tay-Sachs ni a la de Sandhoff.

A causa de les limitacions que presenten les aproximacions terapeutiques en
desenvolupament, tant en fase pre-clinica com en fase clinica per al tractament de la
malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff, és necessari la recerca de noves estratégies
terapéeutiques que puguin aconseguir un tractament efectiu i segur a llarg termini. Aixi
doncs, una dels camp més actius en la recerca de possibles alternatives terapeutiques
per al tractament de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff és la terapia génica. A més,
recentment, diversos productes terapéutics de terapia génica in vivo ja han arribat a fase
comercial a Europa, com Glybera, Luxturna i Zolgensma, pel tractament de la deficiéncia
de la lipoproteina lipasa, la distrofia retiniana hereditaria i I'atrofia muscular espinal,

respectivament (Carvalho, 2021).
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3. TERAPIA GENICA

La terapia génica és una estratégia terapéutica molt prometedora que consisteix
en la introduccié de material genétic (DNA o RNA) exogen a linterior de les cél-lules
diana per tal de prevenir, aturar o revertir la patologia d’'una malaltia. Es poden utilitzar
diferents estratégies per assolir aquests objectius: introduir nous gens o versions
correctes de gens mutats, modular I'expressid dels gens cel-lulars (incrementant,
disminuint o silenciant I'expressié) o corregint la sequéncia nucleotidica dels gens

mutats mitjancant 'edicioé génica (Naldini, 2015).

Avui en dia, la terapia génica s’ha convertit en una eina molt prometedora per al
tractament de moltes malalties, sobretot les monogéniques i, en particular, les LSD, ja
que tenen determinades caracteristiques que les fa idonies. En primer lloc, un augment
del voltant del 10% de l'activitat enzimatica en algunes LSD és suficient per prevenir
lacumulacié primaria (Parenti, 2015). En segon lloc, com que moltes proteines
lisosomiques s6n secretables, les cél-lules corregides amb el transgen sén capaces de
sintetitzar i secretar la proteina funcional al medi extracel-lular per ser captada per les
cél-lules no corregides de I'organisme mitjangant el mecanisme de la correcci6 creuada
(Haurigot, 2013b; Motas, 2016; Ribera, 2015; Roca, 2017; Ruzo, 2012).

Hi ha dos tipus de terapia génica segons la metodologia utilitzada, ex vivo i in
vivo. La terapia génica ex vivo es basa en obtenir cél-lules de pacients o donants,
modificar-les genéticament in vitro i, finalment, trasplantar-les al pacient. Per altra banda,
a la terapia genica in vivo s’administra el material genétic directament al pacient (Chira,
2015). Segons el vector utilitzat per 'administracié del material genétic, la terapia génica
també es pot classificar en: 1) viral, on els vectors provenen de virus modificats
genéticament, o0 2) no viral, basada en I'administracié del DNA a l'interior de les cél-lules
mitjangant metodes quimics, com la utilitzacido de liposomes o polimers cationics.
Normalment, la transferéncia del material genétic mitjancant la terapia no viral

aconsegueix una expressio transitoria que, a la vegada, és molt baixa (Chira, 2015).

D’entre els diferents tipus de vectors virals utilitzats en terapia génica in vivo, els
vectors derivats dels virus adenoassociats (adeno-associated virus, AAV) son els més
utilitzats, ja que tenen un excel-lent perfil de seguretat, una baixa immunogenicitat i
permeten I'expressié del transgén de forma estable al llarg del temps, ja que es queden
de forma episomal al nucli cel-lular. A més, s’han utilitzat préviament en molts protocols
de terapia géenica in vivo per altres malalties en clinica humana, per tant, actualment

estan molt ben caracteritzats (Mingozzi, 2011; Piguet, 2017).
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3.1. Vectors virals adenoassociats

Els vectors AAVs deriven dels virus humans de la familia Parvoviridae, del
géenere Dependoviridae. En general, els virus adenoassociats s6n molt poc
immunogenics i no patogénics, ja que no provoquen cap malaltia humana coneguda,
encara que la majoria dels humans (>70%) sOn seropositius per un 0 més serotips
(Lentz, 2012). Els AAVs necessiten la coinfeccid d’'un altre virus helper (Adenovirus,
Herpesvirus, citomegalovirus huma o virus del papil-loma) per tal de replicar-se i
completar el seu cicle vital (Atchison, 1965; Balakrishnan, 2014; Hoggan, 1966). Els AAV
sén capacos d'infectar tant les cél-lules en divisié com les quiescents on, en general,
s’hi mantenen de forma episomal o, en freqiéncies molt baixes, es poden integrar dins
una regio especifica del cromosoma 19 huma (19q13.3-gter) (McCarty, 2004; Samulski,
2014).

3.1.1. Biologia dels virus adenoassociats

Els virus adenoassociats contenen un genoma de DNA de cadena simple
(ssDNA) d’aproximadament 4.7 kb de longitud, que s’empaqueta dins la capsida proteica
icosaédrica sense embolcall lipidic i amb un diametre d’uns 18-25 nm (Wang, 2019). La
capsida proteica del virus és molt estable, ja que és resistent a I'exposicié breu a la calor,

al pH acid i a les proteases (Blining, 2003; Samulski, 2014).

El genoma viral esta format per les repeticions terminals invertides (Inverted
Terminal Repeats, ITR) que envolten 3 marcs oberts de lectura (Open Reading Frame,
ORF). Aquests ORF codifiquen per les proteines funcionals del virus: 4 proteines
reguladores (Rep), 3 proteines que conformen la capsida (Cap) i la recentment
descoberta proteina activadora de I'assemblatge (APP) (Figura 10). Les ITRs son
sequéncies palindromiques de 145 pb que flanquegen el genoma de I'AAV en els seus
extrems 5’ i 3, actuen com a origen de replicacié i com a senyal d’empaquetament i
d’integracié (Kotterman, 2014). L'ORF rep codifica per quatre proteines Rep (Rep78,
Rep68, Rep52 i Rep40) que se sintetitzen a partir dels mRNA iniciats pels promotors p5
i p19 per splicing alternatiu de 'ORF Rep (Figura 10) i s6n necessaries per a la
replicacid, la transcripcio, la integracié i 'encapsidacio del genoma (Kotterman, 2014).
Les dues proteines més grans, Rep78 i Rep68, s6n necessaries per a la replicacio del
genoma viral i tenen activitat endonucleasa, helicasa i ATPasa. Les dues proteines Rep
més petites, Rep52 i Rep 40, només tenen activitat helicasa i s6n necessaries per
I'encapsidacio del genoma viral (Biining, 2003; Samulski, 2014). La sintesi de 'ORF cap

es regula pel promotor p40, que per splicing alternatiu de 'ORF formara les tres
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proteines de la capsida (VP1, VP2 i VP3). La proporci6 de les proteines VP1, VP2 i VP3
a la capsida és d’aproximadament 1:1:10 (Wang, 2019). El mRNA que codifica per la
VP2 ila VP3 conté un segon ORF que codifica per 'AAP (Figura 10), una proteina que
promou I'assemblatge, a més de facilitar I'entrada al nucli de la VP3 i la maduracié de la

capsida proteica (Bining, 2003; Samulski, 2014).

poly(A) ITR
s 1]

Rep78
Rep68
Rep52
Rep40
— VP1

p40Ah VP2,VP3
AAP

Figura 10. Representacié esquematica de I'estructura de PAAV2. (A) Imatge tridimensional de la
capsida d'un AAV generada per cristal-lografia a partir d'un AAV2. (B) Mapa genétic d’'un virus
adenoassociat, on es representen els gens rep (vermell), cap (groc) i AAP (verd), flanquejats per les
ITR (blau). De color taronja, s’identifica la seqiiencia addicional que té la VP2 respecte la VP3. Adaptat

de (Samulski, 2014).

L’AAV entra a l'interior de les cél-lules interaccionant amb un receptor cel-lular i
s’internalitza a través de les vesicules de clatrina fins que s’incorpora als endosomes
primerencs. L’acidificacié dels endosomes provoca un canvi conformacional de la
proteina VP1 (Wang, 2019), que permet que els AAVs surtin dels endosomes i puguin
introduir el seu genoma al nucli cel-lular (Buning, 2003). La sintesi de la cadena
complementaria del DNA viral és un pas critic i limitant en la replicacié del virus, es
necessita tant la maquinaria enzimatica de la cél-lula com les proteines virals Rep.
Sense un virus auxiliar, el genoma viral pot persistir de forma episomal formant

monomers o bé concatamers circulars (Nakai, 2003; Naso, 2017).
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3.1.2. Producci6 dels vectors AAV recombinants

Els vectors AAV dissenyats per terapia genica estan basats principalment amb
el AAV de serotip 2 (AAV2), ja que és el serotip més ben caracteritzat. Els vectors AAV
es generen mitjancant la substitucié dels ORFs del genoma viral pel casset d’expressio
d’interés, pero es mantenen les dues ITR necessaries per I'encapsidacio (Buning, 2003).
El casset d’expressio no pot superar el maxim de 4.7 kb per evitar possibles problemes
d’encapsidacio, i ha de contenir un promotor, un gen o regi6 codificant i una senyal de
poliadenilacio (poliA) (Samulski, 2014). D’aquesta manera, els vectors AAV perden la
capacitat d’expressar les proteines virals, minimitzant 'accié dels sistema immunitari
contra les cel-lules transduides. Tot i aixd, s’han descrit algunes respostes immunes en
humans desencadenades pel reconeixement de les proteines de la capsida dels vectors
AAV (Manno, 2006; Mingozzi, 2009).

Actualment, la tecnologia de produccio dels vectors AAV ha avancat molt i I'is
del protocol de triple transfeccié en cél-lules embrionaries humanes de ronyé HEK 293
(human embryonic kidney 293 cells) s’ha estés ampliament per tal d’evitar la
contaminacié del virus helper. El protocol de triple transfeccié aporta les proteines
necessaries de I'AAV i del virus helper mitjancant tres plasmidis (Wang, 2019). Un
plasmidi conté el casset d’expressio d’interes flanquejat per les ITRs, que permetran la
seva encapsidacié. Un segon plasmidi codifica els ORF Rep i Cap necessaris per la
produccié dels vectors AAV (pRep/Cap), i nho conté ITRs. Finalment, un tercer plasmidi
aporta les funcions adenovirals necessaries per a la replicacio dels AAVs (pAdHelper),
també sense ITRs. Els tres plasmidis es co-transfecten en cel-lules HEK293 per formar
els vectors AAV que contenen el casset d’expressio flanquejat per les ITRs dins de les
proteines de la capsida (Figura 11). Les particules virals es purifiquen del lisat cel-lular
mitjancant la centrifugaci6 en gradient de densitat (CsCl o iodixanol) i/o per
cromatografia en columna. La preparacio purificada del vector pot contenir capsides
buides, la quantitat de les quals és inversament proporcional a [eficiéncia
d’empaquetament del vector i al métode de purificacié. El métode de purificacid més
eficient a nivell pre-clinic per reduir les capsides buides i les impureses de DNA i proteina
és la precipitaci6 amb polietilé glicol (PEG) i la purificaci6 amb gradients de CsCl,

maximitzant I'eficiéncia de transduccid in vivo (Ayuso, 2010).
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Casset d’expressio

ITR ITR

Plasmidiamb el pRep/Cap pAdHelper
gen d'interes

Triple
transfeccié

v Lisi i
purificacié

Particules AAY amb el
gen d’interes

Cel-lula
HEK293

Figura 11. Produccio dels vectors AAV mitjancant el sistema de triple transfeccié en les cél-lules
HEK293. Per a la produccié dels vectors AAV, es transfecten les cel-lules HEK293 amb tres plasmidis: (i)
un plasmidi conté el casset d’expressio flanquejat per les ITRs, (ii) un altre plasmidi pRep/Cap aporta les
proteines REP i CAP en trans, i (iii) el tercer plasmidi AdHelper aporta en trans les funcions propies d’un
adenovirus helper necessaries per a la produccié dels vectors AAV. Aquesta técnica permet encapsidar
només el material genetic localitzat entre les ITRs, evitant 'encapsidacié dels gens virals aportats en trans
en els plasmidis. Adaptat de(Btining, 2008).

Pel disseny de la majoria de constructes es fan servir les ITR de 'AAV2, un
serotip molt ben caracteritzat. Ara bé, segons el tipus cel-lular que interessi modificar
geneticament, es poden usar els gens Cap d’altres serotips d’AAV, ja que les proteines
Cap determinen I'afinitat amb els receptors i co-receptors cel-lulars i, per tant,
determinen el tropisme dels vectors virals (Grimm, 2008; Rabinowitz, 2002). La Taula 5
descriu els serotips d’AAV més utilitzats en terapia génica in vivo, els receptors i co-
receptors que permeten I'entrada del vector a la cél-lula i el seu tropisme. Gracies al seu
perfil de seguretat i la seva expressié robusta a llarg termini, les aproximacions de
terapia génica basades en I'is dels vectors AAV9 son les més utilitzades en diverses
LSDs, com les MPSs (Haurigot, 2013b; Marc6, 2021; Motas, 2016; Ribera, 2015; Roca,
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2017), la malaltia de Pompe (Hordeaux, 2017) i les gangliosidosis GM2 (Lahey, 2020;
Tropak, 2016).

Taula 5. Origen, receptors, co-receptors i tropisme dels principals serotips dels vectors AAV.

Serotip Origen Receptor i co-receptors Tropisme

AAV1 Huma o Acid sialic N-unit Muscul esqueletic, SNC, retina, pancrees, cor,
PNH fetge

AAV2 Huma HS, FGFR1, HGFR, LamR, Cél-lules musculars vasculars, muscul

integrines owvPs i osP1 esquelétic, SNC, fetge, ronyd, retina

AAV3 Huma o HS, FGFR1, HGFR, LamR  Muscul esquelétic, hepatocarcinoma, oida
PNH interna

AAV4 PNH Acid sialic O-unit SNC (ependimacits), retina, pulmd, fetge

AAV5 Huma Acid sialic N-unit, PDGFR Muscul esqueletic, SNC (ependimaocits),

pulmé, retina, fetge
AAV6 Huma HS, Acid sialic N-unit, Mduscul esquelétic, cor, pulmo
EGFR

AAV7 Macaco Desconegut Muscul esquelétic, SNC, retina, fetge
rhesus

AAVS8 Macaco LamR Fetge, SNC, retina, pancrees, cor, muscul
rhesus esquelétic, teixit adipds

AAV9 Huma Galactosa N-unida, LamR Fetge, SNC, retina, pancrees, cor, muscul

esquelétic, teixit adipds, ronyd, testicles, pulmé

AAVrh10 Macaco LamR Fetge, SNC, retina, pancrees, cor, muscul

rhesus esqueletic, rony6, pulmo

PNH: Primats No Humans; HS: Heparan Sulfat; FGFR1: Receptor del Factor de Creixement dels Fibroblasts
tipus 1 (Fibroblast growth factor receptor type 1); HGFR: Receptor del Factor de Creixement d’Hepatocits
(Hepatocyte growth factor receptor); LamR: Receptor de la Laminina (Laminin receptor); PDGFR: Receptor
del Factor de Creixement derivat de les Plaquetes (Platelet-derived growth factor receptor); EGFR: Receptor
del Factor de Creixement Epidérmic (Epidermal growth factor receptor), SNC: Sistema Nerviés Central.

Adaptat de (Balakrishnan, 2014; Lentz, 2012; Lisowski, 2015).
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3.2. Terapia génica per a les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff

Com que les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff sén malalties monogeniques, la
terapia génica in vivo basada en la transferencia del gen funcional podria ser una bona
estratégia terapéutica per al seu tractament. Tot i aixd, el desenvolupament d’'una
aproximacio de terapia genica no és tant obvi ni senzill, ja que molts estudis destaquen
la importancia de tenir les dues copies dels gens HEXA i HEXB en una proporcio
equimolar per tal d’aconseguir la dimeritzacié correcta de l'isoenzim HEXA (af) (Rastall,
2015; Woodley, 2018). En consequéncia, diferents grups de recerca han invertit esforgos,
durant els darrers anys, per desenvolupar estratégies terapéutiques basades en la

terapia génica per al tractament de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff.

S’han descrit una amplia varietat d’estudis de terapia génica en models animals
petits i grans de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, usant principalment vectors AAV
(Picache, 2022), perd també vectors retrovirals (Guidotti, 1998), vectors lentivirals
(Beegle, 2020; Ornaghi, 2020; Shaimardanova, 2022; Tsuji, 2005), vectors adenovirals
(Bourgoin, 2003; Guidotti, 1999) i vectors derivats del virus de I'herpes simple (Martino,
2005). D’entre tots els estudis realitzats, alguns d’ells es basen en I'us de vectors
monocistronics, només codifiquen per un unic gen, I'HEXA o I'HEXB, o bé bicistronics,

on el mateix vector codifica per ambdds gens simultaniament, tant HEXA com HEXB.
3.2.1. Terapia genica basada en I’administracio d’un sol vector monocistrénic

A Tinici del desenvolupament de les estrategies de terapia génica, els
investigadors van basar-se en I'is dels vectors monocistronics administrats directament
al parénquima cerebral o bé per via intravenosa, ja sigui codificant una o altra subunitat
de l'isoenzim HEXA (af). Alguns estudis només van utilitzar el vector que contenia el
gen afectat per la malaltia, és a dir, en el tractament dels models animals de la malaltia

de Sandhoff, el gen HexB, i en el cas de la malaltia de Tay-Sachs, el gen HexA.

La primera aproximacié es va centrar en 'administracio intraparénquima d’un
vector adenoviral que contenia el gen HexB a ratolins Sandhoff d’'un mes d’edat.
Després del tractament, es va detectar una bona distribucio del vector a dosis baixes,
pero dosis molt altes del vector adenoviral van provocar lesions importants a I'encéfal
(Bourgoin, 2003). Aquesta aproximacio terapéutica basada en [I'administracio
intraparénquima també es va provar en els ratolins Tay-Sachs de 5 mesos d’edat, perd
utilitzant un vector de I'herpes simple que codificava pel gen HexA. Els resultats van

demostrar un augment de I'activitat B-hexosaminidasa a I'encéfal i a la medul-la espinal
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que resultava en una normalitzacié del contingut del gangliosid GM2 (Martino, 2005).
També es va analitzar I'eficacia terapéutica després de I'administracio intravenosa del
vector viral AAV9 que codificava pel gen HexB a ratolins Sandhoff d’1-2 dies d’edat. En
aguest estudi, es va observar Unicament una prevencié del desenvolupament de la
malaltia, ja que es van administrar els animals abans del desenvolupament dels
simptomes (Niemir, 2018; Walia, 2015).

3.2.2. Terapia genica basada en la co-administraci6 de dos vectors

monocistronics

Després de detectar certa eficacia terapéutica administrant Unicament el gen
afectat per la malaltia, van sorgir noves estrategies que utilitzen la co-administracié de
dos vectors monocistronics que codifiquen per la subunitat a i B per separat. La co-
administracié dels vectors AAV1 o AAV2 directament al parénquima cerebral dels
ratolins Sandhoff resulta en una bona distribucié de I'enzim a tot 'encéfal, que condueix
a una reduccié de 'acumulacié del ganglidosid GM2 i la neuroinflamacié, una millora de
les funcions motores i un augment de la supervivencia. Aquests resultats Unicament es
van observar quan els dos vectors s’administraven amb multiples administracions i no

especifiquen la dosi administrada (Cachén-Gonzélez, 2012, 2006, 2014).

Una altra aproximacio terapéutica basada en la co-administracié de dos vectors
AAVrh8, codificants pels dos gens per separat, es va administrar a diferents zones del
parénquima cerebral en el model feli de Sandhoff. Aquests estudis han detectat un
augment significatiu de I'activitat B-hexoaminidasa, una millora en 'acumulacié dels
gangliosids i un augment de la supervivéncia de 10 mesos Unicament en els gats
administrats abans de desenvolupar indicis de la malaltia (Bradbury, 2013, 2015, 2017,
McCurdy, 2015, 2021; Rockwell, 2015).

Aquesta aproximacio de terapia génica també s’ha testat en el model ovi de la
malaltia de Tay-Sachs, on els animals van rebre dues injeccions bilaterals al talem i una
al ventricle lateral esquerre entre els 2 i els 4 mesos d’edat, on I'animal encara no
presenta simptomes de la malaltia. Es van aconseguir uns nivells normals o, fins i tot
suprafisiologics d’activitat HEXA (ap) en les ovelles tractades, que va resultar en un
retard en I'aparicid dels simptomes o una prevencié d’alguns d’ells, com per exemple,
I'acumulacio de ganglidsids a la majoria de les zones de I'encéfal, excepte al cerebel i a

la medul-la espinal, i la neuroinflamacié (Gray-Edwards, 2018).

Aquests resultats en el model feli de Sandhoff i 'ovi de Tay-Sachs van permetre

traslladar a la clinica aquesta aproximaciéo de terapia genica basada en la co-
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administracio de dos vectors monocistronics AAVrh8 codificants per la subunitat a o B.
Préviament, es va realitzar un estudi toxicologic en Cynomolgus macaques, on la co-
administracié dels vectors AAVrh8 via intracranial (dues injeccions bilaterals al talem i
una al ventricle lateral esquerra) a diferents dosis, on la majoria dels animals van
desenvolupar discinesies, ataxia, pérdua de destresa i necrosi de la substancia blanca i
grisa al voltant dels punts d’injecci6é (Golebiowski, 2017). Tot i aquests resultats negatius
en els estudis de toxicitat, s’ha iniciat un assaig clinic amb pacients de Tay-Sachs i
Sandhoff amb la forma infantil i juvenil. Als pacients s’ha administrat una concentracio
equimolar dels vectors AAVrh8 que codifiquen per les dues subunitats de I'enzim HEXA
(aB) directament al LCR i al talem (NCT04669535). Les dades preliminars de l'assaig
clinic amb humans han demostrat un bon perfil de seguretat de I'aproximacié terapéutica
després del tractament de dos pacients préviament immunosuprimits; tot i aixo, aquests
pacients tractats només han mostrat un augment modest de I'activitat HEXA en el LCR
(Flotte, 2022).

3.2.3. Terapia geénica basada en I'administraci6 de vectors monocistronics

codificants pels dos gens

Per tal de millorar les estratégies de terapia genica, es van comencar a plantejar
noves estratégies terapéutiques que permetessin expressar els dos gens, HexA i HexB,
en un Unic vector viral. El fet de tenir ambdés gens al mateix vector permetria assegurar
I'expressié d’ambdues subunitats a la mateixa cel-lula en una proporcié equimolar per
tal d’aconseguir una eficient dimeritzacio de la proteina HEXA (af) (Woodley, 2018). A
més, també comporta la reducci6 de la dosi injectada i, en consequéncia, el risc de les
respostes immunes contra la capsida i els esdeveniments d’oncogénesis per insercié
del vector viral, que augmenten amb l'increment de la dosi (Rastall, 2015; Woodley, 2018).
L’Gs d’'un sol vector també permet disminuir a la meitat els costos de produccié dels
vectors AAV (Woodley, 2018).

Es va desenvolupar una nova estratégia terapéutica basada en la creacié d’'un
gen hibrid de la B-hexosaminidasa, I'HexM. Aquesta nova proteina quimérica fusiona el
lloc actiu de la subunitat a i la interficie estable de la subunitat B, juntament amb d’altres
arees de cada subunitat necessaries per a la interacci6 amb el GM2A i el gangliosid
GM2, donant lloc a una proteina diferent de 'endogena HEXA (af), perd amb la seva
funcionalitat (Karumuthil-Melethil, 2016). Estudis en el model muri de la malaltia de
Sandhoff després de 'administracio intravenosa d’aquest gen a neonats amb vectors
AAV8 i AAV9, van demostrar la capacitat de 'HEXM per incrementar I'activitat 3-

hexosaminidasa que podia prevenir parcialment I'acumulacié del ganglidsid GM2 i
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augmentar uns 6 mesos la supervivencia (Osmon, 2016; Ou, 2020; Tropak, 2016). No
obstant, podia reduir 'acumulaci6 de GM2 només de forma local quan s’injectava
intracranialment a ratolins adults (Tropak, 2016).També es va administrar
intraparénquima a animals Tay-Sachs de 15 mesos d’edat amb un AAV9 que codificava
per HexM, es va observar que només podia reduir 'acumulacié de GM2 de forma local
(Karumuthil-Melethil, 2016). Posteriorment un estudi va revelar una resposta immune
contra HEXM i la capsida després de I'administracié intravenosa d’HEXM, també degut
a que una administracio intravenosa a altes dosis augmenta molt la possibilitat de iniciar

una resposta immunitaria (Kot, 2021).

3.2.4. Terapia génica basada en I'administracio de vectors bicistronics per a les

malalties de Tay-Sachs i Sandhoff

Una altre estratégia per co-administrar les dues subunitats (a i ) en el mateix
vector viral és la utilitzacié de vectors bicistronics. Una de les opcions ampliament
utilitzades en el camp de la terapia génica és la seqiiéncia del lloc intern d'entrada al
ribosoma (internal ribosome entry site, IRES), un element per generar vectors
bicistronics que permet co-expressar diferents gens sota el control del mateix promotor
(Shaimardanova, 2019). Dos estudis in vitro en fibroblast de pacients Sandhoff, on
utilitzen vectors lentivirals que codifiquen pels gens de les dues subunitats a i f d’HEXA
unides per I'IRES, van detectar un augment de I'activitat B-hexosaminidasa i una
reduccio de 'acumulacié del gangliosid GM2 (Arfi, 2005; Batista, 2010).

Una altra estratégia descrita és la utilitzacié d’'un promotor bidireccional per
impulsar I'expressio de les dues subunitats (a i ) en direccions oposades en el mateix
vector. Aixi, el vector AAV9-HexA-HexB i el vector PHP.B-HexA-HexB administrats per
via intravenosa a una dosi alta de 1x10*? vg/animal a ratolins Sandhoff d’'un mes d’edat
va permetre un augment en l'activitat enzimatica al fetge i al SNC, una millora en les
proves motores, aixi com també una reduccié del gangliosid GM2 al SNC i un augment

de la supervivéncia (Lahey et al., 2020).

A més, els constructes terapéutics bicistronics també han usat I'element P2A, un
péptid que anteriorment es pensava que era d’autoescissio, perd recentment s’ha
demostrat que pot induir el salt del ribosoma durant la traduccié d’'una proteina per tal
d’expressar tant HexA com HexB (Liu, 2017). D’aquesta manera, es poden obtenir la
subunitat a i la B de forma separada dins les cél-lules. Després de la transduccio de
cel-lules HEK293 i cél-lules derivades de ratolins i pacients Sandhoff amb els vectors

bicistronics lentivirals que codificaven pels gens HexA i HexB units amb el P2A, es va
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observar un augment de l'activitat B-hexosaminidasa (Ornaghi, 2020; Shaimardanova,
2022). Els estudis in vivo en rates control/ sanes (wild-type, WT) basats en la mateixa
aproximacié de terapia geénica va donar lloc a uns resultats molt similars
(Shaimardanova, 2022). Un altre estudi va utilitzar els vectors AAV9 codificants pels
gens HexA i HexB units pel P2A per administrar-los per via intravenosa a una dosi de
2.04x10% vg/kg a ratolins Sandhoff d’un dia d’edat. Després del tractament, es va
observar un increment de I'activitat f-hexosaminidasa i una prevencié de 'acumulacié
de GM2 a I'encéfal, tot i que I'esperancga de vida només es va allargar fins al voltant dels
6 mesos d’edat (Woodley, 2018). Recentment, s’ha aprovat un assaig clinic en fase 1
per al tractament dels pacients de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff d’inici infantil
basant-se en I'us d'un vector AAV9 bicistronic que codifica per ambdos gens

simultaniament en un sol constructe (NCT04798235), pero actualment esta suspes.

Tot i la gran quantitat i diversitat d’estudis centrats en el desenvolupament d’'una
aproximacié de terapia geénica per al tractament de les malalties de Tay-Sachs i
Sandhoff, molts estudis només han aconseguit una correccioé parcial de la malaltia;
d’altres, han demostrat una prevencio de la malaltia gracies al tractament dels animals
de forma presimptomatica; o bé n’hi ha d’altres que la correccié és més bona després
d'utilitzar dosis molt altes que comporten el risc de desenvolupar una resposta immune
i toxicitat hepatica associada al tractament. Aquests fets evidencien la necessitat de
trobar nous tractaments de terapia génica més optimitzats i eficagos per tal d’aconseguir
una reversié completa de les severes alteracions provocades per les malalties de Tay-
Sachs i Sandhoff i, d’aquesta manera, poder traslladar aquesta aproximacio terapéutica

a la clinica humana amb éxit.
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I1l. OBJECTIUS






Obijectius

Les malalties de Sandhoff i Tay-Sachs s6n malalties autosomiques recessives
caracteritzades principalment per una disfuncié del sistema nervids central. Hi ha un
ampli espectre de signes i simptomes clinics en els pacients d’aquestes malalties, sent
les formes infantils les més habituals. Generalment presenten alteracions en el
desenvolupament, neuroinflamacié, convulsions, problemes motors, rigidesa i un rapid
deteriorament que acaba amb la mort prematura entre la primera i la tercera década de
vida. Actualment no hi ha cap terapia aprovada per aguestes malalties, els Unics
tractaments disponibles sén els simptomatics. Es per aix0, que €és necessari
desenvolupar estratégies terapéutiques noves per aconseguir la reversido de les
malalties de Tay-Sachs i Sandhoff. La terapia génica in vivo basada en I'administracio
de vectors virals adenoassociats es presenta com una de les alternatives terapéutiques
més prometedores ja que permet una expressio eficient a llarg termini i té un perfil molt

bon perfil de seguretat.

L’objectiu principal d’aquesta tesi va ser desenvolupar una aproximaci6é de
terapia génica per al tractament de les malalties de Sandhoff i Tay-Sachs basada
en I'administracio d’un vector dual que permeti expressar alhora HEXA i HEXB
units per un linker. Aquest objectiu principal es va subdividir en dos objectius

especifics:

1. Caracteritzar les alteracions fisiopatologiques del model muri de
Sandhoff en edats tempranes.

2. Dissenyar una nova estratégia de terapia génica basada en vectors
AAV9 duals que permetin expressar alhora els gens HEXA i HEXB units

per un linker.

3. Avaluar I’eficacia terapéutica de I'administracié intra-LCR dels vectors
AAV9 duals al model muri de Sandhoff.

4. Avaluar I’efecte de I’administracio intra-LCR dels vectors AAV9 duals al
model muri de Tay-Sachs.
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V. RESULTATS






Part 1. Caracteritzacio dels models murins de les

malalties de Tay-Sachs i Sandhoff






Resultats

La primera part d’aquesta tesi doctoral es va centrar en la caracteritzacioé dels
models de ratoli de la malaltia de Tay-Sachs i de Sandhoff. Ambdés models es van
generar mitjangant la insercié d’'un casset d’expressié del gen de resisténcia a la
neomicina per tal de truncar I'expressio del gen d’interés (Sango, 1995). En el cas del
ratoli model de la malaltia de Tay-Sachs, el casset d’expressio es va introduir a I'ex6 8
del gen HexA i, al model de muri de la malaltia de Sandhoff, a 'exd 13 del gen HexB
(Yamanaka, 1994).

1. CARACTERITZACIO DEL RATOLI MODEL DE LA MALALTIA DE TAY-SACHS

Com que el ratoli model de la malaltia de Tay-Sachs no presenta la
simptomatologia caracteristica de la malalta humana, a causa de la via alternativa de
degradaci6 del gangliosid GM2 (Bertoni, 1999), només es va analitzar I'expressio dels
gens HexA i HexB i les activitats HEXA i B-HEXO, juntament amb un estudi de la
supervivéncia dels animals per comprovar que el fenotip descrit a la bibliografia es
reproduia també en el nostre laboratori.

1.1. Expressio dels mRNA i analisis de les activitats enzimatiques

Per tal de comprovar que el model muri de la malaltia de Tay-Sachs era un ratoli
knock out (KO) pel gen HexA (subunitat a), es va avaluar I'expressio d’aquest gen
mitjangant una analisi per PCR quantitativa (QPCR) al fetge dels animals WT i a ratolins
heterozigots i homozigots per la mutacié del gen HexA. A més, també es van analitzar
els nivells de mRNA del gen HexB (subunitat B). En ambdds sexes, els ratolins
heterozigots presentaven una reduccié dels nivells d’expressid del gen HexA
d’aproximadament el 50%, comparat amb els nivells de mRNA dels animals WT (Figura
12A). En el cas dels ratolins Tay-Sachs, KO total (homozigot) del gen HexA, es va
observar una reduccio dels nivells d’expressié propera al 90%, tant en mascles com en
femelles (Figura 12A). Com que el KO es va generar per la inserci6 del casset
d’expressio del gen de resisténcia de la neomicina a I'ex6 8, el 10% del transcrit detectat
podria ser un MRNA truncat que es genera com a consequencia de la transcripcio del
gen HexA fins al punt de la insercid. Tot i aix0, aquest transcrit generat seria inestable i
produiria una proteina no funcional, tal com es va comprovar amb I'analisi de I'activitat
enzimatica d’HEXA a l'encéfal i al fetge (Figura 13). L’activitat HEXA mesura
principalment I'activitat enzimatica de la isoforma HEXA (aB), I'tinica capa¢ de degradar
GM2, perd també 'HEXS (aa). Pel que fa als nivells d’expressié del gen HexB, no es va
observar cap diferencia entre els ratolins WT, heterozigots i Tay-Sachs d’ambdds sexes
(Figura 12B).
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Resultats

En quan a l'activitat B-hexosaminidasa total (B-HEXO), que mesura I'activitat de
les tres isoformes (HEXA, HEXB i HEXS), només va detectar una disminucio d’entre el
30-70% en els ratolins Tay-Sachs (Figura 13), ja que els nivells d’expressio del gen
HexB (B) es mantenien constants en els tres grups experimentals (Figura 12B) i, per
tant, hi havia activitat de la isoforma HEXB () (Figura 13).
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Figura 12. Expressio dels gens HexA i HexB al model muri de la malaltia de Tay-Sachs. (A, B) Estudi de I'expressid
dels gens HexA (A) i HexB (B) per qPCR a les mostres de fetge dels ratolins WT, heterozigots (Het) i Tay-Sachs mascles
i femelles als 8 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 3-6 animals per grup. ** p<0.01 i
*** p<0.001 vs. WT.
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Figura 13. Activitat B-HEXO i HEXA al model muri de la malaltia de Tay-Sachs. (A, B) Determinacié de I'activitat B-
HEXO i HEXA als extractes proteics del cervell i el fetge dels ratolins WT, heterozigots (Het) i Tay-Sachs mascles (A) i
femelles (B) als 8 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 3-6 animals per grup. **p<0.01 i

*** p<0.001 vs. WT.
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1.2. Supervivéncia

Tal com ja s’havia descrit préviament, el model muri de la malaltia de Tay-Sachs
és asimptomatic (Phaneuf, 1996). Tot i aix0, es va finalitzar la caracteritzacié del model
muri de la malaltia de Tay-Sachs en el nostre laboratori amb un estudi de la
supervivéncia. Tot i la reduccié drastica de I'expressido génica d’HexA i una activitat
HEXA inexistent en els ratolins Tay-Sachs, aquests presentaven una corba de
supervivéncia practicament indistingible dels animals WT i heterozigots (Figura 14). En
mascles, la vida mitjana dels ratolins WT, heterozigots i Tay-Sachs era de 26,1, 28,1 i
28,3 mesos d’edat, respectivament (Figura 14A); mentre que en femelles era de 26,8,

28,3 i 27,1 mesos d’edat en ratolins WT, heterozigots i Tay-Sachs (Figura 14B).
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Figura 14. Estudi de la supervivéncia del model muri de la malatia de Tay-Sachs. (A, B) Representacid de les corbes
de supervivencia mitjangant I’estimador de Kaplan-Meier dels ratolins mascles WT (n=17), heterozigots (Het) (n=15) i
Tay-Sachs (n=20) (A) i femelles WT (n=12), heterozigots (Het) (n=12) i Tay-Sachs (n=20) (B).
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2. CARACTERITZACIO DEL RATOLI MODEL DE LA MALALTIA DE SANDHOFF

El model animal de la malaltia de Sandhoff presenta una simptomatologia
caracteristica molt similar a la que presenten els pacients de la malaltia humana (Sango,
1995). En el nostre estudi, es va fer una caracteritzacié d’aquest model determinant la
manca d’expressio del gen HexB (B) i comprovant I'expressié també del gen HexA (a) i
les principals alteracions com a conseqiéncia de la manca d’activitat HEXA (ap).
Especialment, es necessitava mesurar la vida mitja d’'aquests animals a les nostres
instal-lacions i una edat on la malaltia ja estigues establerta, per tal de poder determinar

I'edat adequada per iniciar el tractament de terapia génica.
2.1. Estudi de la deficiéncia del gen HexB i els seus efectes en la supervivéncia
2.1.1. Expressio dels mRNA i analisis de les activitats enzimatiques

En primer lloc, es va comprovar que el model muri de la malaltia de Sandhoff era
un ratoli KO pero, en aquest cas, pel gen HexB (subunitat B). Per tant, es va analitzar
I'expressio génica d’HexB mitjancant un analisi per qPCR al fetge dels animals WT,
heterozigots i Sandhoff als 2 mesos d’edat. A més a més, també es va estudiar el nivells
de mRNA del gen HexA (a). En els ratolins heterozigots per la mutacié del gen HexB,
es va detectar una disminuci6 d’aproximadament el 50% de I'expressi6 génica d’'HexB,
en comparacio amb els valors dels animals WT (Figura 15B). En canvi, els ratolins
Sandhoff presentaven una reduccio propera al 60% en mascles i d’'un 80% en femelles
(Figura 15B). Tal com haviem detectat préviament al model muri de la malaltia de Tay-
Sachs (Figura 12), la reducci6 de I'expressio génica del gen mutat no era del 100%, molt
probablement degut a la produccié i deteccié d’'un transcrit més curt, fins al punt
d’insercio del casset d’expressio del gen de la neomicina a I'ex6 13 del gen HexB. Ara
bé, aquest transcrit truncat possiblement era més inestable, i no era capag¢ de generar

un enzim funcional (Figura 16).

En el cas del gen HexA, es va observar que hi havia una sobreexpressié genica
en els ratolins Sandhoff (Figura 15A), que podria ser causada per un intent de
compensacié del propi mecanisme cel-lular per la manca del gen HexB. Per altra banda,
els ratolins heterozigots per la mutacié del gen HexB presentaven uns nivells de mMRNA

del gen HexA similar als valors d’un animal WT (Figura 15A).

Pel que fa a les activitats, els ratolins Sandhoff presentaven una reducci6 de les
activitats B-HEXO i HEXA practicament del 100% al cervell i al fetge, en ambdds sexes,

mentre que els animals heterozigots per la mutacié del gen HexB es va observar una
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disminucio d’entre un 50 i un 75% de l'activitat detectada als animals WT (Figura 16).
Per tant, la preséncia d’un transcrit no funcional de la subunitat  condueix a I'abséncia
de l'activitat de Iisoenzim HEXA (heterodimer format per una subunitat ai una ) i HEXB
(homodimer format per dues subunitats ). En canvi, 'activitat HEXS (homodimer format
per dues subunitats a) practicament era indetectable a causa de la inestabilitat de
l'isoenzim i, consequentment, contribuia molt poc tant als nivells de I'activitat B-HEXO
com als de l'activitat HEXA (Lawson, 2016).
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Figura 15. Expressio dels gens HexA i HexB al model muri de la malaltia de Sandhoff. (A, B) Estudi de I'expressid dels
gens HexA (A) i HexB (B) per gPCR a les mostres del fetge dels ratolins WT, heterozigots (Het) i Sandhoff mascles i
femelles als 2 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-6 animals per grup. ** p<0.01 i ***
p<0.001 vs. WT.
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Figura 16. Activitat B-HEXO i HEXA al model muri de la malaltia de Sandhoff. (A, B) Determinacié de I'activitat B-
HEXO i HEXA als extractes proteics del cervell i el fetge dels ratolins WT, heterozigots (Het) i Sandhoff mascles (A) i
femelles (B) als 2 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-6 animals per grup. ** p<0.01i
*** p<0.001 vs. WT.

2.1.2. Supervivéncia

També es va realitzar un estudi de la supervivéncia per tal de comprovar 'efecte
de la mutacié del gen HexB en la longevitat. En aquest model de la malaltia de Sandhoff,
es va observar una reducci6 drastica de la supervivencia en ambdés sexes (Figura 17).
En mascles, es va passar d’'una mediana de supervivéncia normal en ratolins de 31,3 i
29,4 mesos als animals WT i heterozigots, respectivament, a una mediana de 4,3 mesos

als ratolins Sandhoff (Figura 17A). De manera similar, les femelles van mostrar una
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mediana de supervivencia de 29,4 i 28,1 mesos als animals WT i heterozigots, mentre
que en els ratolins Sandhoff era de 4,2 mesos (Figura 17). Aquests resultats van
confirmar que la mutacié del gen HexB va provocar una disminucié drastica de

I'esperanca de vida al model muri de la malaltia de Sandhoff.
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Figura 17. Estudi de la supervivéncia al model muri de la malaltia de Sandhoff. (A, B) Representacid de les corbes de
supervivéncia mitjangant I'estimador de Kaplan-Meier dels ratolins mascles WT (n=13), heterozigots (Het) (n=14) i
Sandhoff (n=17) (A) i femelles WT (n=15), heterozigots (Het) (n=11) i Sandhoff (n=20) (B).
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2.2. Estudi de la patologia al SNC dels ratolins Sandhoff a una edat primerenca

El model muri de Sandhoff presenta una progressié molt rapida de la malaltia, amb una
vida mediana de 4,3 mesos d’edat. Per tant, es va analitzar si a un mes d’edat aquests
ratolins Sandhoff ja tenien establertes les alteracions patologiques caracteristiques al
SNC, per tal de posteriorment dissenyar una nova aproximacio de terapia géenica, que
ens permetés revertir la malaltia. Concretament, es va estudiar 'acumulacié primaria del
gangliosid GM2 i la secundaria de colesterol, i també la distensié i 'homedstasi

lisosomica i la neuroinflamacio (astrocitosi).
2.2.1. Acumulacié primaria del gangliosid GM2 a I’encéfal

En els pacients de gangliosidosis GM2, la deficiencia de lisoenzim HEXA
provoca, principalment, 'acumulacié patologica del ganglidosid GM2 a linterior dels
lisosomes (Leal et al., 2020). Per aquest motiu, es va avaluar 'acumulacié del gangliosid
GM2 al model muri de la malaltia de Sandhoff a un més d’edat, tant en mascles com en
femelles, mitjangant I'analisi immunohistoquimica especifica en talls histologics de
'encéfal. Els ratolins WT no presentaven cap senyal positiva de GM2; en canvi, els
animals Sandhoff a un mes d’edat ja van mostrar una evident acumulacié del gangliosid

GM2 a totes les regions analitzades, en ambdos sexes (Figura 18).

Aixi doncs, aquests resultats van evidenciar que el model muri de la malaltia de
Sandhoff a un mes d’edat ja presentava una acumulacié primaria del ganglidosid GM2 de

manera generalitzada a tot 'encéfal.
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Figura 18. Acumulacié del gangliosid GM2 a I'encéfal del model muri de la malaltia de Sandhoff. Imatges
representatives de la immunohistoquimica contra el GM2 obtingudes de diferents regions de I'enceéfal dels ratolins
mascles i femelles WT i Sandhoff a 1 mes d’edat. Imatges representatives de 5 animals per grup. Barra d’escala: 25
pm.

2.2.2. Acumulacié secundaria del colesterol no esterificat a I’encéfal

L’acumulacié primaria del gangliosid GM2 als lisosomes dona lloc a d’altres
acumulacions secundaries, com per exemple, del colesterol (Breiden, 2019). Tot i que els
nivells de colesterol total al SNC aparentment no estan alterats a les LSD, les analisis
histologiques de seccions d’encéfal han mostrat que la tincié de filipina, una molécula
fluorescent que s’uneix especificament al colesterol no esterificat, permet detectar
'acumulacié de colesterol als cossos cel-lulars de les neurones i la glia en un ampli
espectre de LSDs, incloses la Niemann-Pick tipus C, les gangliosidosis GM1 i GM2 i les
MPSs tipus I, II, 1A i VI (Walkley, 2009). Aixi doncs, es va realitzar un estudi mitjangant
la tincié de filipina a les seccions de I'encéfal dels ratolins mascles i femelles, WT i
Sandhoff a d'un mes dedat. D’acord amb el que es va observar a [l'analisi
immunohistoquimica contra el gangliosid GM2, els ratolins WT no presentaven marcatge

positiu per la filipina a I'encéfal ni dels mascles ni de les femelles (Figura 19). En canvi,
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els animals Sandhoff a d’'un mes d’edat ja presentaven una acumulacié molt evident de

colesterol no esterificat de forma generalitzada a tot I'encéfal en ambdos sexes (Figura
19).
Per tant, 'acumulacioé primaria del ganglidosid GM2 provoca, en segon terme,

'acumulacié secundaria del colesterol no esterificat al SNC del model muri de la malaltia
de Sandhoff ja evident al mes d’edat.

Frontal Cortex Parietal Cortex Occipital Cortex Hippocampus

Figura 19. Acumulacié secundaria del colesterol no esterificat a I'encéfal del model muri de la malaltia de Sandhoff.
Imatges representatives de la tincio de filipina obtingudes de diferents regions de I'encéfal dels ratolins mascles i
femelles WT i Sandhoff a 1 mes d’edat. Imatges representatives de 3 animals per grup. Barra d’escala: 25 um.
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2.2.3. Homeostasi lisosomica
2.2.3.1. Distensi6 lisosomica

Una acumulacié patoldgica de molécules no degradades als lisosomes, com el
gangliosid GM2 o el colesterol no esterificat, provoca la distensié lisosdmica, una
alteracio frequent en les LSDs causat per 'augment de la mida i/o el numero d’aquests
organuls (Ferreira, 2017). La distensié lisosdmica es va avaluar a les seccions de I'encéfal
del model muri de la malaltia de Sandhoff a un mes d’edat mitjancant I'analisi
immunohistoguimica contra la proteina LIMP2, present a les membranes lisosomiques
i, com a consequéncia, un bon marcador de la distensié lisosomica. Similar a
I'acumulacio primaria del ganglidsid GM2 i secundaria del colesterol no esterificat, els
ratolins mascles i femelles Sandhoff van mostrar un augment significatiu de la intensitat
de senyal de LIMP2 en la majoria de regions de I'encéfal analitzades, en comparacio

amb els animals WT (Figura 20).

Aquests resultats van demostrar que I'acumulacié del gangliosid GM2 i el
colesterol no esterificat van provocar un increment de la mida i/o el nimero de les
vesicules lisosomiques, fet que indica que la distensié lisosomica ja és present a un mes

d’edat al model muri de la malaltia de Sandhoff.
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Figura 20. Distensié del compartiment lisosomic a 'encéfal del model muri de la malaltia de Sandhoff. (A, B)
Avaluacié de la mida del compartiment lisosomic mitjangant la immunohistoquimica contra la proteina LIMP2 als
ratolins mascles (A) i femelles (B) WT i Sandhoff a 1 mes d’edat. Imatges representatives obtingudes de diverses
regions de I'encéfal. Barra d’escala: 25 um. Sota les imatges es representa la quantificacié del percentatge d’area
positiva de LIMP2 de 4 imatges obtingudes de cada regié analitzada. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM

de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. WT.
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2.2.3.2. Desregulacio enzimatica

A la majoria de LSDs, I'acumulacié de substrats no degradats a linterior del
lisosoma, com a consequéncia d’'una deficiéncia proteica, genera una alteraciéo de
I'hnomeodstasi lisosdmica que causa alteracions secundaries en el funcionament d’altres
enzims lisosomics (Ribera, 2015; Sardiello, 2009). Per avaluar I'efecte de 'acumulacio
del gangliosid GM2 en I'homeostasi del lisosoma, l'activitat de diferents enzims
lisosomics com la N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa (GALNS), la B-glucuronidasa
(GUSB), [I'heparan-a-glucosaminida-N-acetiltransferasa  (HGSNAT), Ila  a-N-
acetilglucosaminidasa (NAGLU) i la N-sulfoglucosamina sulfohidrolasa (SGSH) es va
mesurar en els extractes proteics de I'encéfal dels ratolins WT i Sandhoff a un mes
d’edat.

Els ratolins Sandhoff, a aquesta edat primerenca, ja presentaven un augment
significatiu de l'activitat dels diferents enzims lisosdmics com la GALNS, la GUSB, la
NAGLU i la SGSH, en comparacié als ratolins WT; mentre que l'activitat HGSNAT
detectada disminuia, en ambdds sexes (Figura 21). Aquests dades van evidenciar una
forta alteracido de 'homeodstasi del lisosoma a I'encéfal dels ratolins Sandhoff, com a
consequéncia de I'acumulacié patologica primaria i secundaria, que ja era evident a un

mes d’edat.
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Figura 21. Alteracié de I’homeostasi del lisosoma a I'encéfal del model muri de la malaltia de Sandhoff. (A, B)
Determinacié de I'activitat dels enzims lisosomics GALNS, GUSB, HGSNAT, NAGLU i SGSH als extractes proteics de
I’encéfal dels ratolins mascles (A) i femelles (B) WT i Sandhoff a 1 mes d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana
+ SEM de 5 animals per grup. *** p<0.001 vs. WT.

2.2.4. Analisi de la neuroinflamaci6: Astrocitosi

Els astrocits sén un tipus cel-lular que en condicions no patologiques, tenen
funcions de suport metabdlic a les neurones; ara bé, una vegada s’activen a causa de
processos inflamatoris, també participen en la regulacié de les respostes inflamatories i
tenen un paper important en la progressio i la gravetat dels trastorns neurologics. La
conversi6 dels astrocits cap a un estat reactiu s’anomena astrocitosi (Ogawa, 2017). Per
aquest motiu, es va analitzar I'astrocitosi mitjangant una analisi immunohistoquimica
contra la proteina acidica fibril-lar glial (glial fibrillary acidic protein, GFAP) a diferents
regions de I'encéfal dels ratolins WT i Sandhoff a un mes d’edat. La GFAP és la proteina
principal del filament intermedi als astrocits madurs i, també, un component important

del citoesquelet dels astrocits durant el desenvolupament (Middeldorp, 2011). A totes les
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regions de I'encéfal analitzades dels ratolins mascles i femelles Sandhoff, es van
observar més astrocits, detectats pel marcatge positiu per a la GFAP en comparacio
amb els observats als animals WT (Figura 22). Per tant, a un mes d’edat, el model muri

de la malaltia de Sandhoff ja presentava indicis clars de neuroinflamacio.
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Figura 22. Caracteritzacio de I’astrocitosi a I’encéfal del model muri de la malaltia de Sandhoff. Analisi de I'astrocitosi
a diferents regions de I'encéfal mitjangant la immunohistoquimica contra el marcador d’astrocits GFAP als ratolins

mascles i femelles WT i Sandhoff a 1 mes d’edat. Imatges representatives obtingudes de diverses regions de I'encéfal.
Barra d’escala: 25 pm.

En conjunt, aquests resultats ens mostraven que el model muri de la malaltia de
Sandhoff desenvolupava les caracteristiques principals de la patologia al SNC a una
edat molt primerenca, als dos sexes. Aixi doncs, un mes d’edat podria representar un
moment adequat per tal d’administrar una nova aproximacié de terapia génica i
determinar si €s capag de reverir la malaltia ja establerta.
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1. DISENY | CONSTRUCCIO DELS VECTORS CODIFICANTS PER LES
SUBUNITATS a | 8 DE LA B-HEXOSAMINIDASA UNIDES

Després de la caracteritzacié de la patologia del SNC i observar que ja era
present a un mes d’edat al model de ratoli de la malaltia de Sandhoff, es va desenvolupar
una nova aproximacio de terapia génica pel tractament tant de la malaltia de Sandhoff
com també per Tay-Sachs. Per aquest motiu, es van dissenyar diferents constructes
duals que codifiquessin alhora per les dues subunitats de I'enzim HEXA (af) unides
entre elles per diferents seqiencies peptidiques linker. D’aquesta manera, es podria
obtenir una relacié equimolar d’ambdues subunitats (a i B) a totes les cél-lules
transduides i aconseguir I'expressio de l'isoforma HEXA (af), I'inic enzim capag de

degradar el gangliosid GM2.

El disseny d’'un constructe dual permetria reduir la dosi administrada als pacients
a la meitat, en comparacié amb I'administracié de dos vectors individuals separats, ja
que un sol vector contindria ambdds gens, HexA i HexB. A més a més, la produccio i
purificacié d’un unic vector, a una menor dosi, permetria abaratir els costos, sempre
comparant-ho amb la produccié de dos vectors independents, que codifiquen cadascun

d’ells pels gens HexA i HexB individualment .

Com que els nous constructes duals dissenyats s’havien d’encapsidar en un
vector AAV, era imprescindible tenir en compte que la seva mida no podia excedir les
4,7 Kb. Per aix0, es va escollir el promotor d’expressio ubiqua Cbh, una versié més curta
del promotor CAG ampliament utilitzat en terapia génica, el qual esta format per
I'enhancer del citomegalovirus (CMV), el promotor de la B-actina de pollastre i un intro
quiméric de la B-actina (Gray, 2011). Com a sequéncia de poliadenoliacié (poliA), es va
utilitzar la cua de poliadenilacié del virus simi 40 (simian virus 40, SV40). Ambdues
sequeéncies, tant el promotor Cbh com el poliA SV40, es van clonar al plasmidi pAAV-
MCS (multiple cloning site, MCS), que contenia les ITRs del genoma de I'AAV2
juntament amb un espai de clonatge per a les sequéncies d’interés. D’aquesta manera,
es va generar el plasmidi anomenat pAAV-Cbh-SV40, que també s’anomenara com a

constructe Null, ja que no porta cap gen d’interés (Figura 23A).

Com a grup control utilitzarem els vectors AAV9 individuals, que codifiquen en
vectors diferents els dos gens. Es van utilitzar les sequiéncies codificants dels gens HexA
i HexB murins optimitzades (omHexA i omHexB), per augmentar-ne I'expressio. Cada
un dells es va clonar dins el plasmidi pAAV-Cbh-SV40, generant els plasmidis
anomenats pAAV-Cbh-omHexA-SV40 i pAAV-Cbh-omHexB-SV40 (Figura 23B).
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Pel disseny dels constructes duals, que tenien els dos gens units per un linker,
es van utilitzar tres linkers curts, anomenats L1, L2 i L3. Els linkers son sequéncies
peptidiques curtes que de forma natural es troben entre dominis proteics, tot i que també
son utilitzats per generar proteines de fusié (Chen, 2013). Els linkers generats per
aguest estudi tenien una llargada de: L1, 20 aminoacids (aa); L2, 33 aa; i L3, 12 aa. El
linker L1 esta basat en una série de glicines i serines. La combinacié d’aquests residus
flexibles i hidrofils permet evitar la formacié d’estructures secundaries i redueix la
probabilitat que interfereixin amb el plegament i la funcié dels dominis proteics. Aquest
tipus de linker ha estat ampliament utilitzat en la generacié de proteines de fusié (van
Rosmalen, 2017). El linker L2 es tracta d’un linker molt flexible, i una mica més llarg, que
s’ha utilitzat esporadicament en la fusié d’altres tipus de proteines (Tong, 2021). Esta
format per glicines i serines juntament amb altres aminoacids com I'acid glutamic, la
prolina, 'alanina i la treonina. Finalment, el linker L3 és el més curt, molt flexible i amb
una sequencia d’aminoacids poc voluminosos i no hidrofobics, que eviten repeticions

utilitzant diferents combinacions de glicines, serines, alanines i treonines (Waldo, 1999).

Aquests linkers es van utilitzar per fusionar les versions murines optimitzades
dels gens HexA i HexB, per tal d’expressar simultaniament ambdues subunitats
proteiques en una proporcié equimolar i produir eficientment I'isoenzim HEXA. Per una
banda, es van generar tres constructes on s’expressava, en primer lloc, el gen muri
optimitzat de 'HexA i, posteriorment, el gen muri optimitzat de 'HexB fusionats amb un
dels tres linkers: pAAV-Cbh-omHexA-L1-omHexB-SV40, pAAV-Cbh-omHexA-L2-
omHexB-SV40 i pAAV-Cbh-omHexA-L3-omHexB-SV40 (Figura 23C). Per altra banda,
també es van fusionar les versions murines optimitzades dels gens HexA i HexB en
'ordre invers per generar el seglents constructes: pAAV-Cbh-omHexB-L1-omHexA-
SV40, pAAV-Cbh-omHexB-L2-omHexA-SV40 i pAAV-Cbh-omHexB-L3-omHexA-SV40
(Figura 23D).
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Figura 23. Representacié esquematica dels constructes AAV. (A-C) Tots els constructes consten d’'un promotor
d’expressio ubiqua, el Cbh, i una cua de poliadenilacié del SV40, els quals estan flanquejats per les ITRs de 'AAV2. (A)
El constructe Null no conté cap sequéncia codificant. (B) HexA + HexB sén dos constructes individuals -separats. (C)
HexA-L1-HexB, HexA-L2-HexB i HexA-L3-HexB sén tres constructes duals diferents que contenen primer el gen
optimitzat HexA muri unit al gen optimitzat HexB muri a través dels seglients linkers: L1, L2 i L3. (D) Els constructes
HexB-L1-HexA, HexB-L2-HexA i HexB-L3-HexA consten primer del gen optimitzat HexB muri unit al gen optimitzat HexA
muri mitjangant els linkers: L1, L2 i L3.
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1.1. Estudi in vitro per determinar I'eficiéncia dels diferents constructes duals

Per tal d’avaluar els constructes duals i la seva capacitat de produir THEXA actiu,

es va transfectar la linia cel-lular HEK-293 amb els segients plasmidis:
pAAV-Cbh-omHexA-L1-omHexB-SV40
pAAV-Cbh-omHexA-L2-omHexB-SV40
pAAV-Cbh-omHexA-L3-omHexB-SV40
pAAV-Cbh-omHexB-L1-omHexA-SV40
pAAV-Cbh-omHexB-L2-omHexA-SV40
pAAV-Cbh-omHexB-L3-omHexA-SV40

Després de 48h de la transfeccid, es van recollir les cel-lules i el medi cel-lular
per procedir a la determinacio de l'activitat B-HEXO (HEXA, HEXB i HEXS) i HEXA
(HEXA i HEXS). En el cas dels constructes HexA-Linker-HexB, la transfecci6é va donar
lloc a un augment molt significatiu de I'activitat B-HEXO (on es té en compte I'activitat
dels tres isoenzims HEXA, HEXB i HEXS), tant en els extractes cel-lulars com en el medi
cel-lular, en comparaciéo amb les cél-lules no transfectades (Figura 24A i B). Es va
observar un patré similar després de mesurar I'activitat HEXA (determina 'activitat dels
isoenzims HEXA i HEXS) (Figura 24C i D). En el cas dels constructes amb I'ordre de
gens invers, HexB-Linker-HexA, no es va detectar cap augment de les activitats -HEXO

ni HEXA, comparat amb les cél-lules no transfectades (Figura 24).

Aquests resultats van demostrar que els constructes amb I'ordre HexA-Linker-
HexB van produir un enzim actiu i funcional, que era capa¢ de ser secretat al medi
extracel-lular, crucial pel fenomen de la correccié creuada. En canvi, els constructes

amb ordre invers HexB-Linker-HexA no eren capacgos de generar un enzim funcional.
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Figura 24. Activitat B-HEXO i HEXA després de la transfeccid de les cél-lules HEK293 amb els plasmidis codificants
per 'omHexA i omHexB units pels linkers. (A-D) Les cél-lules HEK293 es van transfectar amb 0.8 ug dels seglients
plasmidis: pHexA-L1-HexB, pHexA-L2-HexB, pHexA-L3-HexB, pHexB-L1-HexA, pHexB-L2-HexA i pHexB-L3-HexA.
Determinacid de I'activitat B-HEXO a les cel-lules (A) i al medi cel-lular (B) i I'activitat HEXA a les cel-lules (C) i al medi
cel-lular (D) 48h després de la transfeccid. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 3 pous per grup. ***
p<0.001 vs. cél-lules no transfectades.
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2. OBTENCIO DELS VECTORS VIRALS ADENOASSOCIATS DE SEROTIP 9

L’AAV9 és un serotip amb una molt bona eficieéncia de transduccioé tant al SNC
com al fetge (Ozlu, 2021). Diversos resultats obtinguts al nostre laboratori han demostrat
que el vector viral AAV9 administrat directament al LCR, a través de la cisterna magna,
té una amplia distribucié i una elevada transduccié al SNC, fins i tot a regions distals al
punt d’injeccié (Haurigot, 2013b). A més a més, part dels vectors AAV9 presents al LCR,
drenen a la torrent circulatori i poden transduir eficientment també el fetge (Haurigot,
2013b; Motas, 2016; Ribera, 2015; Roca, 2017). D’aquesta forma, el fetge és capac de
produir i secretar les proteines lisosomiques al torrent sanguini, les quals poden arribar
a les cél-lules d’altres organs periférics no transduits pel vector viral AAV9, gracies als
receptors de manosa 6-fosfat ubicats a la membrana plasmatica de les cél-lules. Aquest
fenomen, conegut com a correccié creuada, ofereix una gran avantatge a les
aproximacions de terapia génica per al tractament de les malalties que afecten a totes
les cel-lules de I'organisme, ja que no és necessari corregir el defecte genétic a totes

elles per a aconseguir un benefici terapéutic generalitzat.

Per aquest motiu, es va decidir generar els nostres vectors AAV duals amb el
serotip AAV9. Els resultats de la transfeccio cel-lular amb els diferents plasmidis duals
van indicar que unicament els constructes amb I'ordre HexA-Linker-HexB eren capacos
de produir un enzim HEXA (aB) actiu. Per tant, es van generar unicament els vectors

virals AAV9 amb els seglients constructes:
AAV9-Cbh-SV40
AAV9-Cbh-omHexA-SV40
AAV9-Cbh-omHexB-SVv40
AAV9-Cbh-omHexA-L1-omHexB-SV40
AAV9-Cbh-omHexA-L2-omHexB-SV40

AAV9-Cbh-omHexA-L3-omHexB-SV40.
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3. ESTUDI IN VIVO PER DETERMINAR EL MILLOR VECTOR AAV9 DUAL PER AL
TRACTAMENT DE LA MALALTIA DE SANDHOFF

Tal com s’ha demostrat a la primera part d’aquesta tesi, el model muri de la
malaltia de Sandhoff a un mes d’edat presentava una patologia ben establerta al SNC,
amb una gran acumulacié primaria del ganglidsid GM2 i secundaria del colesterol no
esterificat, alteracions marcades de 'homeostasi lisosdmica i una manifesta astrocitosi,

juntament amb una reduccio de I'esperanca de vida a només uns 4,3 mesos d’edat.

A continuacio, es va estudiar si els 3 vectors AAV9 duals generats eren actius in
vivo. Aixi, es va desenvolupar una aproximacié de terapia génica basada en
'administracié a la cisterna magna dels vectors AAV9 duals, codificants pels gens
omHexA i omHexB units per un linker. Com a animals controls es van utilitzar els ratolins
WT, els Sandhoff no tractats i els Sandhoff injectats amb el vector Null. Els vectors AAV9
es van administrar als ratolins Sandhoff d’'un mes d’edat a una dosi total d’1x10!
vg/animal. Aquests animals es van eutanasiar als 4 mesos d’edat per tal d’avaluar
I'eficacia terapéutica dels diferents vectors AAV9 in vivo, mitjancant la determinaci6 de
les activitats B-hexosaminidasa i 'avaluacié de 'acumulacioé del gangliosid GM2 (Figura
27).

Experimental groups:;

WT Untreated
Untreated
&
AAVO  Sandhoff | NUI
mice HexA-L1-HexB AAV9

HexA-L2-HexB | 1x10'" vg/animal
- HexA-L3-HexB

-
1 4
Age
{months)
| AAV9 injeccion | [ - HEXA and B-HEXO activities
. GM2

Figura 27. Disseny experimental. Els vectors AAV9 (Null, HexA-L1-HexB, HexA-L2-HexB i HexA-L3-HexB) es van
administrar per via intracisterna magna al LCR dels ratolins mascles i femelles Sandhoff a un mes d’edat. Els vectors
AAV9 es van administrar a una dosi d’1x10! vg/animal. Com a grups control, es van utilitzar els ratolins WT, Sandhoff
no tractats o tractats amb el vector Null. Per tal d’avaluar I’efecte del tractament, es van eutanasiar els ratolins 3 mesos
després de l'administracié dels vectors virals i es va determinar I'efecte del tractament en les activitats B-
hexosaminidasa i en I'acumulacié del gangliosid GM2.
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3.1. Estudi de ’activitat enzimatica al SNC

En primer lloc, es va determinar si, tres mesos després de I'administracio,
I'aproximacio terapéutica era capa¢ de recuperar I'expressidé de I'activitat de I'enzim
HEXA al SNC. Per aquest motiu, es van analitzar les dues activitats no especifiques,
l'activitat B-HEXO i 'HEXA, a diferents regions de I'encéfal dels ratolins WT, Sandhoff
no tractats i tractats amb els vectors AAV9 duals. Tal com s’esperava, els ratolins
Sandhoff no tractats o injectats amb el vector Null presentaven uns nivells d’activitat 3-
HEXO i HEXA practicament indetectables (Figura 28). L’administracio intra-LCR dels
vectors AAV9 duals codificants per omHexA i omHexB units pels linkers L1, L2 0 L3 va
resultar en un augment de I'activitat f-HEXO i HEXA, a uns nivells similars o, fins i tot

en alguns casos, superiors als nivells d’activitat dels animals WT (Figura 28).

Es va observar una amplia i homogenia distribucio de la proteina a les diferents
regions analitzades, fins i tot, a les zones més allunyades del punt d’injeccié dels vectors
(Figura 28).

Tot i que els 3 vectors AAV9 duals eren actius in vivo, mostrant un augment de
les activitats 3-hexosaminidases, en general, el vector HexA-L2-HexB va presentar uns
nivells d’activitat B-HEXO i HEXA menors a tot 'encéfal, respecte als valors obtinguts
amb els vectors HexA-L1-HexB i HexA-L3-HexB (Figura 28).
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Figura 28. Activitat B-HEXO i HEXA a I’enceéfal dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals. (A, B)
Determinacié de I'activitat B-HEXO (A) i HEXA (B) a diferents regions de I'encéfal (I-V) de ratolins femelles dels
diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una dosi d’1x10! vg/animal d’un
vector AAV9 (HexA-L1-HexB, HexA-L2-HexB, HexA-L3-HexB o Null) administrat directament al LCR per via intracisterna
magna, i es van analitzar als 4 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 5-6 animals per grup.
* p<0.05, ** p<0.01i *** p<0.001 vs. Null.

95



Resultats

L’administracié intra-LCR també permet transduir eficientment el fetge, el qual
€s capac de produir i secretar els enzims lisosomics al torrent sanguini. Per tant, es van
determinar les activitats enzimatiques B-HEXO i HEXA a les mostres del fetge i el séerum
dels ratolins WT i Sandhoff no tractats o injectats amb el vector AAV9 Null o amb els
vectors AAV9 duals. En els ratolins tractats amb els vectors AAV9 duals, es va detectar
un augment de l'activitat B-HEXO i HEXA, tant al fetge com al sérum, de com a minim
el 200% de l'activitat dels animals WT. L’augment d’activitat més marcat, tant al fetge
com al serum, es va detectar als ratolins Sandhoff tractats amb el vector AAV9 HexA-
L3-HexB (Figura 29).
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Figura 29. Activitat B-HEXO i HEXA al fetge i al serum dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals.
(A, B) Determinacio de I'activitat B-HEXO (A) i HEXA (B) al fetge i al serum de ratolins femelles dels diferents grups
experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una dosi d’1x10! vg/animal d’un vector AAV9 (HexA-
L1-HexB, HexA-L2-HexB, HexA-L3-HexB o Null) administrat directament al LCR per via intracisterna magna, i es van
analitzar als 4 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 5-6 animals per grup. ** p<0.01 i ***
p<0.001 vs. Null.
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3.2. Reduccié de I'acumulacié del gangliosid GM2

A continuacio, tres mesos després de I'administracio es va valorar també 'efecte
del tractament a [l'acumulacié primaria del ganglidosid GM2 mitjangant una
immunohistoquimica contra GM2 als talls histoldgics de I'encéfal dels ratolins WT,
Sandhoff no tractats i tractats amb els diferents vectors AAV9 duals. Als ratolins tractats
amb HexA-L1-HexB i HexA-L3-HexB, es va detectar una reversid completa de
'acumulacié del gangliosid GM2 a totes les regions de I'encéfal analitzades, en
comparacié amb els ratolins Sandhoff no tractats en els quals es va detectar una forta
senyal positiva del GM2 (Figura 30). En canvi, als animals tractats amb HexA-L2-HexB,
es va observar una correccié generalitzada a la majoria de regions analitzades,
exceptuant al cortex parietal on hi havia la preséncia d’'un conjunt de cel-lules amb
acumulaci6 del gangliosid GM2 (Figura 30).

En conjunt, aquests resultats van demostrar una molt bona eficacia terapéutica
dels vectors AAV9 duals usant un linker per generar una Unica proteina HEXA capac¢
d’eliminar 'acumulacié del ganglidosid GM2, tot i que el vector AAV9 HexA-L2-HexB no
era suficient per a revertir tota 'acumulacié del ganglidosid GM2 a totes les regions de

'encéfal (Figura 30).

Com que els resultats demostraven que els vectors HexA-L1-HexB i HexA-L3-
HexB funcionaven lleugerament millor que el vector HexA-L2-HexB, es van seleccionar
els vectors AAV9 duals amb els linkers L1 i L3 per continuar amb I'estudi d’avaluacié de

I'efecte terapeutic d’aquesta estratégia de terapia genica.
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Figura 30. Reduccié de I'acumulacié del gangliosid GM2 a I’encéfal dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors
AAV9 duals. Estudi de I'acumulacié del gangliosid GM2, mitjangant la immunohistoquimica contra el GM2, a diferents
regions de I'encefal de ratolins mascles dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van
rebre una dosi d’1x10!! vg/animal d’un vector AAV9 (HexA-L1-HexB, HexA-L2-HexB, HexA-L3-HexB o Null) administrat
directament al LCR per via intracisterna magna, i es van analitzar als 4 mesos d’edat. Imatges representatives de 2-4
animals per grup. Barra d’escala: 25 um.
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1. DISENY EXPERIMENTAL

A continuacio, es va realitzar un estudi per avaluar, en més profunditat, I'eficacia
terapéutica d’una aproximacié de terapia génica basa en I'is dels vectors AAV9 duals
HexA-L1-HexB i HexA-L3-HexB. En concret, es va analitzar I'efecte d’aquest tractament
a la patologia del SNC i somatica del model muri de la malaltia de Sandhoff, com també
el seu efecte a la supervivéncia i als deéficits locomotors, de coordinacié i de

comportament.

El disseny experimental d’aquest nou estudi d’eficacia terapéutica es va basar
en 'administracio, novament, dels vectors AAV9 duals a la cisterna magna dels ratolins
mascles i femelles Sandhoff a 1 més d’edat. Com a animals control, es van utilitzar
ratolins sans WT (germans de camada dels animals Sandhoff) i Sandhoff no tractats,
injectats amb el vector Null. També es van tractar amb els vectors individuals AAV9-
omHexA i AAV9-omHexB, per tal de determinar si els vectors AAV9 duals eren més
potents en revertir la malaltia. Els vectors AAV9 Null i duals (HexA-L1-HexB i HexA-L3-
HexB) es van administrar a una dosi d’1x10*! vg/ratoli. Els vectors individuals AAV9-
omHexA i AAV9-omHexB, que es van injectar a una dosi d’1x10!! vg/ratoli de cada
vector resultant en una dosi total de 2x10* vg/animal.

Per avaluar l'eficacia terapéutica, es va analitzar el grau de correccié de la
patologia als 4 mesos d’edat, una edat molt propera a la mediana de supervivéncia dels
animals Sandhoff no tractats (Figura 17), mitjancant I'analisi de diferents parametres
bioquimics i diversos estudis immunohistoquimics i de comportament (Figura 31).
També, es va dur a terme una analisi del comportament a llarg termini (rotarod) i de la

supervivéncia (Figura 31).
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Figura 31. Disseny experimental. Els vectors AAV9 (Null, HexA + HexB, HexA-L1-HexB i HexA-L3-HexB) es van
administrar al LCR per via intracisterna magna als ratolins mascles i femelles Sandhoff a 1 mes d’edat. En el cas dels
vectors AAV9 individuals, es van administrar 1x10! vg de cada vector per animal; mentre que els vectors AAV9 duals
i Null, a una dosi de 1x10'! vg/animal. Com a grups control, es van utilitzar els ratolins WT i Sandhoff no tractats o
injectats amb el vector Null o els dos vectors AAV9 individuals (HexA + HexB). Tres mesos després de I'administracio,
una part dels ratolins de cada grup experimental es van eutanasiar per tal d’avaluar I'efecte del tractament a diferents
parametres de la malaltia de Sandhoff. A |a resta dels altres ratolins de cada grup experimental, es va dur a terme una
analisi del comportament a llarg termini (rotarod) i la supervivéncia.
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2. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB ELS VECTORS AAV9 DUALS HEXA-L-HEXB
EN LA PATOLOGIA DEL SNC

2.1. Estudi de I’activitat enzimatica al SNC

Tres mesos després del tractament, es van mesurar les activitats B-HEXO i
HEXA a I'encéfal dels ratolins WT, Sandhoff no tractats i tractats amb els vectors AAV9
individuals, duals o Null. Pel que fa a I'activitat B-HEXO, es va observar un augment dels
nivells d’activitat en els ratolins mascles Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals
a totes les regions de I'encéfal analitzades, en comparacié amb els animals tractats amb
el vector AAV9 Null i no tractats (Figura 32A). En canvi, els nivells d’activitat obtinguts
amb els vectors AAV9 individuals es va observar una distribucié molt poc homogénia, a
les dues regions més properes al punt d’injeccioé es va detectar una activitat similar al
vector dual HexA-L3-HexA; mentre que a les tres regions de I'encéfal més allunyades

van registrar nivells d’activitat molt més baixos (Figura 32A).

En femelles, ambdds vectors duals van resultar en un increment de l'activitat 8-
HEXO amb un patré molt similar a I'observat préeviament en mascles. Ara bé, les femelles
Sandhoff tractades amb els vectors AAV9 individuals van mostrar uns nivells d’activitat

més baixos i homogenis d’aproximadament del 25% I'activitat WT (Figura 33A).

En el cas de l'activitat HEXA, també es va observar un augment de I'activitat en
els ratolins mascles i femelles Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals a nivells
similars a l'activitat dels animals WT (Figura 32B i 33B). En canvi, als ratolins mascles
Sandhoff tractats amb els vectors individuals, es va registrar una activitat HEXA molt
menor a les regions de I'encéfal més allunyades al punt d’injeccio, arribant a uns valors
molt propers als dels animals Sandhoff no tractats o injectats amb Null; mentre que a les
dues regions properes al punt d’injeccié van presentar uns valors d’activitat HEXA més
elevats, tot i aix0 lleugerament inferiors als detectats amb ambdds vectors AAV9 duals
(Figura 32B). Les femelles Sandhoff tractades amb els vectors AAV9 individuals van
presentar uns nivells d’activitat HEXA molt baixos, propers als observats amb els
Sandhoff no tractats o injectats amb Null, i molt homogenis a totes les regions de

I'encefal analitzades (Figura 33B).

En general, cal remarcar que els valors d’activitat B-HEXO i HEXA assolits amb
els vectors AAV9 duals a totes les regions de I'encéfal analitzades, tant a les regions
més distals com a les més properes al punt d’injeccid, sén forga similars, tot indicant una
amplia i homogeénia distribucié del vector viral al SNC (Figura 32 i 33). Per tant,

'administracié intra-LCR dels vectors AAV9 duals al model muri de la malaltia de
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Sandhoff va conduir a un augment significatiu de les activitats B-hexosaminidasa a tot
'encéfal. A més, els animals Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals van assolir
uns valors molt superiors, sobretot a l'activitat HEXA, més especifica de I'enzim
necessari per degradar el gangliosid GM2, en comparacié amb els resultats obtinguts

amb I'administracié dels dos vectors AAV9 individuals.
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Figura 32. Activitat B-HEXO i HEXA a I'encefal dels ratolins mascles Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals.
(A, B) Determinacid de I'activitat B-HEXO (A) i HEXA (B) a diferents regions de I’encefal (I-V) de ratolins dels diferents
grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de:
HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. Els resultats
s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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Figura 33. Activitat B-HEXO i HEXA a I'’encefal dels ratolins femelles Sandhoff tractades amb els vectors AAV9 duals.
(A, B) Determinacid de I'activitat B-HEXO (A) i HEXA (B) a diferents regions de I’encefal (I-V) de ratolins dels diferents
grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de:
HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10 vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. Els resultats
s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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2.2. Correccié de I'acumulacié primaria del gangliosid GM2

Tres mesos després del tractament, es va analitzar I'efecte de I'administracié
intra-LCR dels vectors AAV9 duals sobre I'acumulacié del ganglidsid GM2 a I'encéfal
dels ratolins Sandhoff mitjancant una analisi immunohistoguimica contra el GM2 en
seccions de I'enéfal. Tal com s’havia observat a un mes d’edat, els ratolins Sandhoff no
tractats o els injectats amb el vector Null d’ambdds sexes van presentar una evident
acumulacio del ganglidsid GM2 que era molt marcada a totes les regions de I'encéfal
analitzades (Figura 34 i 35). Per contra, els talls histologics de I'encéfal dels animals
Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals van mostrar una reversié completa de
I'acumulacio del gangliosid GM2, tant en mascles com en femelles, amb un aspecte molt
similar al dels animals WT (Figura 34 i 35). En els ratolins administrats amb els vectors
AAV9 individuals, es va observar una reducci6 molt marcada de I'acumulacié del
gangliosid GM2 a totes les regions de I'encéfal, tot i que no va ser total, ja que algunes

d’aquestes regions mostraven cél-lules amb marcatge positiu per GM2 (Figura 34 i 35).

Per tant, aquests resultats van mostrar una excel-lent eficacia terapéutica, per
part dels dos vectors AAV9 duals administrats directament al LCR, en la reversio de
I'acumulacio primaria del ganglidsid GM2 a tot I'encéfal dels ratolins Sandhoff tractats,
en comparacié amb la correccio parcial aconseguida després de 'administracio dels dos

vectors AAV9 individuals.
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Figura 34. Normalitzacio de 'acumulacié del gangliosid GM2 a I’encéfal dels ratolins mascles Sandhoff tractats amb
els vectors AAV9 duals. Estudi de I'acumulacié del gangliosid GM2, mitjangant laimmunohistoquimica contra el GM2,
a diferents regions de I'encéfal de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff
van rebre una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x101!
vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. Imatges representatives de 5 animals per grup. Barra d’escala: 25 um.

108



Resultats
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Figura 35. Normalitzacié de I’lacumulacié del gangliosid GM2 a I’enceéfal dels ratolins femelles Sandhoff tractades
amb els vectors AAV9 duals. Estudi de I'acumulacié del gangliosid GM2, mitjangant la immunohistoquimica contra el
GM?2, a diferents regions de I'encéfal de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins
Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10%! vg/animal i duals i Null de
1x10 vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. Imatges representatives de 5 animals per grup. Barra d’escala:
25 pum.
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2.3. Reduccio de 'acumulacio secundaria del colesterol no esterificat

L’acumulacioé primaria del gangliosid GM2 als lisosomes també comporta altres
acumulacions secundaries, com la del colesterol no esterificat, al model muri de la
malaltia de Sandhoff. Aixi doncs, es va analitzar el contingut de colesterol no esterificat,
mitjancant la tincié de filipina a seccions de I'encéfal dels ratolins Sandhoff 3 mesos
després de I'administracio intra-LCR dels vectors AAV9. Mentre els animals Sandhoff
no tractats i injectats amb el vector AAV9 Null tenien una gran acumulacié de colesterol
no esterificat a totes les regions analitzades, els tractaments amb els AAV9 duals van
aconseguir una correccio a tot el SNC del model muri de la malaltia de Sandhoff (Figura
36 i 37). Els ratolins mascles Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 individuals
presentaven una reversié de 'acumulacio del colesterol no esterificat a totes les regions
del cortex i 'hipocamp, pero es van detectar algunes cél-lules positives amb la tincié de
filipina al cerebel (Figura 36). En les femelles, es va observar una reversié completa de
'acumulacié de colesterol no esterificat a totes les regions analitzades tant amb els
vectors AAV9 duals com amb els AAV9 individuals (Figura 37).
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Figura 36. Correccio de I’lacumulacio del colesterol a I'encéfal dels ratolins mascles Sandhoff tractats amb els vectors
AAV9 duals. Estudi de I'acumulacio del colesterol no esterificat mitjangant la tincié de filipina a diferents regions de
I'encefal de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una
administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es van
analitzar els 4 mesos d’edat. Imatges representatives de 3 animals per grup. Barra d’escala: 25 pm.
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Figura 37. Correccié de I'acumulacié del colesterol a I’encéfal dels ratolins femelles Sandhoff tractades amb els
vectors AAV9 duals. Estudi de I'acumulacié del colesterol no esterificat mitjangant la tincié de filipina a diferents
regions de I'encefal de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre
una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es
van analitzar els 4 mesos d’edat. Imatges representatives de 3 animals per grup. Barra d’escala: 25 um.
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2.4. Recuperacioé de ’lhomeostasi lisosomica en els animals tractats
2.4.1. Reversio6 de la distensio lisosomica

L’acumulacié primaria del gangliosid GM2 i les secundaries, com la del
colesterol, provoquen un augment del nimero i/o la mida dels lisosomes. Després de
‘administracié dels vectors AAV9 duals, es va analitzar la distensid lisosdmica, en
diferents seccions de I'encéfal, tant als ratolins Sandhoff tractats com també als animals
WT i els Sandhoff no tractats, mitjancant una analisi immunohistoquimica contra el

marcador lisosomic LIMP2.

Tal com s’observa a les imatges del cortex parietal, els ratolins Sandhoff no
tractats o injectats amb el vector Null presentaven un gran augment del marcatge positiu
de LIMP2, en comparacié amb els animals WT, evidenciant la preséncia de la distensio
lisosomica al model muri de la malaltia de Sandhoff als 4 mesos d’edat (Figura 38A i
39A). Tant el tractament amb els vectors AAV9 duals com amb els vectors individuals
va resultar en una normalitzacié de la senyal positiva de LIMP2 a totes les regions
analitzades de I'encéfal dels ratolins mascles i femelles Sandhoff, amb un nivell de
marcatge similar al dels animals WT (Figura 38 i 39).

Per tant, la correccié de 'acumulacié primaria del ganglidosid GM2 i secundaria
del colesterol no esterificat al SNC va permetre la reduccié de la mida i/o nimero dels
lisosomes als ratolins Sandhoff tractats. Aquests resultats, en conjunt, van evidenciar la
reversié completa de la distensio lisosomica, observada ja al model muri de la malaltia
de Sandhoff a un mes d’edat i més marcada als 4 mesos, independentment del vector

duals utilitzat i assolint el mateix grau de correccié que amb els vectors AAV9 individuals.
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Figura 38. Normalitzacié de la distensio lisosomica a I’encéfal dels ratolins mascles Sandhoff tractats amb els vectors
AAV9 duals. (A, B) Avaluacié de la distensié lisosomica mitjangant I’analisi immunohistoquimica contra la proteina
LIMP2 a diferents regions de I'encéfal de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins
Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10%! vg/animal i duals i Null de
1x10! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. (A) Imatges representatives de I’analisi immunohistoquimica
de seccions del cortex parietal. Barra d’escala: 25 um. (B) Quantificacié del percentatge d’area positiva de LIMP2. Els
resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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Figura 39. Normalitzacio de la distensio lisosomica a I'encéfal dels ratolins femelles Sandhoff tractades amb els
vectors AAV9 duals. (A, B) Avaluacio de la distensié lisosomica mitjangant I'analisi immunohistoquimica contra la
proteina LIMP2 a diferents regions de I’encéfal de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els
ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10!! vg/animal i duals i
Null de 1x10'! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. (A) Imatges representatives de I'analisi
immunohistoquimica de seccions del cortex parietal. Barra d’escala: 25 um. (B) Quantificacié del percentatge d’area
positiva de LIMP2. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. *** p<0.001 vs. Null.
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2.4.2. Normalitzacio de I’homeostasi del lisosoma

A continuacio, es va estudiar I'efecte del tractament en ’'homeostasi del lisosoma
mitjancant la determinacié de I'activitat d’enzims lisosdmics, que ja estaven alterats als
ratolins Sandhoff a un més d’edat, com era la GALNS, la GUSB, 'THGSNAT, la NAGLU
i la SGSH als extractes proteics dels animals WT, Sandhoff no tractats i injectats amb
els vectors AAV9 Null, els AAV9 individuals o bé els AAV9 duals. Als 4 mesos d’edat,
I'encéfal dels ratolins mascles i femelles Sandhoff no tractats i injectats amb el vector
AAV9 Null presentava un augment significatiu de l'activitat de la GALNS, la GUSB, la
NAGLU i la SGSH, en comparacié als ratolins WT, mentre que l'activitat HGSNAT
disminuia (Figura 40). L’activitat dels enzims lisosdmics analitzada als ratolins mascles
Sandhoff tractats, tant amb els vectors AAV9 duals com amb els AAV9 individuals va
retornar als nivells dels animals WT, tant en mascles com en femelles (Figura 40).

Per tant, aquests resultats, juntament amb la normalitzacié de la distensid
lisosomica, van demostrar que, tres mesos després del tractament amb els vectors
AAV9 duals o els AAV9 individuals, va permetre recuperar completament ’homeodstasi

lisosomica al model muri de la malaltia de Sandhoff.
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Figura 40. Recuperacié de ’homeostasi del lisosoma a I’encéfal dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9
duals. (A, B) Determinacié de I'activitat dels enzims lisosomics GALNS, GUSB, HGSNAT, NAGLU i SGSH als extractes
proteics de I'encefal de ratolins mascles (A) i femelles (B) dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els
ratolins Sandhoff van rebre una administracid al LCR a una dosi total de: HexA + HexB dosi 2x101! vg/animal i duals i
Null: dosi 1x10! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana = SEM de
5 animals per grup. ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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2.4.3. Analisi de I'autofagia

El lisosoma té un paper molt important en les vies de degradacio cel-lular com
I'autofagia, que és un procés vital pel manteniment de I'energia i 'homeodstasi dels teixits,
tot degradant els components intracel-lulars danyats o en excés com ara proteines,
lipids i organuls, o bé reciclant els productes de degradacié (Ballabio, 2009). La disfuncio
de les capacitats hidrolitiques dels lisosomes perjudica directament al flux autofagic, per
aquesta rad, les alteracions en el procés d’autofagia és un mecanisme comu en moltes
LSDs (Seranova, 2017).

Per tal d’analitzar els problemes d’autofagia al model muri de la malaltia de
Sandhoff i I'efecte del tractament amb els vectors AAV9 duals, es va quantificar la
cadena lleugera 3B de la proteina associada als microtibuls 1A/1B (microtubule-
associated protein 1A/1B light chain 3B, LC3B) mitjangant Western blot. Durant la
formaci6 de les membranes dels fagosomes, la LC3B, en la seva forma citosolica (LC3B-
), es conjuga amb la fosfatidiletanolamina per formar la LC3B-II, que formara part de les
membranes dels fagosomes. Per I'avaluacié del flux autofagic, es va quantificar la ratio
entre LC3B-1I/LC3B-I, ja que un augment en la formaci6 dels fagosomes es traduira en
un augment de la LC3B-Il (Tanida, 2008).

Per tant, es van analitzar les proteines LC3B-I i la LC3B-Il per Western blot
(Figura 41A) i, seguidament, es va calcular la ratio LC3B-1l/ LC3B-I al cervell dels ratolins
dels diferents grups experimentals als 4 mesos d’edat (Figura 41B). En els animals
Sandhoff no tractats i injectats amb els AAV9 Null, es va observar un increment de la
proteina LC3B-Il, en comparaci6 amb la senyal detectada als animals WT que,
conseqlientment, va provocar un augment de la ratio LC3B-II/ LC3B-I, indicant una
alteracio del flux autofagic a I'encéfal del model muri de la malaltia de Sandhoff (Figura
41). Aquesta alteracié es va reduir significativament fins a als nivells dels animals WT,
tres mesos després del tractament, amb els vectors AAV9 duals i els AAV9 individuals
(Figura 41).

Per tant, independentment dels vectors AAV9 utilitzats, 'administracié intra-LCR
dels vectors AAV9 que codificaven pels gens HexA i/o HexB al model muri de la malaltia

de Sandhoff va conduir a una recuperacio del flux autofagic.
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Figura 41. Recuperacio del flux autofagic a I’encéfal dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals. (A,
B) Avaluacié del procés d’autofagia a I’encéfal de ratolins mascles (A) i femelles (B) dels diferents grups experimentals.
A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10!
vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. Imatge representativa de la
membrana de Western blot per a la determinacio de la quantitat de la proteina LC3B-1i LC3B-Il i I'a-tubulina, utilitzada
com a control de carrega, juntament amb la quantificacié de la ratio LC3B-Il/ LC3B-I de dues membranes de Western
blot. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. *** p<0.001 vs. Null.

2.5. Correcci6 de la neuroinflamacié

L’acumulacié del gangliosid GM2 i altres molécules secundaries no degradades
als lisosomes del SNC causa una severa neurodegeneracio i una disminucié progressiva
de la funcié neurologica (Wada, 2000). En general, els mecanismes patogénics de la
neurodegeneracio a la malaltia de Sandhoff s6n poc coneguts (Ogawa, 2017). Diferents

estudis han demostrat que les respostes inflamatories desencadenades al SNC dels
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ratolins Sandhoff causen danys neuronals i indueixen I'apoptosi neuronal a través de
I'expressio de factors inflamatoris (Wada, 2000). La microglia, en condicions normals, té
un paper important en la supervivéncia i la neurogénesi de les neurones alliberant
factors neurotropics i antiinflamatoris. En canvi, en processos patologics es produeix
una activacié de la microglia, anomenada microgliosi, i que allibera factors pro-
inflamatoris com el TNF-a o d’altres citocines inflamatories (Wada, 2000, 2001).
Aquestes citocines alliberades tenen un paper rellevant en la conversié dels astrocits
cap a un estat reactiu, un procés anomenat astrocitosi (Ogawa, 2017). Els astrocits, una
vegada s’activen, també participen en la regulacié de les respostes inflamatdries
mitjancant I'alliberament de factors neurotoxics i pro-inflamatoris (Ogawa, 2017). Per
tant, la microglia activada i l'astrocitosi son components clau de les respostes
immunitaries del SNC, i tenen un paper important en la progressio i la gravetat dels
trastorns neurologics (Ogawa, 2017; Wada, 2000, 2001).

Per determinar I'efecte del tractament amb els diferents vectors AAV9 duals en
la neuroinflamacid, en primer lloc, es va estudiar I'activacié de la microglia mitjancant la
quantificacié de I'expressio génica per qPCR del cluster de diferenciacié 68 (cluster of
differentiation 68, CD68) a dues zones de I'encéfal, una més frontal (Figura 42A) i una
altra més caudal (Figura 42B), dels diferents grups experimentals als 4 mesos d’edat. El
CD68 és un marcador molt comu de les cél-lules del llinatge dels macrofags que es
localitza principalment a la microglia activada i no activada, tot i que a la microglia
activada es troba en majors quantitats (Walker, 2015). Es va detectar un increment de
la microglia activada en ambdues regions de I'encefal dels ratolins Sandhoff no tractats
0 injectats amb el vector AAV9 Null, que es va normalitzar després de I'administracio
intra-LCR dels vectors AAV9 duals i els AAV9 individuals als ratolins Sandhoff (Figura
42).

En concret, la correccio de la microgliosi va assolir uns nivells similars als dels
animals WT, tant a la regi6 més frontal on la inflamacié era més moderada, com a la
regié meés caudal on els nivells de microglia activada eren més exacerbats (Figura 42).
Per tant, I'aproximacio terapéutica basada en I'administracié intra-LCR dels vectors
AAV9 duals als ratolins Sandhoff va conduir a una normalitzacié de la microgliosi,

observada al model muri de la malaltia de Sandhoff.

120



Resultats

#

MALES FEMALES O wrt
[ Untreated

O Nul

[0 HexA+HexB | sandhoff
] HexA-L1-HexB

: [ HexA-L3-HexB

(7% ]
1
(%]
1

. AAV9

e
(=

[p%]
1

KKK KKk kkk

-
1
-
-
1

Cd68 expression (vs WT)
Cd68 expression (vs WT)

(=]
(=]

g

MALES FEMALES

—
o
1
(]
(=]
1

-
o
1

*e

—
(=]
1

(5]
1

o
1

EER kh%

Cd68 expression (vs WT)
Cd68 expression (vs WT)
=]

(=]
I
(=]
I

Figura 42. Correcci6 de la microgliosi a I’encéfal dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals. (A, B)
Quantificacié dels nivells d’expressié del gen CD68 per gPCR a la regié més frontal (A) i més caudal (B) de I'encefal de
ratolins mascles i femelles dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una
administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es van
analitzar els 4 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. *** p<0.001 vs.
Null.

També es va realitzar una analisi immunohistoquimica contra la GFAP, un marcador
d’astrocits activats, per tal d’avaluar I'efecte del tractament amb els vectors AAV9 duals
a l'astrocitosi. Tres mesos després de I'administracié dels vectors intra-LCR, es va
observar una reducci6 drastica i estadisticament significativa del marcatge positiu per
GFAP a totes les regions de I'encefal analitzades, independentment del vector AAV9
utilitzat (duals o individuals) en comparacié als animals Sandhoff administrats amb els
vectors Null, (Figura 43 i 44). Tal com s’observa a les imatges del cortex parietal, els
astrocits reactius detectats als ratolins Sandhoff no tractats o injectats amb el vector Null
van desapareixer completament després del tractament, tant en mascles (Figura 43)

com en femelles (Figura 44), de manera similar als animals WT.
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Figura 43. Reversio de I'astrocitosi a I’enceéfal dels ratolins mascles Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals.
(A, B) Avaluacié de I'astrocitosi mitjangant I’analisi imuunohistoquimica contra el GFAP a diferents regions de I'encéfal
de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al
LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10'! vg/animal i es van analitzar els 4
mesos d’edat. (A) Imatges representatives de I'analisi immunohistoquimica de seccions del cortex parietal. Barra
d’escala: 25 um. (B) Quantificacio del percentatge d’area positiva de GFAP. Els resultats s’expressen com a la mitjana
+ SEM de 5 animals per grup. ** p<0.01i *** p<0.001 vs. Null.
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Figura 44. Reversio de I'astrocitosi a I’encéfal dels ratolins femelles Sandhoff tractades amb els vectors AAV9 duals.
(A, B) Avaluacié de I'astrocitosi mitjangant I’analisi imuunohistoquimica contra el GFAP a diferents regions de I'encéfal
de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al
LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10'! vg/animal i es van analitzar els 4
mesos d’edat. (A) Imatges representatives de de I'analisi immunohistoquimica de seccions del cortex parietal. Barra
d’escala: 25 um. (B) Quantificacioé del percentatge d’area positiva de GFAP. Els resultats s’expressen com a la mitjana
+ SEM de 5 animals per grup. ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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Aixi doncs, després d’observar I'activacié de la microglia i I'astrocitosi al model
muri de la malaltia de Sandhoff, es va analitzar els nivells d’expressié génica de diferents
citocines alterades involucrades en el procés inflamatori com Ccl3, Ccl4, Cxcl10, Mcp1,
Tgf1B, Tnfa per qPCR a dues regions de I'encéfal, una més propera al punt d’injeccio
(Figura 45A i 46A) i l'altra més distal (Figura 45B i 46B), en els diferents grups
experimentals als 4 mesos d’edat. En els ratolins Sandhoff no tractats i els administrats
amb el vector AAV9 Null, es va observar un augment significatiu dels nivells d’expressio
de totes les citocines analitzades a les dues regions de I'encéfal, tant als mascles com
a les femelles, en comparacié amb els animals WT (Figura 45 i 46). Els animals tractats
amb els vectors AAV9 duals o els individuals, l'alteracié del perfil de citocines es va
corregir a ambdues arees de I'encéfal analitzades, assolint uns nivells similars als dels

animals WT tant en mascles (Figura 45) com en femelles (Figura 46).

En conjunt, tots aquests resultats indicaven que I'administracié intra-LCR dels
vectors AAV9 duals al model muri de la malaltia de Sandhoff va resultar amb una
correccio generalitzada de la neuroinflamacio, tant de la microgliosi, I'astrocitosi com el

perfil de citocines.
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Figura 45. Normalitzacio dels nivells de citocines a I’encéfal dels ratolins mascles Sandhoff tractats amb els vectors
AAV9 duals. (A, B) Analisi del perfil de citocines mitjangant I’expressié génica per qPCR dels gens Ccl3, Ccl4 i Cxcl10 a
la regio més frontal (A) i Ccl3, Ccl4, Cxcl10, Mcp1, Tgf18 i Tnfa a la més caudal (B) de I’encéfal de ratolins dels diferents
grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de:
HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10'! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. Els resultats
s’expressen com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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Figura 46. Normalitzacié dels nivells de citocines a I’encéfal dels ratolins femelles Sandhoff tractades amb els
vectors AAV9 duals. (A, B) Analisi del perfil de citocines mitjangant I'expressié genica per qPCR dels gens Ccl3, Ccl4 i
Cxcl10 a la regié més frontal (A) i Ccl3, Ccl4, Cxcl10, Mcp1, Tgf16, Tnfa a la més caudal (B) de I'encefal de ratolins dels
diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff Sandhoff van rebre una administracié al LCR a
una dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10!! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos
d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs.
Null.
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2.6. Efecte del tractament amb els vectors AAV9 duals sobre la desmielinitzacié

Moltes LSDs que acumulen glicoesfingolipids tenen associats defectes en la
mielinitzacié (Baek, 2009). Per determinar I'efecte dels tractaments amb els vectors
AAV9 duals en la mielinitzacio, es van quantificar per gPCR els nivells d’expressio de
dos gens codificants per components essencials de la mielina o de proteines que
participen en el procés de mielinitzacié al cervell (Figura 47A) i a dues regions de la
medul-la espinal, una més cranial (Figura 47B) i una altra més caudal (Figura 47C) dels
ratolins WT, Sandhoff no tractats i injectats amb els vectors AAV9 als 4 mesos d’edat.
En concret, es va avaluar I'expressié de la proteolipina 1 (proteolipid protein 1, PLP1;
Gen: PlIpl), la proteina estructural més abundant de la mielina que se sintetitza
majoritariament en els oligodendrocits (Greer, 2002; Werner, 2013); i la 2-
hidroxiacilesfingosina 1-B-galactosiltransferasa (2-hydroxyacylsphingosin  1-beta-
galactosyltransferase, GalCerS; Gen: Ugt8), un enzim clau per la sintesi dels lipids més
abundants de la mielina, els sulfatids, els quals tenen un paper important en el

funcionament i I'estabilitat de la mielina (Yang, 2019).

En ambdds sexes, els ratolins Sandhoff no tractats i injectats amb el vector AAV9
Null van presentar una reduccié significativa de I'expressié dels gens Plpl i Ugt8 al
cervell i a les dues regions de la medul-la espinal, en comparacié als nivells detectats
als animals WT (Figura 47). Pel que fa al tractament amb els vectors AAV9 duals o els
AAV9 individuals, es va aconseguir una millora substancial de I'expressio del gen Plpl i
una correccié estadisticament significativa del gen Ugt8 al cervell dels ratolins Sandhoff
tractats, en comparaci6 els animals injectats amb els vectors Null, tant en mascles com
en femelles (Figura 47A). De manera similar, a les dues regions analitzades de la
medul-la espinal dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals o
individuals, es va observar un augment de I'expressio génica de Plpl i Ugt8, en ambdos
sexes, arribant en la majoria dels casos a uns nivells d’expressié similars als dels
animals WT (Figura 47B i 47C). En general, els vectors AAV9 individuals van presentar
una correccio lleugerament menor de I'expressio génica tant de Plpl com Ugt8 en
comparacio als vectors AAV9 duals (Figura 47B i 47C). Per tant, 'administracié intra-
LCR dels vectors AAV9 duals al model muri de la malaltia Sandhoff va permetre una

normalitzacié de la mielinitzacié al SNC.
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Figura 47. Normalitzacié de la mielinitzacié a I’encéfal i la medul-la espinal dels ratolins Sandhoff tractats amb els
vectors AAV9 duals. (A-C) Avaluacié de la mielinitzacié mitjangant la quantificacid de I'expressié dels gens Plp1 i Ugt8
per gqPCR a les mostres de I'encéfal (A) i la regié cranial (B) i la regid caudal (C) de la medul-la espinal de ratolins
mascles i femelles dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una
administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es van

analitzar els 4 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-7 animals per grup. * p<0.05, **
n<N N1 i ¥¥* nen N1 ve Nuill
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3. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB ELS VECTORS AAV9 DUALS A LA
PATOLOGIA DELS TEIXITS PERIFERICS

3.1. Estudi de I’activitat enzimatica al fetge i al sérum

Ja que els pacients presenten també certa patologia periférica és necessari un
tractament que permeti corregir també les alteracions als altres organs i teixits periférics.
Els vectors AAV9 administrats al LCR son capacos d’arribar a la sang periférica i
transduir eficientment el fetge. D’aquesta forma, el fetge pot produir i secretar 'enzim al
torrent circulatori, i aixi arribar a altres drgans periferics no transduits (Haurigot, 2013b;
Motas, 2016; Ribera, 2015; Roca, 2017). Aixi doncs, per tal de comprovar la produccié
d’'HEXA per part del fetge als ratolins afectats per la malaltia, es va determinar les
activitats enzimatiques de la B-hexosaminidasa al fetge i al serum dels animals Sandhoff

tres mesos després de I'administraci6 intra-LCR dels diferents vectors AAV9.

Aixi, es va observar un gran augment fins a nivells suprafisiologics de les
activitats B-HEXO i HEXA al fetge dels ratolins tractats amb els vectors AAV9 duals i
individuals, en comparacié6 amb els animals Sandhoff no tractats i injectats amb els
AAV9 Null (Figura 48 i49). Els nivells tan elevats de B-HEXO i HEXA al fetge van resultar
en una eficient secrecié de I'enzim al torrent sanguini. Les activitats enzimatiques al
serum dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors duals i individuals van resultar molt
elevades, a totes les edats analitzades (Figura 48 i 49). Pel que fa als vectors AAV9
individuals, es va observar un gran augment de l'activitat B-HEXO, tant al fetge com al
seérum, molt superior a I'aconseguida pels vectors AAV9 duals (Figura 48A i 49A). En
canvi, els valors de I'activitat HEXA, més especifica de la isoforma capa¢ de degradar
el gangliosid GM2, assolits al fetge i al sérum pels vectors AAV9 duals eren molt
superiors als assolits amb els vectors AAV9 individuals (Figura 48A i 49A). Aquesta
diferencia entre ambdues activitats segons els vectors AAV9 administrats podria ser
deguda a que els vectors AAV9 individuals son capacos de generar la isoforma HEXB
(BB), detectada unicament per 'activitat B-HEXO que mesuratotes les isoformes; mentre
que els vectors AAV9 duals unicament sén capagos de generar la isoforma HEXA (ap),
detectada tant amb lactivitat B-HEXO com també, de manera més especifica, amb
l'activitat HEXA.

Cal remarcar que les femelles Sandhoff tractades presentaven diferéncies
detectables en els nivells de transducci6é del fetge respecte als nivells observats en
mascles Sandhoff tractats, ja que es va detectar un augment més elevat de les activitats
B-HEXO i HEXA en mascles que en femelles (Figura 48A i 49A). Aquest fet ja s’havia
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observat préviament en altres estudis en ratolins, on independentment del promotor i el
serotip d’AAV, la transduccié al fetge de mascles per part dels vectors AAV era més
eficient que en femelles (Haurigot, 2013b; Wang, 2005). Aquesta diferencia homés es
va observar al fetge, i sembla que podria significar que els nivells d’androgens poden
influir a la seva transduccié (Davidoff, 2003; Ruzo, 2012). Tot i aix0, la transduccié als
fetges de primats no humans no ha evidenciat diferéncies entre ambdds sexes (Binny,
2012). Per tant, aquesta diferéncia en els nivells de transduccié al fetge detectada,
actualment, als ratolins Sandhoff tractats no hauria d’observar-se en tractar pacients

humans.

Tots aquests resultats ens van demostrar que amb I'administracio intracisterna
magna dels vectors AAV9 duals a una dosi d’1x10*! vg/animal era suficient per obtenir
una transduccié molt elevada al fetge. A més, va permetre que el fetge actués com a
organ secretor de I'enzim funcional al torrent circulatori per corregir altres organs

periférics no transduits pels vectors AAV9 duals.
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Figura 48. Activitat B-HEXO i HEXA al fetge i al serum dels ratolins mascles Sandhoff tractats amb els vectors AAV9
duals. (A, B) Determinacié de I'activitat B-HEXO (A) i HEXA (B) al fetge i al serum de ratolins mascles dels diferents
grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de:
HexA + HexB de 2x10 vg/animal i duals i Null de 1x10'! vg/animal. El sérums es van analitzar a 15 diesi 1, 2 i 3 mesos
després de I'administracio intra-LCR dels vectors AAV9 i els fetges es van analitzar 3 mesos post-injeccid. Els resultats
s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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Figura 49. Activitat B-HEXO i HEXA al fetge i al serum dels ratolins femelles Sandhoff tractades amb els vectors
AAV9 duals. (A, B) Determinacié de I'activitat B-HEXO (A) i HEXA (B) al fetge i al serum de ratolins femelles dels
diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi
total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal. El sérums es van analitzar a 15 diesi 1,
2 i 3 mesos després de I'administracio intra-LCR dels vectors AAV9 i els fetges es van analitzar 3 mesos post-injeccid.
Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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3.2. Correccio de 'acumulacié secundaria dels GAGs en teixits preiférics

Com que les tres isoformes de I'enzim B-hexosaminidasa també son capaces de
degradar els GAGs, s’ha detectat la seva acumulacié secundaria als teixits tant de
pacients com dels models animals de la malaltia de Sandhoff (Gray-Edwards, 2015; Ou,
2019).

Per avaluar I'efecte de la preséncia d’activitat B-hexosaminidasa al fetge i al
sérum en el contingut de GAGs a diferents teixits periférics dels ratolins Sandhoff, es
van mesurar tres mesos despreés del tractament. En els diferents teixits analitzats, es va
observar un augment del contingut de GAGs als animals Sandhoff no tractats i els
injectats amb el vector AAV9 Null, en comparacié amb els ratolins WT (Figura 50). En
canvi, en els ratolins Sandhoff tractats, tant amb els vectors AAV9 duals com els AAV9
individuals, es va observar una reduccié del contingut de GAGs a la majoria de teixits
periferics analitzats, tant als mascles com a les femelles (Figura 50).

Per tant, 'administracio dels vectors AAV9 duals directament al LCR al model
muri de la malaltia de Sandhoff va ser suficient per corregir I'acumulacié de GAGS a la

majoria dels teixits i organs periférics analitzats.
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Figura 50. Reduccié de 'acumulacié de GAGs als teixits periférics dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors
AAV9 duals. (A, B) Quantificacid del contingut de GAGs al fetge, la melsa i el ronyd de ratolins mascles (A) i femelles
(B) dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a
una dosi total de: HexA + HexB de 2x10'! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos
d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001
vs. Null.
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3.3. Correccio de I'acumulacié secundaria del colesterol

També es va quantificar el contingut de colesterol total en mostres de fetge dels
ratolins dels diferents grups experimentals als 4 mesos d’edat, en ambdds sexes. Als
ratolins Sandhoff no tractats i injectats amb AAV9 Null es va detectar un augment al
voltant del 25% del colesterol total, respecte als ratolins WT, evidenciant una acumulacié
secundaria de colesterol (Figura 51). En canvi, els mascles i femelles Sandhoff tractats
amb els vectors AAV9 duals o els AAV9 individuals van mostrar una reduccio del

colesterol total a nivells similars als dels animals WT (Figura 51).

Per tant, aquests resultats indicaven que I'administracio intra-LCR dels vectors
AAV9 duals al model muri de la malaltia va resultar en una normalitzacié de 'acumulacié

secundaria del colesterol al fetge.
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Figura 51. Normalitzacié de I'acumulacié del colesterol total al fetge dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors
AAV9 duals. Determinacié de I'acumulacié de colesterol total als extractes lipidics del fetge de ratolins mascles i
femelles dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al
LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10!! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es van analitzar els 4
mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana * SEM de 5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i ***
p<0.001 vs. Null.
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3.4. Restauraci6 de ’homeostasi del lisosoma

En els teixits periférics, tal com es va observar previament al SNC, una
acumulacio patoldgica de substancies no degradades a l'interior del lisosoma acaba
provocant una desregulacié d’altres enzims lisosdmics no afectats directament per la
mutacié causant de la malaltia (Haurigot, 2013b; Ribera, 2015). Per tant, 'acumulacié
primaria com secundaria al fetge del ratolins afectats per la malaltia de Sandhoff pot

provocar una desregulacio enzimatica als lisosomes d’aquest organ.

Aixi doncs, es va estudiar 'homeostasi lisosdomica mesurant I'activitat SGSH als
extractes dels fetges dels ratolins dels diferents grups experimentals als 4 mesos d’edat,.
Es va detectar un augment de l'activitat SGSH als ratolins Sandhoff no tractats i als
injectats amb el vector AAV9 Null, en comparacio als animals WT, indicant una alteracio
de I'homeodstasi lisosomica al fetge del model muri (Figura 52). En els animals
administrats amb els vectors AAV9 duals o els AAV9 individuals, es va observar una

normalitzacio de l'activitat SGSH al fetge tant dels mascles com les femelles (Figura 52).

Aquest resultat va evidenciar la restauracié de la desregulacié enzimatica al fetge
del model muri de la malaltia de Sandhoff gracies al tractament de terapia genica.
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Figura 52. Recuperacié de I’homeostasi del lisosoma al fetge dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9
duals. Determinacié de I'activitat de I'enzim lisosomic SGSH als extractes proteics del fetge de ratolins mascles i
femelles dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracio al
LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10'! vg/animal i es van analitzar els 4
mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 5 animals per grup. *** p<0.001 vs. Null.
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4. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB ELS VECTORS AAV9 DUALS EN LES
ALTERACIONS DEL COMPORTAMENT

La malaltia de Sandhoff és una malaltia neurodegenerativa que en els humans
s’inicia amb una aturada del desenvolupament que, en les formes més severes, acaba
amb un estat semi-vegetatiu amb espasticitat, entre molts d’altres simptomes (Regier,
2016). Per avaluar I'efecte de I'administracio intra-LCR dels vectors AAV9 duals en la
millora dels problemes motors i de coordinaci6, es van realitzar una bateria de proves

especifiques en els ratolins dels diferents grups experimentals.
4.1. Analisi de I’activitat exploratoria i locomotora

Per estudiar I'activitat exploratoria i locomotora general dels ratolins en un entorn
nou i desconegut es va realitzar la prova de I'actimetre. Aquesta prova només es va
realitzar una Unica vegada als ratolins per tal que no s’habituin al test i, en consequéncia,
s’alteri la seva manera d’actuar en aquest nou entorn (Marc6, 2016). L’arena quadrada,
on es duu a terme la prova, es delimita virtualment en tres arees quadrades
concentriques: el centre (el quadrat central), la vora (el quadrat més exterior) i la periféria
(tot 'espai excloent-hi el centre). Es va estudiar el moviment dels ratolins dels diferents
grups experimentals als 4 mesos d’edat a les diverses regions de I'arena mitjangant I'is

d’'una camera.

En ambdoés sexes, tant els ratolins Sandhoff no tractats com els injectats amb el
vector AAV9 Null es va observar una comportament hipoactiu, evidenciat per una
reduccié de la distancia total recorreguda i la recorreguda a la vora, creuar menys
vegades les diferents zones de I'actimetre, estar més estona en repds i destinar menys
temps a desplagar-se ja sigui a una velocitat lenta o0 més rapida, en comparacio als
ratolins WT (Figura 53 i 54). El tractament amb els vectors AAV9 duals i individuals va
resultar en una correccio dels deficits del comportament locomotor, presentant
diferéncies estadisticament significatives a practicament tots els parametres analitzats,

respecte els ratolins Sandhoff tractats amb el vector AAV9 Null (Figura 53).

En general, aquests resultats van demostrar que I'administracio intra-LCR dels
vectors duals per mitja d’'un vector viral AAV9 a un mes d’edat als ratolins Sandhoff va
resultar a una gran millora de l'activitat locomotora i exploratoria, tot indicant una

correcci6 del comportament hipoactiu observat al model muri de la malaltia.
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Figura 53. Correccié dels déficits de comportament dels ratolins mascles Sandhoff tractats amb els vectors AAV9
duals. (A-F) Resultats de la prova de I'actimetre de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els
ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10'! vg/animal i duals i
Null de 1x10! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. Els parametres analitzats amb el test de I'actimetre sén
els seglients: distancia total recorreguda (A), distancia a la vora (B), nUmero total de linies creuades (C), temps en
repos (D), temps recorregut a una velocitat lenta (E) i temps recorregut a una velocitat rapida (F). Els resultats
s’expressen com a la mitjana + SEM de 13-16 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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Figura 54. Correccio dels déficits de comportament dels ratolins femelles Sandhoff tractades amb els vectors AAV9
duals. (A-F) Resultats de la prova de I'actimetre de ratolins dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els
ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x10'! vg/animal i duals i
Null de 1x10! vg/animal i es van analitzar els 4 mesos d’edat. Els parametres analitzats amb el test de I'actimetre sén
els segiients: distancia total recorreguda (A), distancia a la vora (B), nimero total de linies creuades (C), temps en
repos (D), temps recorregut a una velocitat lenta (E) i temps recorregut a una velocitat rapida (F). Els resultats
s’expressen com a la mitjana + SEM de 13-16 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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4.2. Avaluacio6 de la coordinaci6

Els possibles problemes de coordinacié associats a la malaltia de Sandhoff es
van mesurar amb la prova del rotarod. El rotarod és un aparell que té un cilindre rotatori
que accelera de forma constant on els ratolins hi caminen a sobre. Es va mesurar la

latencia a caure del rotarod dels diferents grups de ratolins a diverses edats.

A partir del tres mesos d’edat, tant als mascles com a les femelles Sandhoff no
tractats, com als injectats amb el vector AAV9 Null, presentaven una perdua de la
coordinacié que va empitjorar drasticament als 4 mesos d’edat, quan no van ser capagos
de romandre més de 5 segons a la prova del rotarod (Figura 55). En aquests grups
d’animals els 4 mesos va ser I'Ultima edat que se’ls va poder realitzar el test ja que als
5 mesos el 100% dels animals estaven morts (Figura 55). Contrariament, els ratolins
mascles Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals van presentar, fins als 12 mesos
d’edat, una laténcia a caure del rotarod similar a la dels animals WT (Figura 55A). De
manera semblant, les femelles Sandhoff que van rebre el tractament amb els vectors
AAV9 duals van mantenir uns nivells de coordinacio indistingibles dels ratolins WT,
durant totes les edats analitzades (Figura 55B).

En el cas dels mascles Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 individuals, es
va observar una pérdua de coordinacié molt gran als 6 mesos d’edat, acompanyat d’'una
gran caiguda de la supervivéncia d’aquests ratolins a la seglent edat analitzada, on
només el 52% dels mascles vius per realitzar la prova del rotarod (Figura 55A). Pel que
fa a les femelles tractades amb els vectors AAV9 individuals, també es va mesurar un
augment de la laténcia a caure dels animals a partir dels 5 mesos d’edat, que es va
mantenir estable amb el pas del temps, tot i el descens progressiu d’animals vius en

aguest grup experimental (Figura 55B).

Aquestes dades van demostrar que els ratolins afectats per la malaltia de
Sandhoff que van rebre I'administracio intra-LCR dels vectors AAV9 duals van mantenir
una molt bona coordinacié motora fins a un any després del tractament amb un
percentatge d’animals vius similar als ratolins WT. Per contra, els ratolins tractats amb
els vectors AAV9 individuals van presentar una pérdua de coordinacié a partir dels 5

mesos d’edat acompanyada d’un drastic augment de la mortalitat.
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Figura 55. Correccid de la coordinacié motora dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals. (A, B) La
coordinacio es va mesurar amb la prova del rotarod als ratolins mascles i femelles dels diferents grups experimentals.
A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x1011
vg/animal i duals i Null de 1x10'! vg/animal. Es va realitzar la prova del rotarod als mascles (A) i a les femelles (B) a
diverses edats. Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 9-27 animals per grup. * p<0.05 i *** p<0.001 vs.

Null.
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4.3. Analisi de la coordinacio i la forga muscular

Un altra prova per mesurar la capacitat de coordinacié motora i la forca muscular
dels ratolins Sandhoff, és amb la prova del mesh test (Kim, 2010; Osmon, 2018). Aquest
test consisteix a col-locar els ratolins sobre una reixa metal-lica que s’inverteix, deixant

el ratoli suspes cap per avall mentre explora la reixa.

En ambdds sexes, els ratolins Sandhoff no tractats i els injectats amb el vector
AAV9 Null, van presentar una disminucié de la laténcia a caure de la reixa invertida;
mentre que els animals Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals i els AAV9
individuals es van mantenir a la reixa invertida durant un temps similar al dels animals
WT (Figura 56).

Aquests resultats van evidenciar que I'administracio dels vectors AAV9 duals era
suficient per normalitzar els nivells de coordinacio i forgca muscular al model muri de la

malaltia de Sandhoff als 4 mesos d’edat.
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Figura 56. Normalitzacio de la coordinacid i la forca muscular dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9
duals. La coordinacié i la forga muscular es van mesurar amb la prova del mesh test als ratolins mascles i femelles
dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una
dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10'! vg/animal i es va analitzar els 4 mesos d’edat.
Els resultats s’expressen com a la mitjana + SEM de 10-18 animals per grup. ** p<0.01i *** p<0.001 vs. Null.

4 4. Estudi de la mobilitat en els ratolins tractats amb els vectors AAV9 duals

Tenint en compte els problemes motors associats a la malaltia de Sandhoff, un
altre aspecte important a mesurar és la mobilitat dels ratolins Sandhoff. El test del
righting reflex permet avaluar la capacitat del ratoli de tornar-se a girar sobre ell mateix,
si el col-loques d’esquena. Es va realitzar el test del righting reflex als 4 mesos d’edat.
Tant en els animals Sandhoff no tractats com els injectats amb el vector Null, d’ambdés

sexes, es va observar un augment en el temps que tardaven en girar-se sobre si
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mateixos, comparat amb els animals WT, que van trigar menys d’'un segon indicant una
mobilitat intacta (Figura 57). Practicament la totalitat dels ratolins que van rebre
I'administracio intra-LCR dels vectors AAV9 duals o els AAV9 individuals van tardar
menys d’'un segon a girar-se sobre si mateixos, assolint un comportament similar al dels

animals WT i indicant una correccié de la mobilitat (Figura 57).

Per tant, el tractament de terapia génica basat en I'administracioé intra-LCR dels
vectors AAV9 duals, a part de normalitzar les alteracions locomotores, de coordinacio i
de forca muscular, també va ser capa¢ de normalitzar les alteracions de mobilitat

observades als ratolins Sandhoff no tractats i injectats amb el vector Null.
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Figura 57. Recuperacié de la mobilitat dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals. La mobilitat es
va mesurar amb la prova del righting reflex als ratolins mascles i femelles dels diferents grups experimentals. A un
mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de: HexA + HexB de 2x101!
vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es va analitzar els 4 mesos d’edat. Els resultats s’expressen com a la
mitjana £ SEM de 11-18 animals per grup. *** p<0.001 vs. Null.

4.5. Estudi de les anormalitats neurologiques

La prova del hindlimb clasping s’utilitza com a marcador de la progressio de la
malaltia en diferents models animals neurodegeneratius (Guyenet, 2010; Lalonde,
2011), permetent avaluar les anormalitats neuroldgiques (Antipova, 2018). Per realitzar-
la, cal agafar el ratoli per la base de la cua i mantenir-lo elevat durant 10 s. Seguidament,
s’avalua la posicié que tenen les seves extremitats posteriors: un 0, quan estan
desplegades cap a I'exterior, lluny del seu abdomen; un 1, quan una d’elles es retreu
cap a I'abdomen durant més del 50% del temps; un 2, quan les dues extremitats estan
parcialment retretes cap a 'abdomen durant més del 50% del temps; i finalment, un 3,
quan estan totalment retretes i toquen I'abdomen durant més del 50% del temps
(Lalonde et al., 2011).
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Els ratolins mascles Sandhoff no tractats i injectats amb el vector AAV9 Null
tenien una puntuacié més alta de severitat (Figura 58). En canvi, els ratolins Sandhoff
tractats amb els vectors AAV9 duals disminuien aquesta puntuacio fins a valors similars
als dels animals WT, en ambdos sexes (Figura 58). Per contra, els ratolins Sandhoff
tractats amb els vectors AAV9 individuals només van presentar una reduccié parcial,
sense diferéncies estadisticament significatives en cap sexe, indicant que la malaltia en

aguests animals tractats estava a una fase més avancada (Figura 58).

Aquests resultats van demostrar que hi va haver una aturada o una recuperacio
de la progressio de la malaltia de Sandhoff després de 'administracié dels vectors AAV9

duals.

MALES FEMALES

O wr

[l untreated

O Nuill
O HexA+ HexB | sandhoff
[0 HexA-L1-HexB

B HexA-L3-HexB

Hindlimb severity score
Hindlimb severity score

Figura 58. Analisi de les anormalitats neurologiques als ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals. La
progressio de la malaltia es va mesurar amb la prova del Hindlinb clasping als ratolins mascles i femelles dels diferents
grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una dosi total de:
HexA + HexB de 2x10!! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es va analitzar els 4 mesos d’edat. Els resultats
s’expressen com a la mitjana = SEM de 12-18 animals per grup. *** p<0.001 vs. Null.
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5. EFECTE DEL TRACTAMENT AMB ELS VECTORS AAV9 DUAL EN LA
SUPERVIVENCIA

Un dels parametres més caracteristics de la malaltia Sandhoff és la mort
primerenca dels pacients (Sun, 2021) També, es va mesurar que els ratolins Sandhoff
tenien un escurcament de la mediana de vida (Figura 17). Aixi doncs, es va analitzar
I'efecte del tractament amb vectors AAV9 duals a la supervivéncia. Mentre que els
ratolins mascles i femelles Sandhoff no tractats mostraven una mediana de
supervivéncia de 4,3 i 4,25 mesos d’edat, respectivament, els ratolins Sandhoff tractats
amb els vectors AAV9 duals van allargar significativament la supervivéncia (Figura 59).
Als 4,5 mesos d’edat, el 100% i més del 97,5% dels ratolins Sandhoff tractats amb els
vectors AAV9 HexA-L1-HexB i HexA-L3-HexB, respectivament, estaven vius en
comparacio amb els animals Sandhoff no tractats i injectats amb el vector AAV9 Null
que estaven tots morts (Figura 59). Els mascles Sandhoff tractats amb ambdéds vectors
duals van presentar una corba de supervivéncia molt similar, on el vector AAV9 HexA-
L1-HexB tenia una mediana de supervivéncia de 20,72 mesos, mentre que I'HexA-L3-
HexB era de 22,63 mesos d’edat (Figura 59A). En femelles, la mediana de supervivéncia
era lleugerament superior amb el vector duals HexA-L3-HexB (17,5 mesos d’edat),
respecte a 'HexA-L1-HexB (16,5 mesos d’edat) (Figura 59B). Pel que fa als vectors
AAV9 individuals, es va observar una mort més prematura dels ratolins Sandhoff

tractats, en comparacié als animals tractats amb els vectors AAV9 duals (Figura 59).

En conjunt, totes aquestes dades indiqguen que els vectors AAV9 duals
administrats directament al LCR van resultar en una prolongacié de la supervivéncia
dels ratolins Sandhoff d’'ambdds sexes d’aproximadament unes 4,7 i 5,2 vegades en
mascles i 3,8 i 4 vegades en femelles amb I'AAV9-HexA-L1-HexB i 'AAV9-HexA-L3-
HexB, respectivament. A més, els vectors AAV9 duals HexA-L1-HexB i HexA-L3-HexB
van presentar un efecte terapéutic molt superior en la supervivencia en comparacié amb

els animals Sandhoff tractats alhora amb els dos AAV9 individuals.
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Figura 59. Estudi de la supervivéncia dels ratolins Sandhoff tractats amb els vectors AAV9 duals. (A, B) Representacio
de les corbes de supervivéncia, mitjangant la representacié de Kaplan-Meier, de ratolins mascles (A) i femelles (B)
dels diferents grups experimentals. A un mes d’edat, els ratolins Sandhoff van rebre una administracié al LCR a una
dosi total de: HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x101! vg/animal. Dades 13-25 animals per grup.
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En conjunt, tots aquests resultats van demostrar que I'administracio intra-LCR
dels vectors AAV9 duals que codificaven simultaniament per ambdds gens units per un
linker al model muri de la malaltia de Sandhoff va resultar en un augment significatiu
dels nivells d’activitat HEXA i B-HEXO, tant a I'encéfal com al fetge i al serum. Aquest
increment de les activitats va conduir a la reversio dels diversos processos patologics
caracteristics de la malaltia, tant al SNC com als organs i teixits periférics, aixi com una
normalitzacié de les alteracions de comportament, principalment les alteracions

locomotores, de coordinacié i mobilitat, i una prolongacié de la supervivéncia.
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1. DISENY EXPERIMENTAL

Un cop demostrat el benefici terapéutic del tractament de terapia génica basat
en 'administracié a la cisterna magna dels vectors AAV9 dual en el model muri de la
malaltia de Sandhoff, es va estudiar el possible efecte d’aquest tractament al model muri

de la malaltia de Tay-Sachs, tot i que no presentaven alteracions patologiques.

Per aquest motiu, es van administrar directament al LCR, una dosi d’1x10%!
vg/animal dels vectors AAV9 duals (HexA-L1-HexB o HexA-L3-HexB) als ratolins Tay-
Sachs de 2 mesos d’edat. Com a controls, es van utilitzar els animals WT i els ratolins
Tay-Sachs no tractats o injectats amb el vector AAV9 Null, a una dosi d’1x10* vg/animal,
o tractats amb els vectors AAV9 individuals a una dosi d’1x10** vg/vector (dosi total de
2x10** vg/animal). Donat que el ratoli de Tay-Sachs no presenta el fenotip caracteristic
de la malaltia humana (Phaneuf, 1996; Taniike, 1995), Unicament es va determinar si el
tractament era capag¢ d’incrementar l‘activitat f-hexosaminidasa tant a I'encéfal com al

fetge i al serum, tres mesos després del tractament (Figura 60).

Experimental groups:

WT Untreated

Untreated
TavSach Null | 110" vg
a?;ic?ec 1 HexA+ HexB | 1x10'1 vg/each AAVO
o HexA-L1-HexB 1
HexA-L3-HexB |1’<10 Ve
»
2 5
Age
(months)

f |

| AAV9 injeccion ] [ HEXA and B-HEXO activities ]

Figura 60. Disseny experimental. Els vectors AAV9 (Null, HexA + HexB, HexA-L1-HexB i HexA-L3-HexB) es van
administrar per via intracisterna magna al LCR dels ratolins mascles i femelles Tay-Sachs a 2 mesos d’edat. En el cas
dels vectors AAV9 individuals, es van administrar 1x10'!vg de cada vector per animal, a una dosi total de 2x10
vg/animal; mentre que els vectors AAV9 duals i Null, a una dosi d’1x10! vg/animal. Com a grups control, es van
utilitzar els ratolins WT, Tay-Sachs no tractats, tractats amb el vector Null o els dos vectors AAV9 individuals (HexA +
HexB). Per tal d’avaluar I'efecte del tractament, es van eutanasiar els ratolins 3 mesos després de I'administracié dels
vectors i es va mesurar les activitats B-hexosaminidases a diferents regions de I'encefal, al fetge i al serum.
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2. ESTUDI DE L’ACTIVITAT ENZIMATICA AL SNC

En primer lloc, es va determinar les activitats B-HEXO i HEXA a diferents regions
de I'encéfal dels ratolins dels diferents grups experimentals tres mesos després de
I'administracio intra-LCR. A causa de I'expressio normal del gen HexB () que resulta
en la formacié de Iisoenzim HEXB (BB), no es va detectar una gran davallada de
I'activitat B-HEXO a les diferents regions de I'encéfal dels mascles i femelles Tay-Sachs
no tractats o injectats amb el vector Null (Figura 61A i 62A). Com a consequéncia, els
ratolins Tay-Sachs tractats amb els vectors AAV9 duals i individuals d’ambdés sexes no
van presentar un augment destacable de l'activitat B-HEXO, en comparacié amb els

animals control injectats amb Null (Figura 61A i 62A).

Contrariament, I'activitat HEXA, que mesura l'activitat de lisoenzim HEXA i
HEXS, va reduir-se drasticament als ratolins malalts no tractats i els injectats amb el
vector AAV9 Null d’ambdés sexes (Figura 61B i 62B). El tractament amb els vectors
AAV9 duals va resultar en un augment remarcable a totes les zones de l'encéfal
analitzades del ratoli (Figura 61B i 62B). A més, els valors d’activitat detectats a les
diferents regions de I'encéfal son relativament homogenis, des de les arees més

properes, fins i tot, a les més llunyanes al punt d’injeccioé dels vectors (Figura 61B i 62B).

En canvi, els ratolins Tay-Sachs tractats amb els vectors AAV9 individuals van
mostrar una distribucié més heterogénia de I'activitat HEXA a les diferents regions de
'encefal analitzades, amb un gran augment de lactivitat als punts més proxims a
I'administracio, que cau a nivells molt baixos a les regions més llunyanes (Figura 61B i
62B). Cal destacar que, en general, el vector HexA-L3-HexB va presentar uns nivells
d’'activitat HEXA lleugerament superior als detectats amb el vector HexA-L1-HexB,
assolint diferéncies estadisticament significatives a la majoria de regions del SNC

analitzades, tant de mascles com femelles Tay-Sachs tractats (Figura 61B i 62B).

En conjunt, aquests resultats van evidenciar que, tres mesos després de
'administracio intra-LCR dels vectors AAV9 duals, es va mesurar un augment de
Iactivitat HEXA, una activitat més especifica de l'isoenzim capa¢ de degradar el
gangliosid GM2, a tot I'encéfal del ratolins Tay-Sachs tractats. Aquests nivells d’activitat
assolits després del tractament serien suficients per contrarestar la patologia del SNC,
tal com es va demostrar amb la mateixa aproximacio terapéutica testada al model muri

de la malaltia de Sandhoff.
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Figura 61. Activitats B-HEXO i HEXA a I’encéfal dels ratolins mascles Tay-Sachs tractats amb els vectors AAV9 duals.
(A, B) Determinacid de I'activitat B-HEXO (A) i HEXA (B) a diferents regions de |’encefal (I-V) de ratolins dels diferents
grups experimentals. A 2 messos d’edat, els ratolins Tay-Sachs van rebre una administracié al LCR a una dosi total de:
HexA + HexB de 2x10! vg/animal i duals i Null de 1x10' vg/animal i es van analitzar els 5 mesos d’edat. Els resultats
s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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Figura 62. Activitats B-HEXO i HEXA a I'encéfal dels ratolins femelles Tay-Sachs tractades amb els vectors AAV9
duals. (A, B) Determinacioé de I'activitat B-HEXO (A) i HEXA (B) a diferents regions de I'encéfal (I-V) de ratolins dels
diferents grups experimentals. A 2 messos d’edat, els ratolins Tay-Sachs van rebre una administracio al LCR a una dosi
total de: HexA + HexB de 2x10'! vg/animal i duals i Null de 1x10! vg/animal i es van analitzar els 5 mesos d’edat. Els
resultats s’expressen com a la mitjana = SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.
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3. ESTUDI DE L’ACTIVITAT ENZIMATICA AL FETGE | AL SERUM

A continuacioé es van determinar les activitats B-HEXO i HEXA al fetge i al sérum
dels mateixos grups experimentals. Tal com s’havia detectat préeviament al model muri
de la malaltia de Sandhoff tractat amb els vectors AAV9 duals i individuals, el fetge i els
sérums dels ratolins Tay-Sachs tractats van presentar un gran augment dels nivells de
les activitats B-HEXO i HEXA (Figura 63). En general, no es van observar diferéncies
entre els nivells d’activitat dels animals tractats amb els vectors HexA-L1-HexB o HexA-
L3-HexB (Figura 63).

Si es comparen el valor de les activitats del fetge entre mascles i femelles Tay-
Sachs tractats, es pot tornar a comprovar que els vectors AAV9 transdueixen més
eficientment el fetge dels mascles (Figura 63), tal com es va detectar al model muri de
la malaltia de Sandhoff i també s’ha observat préviament en d’altres models animals i
amb d’altres vectors AAV de diferents fenotips (Davidoff, 2003; Wang, 2005).

Aquestes dades demostren que I'administracio intra-LCR dels vectors AAV9
duals al model muri de la malaltia de Tay-Sachs també condueix a una molt bona
transduccié del fetge que va resultar en una secreci6 eficient de la proteina al torrent

circulatori.
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Figura 63. Activitats B-HEXO i HEXA al fetge i al serum dels ratolins Tay-Sachs tractats amb els vectors AAV9 duals.
(A, B) Determinacio de I'activitat B-HEXO i HEXA al fetge i al sérum de ratolins mascles (A) i femelles (B) dels diferents
grups experimentals. A 2 messos d’edat, els ratolins Tay-Sachs van rebre una administracio al LCR a una dosi total de:
HexA + HexB de 2x10'! vg/animal i duals i Null de 1x10'! vg/animal i es van analitzar els 5 mesos d’edat. Els resultats
s’expressen com a la mitjana + SEM de 4-5 animals per grup. * p<0.05, ** p<0.01 i *** p<0.001 vs. Null.

Aixi doncs, aquesta aproximacio terapéutica va conduir a uns increment dels nivells
d’activitat B-hexosaminidasa a I'encéfal, com també al fetge que actua com a bomba
productora i secretora de I'enzim funcional al torrent sanguini per tal de corregir la
patologia a d’altres organs no transduits pels vectors AAV9 duals. Els resultats d’activitat
mesurats en el model muri de la malaltia de Tay-Sachs, podrien ser suficients per revertir
la patologia del SNC com periférica, tal com es va demostrar préviament amb el model
animal de la malaltia de Sandhoff.
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Tay-Sachs i Sandhoff son unes malalties d’acumulacio lisosdbmica provocades
per la deficiéncia de la B-hexosaminidasa A (HEXA), un enzim necessari pel catabolisme
del gangliosid GM2. HEXA esta composat de dues subunitats, I'a i la B, codificades pels
gens HEXA i HEXB, respectivament. La malaltia de Tay-Sachs es causada per
mutacions en el gen HEXA, mentre que la malaltia de Sandhoff és causada per
mutacions en el gen HEXB. Es tracten d’'unes malalties monogéniques amb una
heréncia autosomica recessiva i una incidéncia de 1/320.000 i 1/422.000 naixements
per la malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff, respectivament. Clinicament, tant la malaltia de
Tay-Sachs com la de Sandhoff s6n malalties severes, neurodegeneratives i sén
practicament indistingibles entre elles. Presenten una afectacié molt severa al SNC i
nomeés en el cas de la malaltia de Sandhoff s’observa una patologia somatica més lleu.
Hi ha un ampli espectre de signes i simptomes clinics en els pacients d’aquestes
malalties, sent les formes infantils les més habituals, perd també existeixen les formes
juvenils i les d’inici tarda. Generalment, els pacients d’ambdues malalties presenten
alteracions en el desenvolupament, neuroinflamacid, convulsions, problemes motors,
rigidesa i un rapid deteriorament que, en les formes infantils, acaba amb la mort
prematura abans dels 5 anys d’edat, mentre que en les juvenils abans de la segona
década de vida. Cal destacar que les formes adultes no sempre presenten una

esperanca de vida reduida.

Actualment, no hi ha cap tractament aprovat per les malalties de Tay-Sachs i
Sandhoff, evidenciant la necessitat de trobar noves aproximacions terapéutiques per al
seu tractament. La terapia génica in vivo basada en I'administracié de vectors AAV és
una alternativa molt prometedora, gracies a l'eficacia terapeutica demostrada en el
tractament a llarg termini de diferents malalties, després d’'una Unica administracio, i
presentant un bon perfil de seguretat (Bainbridge, 2015; Buchlis, 2012; George, 2020;
Testa, 2013). De totes maneres, el desenvolupament d’'una aproximacioé de terapia
génica per al tractament de la malalties de Tay-Sachs i Sandhoff no era tant obvi, ja que
diversos estudis destaquen la importancia de tenir una proporcié equimolar dels gens
HEXA i HEXB per tal de poder aconseguir una correcta dimeritzacié de la isoforma
HEXA (Rastall, 2015; Woodley, 2018). Aixi doncs, I'objectiu principal d’aquesta tesi
doctoral va ser el desenvolupament d’'una aproximacio de terapia génica in vivo per al
tractament de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff mitjangant una administracio intra-
LCR d’uns nous vectors AAV9 duals codificants pels gens HexA i HexB units per

diferents linkers en els ratolins model de les malalties.

En primer lloc, com que es tractava d’'uns models murins descrits préviament i

ampliament utilitzats en altres estudis en el camp de la terapia genica, es va fer una
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petita caracteritzacié per comprovar que el fenotip descrit a la bibliografia es reproduis
al nostre laboratori. En els dos models animals, es va observar que la reduccié de
I'expressio del gen mutat causant de la malaltia en els ratolins KO no era del 100%. En
el muri de la malaltia de Tay-Sachs, la baixada estava al voltant del 90% en ambdds
sexes i, en els ratolins Sandhoff, era propera al 60% en mascles i al 80% en el cas de
les femelles. Aquest fet podria ser a causa de la transcripcié del mRNA fins al punt
d’insercio del casset d’expressié de la neomicina, utilitzat per a generar ambdés KO. En
el ratoli model de Tay-Sachs, el gen HexA s’expressava fins a I'exé 8, mentre que en el
de Sandhoff, fins a I'exd6 13 del gen HexB. Tot i aix0, aquest mRNA truncat molt
probablement era inestable, ja que produia una proteina no funcional, tal com es va
comprovar amb l'analisi de les activitats B-hexosaminidasa. Les conseqiiéncies del KO
en el gen HexA i 'HexB van ser completament oposades, com estava descrit amb
anterioritat. EI model muri de Tay-Sachs és practicament asimptomatic, per un
mecanisme alternatiu de degradacié del gangliosid GM2 per I'accié combinada d’'una
sialidasa i la isoforma HEXB (Phaneuf, 1996). Per aquest motiu, no es van observar
canvis en la supervivéncia entre els ratolins WT i els ratolins Tay-Sachs. En el cas del
model de ratoli de la malaltia de Sandhoff, la disrupci6 del gen HexB si que va resultar
en una disminucio6 drastica de I'esperancga de vida al voltant dels 4,3 mesos als ratolins

afectats, molt similar a la descrita préviament en altres estudis (Lahey, 2020).

A diferéncia del model muri de la malaltia de Tay-Sachs, els ratolins Sandhoff
recapitulaven les principals caracteristiques de la malaltia humana (Sango, 1995). Aixi
doncs, es va analitzar si a un mes d’edat els ratolins Sandhoff ja tenien establertes les
alteracions patologiques caracteristiques d’aquesta malaltia. EI SNC, el teixit més
afectat per la malaltia de Sandhoff, va mostrar 'acumulacié primaria del gangliosid GM2
i secundaria del colesterol no esterificat, que provocava una evident distensié
lisosdmica, una alteraci6 de I'homedstasi del lisosoma i un augment de la
neuroinflamacié. Aquests resultats van demostrar que la patologia al SNC ja estava ben
establerta a les edats més primerenques, fet que va resultar de molta utilitat per
determinar que era un bon moment per a 'administracié d’'una nova estratégia de terapia

génica i analitzar si es podia revertir aquesta patologia.

Tot i la gran quantitat d’estudis basats en el desenvolupament d’una aproximacié
de terapia génica per al tractament de les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, actualment
no hi ha cap tractament capa¢ de contrarestar eficientment la patologia d’aquestes
malalties. Per aquest motiu, era necessari trobar nous tractaments més optims i

eficacos, que permetin la reversio de les malalties.

160



Discussi6

Per aguest motiu, es va dissenyar una nova aproximacié de terapia génica in
vivo basada en I'is d’'uns nous vectors AAV duals, on cadascun d’ells codificava pels
dos gens HexA i HexB units per un petit linker peptidic diferent (L1, L2 o L3). La utilitzacio
d’'aquests vectors duals assegura I'expressié equimolar dels dos gens en totes les
cél-lules transduides. A més, tenir els dos gens units per un linker permetrien que tot
I'enzim resultant de la traduccié de 'mRNA sigui I'isoforma HEXA, I'iinica isoforma capac
de degradar GM2. Per tant, el desenvolupament d’aquests vectors duals, respecte a les
estrategies terapéutiques basades en la co-administracié de dos vectors diferents on
cada un codifica un dels gens, permetria reduir la dosi necessaria per a aconseguir un
efecte terapéutic, tot minimitzant els riscos de toxicitat associats a 'augment de la dosi
(Ronzitti, 2020). A més, també facilitaria el procés de manufactura dels vectors AAV i en

reduiria el seu cost, gracies a la produccié d’'un unic vector dual.

Altres vectors bicistronics descrits a la bibliografia també expressen els dos gens
en el mateix constructe, perd produeixen les dues subunitats (a i B) per separat, essent
capacos de generar les tres isoformes HEXS (aa), HEXA (af) i HEXB (BB) (Lahey,
2020). Per tant, la produccié de la isoforma HEXA esta condicionada al procés de
dimeritzacié natural de les altres dues isoformes a les cél-lules transduides. En canvi,
els nostres constructes duals només produien la isoforma HEXA, representant una
millora en [l'estratégia terapéutica, que a priori també permetria reduir la dosi
administrada. Les tres B-hexosaminidases presenten unes especificitats de substrats
molt amplies i parcialment superposades (Sandhoff, 2013). Tant I'enzim HEXA com
'HEXB poden hidrolitzar la N-acetilhexosamina de glicoproteines, glicolipids, GAGs i
oligosacarids, mentre que 'HEXA és I'inic capa¢ de degradar el gangliosid GM2,
substrat que s’acumula a la malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff (Boustany, 2013). També
'enzim HEXS és molt inestable i es troba en quantitats molt baixes en els individus sans
(Mark, 2003). Aixi doncs una Unica administracié dels vectors duals codificant per
I'enzim HEXA seria suficient per tal de corregir les alteracions patologiques presentades

per les dues malalties.

Per al disseny dels constructes duals, es van escollir tres linkers peptidics
diferents. Els linkers sén molt utilitzats per tal de generar proteines de fusié, agafant
cada vegada més importancia a la industria farmaceutica pel lliurament de farmacs o bé
per millorar el plegament o l'estabilitat d’aquestes proteines (Chen, 2013). De fet,
diverses proteines de fusié s’han provat en diversos assajos clinics en humans (Somers,
2013; Strohl, 2015). La seleccié d’'un linker adequat per tal d’'unir dos proteines és
bastant complicada, la fusié directa de dominis funcionals sense un linker pot donar lloc

a uns resultats no desitjats, com el plegament incorrecte de les proteines unides, un baix
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rendiment en la produccié d’aquestes o una activitat reduida (Chen, 2013). A I'hora de
dissenyar aquests linkers, hi ha diferents propietats que cal tenir en compte, com la
llargada, la hidrofobicitat, la carrega, la flexibilitat, la formacié d’estructures secundaries,
entre d’altres (Zhang, 2009).

Per tant, es van dissenyar tres linkers diferents, amb diferents propietats per a
comprovar la seva funcionalitat en el constructe dual. En primer lloc, cal destacar que
els tres linkers tenien llargades diferents: L1, 20 aa; L2, 33 aa i L3, 12 aa. En el cas del
linker L1, estava format per una combinacio de glicines i serines, residus molt flexibles i
alhora hidrofils, que eviten la formacié d’estructures secundaries i reduia la probabilitat
que els linkers interferissin amb el plegament proteic d’ambdds gens (van Rosmalen,
2017). El linker L2 també era flexible, més llarg i es tractava d’'una combinacié de
diferents aminoacids, utilitzats préviament en el camp de la fusi6é de proteines en les
tecniques de CRISPR-prime editing (Tong, 2021). Per ultim, el linker L3 també s’havia
utilitzat préviament en el camp de les proteines de fusié (Waldo, 1999). De fet, es
tractava d’'un linker curt i flexible que utilitzava una combinacié de glicines serines,
alanines i treonines, que son aminoacids poc voluminosos i no hidrofobics. Pel disseny

final dels constructes es va eliminar el peptid senyal de localitzacié del segon gen.

La transfeccié amb cél-lules HEK-293 amb els diferents constructes duals en els
dos ordres possibles, HexA-Linker-HexB i HexB-Linker-HexA, va demostrar que només
els constructes amb l'ordre HexA-Linker-HexB eren capacos de produir i secretar un
enzim funcional. Es possible que els constructes amb I'ordre HexB-Linker-HexA no
permetessin un plegament correcte de la proteina generada i, per tant, aquesta no fos
activa en els extractes cel-lulars ni en el medi extracel-lular. Aixi doncs, es va decidir
produir els tres vectors AAV9 amb l'ordre HexA-Linker-HexB per al desenvolupament
pre-clinic d’'una nova aproximacio terapéutica per al tractament de les malalties de
Sandhoff i Tay-Sachs.

Per tal d’'aconseguir una amplia distribucié del vector viral al SNC, el teixit més
afectat per les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff, es va optar per I'administracio
directament al LCR. Es tracta d’'una via d’administraci6 local dels vectors AAV amb un
bon perfil de seguretat tant en pre-clinica com en clinica (Flotte, 2022; Meyer, 2015;
Ribera, 2015). Per contra, també existeixen altres rutes d’administracié alternatives,
també utilitzades en les malalties amb una afectacié principal del SNC, com la injecci6
intraparénquima o la intravenosa. Ara bé, 'administracio intraparénquima es tracta d’'un
procediment més invasiu, que requereix una cirurgia esteriotactica i multiples injeccions

directament al parénquima cerebral. A més, un dels principals inconvenients d’aquesta
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via d’administracio és la distribucié més localitzada al punt d’injeccid i per tant, una baixa
distribucié dels vectors virals, fent-la ideal per a les malalties que afecten a una regio
definida del SNC, que no per les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff (Fajardo-Serrano,
2022; Haurigot, 2013a; Wang, 2019). En el cas de l'administracié intravenosa, es
necessita una dosi molt alta dels vectors AAV, que pot resultar en alguns efectes no
desitjats, com la possibilitat de presentar toxicitat al fetge i presenta una transduccié més
limitada del SNC (Fajardo-Serrano, 2022). Per tant, 'administracio intra-LCR oferia més

avantatges respecte aquestes altres dues rutes d’administracio.

D’entre els diversos serotips d’AAV, es va escollir TAAV9, gracies a la seva
amplia distribucié tant a 'encéfal com a la medul-la espinal. A més, actualment és un
dels serotips més utilitzats en les aproximacions de terapia genica in vivo basades en
'us d’AAV per a la transduccié del SNC, ja que presenta un molt bon perfil de seguretat
i una bona eficacia terapeutica (Lykken, 2018; Ozlu, 2021). En anteriors aproximacions
de terapia génica desenvolupades al nostre laboratori, s’havia demostrat que una Unica
administraci6 intra-LCR amb un vector AAV9, a través de la cisterna magna, permetia
una distribucié del vector per tot el SNC. A més, una part dels vectors AAV9 van passar
a la circulacié sanguinia, permetent també una eficient transduccié del fetge. D’aquesta
forma, es va aconseguir una recuperacié de la patologia tant del SNC com dels teixits
periférics caracteristica de les diferents MPS estudiades (Haurigot, 2013b; Motas, 2016;
Ribera, 2015; Roca, 2017).

Com que es volia aconseguir uns bons nivells d’expressié de I'enzim f3-
hexosaminidasa tant al SNC com als teixits i organs de la periféria, es va seleccionar un
promotor que permetia una expressié ubiqua del constructe, el Cbh, una versié més
curta del promotor CAG que ha estat ampliament utilitzat en el camp de la terapia génica
(Gray, 2011). Finalment, tenint en compte que el model muri de la malaltia de Tay-Sachs
era asimptomatic (Phaneuf, 1996), I'avaluacié de I'eficacia terapéutica d’aquesta nova
estratégia de terapia geénica es va testar principalment en ratolins Sandhoff, que
recapitulaven les principals caracteristiques de la malaltia humana (Sango, 1995). Tal
com es va evidenciar en I'estudi de fenotipatge, el model muri de Sandhoff ja tenia la
patologia establerta al mes d’edat amb una greu afectaci6 al SNC. Aixi doncs, als
ratolins Sandhoff d’'un mes d’edat se’ls va administrar directament al LCR els vectors
duals AAV9 codificant pels dos gens (HexA i HexB) units per un linker per estudiar si era

capac de contrarestar la patologia de la malaltia.

Després de realitzar un primer estudi per tal de determinar el millor vector AAV9

dual per al tractament de la malaltia Sandhoff, es va poder demostrar una molt bona
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eficacia terapéutica per part de tots els vectors AAV9 duals. L’administracié dels vectors
AAV9-HexA-L1-HexB i AAV9-HexA-L3-HexB va resultar en uns nivells molt elevats
d’'activitat B-hexosaminidasa a I'encéfal, al fetge i al sérum que van portar a una
completa reversié de 'acumulacio del ganglidsid GM2. En canvi, el vector AAV9-HexA-
L2-HexB només va mostrar una correccié parcial de 'acumulacié de GM2 al cortex
parietal, tot i els alts nivells d’activitat B-hexosaminidasa. Per tant, aquest va ser el motiu

pel qual es va decidir no continuar amb l'avaluacio de I'efecte terapéutic d’aquest vector.

A continuacio, es va realitzar un estudi més exhaustiu per a l'avaluacié de
I'eficacia terapéutica dels vectors AAV9 duals HexA-L1-HexB i HexA-L3-HexB en la
patologia del SNC i els teixits periferics del model muri de Sandhoff, després de
I'administracio intra-LCR a un mes d’edat. Aquesta vegada, com a animals control es
van utilitzar els ratolins WT, els Sandhoff no tractats i injectats amb els vectors AAV9-
Null. A més, també es van tractar ratolins Sandhoff amb els vectors AAV9 individuals
(AAV9-omHexA i AAV9-omHexB) per tal d’estudiar si el disseny dels nous constructes
duals podria presentar un benefici terapéutic superior. L’administracié de vectors AAV9
individuals que codifiquen per separat els dos gens HexA i HexB és una aproximacio
terapéutica bastant utilitzada en el camp de la terapia génica per al tractament de les
malalties de Tay-Sachs i Sandhoff (Bradbury, 2013, 2015, 2017; Cachén-Gonzalez,
2012, 2006, 2014; Gray-Edwards, 2015; McCurdy, 2015, 2021; Rockwell, 2015) Fins i
tot, recentment s’ha iniciat un assaig clinic en humans amb aquesta aproximacio basada
en la combinacié de I'administracié directament al LCR i al talem. Els dos primers
pacients de Tay-Sachs van presentar un lleuger augment de l'activitat HEXA al SNC,

juntament amb una bona seguretat a temps curts post-tractament (Flotte, 2022).

Tant 'administracié dels vectors AAV9 duals com els individuals va resultar amb
un augment de les activitats B-HEXO i HEXA a l'encefal, al fetge i al sérum.
Contrariament al que es va observar als vectors AAV9 duals, els vectors AAV9
individuals van presentar un augment molt més elevat de lactivitat B-HEXO, en
comparaciéo a I'HEXA. L’activitat B-HEXO et permet mesurar l'activitat de les tres
isoformes (HEXA, HEXB i HEXS), mentre que I'activitat HEXA (HEXA i HEXS) és la més
especifica de la isoforma capa¢ de degradar el gangliosid GM2. Aquesta diferencia en
les activitats podria explicar-se pel fet que la co-administracié per separat dels dos gens
permet la dimeritzacio de les tres isoformes que resulta en una activitat B-HEXO més
elevada. Per contra, els vectors duals, com que els gens estan units per un linker,
sempre produien la isoforma HEXA, I'inica capa¢ de degradar GM2, resultant en un
augment més destacat de I'activitat HEXA. Aquests resultats demostren que la nostra

aproximacio representa una millora estratégica en la degradacio del gangliosid GM2 i,
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consequentment, en la reversio de les alteracions patologiques de la malaltia, davant

d’altres aproximacions que permetin la generacié de les tres isoformes.

Una altra diferéncia remarcable entre els vectors AAV9 individuals i duals és la
distribucio de la proteina a I'encéfal. L’administracié dels vectors duals va resultar en
una amplia i homogénia distribucio a tot 'encéfal, determinada a través de I'analisi de
les activitats B-hexosaminidasa. Per altra banda, els vectors individuals presentaven
molt poca activitat, sobretot a I'activitat HEXA, en regions llunyanes al punt d’injeccio,
que practicament eren similar als nivells dels ratolins Sandhoff no tractats o injectats
amb el vector Null. Aquesta distribuci6 més heterogénia podria ser per la necessitat de
co-transduccio a nivells equimolars per part dels dos vectors AAV9 individuals a la
mateixa cél-lula, que podria esdevenir més complicat a mesura que t’allunyes del punt
d’injeccié.

L’augment de I'activitat va resultar en una reversié de 'acumulacio del gangliosid
GM2 a tot I'encéfal per part dels vectors AAV9 duals, mentre que amb els vectors AAV9
individuals només es va observar una correccio parcial en algunes regions on es va
detectar alguna cél-lula amb acumulacions del ganglidosid GM2. Altres grups també han
analitzat 'acumulacio del GM2 als 4 mesos d’edat, com es el cas d’'un estudi amb ratolins
Sandhoff administrats de forma intravenosa a neonats amb un vector AAV codificant
Gnicament pel gen HexB a una dosi de 3,5x10*2 vg/kg, van aconseguir només una
reduccio parcial de 'acumulacié de GM2, en el cervell i el cerebel (Niemir, 2018). En el
cas dels vectors bicistronics, un estudi on injecten un constructe bicistronic utilitzant el
P2A, un element que pot induir el salt del ribosoma durant la traducci6 de la proteina,
administren el vector de forma intravenosa a una dosi de 2,04x10%° vg a ratolins nounats.
Als 4 mesos d’edat també resulta en només una reduccio parcial del ganglidsid GM2 en
diferents zones de I'encéfal (Woodley, 2018). En el cas de la proteina quimérica HEXM,
gue també va ser administrada de forma intravenosa a ratolins Sandhoff nounats, també
aconsegueixen simplement una reduccié parcial del gangliosid GM2 (Tropak, 2016).
Fins i tot, una altra estratégia meés innovadora basada en la integracio del cDNA de
I'HexM en el locus de I'albimina mitjancant CRISPR en ratolins Sandhoff nounats, no
van aconseguir cap reduccié de I'acumulacié del ganglidosid GM2 al cervell (Ou, 2020).
Malgrat que moltes d’aquestes aproximacions administravenels vectors abans de l'inici
de lacumulacié del gangliosid GM2 (ratolins nounats), els vectors AAV9 duals
presentaven eficacia terapéutica superior en la reversio total de 'acumulacié primaria
del ganglidsid GM2, després de I'administracié dels vectors en ratolins d'un més d’edat

amb la malaltia ja establerta.
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En la malaltia de Sandhoff es va detectar que una acumulacié primaria del
gangliosid GM2, resultava en una acumulacié secundaria del colesterol no esterificat
(Walkley, 2009), que ja era present en aquests ratolins a 1 mes d’edat. L’administracio
dels vectors duals va resultar en una reversio total d’aquesta acumulacié, mentre que
els vectors AAV9 individuals van donar lloc a una reduccié parcial al cerebel, indicant

una limitada eficacia en I'eliminacié d’aquest substrat secundari.

La reversid de l'acumulacié primaria del gangliosid GM2 i secundaria del
colesterol no esterificat als lisosomes del SNC aconseguida gracies a 'administracio
dels vectors AAV9 duals també va permetre restaurar 'homeostasi lisosomica, una
alteracio patologica molt caracteristica de les LSD (Ferreira, 2017). En moltes LSD, com
a consequencia de la pérdua de 'homeodstasi dels lisosomes i la disfuncié de les
capacitats hidrolitiques dels enzims, hi ha un bloqueig del flux autofagic (Seranova,
2017; Zhang, 2021), per la possible manca de capacitat del lisosoma per a fusionar-se
correctament amb els autofagosomes (Settembre, 2008). Aixi doncs, una péerdua de la
capacitat autofagica al SNC també esta involucrada en la neurodegeneracio en ratolins
(Komatsu, 2006). A més a més, aquest conjunt de substrats toxics acumulats a l'interior
de les ceél-lules s6n possibles mediadors de la mort cel-lular (Settembre, 2008; Zhang,
2021). Ara bé, 'administracié intra-LCR dels vectors AAV9, tant els duals com els
individuals, va aconseguir la recuperacié del flux autofagic a I'encéfal, indicant una

millora d’un parametre directament involucrat en els processos neurodegeneratius.

Moltes de les LSD amb patologia al SNC es caracteritzen pel desenvolupament
d’'una severa neuroinflamacié, que pot afectar negativament a la supervivéncia neuronal
amb una clara afectaci6 a la progressié de la neurodegeneraci6. Majoritariament,
aquesta neuroinflamacié es presenta com una activacié tant de la microglia com dels
astrocits (Bosch, 2015). Tant I'activacié de la microglia com I'astrocitosi participen en la
regulacid de les respostes inflamatories a través de [lalliberacié de factors pro-
inflamatoris com les citocines (Ogawa, 2017; Wada, 2000, 2001). L’autofagia en cél-lules
sanes té un efecte antiinflamatori important, perd un defecte en el flux autofagic activa
la inflamacié (Simonaro, 2019). El model de Sandhoff a un mes d’edat ja presentava un
augment dels astrocits a I'encéfal, i a 4 mesos d’edat ja mostrava una evident
neuroinflamacié generalitzada, amb una marcada microgliosi i astrocitosi i una alteracio
del perfil de citocines a I'encéfal d’aquests ratolins. En pacients afectats per la forma
infantil de la malaltia de Tay-Sachs i Sandhoff, es va detectar una elevaci6 persistent al
LCR d’algunes citocines inflamatories, com el , CCL4, TNFa i Mcpl, que també estaven
alterades al model muri de Sandhoff (Hayase, 2010; Utz, 2015). L’administracio intra-

LCR tant dels vectors AAV9 duals com els individuals va resultar en una correccio
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generalitzada de la neuroinflamacio i una normalitzacio del perfil de citocines. Aixi doncs,
algunes d’aquestes citocines podrien ser uns bon candidats com a biomarcadors al LCR,
que es podrien utilitzar per a dur a terme el seguiment de I'eficacia terapéutica del

tractament en un futur assaig clinic en humans.

El colesterol influeix en molts passos del procés de mielinitzacio, des de la
diferenciacié de les cél-lules glials mielinitzants durant el procés de biogénesi de la
membrana de mielina, fins a la funcionalitat de la mielina madura. El colesterol es
considera I'unic component integral de la mielina que és essencial i limita la velocitat de
desenvolupament de la mielina al SNC i periféeric (Saher, 2010, 2015, 2011). A més,
també s’ha descrit que és necessari pel transport i la incorporacié de proteines
estructurals de la mielina, com seria la PLP1 (Saher, 2015; Simons, 2000). Fins i tot,
s’ha descrit la relacié d’algunes citocines, com el MCP1 o el CCL3, en el
desenvolupament de la desmielinitzacié inflamatoria (Banisor, 2005). En pacients
humans de Tay-Sachs i Sandhoff, també s’ha observat que presenten problemes de
mielinitzacié (Alkan, 2003; Aydin, 2005). Més concretament en el cas de la malaltia de
Sandhoff, hi ha una reduccid dels lipids enriquits amb mielina, com els cerebrosids i els
sulfatids, tant als ratolins model de la malaltia com als pacients humans (Baek, 2009;
Cacho6n-Gonzalez, 2014). Aquests processos de desmielinitzaci6 es creu que
contribueixen en el progrés de la malaltia (Baek, 2009; Cachén-Gonzalez, 2014).
Després de detectar l'alteracié del perfil de citocines, com la MCP1 o el CCL3 en el
model muri de Sandhoff, també es van observar una evident alteracié de la mielinitzacié
als 4 mesos d’edat, tant al cervell com a la medul-la espinal, que es van poder revertir

amb 'administracio intra-LCR dels vectors AAV9 duals i individuals.

Malgrat que les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff tenen una afectacio principal
al SNC, la malaltia de Sandhoff també presenta una afectaci6 més lleu als teixits
periferics (Cachon-Gonzalez, 2018). Per tant, la transduccié del fetge, a través d’'una
Unica administracio intra-LCR, presenta una gran avantatge per al tractament d’aquesta
patologia. D’aquesta manera, part del vector drena des del LCR cap a circulacié
periferica, fet que permet la transduccio del fetge. Aleshores, aquest organ és capac de
secretar I'enzim HEXA al sistema circulatori, tal com es va observar a les activitats [3-
hexosaminidasa al serum. Aquest fet va permetre que la proteina activa arribés a altres
organs no transduits, aconseguint una reversio de la patologia periferica. Tant I'analisi
de l'activitat al fetge i al sérum dels ratolins Sandhoff com Tay-Sachs va resultar en un
augment superior en mascles, en comparaci6 amb les femelles. Uns resultats molt
semblants ja s’havien obtingut en altres estudis, que demostraven que la transduccio

del fetge dels ratolins mascles era més eficient per part dels vectors AAV que en les
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femelles (Davidoff et al., 2003; Ruzo et al., 2012). Aquestes dades no es van reproduir
en els fetges dels primats no humans després de I'administracié de vectors AAV (Binny,
2012), suggerint que les pacients probablement no presentarien aquesta desavantatge
detectada en ratolins. L'increment de l'activitat hepatica i circulatoria, després de
I'administracio intra-LCR dels vectors AAV9 duals i individuals, va permetre la correccio
de 'acumulacié de GAGs al fetge, la melsa i el rony6. Comparativament, els gats
Sandhoff d’'un mes d’edat, tractats amb una administracié bilateral al talem i una
intracerebroventricular dels vectors individuals AAVrh8 a una ratio equimolar 1:1 de la
subunitat a i  va, conduir a una reduccio parcial dels GAGs a fetge, sense observar cap
millora significativa en el contingut de GAGs a melsa i ronyé. A més, la nostra via
d’administracié utilitzant el vector AAV9 no només va resultar en un millor benefici
terapéutic, siné que també va comportar la normalitzacié de 'acumulacio de colesterol i

la recuperacié de I'homeostasi del lisosoma al fetge (Gray-Edwards, 2015).

Les malalties de Tay-Sachs i Sandhoff també es caracteritzen per una debilitat
progressiva, pérdua de motricitat i rigidesa fins a arribar a un estat vegetatiu (Maegawa,
2006; Pampiglione, 2008). Consequientment, les millores funcionals s6n molt importants
a I'nora de desenvolupar un tractament per tal de millorar la qualitat de vida dels
pacients. Als 4 mesos d’edat, 'administracio dels vectors AAV9, tant els duals com els
individuals, va permetre la normalitzacio de I'activitat locomotora, la coordinacio, la forca
muscular i la mobilitat. Si s’analitzen els problemes de coordinacié en un periode d’'un
any, es va observar que els ratolins administrats amb els vectors AAV9 duals eren
capacos de mantenir una molt bona coordinaci6 motora fins un any després del
tractament. En canvi, els animals tractats amb els vectors AAV9 individuals, van
presentar una pérdua de coordinacié motora a partir dels 5 mesos acompanyada d’'un
augment de la mortalitat. Els resultats obtinguts 3 mesos després del tractament
indiquen que I'administracioé dels vectors duals i individuals mostren una correccio similar
de les alteracions patologiques de la malaltia. Ara bé, a llarg termini, els vectors AAV9
duals presenten un benefici terapéeutic clarament superior. Aquest fet podria ser a causa
de la diferéncia d’activitat HEXA, més especifica de la isoforma HEXA, a I'encéfal entre
ambdés vectors (duals i individuals). Durant els primers mesos de vida, uns nivells
baixos d’activitat HEXA podrien ser suficient per millorar les principals alteracions
patologiques de la malaltia, per0 a una edat més avancada caldria una aportacié

constant i elevada d’HEXA per mantenir la correccié funcional.

L’estudi de la supervivencia també dona suport a la idea que els vectors AAV9
duals presenten un efecte terapeutic superior a més llarg termini. Els ratolins Sandhoff

administrats amb els vectors AAV9 duals HexA-L1-HexB i HexA-L3-HexB presentaven
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una supervivencia mediana molt superior als animals Sandhoff no tractats, allargant la
vida mediana fins a casi dos anys de vida, mentre els ratolins no tractats tenien una
mediana de 4,5 mesos. En el cas dels vectors AAV9 individuals I'esperanca de vida era
molt més curta. La produccié de I'heterodimer HEXA unit covalentment permet una

millora significativa a llarg termini, en comparacio als vectors AAV9 individuals.

Si es compara el tractament desenvolupat en aquest treball amb d’altres
publicats préviament, també s’observa una benefici terapéutic superior en la
supervivéncia. Als estudis on administren un vector rAAV monocistronic codificant pel
gen HexB als ratolins Sandhoff tractats per via intravenosa a 1-2 dies d’edat a una dosi
de 2,5x10* vg/kg viuen més de 10 mesos de mediana, on eutanasiaven els animals,
mentre que els animals Sandhoff que rebien una dosi de 3,5x10'% vg/kg per via
intravenosa als 1,5 mesos d’edat, tenien una mediana de supervivéncia molt similar als
ratolins no tractats de 4,75 mesos (Walia, 2015). A més, també van observar que 8/10
ratolins Sandhoff administrats de forma intravenosa quan eren nounats van
desenvolupar tumors al fetge (Walia et al., 2015), indicant que nomeés eren capacos de
prevenir la malaltia, i no de revertir-la, i confirmant que I'administracié d’altes dosis de
forma sistémica pot provocar hepatocarcinomes. Altres estudis també han observat
toxicitat associada a altes dosis administrades de forma intravenosa (Hinderer, 2018) i,
en alguns casos, el desenvolupament d’hepatocarcinomes sobretot administrant els
vectors a ratolins nounats (Donsante, 2007; Sabatino, 2022; Sands, 2012). Un altre grup
de recerca va allargar la vida dels ratolins Sandhoff fins a una mediana de 24 mesos,
després d’una administracio intravenosa d’un vector AAV9 codificant pel gen HexB a
una dosi de 3,5x10% vg/kg a animals nounats (Niemir, 2018). Aquest estudi només
demostra la prevencié de la malaltia i, altra vegada, utilitzant una dosi molt alta
intravenosa amb els risc associats que pot comportar. Finalment, un estudi en que es
va utilitzar la proteina quimeérica HEXM, una nova variant de I'heterodimer HEXA
humana que incorpora seqiiéncies critiques tant de la subunitat a com la 3, van
administrar amb un vector AAV9.47 el gen HexM, per via intravenosa a una dosi de
5x10'° vg/animal a ratolins Sandhoff nounats i van observar només una supervivencia

mediana de 10 mesos d’edat (Osmon, 2016).

En el cas de la co-administracié dels vectors monocistronics que codifiquen pels
gens HexA i HexB, s’ha observat la necessitat de multiples administracions al
parénquima cerebral per tal d’assolir un augment significatiu de la supervivencia dels
ratolins Sandhoff tractats (Cachdn-Gonzalez, 2012). De fet, una Gnica administracio dels
dos vectors a l'estriat només aconsegueixen una mediana de supervivéncia de 6,75

mesos, mentre que amb tres administracions, dues de forma bilateral a I'estriat i una al
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cerebel, arriben a una mediana de supervivéncia de 22 mesos d’edat, tot i que no
mencionen la dosi administrada (Cachdn-Gonzalez, 2012). Ara bé, els assajos clinics
basats en I'administracio intraparénquima dels vectors AAV han necessitat de multiples
administracions a causa de la mida de I'encéfal huma i la poca distribucio dels vectors
assolida per aquest tipus d’administracié (Haurigot, 2013a). En concret, en un estudi
clinic en pacients MPSIIIA es van realitzar 12 administracions diferents (Tardieu et al.,
2014), mentre que en un altre amb pacients MPSIIIB se’n van realitzar 16 (Tardieu,

2017) i els resultats d’aquests assajos no van ser molt prometedors.

Aquesta mateixa aproximacio també es va provar amb animals més grans
afectats per la malaltia, com el model feli de Sandhoff. Amb dues administracions al
talem a una dosi de 3,2x10*? vg/animal en una fase presimptomatica van aconseguir un
augment de la supervivencia de 2,3 vegades respecte als gats no tractats (Bradbury,
2013). Un altre estudi, després d’'una triple administracid, dos injeccions bilaterals al
talem i una al cerebel a una dosi de 4,4x10% vg/animal, només van aconseguir un
augment de 3 vegades en I'esperancga de vida dels gats tractats a una fase primerenca
de la malaltia, i no van observar cap canvi en la supervivéncia tractant els animals quan
la malaltia ja estava establerta (McCurdy, 2021). En conjunt, aquests estudis demostren
la necessitat d’utilitzar nombroses administracions intraparénquima per tal d’assolir una

millora significativa en la supervivéncia gracies a la terapia.

A més, s’ha realitzat un estudi toxicoldgic amb aquesta mateixa aproximacio
basada en mudltiples injeccions intraparenquima en Cynomolgus macaques sans, els
quals es va administrar tres dosis diferents (3.2x10*? vg, 3.2x10* vg i 1,1x10" vg)
utilitzant dos vectors AAVrh8 monocistronics (HexA i HexB) (Golebiowski, 2017). La
majoria d’animals van desenvolupar discinésies, ataxia i pérdua de destresa, i
I'histopatologia va revelar una necrosis severa de la substancia blanca i grisa al voltant
dels punts d’injeccié. Malgrat la pérdua cel-lular, es va detectar un augment de I'activitat
HEXA al talem i no es van detectar anticossos contra I'enzim, per tant, la toxicitat podria
ser causada pel volum injectat en les administracions intraparénquima (Golebiowski,
2017).

Els vectors bicistronics també presenten I'avantatge d’administrar ambdds gens,
HexA i HexB, en un sol vector viral AAV. Tot i aix0, un estudi on utilitzen un vector AAV9
bicistronic amb I'element P2A administrat per via sistémica a una dosi de 2.04x10%3vg/kg
a ratolins Sandhoff nounats només aconsegueix una supervivéncia mediana de 6 mesos
(Woodley, 2018). En un altre estudi, on injecten uns constructes bicistronics, amb

'element P2A o amb un promotor BiCBA que codifiquen pels dos gens simultaniament
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en un anic vector AAV (PHP.B o AAV9). Després de I'administracié intravenosa a una
dosi alta de 1x10'? vg/animal, aconsegueixen una supervivéncia mediana del voltant
dels 20 mesos d’edat, tot i que quan injecten una dosi 1x10*! vg/animal, la dosi utilitzada
als nosaltres estudis, no observen cap augment en la supervivencia respecte els animals
malalts (Lahey, 2020). A més a més, també s’ha descrit que I'eficacia de travessar la
BHE per part del vector PHP.B només s’ha observat en ratolins de la soca C57B6, per
tant, aquest serotip no seria una bona eleccié per traslladar aquesta tractament a la
clinica humana (Fajardo-Serrano, 2022). Tot i aix0, aquestes aproximacions de terapia
génica segueixen presentant un alt risc de desenvolupar un hepatocarcinoma, a causa
de les dosis altes administrades intravascularment (Sabatino, 2022). Tenint en compte
que sén malalties que clarament tenen una afectaci6 més severa al SNC, una
administracio local que et permeti disminuir la dosi, aconseguint també una millor, amplia
i homogeénia distribucié al SNC presenta una millora estratégica de la terapia, tal com

han demostrat els nostres vectors AAV9 duals després d’'una administracio intra-LCR.

En resum, la majoria d’aproximacions de terapia génica in vivo que s’han publicat
préviament presentaven certes desavantatges/inconvenients. (1) En general, es basen
en el tractament dels animals de forma pre-simptomatica al voltant dels 1-2 dies d’edat,
gue Unicament permet assolir una prevencié de la malaltia. (2) Aguestes estratégies
terapéutiques solen utilitzar 'administraci6 intravenosa, que requereix I'is d‘unes dosis
superiors en comparacié amb una administraci6 més local com la intra-LCR. A més,
alguns estudis han demostrat determinats riscos i toxicitats associades a aquestes altes
dosis de vectors AAV per via sistéemica, com una possible associaci6 amb el
desenvolupament d’hepatocarcinomes sobretot en dosis molt altes, (3) Finalment,
algunes d’aquestes aproximacions es basen en I'administracio local intraparénquima,
molt invasiva, que requereix multiples injeccions per tal d’aconseguir una bona eficacia
terapéutica. Recentment, un estudi pre-clinic realitzat en primats no humans ha
demostrat toxicitat associada a I'administracié intraparénquima, resultant amb una

necrosi i mort cel-lular en el teixit proxim als punts d’injeccio (Golebiowski, 2017).

En conclusio, els resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral, després d’una
Unica administracié intra-LCR, a una dosi d’1x10* vg/animal i a una edat quan la malaltia
ja estava establerta, demostren una molt bona eficacia terapéutica amb la reversié de la
patologia al SNC i la correccio de les alteracions als teixits periférics, que va resultar en
una correccié del comportament i un augment significatiu de la supervivencia. Aixi
doncs, aquests resultats evidencien el gran potencial terapéutic d’aquesta nova

aproximacié de terapia genica in vivo, generant una base solida per a la possible
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translacié d’aquesta estratégia terapéutica a la clinica per al tractament dels pacients

tant de la malaltia de Sandhoff com de Tay-Sachs.
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Conclusions

El model muri de la malaltia de Sandhoff a un mes d’edat presentava la
malaltia ja establerta. En canvi, el ratoli model de Tay-Sachs, tal com ja

s’havia descrit, no desenvolupava cap simptoma de la malaltia.

Es va dissenyar una nova estratégia de terapia génica per a Tay-Sachs i
Sandhoff basada I'administracié d’'uns nous vectors AAV9 duals que
codificaven cadascun d’ells pels dos gens HexA i HexB units amb un peptid
linker diferent (L1, L2 i L3).

Es va observar que Unicament els constructes amb I'ordre HexA-Linker-HexB
eren capacos de generar la isoforma activa de 'enzim HEXA i que se
secretava fora la cél-lula. Estudis in vivo van revelar que els vectors AAV9-
HexA-L1-HexB i AAV9-HexA-L3-HexB eren més eficients que el AAV9-HexA-
L2-HexB.

L’administracidé intra-LCR dels vectors AAV9 duals al model muri de la
malaltia de Sandhoff va resultar en un augment d’activitat B-hexosaminidasa
en totes les regions de I'encéfal, que va revertir 'acumulacié primaria del

gangliosid GM2 i secundaria del colesterol no esterificat.

La reversi6 de les acumulacions lisosomigques al SNC va permetre
contrarestar també els problemes en I'homeodstasi als lisosomes, la

neuroinflamacio i va normalitzar I'autofagia i la mielinitzacio.

Els vectors AAV9 duals administrats intra-LCR en els ratolins Sandhoff, van
passar a la circulacié sanguinia i van transduir el fetge. Aquest organ va
secretar 'enzim HEXA al torrent sanguini. D’aquesta manera es va corregir
I'acumulacié secundaria de GAGs i colesterol total i 'homeostasi lisosdmica

a tots els teixits periferics.

La correccio de la patologia al SNC i als teixits periférics assolida després de
'administracié dels vectors AAV9 duals, va permetre normalitzar els déficits
motors presents en el ratolins Sandhoff, com 'activitat motora, la coordinacid,
la forca muscular i la mobilitat. També va resultar en un gran increment de la

supervivéncia dels ratolins tractats.
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8. L’administracio intra-LCR dels vectors AAV9 duals al model muri de Tay-
Sachs també va permetre un augment de l'activitat B-hexosaminidasa al
SNC, al fetge i al serum, resultats que suggerien que aquesta terapia géenica

també podria revertir la malaltia en pacients humans.

9. Enresum, els resultats obtinguts en aquesta tesi permeten establir les bases
per la translacié clinica de l'estratégia de terapia génica basada en
'administracié intra-LCR dels vectors AAV9 duals per al tractament de les

malalties de Sandhoff i Tay-Sachs.
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Materials i Métodes

1. MATERIALS
1.1. Animals

El ratoli C57B129SF2/J deficient pel gen HexB (Sandhoff), el qual tenia una
insercio del casset d’expressié del gen de resisténcia a la neomicina a I'exd 13 del gen
HexB (Sango et al., 1995), es va adquirir a The Jackson Laboratory. Per altra banda, el
ratoli C57B129SF2/J deficient pel gen HexA (Tay-Sachs), el qual també tenia una
insercio del casset d’expressié del gen de resisténcia a la neomicina en aquest cas a
'ex6 8 del gen HexA (Yamanaka et al., 1994), també es va adquirir a The Jackson
Laboratory.

Les colonies de Sandhoff i Tay-Sachs es van establir a partir dels ratolins vius
que es van adquirir a The Jackson Laboratory. En ambdés casos, es va establir i

mantenir la colonia mitjangant el creuament de ratolins heterozigots per a la mutacio.

Els ratolins es van mantenir a les instal-lacions del Servei d’Estabulacié de
Ratolins del CBATEG, en condicions lliures de patogens especifics (specific-pathogen-
free, SPF) i amb una temperatura de 22 + 2 °C i il-luminaci6 controlades (cicles de llum
i foscor de 12 h, on s’obrien els llums a les 8 h del mati). Els animals estaven alimentats
ad libitum amb una dieta estandard (Teklad Global 18% protein rodent diet, 2018S;

Harlan Labs).

Tots els procediment experimentals i de benestar animal van ser préviament
avaluats, aprovats i autoritzats per la Comissié d’Etica en I'Experimentacié Animal i
Humana de la UAB.

1.2. Soques bacterianes

Per a la generacio dels constructes utilitzats a aquesta tesi doctoral, es van fer
servir les soques d’E. coli Stbl3 i Dh5a (Thermo Fisher Scientific) i XL2-Blue (Agilent
Technologies). Per a la seva seleccio, els plasmidis contenien un gen de resisténcia a
I'ampicil-lina o a la kanamicina, que permetien el seu creixement en medi LB (Conda)
suplementat amb 50 ug/mL d’ampicil-lina o 30 ug/mL de kanamicina. Quan es requeria

el creixement dels cultius en medi solid, es va afegir un 2% d’agar al medi.
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1.3. Anticossos

Els anticossos detallats a la Taula 6 i la Taula 7 es van fer servir per a la detecci6
de proteines mitjancant les analisis immunohistoquimics i els Western blots,

respectivament.

Taula 6. Llista d’anticossos utilitzats a les immunohistoquimiques.

Immunohistoquimica

Anticos Hoste Proveidor Referencia Dilucié

Anticossos primaris

Anti-LIMP2 Conill Novus Biologicals NB400-129 1/100
Anti-GFAP Conill Dako 70334 1/1000
Anti-GM2 Mouse Amsbio AMS.A2576 1/300

Anticossos secundaris
Anti-Rabbit IgG biotinilated Cabra ThermoFisher 31820 1/300
Anti-Mouse 1gG biotinilated Cavall Vector Labs BA-2000 1/300

Taula 7. Llista d’anticossos utilitzats als Western blot.

Western blot

Anticos Hoste Proveidor Referencia Dilucié

Anticossos primaris
Anti-LC3B Conill Novus Biologicals NB100-2220 1/2000
Anti-aTubulina Conill Abcam Ab4074 1/2000

Anticossos secundaris
Anti-Rabbit IgG HRP conjugate Porc Dako P0217 1/20000

1.4. Plasmidis

Els plasmidis utilitzats en la present tesi doctoral per a la produccio dels vectors

virals AAV es detallen a la Taula 8.
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Taula 8. Llista de plasmidis.

Plasmidi Promotor Insert Senyal d? -
poliadenilacié

pAAV-Cbh Cbh - SV40
pomHexA - HexA de ratoli optimitzada -
pomHexB - HexB de ratoli optimitzada -
pAAV-Cbh-omHexA Cbh HexA de ratoli optimitzada Sv40
pAAV-Cbh-omHexA Cbh HexB de ratoli optimitzada SV40

HexA i HexB de ratoli optimitzades
pAAV-Cbh-omHexA-P2A-omHexB - SV40

unides amb I'element P2A

HexA i HexB de ratoli optimitzades
pAAV-Cbh-omHexB-P2A-omHexA - Sv40

unides amb 'element P2A

Fragment 5’ del gen HexA +
pAL1B - seqliéncia del linker L1 + fragment 3° -

del gen HexB

Fragment 5’ del gen HexA +
pAL2B - seqliéncia del linker L2 + fragment 3° -

del gen HexB

Fragment 5’ del gen HexA +
pAL3B - seqiiéncia del linker L3 + fragment 3’ -

del gen HexB

Fragment 3’ del gen HexA +
pBL1A - sequeéncia del linker L1 + fragment 5’ -

del gen HexB

Fragment 3’ del gen HexA +
pBL2A - sequeéncia del linker L2 + fragment 5’ -

del gen HexB

Fragment 3’ del gen HexA +
pBL3A - sequeéncia del linker L3 + fragment 5’ -

del gen HexB

HexA i HexB de ratoli optimitzades
pAAV-Cbh-omHexA-L1-omHexB Cbh ) ) Sv40

unides amb el linker 1

HexA i HexB de ratoli optimitzades
pAAV-Cbh-omHexA-L2-omHexB Cbh Sv40

unides amb el linker 2

HexA i HexB de ratoli optimitzades
pAAV-Cbh-omHexA-L3-omHexB Cbh ) ) Sv40

unides amb el linker 3

HexB i HexA de ratoli optimitzades
pAAV-Cbh-omHexB-L1-omHexA Cbh ) ) Sv40

unides amb el linker 1

HexB i HexA de ratoli optimitzades
pAAV-Cbh-omHexB-L2-omHexA Cbh ) ) Sv40

unides amb el linker 2

HexB i HexA de ratoli optimitzades
pAAV-Cbh-omHexB-L3-omHexA Cbh Sv40

unides amb el linker 3
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El plasmidi pAAV-Cbh conté les sequencies ITR, que sOn necessaries per
I'encapsidacié dels vectors AAV, el promotor Cbh i la senyal de poliadenilacié (poliA)
SV40. El promotor Cbh és una nova versié truncada del promotor CBA, format pel
potenciador de la transcripcié del citomegalovirus huma (CMV), el promotor de la B-
actina de pollastre i un intré hibrid composat de la regié 5’ del lloc d’unié del donador de
splicing del gen de la B-actina de pollastre i la regié 3’ del lloc d’unié de I'acceptor de
splicing del virus minute del ratoli (VMR). Aquest promotor permet que els gens d’interés

s’expressin de forma ubiqua i robusta (Gray, 2011).

Els plasmidis pomHexA i pomHexB (GeneArt: Life Technologies) contenen les
sequéncies murines optimitzades dels gens HexA i HexB, les quals es van optimitzar
mitjangant un algorisme comercial per augmentar la transcripcié i I'estabilitat del mMRNA
i la traduccié proteica. L’algorisme té en compte diversos parametres com el contingut
de CG, I'is de codo, possibles estructures secundaries, entre d’altres parametres. Per
tal de generar els plasmidis pAAV-Cbh-omHexA i pAAV-Cbh-omHexB, es van clonar els
gens optimitzats HexA i HexB dels plasmidis pomHexA i pomHexB al plasmidi pAAV-

Cbh amb els enzims de restriccid Nhel i BamHlI.

Per a la generaci6 dels constructes duals, es van utilitzar dos vectors clonats
préviament al nostre laboratori, el pAAV-Cbh-omHexA-P2A-omHexB i el pAAV-Cbh-
omHexB-P2A-omHexA. Per tal d’obtenir els plasmidis pAAV-Cbh-omHexA-Linker-
omHexB, el plasmidi pAAV-Cbh-omHexA-P2A-omHexB es va tallar amb els enzims
Afel-BbvCl i s’hi va introduir I'insert, que contenia primer un fragment 5’ del gen HexA
unit amb un linker (L1, L2 o L3) a un fragment 3’ del gen HexB, provinents dels plasmidis
pAL1B, pAL2B i pAL3B tallats amb Afel-BbvCl. Per altra banda, es va realitzar el mateix
procediment per tal d'obtenir els plasmidis amb l'ordre invers pAAV-Cbh-omHexB-
Linker-omHexA. En aquest cas, el plasmidi pAAV-Cbh-omHexB-P2A-omHexA es va
tallar amb els enzims Alel+Avrll i s’hi va introduir l'insert, que contenia primer un
fragment 5’ del gen HexB unit amb un linker (L1, L2 o L3) a un fragment 3’ del gen HexA,
provinents dels plasmidis pBL1A, pBL2A i pBL3A tallats amb Afel-BbvCI.
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1.5. Reactius

Tots els reactius de biologia molecular utilitzats en el desenvolupament de la
present tesis doctoral ses van obtenir a partir dels seguents fabricants comercials:
Abcam (Cambridge, Regne Unit), DakoCytomation (Glostrup, Dinamarca), Life
Technologies (Carlsbad, CA, EUA), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), Moscerdam
Substrates (Holanda), Carbosynth Ltd (Compton, Regne Unit), Toronto Research
Chemicals (Toronto, Canada), Enantia (Barcelona, Espanya), Panreac (Barcelona,
Espanya), Amsbio (Regne Unit), Promega Corporation (Madison, WI, EUA), Qiagen
(Hilden, Alemanya), New England Biolabs (Ipswich, MA, EUA), Roche (Basilea, Suissa),
Fermentas (St. Leon-Rot, Alemanya), Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA),
Stratagene-Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EUA), Merck (Darmstadt,
Alemanya), Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA), Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, EUA),
Vector Laboratories Ltd. (Burlingame, CA, EUA), Millipore (Burlington, MA, EUA), Novus
Biologicals (Littleton, CO, EUA), iNtRON Biotechnology (Sangdaewon, Corea del Sud),
Greiner Bio-One (Kremsminster, Austria), Hamilton Company (Reno, NV, EUA), B.
Braun (Melsungen, Alemanya), Philips (Amsterdam, Paissos Baixos), Carbosynth (Thal,

Suissa), Horiba (Kyoto, Japd).
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2. METODES
2.1. Genotipatge dels ratolins Sandhoff i Tay-Sachs

El genotipatge dels ratolins Sandhoff i Tay-Sachs es va dur a terme amb el DNA
genomic obtingut d’un tall de la cua de I'animal i el posterior analisis per PCR per tal de

detectar la preséncia de la casset d’expressié del gen de resisténcia a la neomicina.
2.1.1. Aillament del DNA gendmic

El DNA genomic es va extreure de les mostres de cua, d’aproximadament uns
0,5 cm de longitud, de ratolins al voltant de les 3 setmanes d’edat. Les mostres es
incubar durant 30 minuts a 95°C en 100 ul de tampé de lisi (25 mM NaOH, 0.2 mM
Na:EDTA, pH 12). Seguidament, es van refredar les mostres durant 2 minuts amb gel i
es va aturar la reacci6 de lisi amb I'addicié de 100 ul de tamp6 de neutralitzacié (40 mM
Tris-HCL, pH 5).

2.1.2. Genotipatge per PCR
2.1.2.1. Colonia de ratolins Sandhoff

L’estratégia de genotipatge es va dissenyar per tal de poder diferenciar entre
I'al-lel WT i el mutat; d’aquesta forma, es tenia la capacitat de saber si els animals eren
WT, heterozigots o Sandhoff. El genotipatge consistia en I'is d’'un oligonucleotid capag
de reconeéixer les zones comunes entre els dos al-lels (Forward comu) i dos altres
oligonucledtids més que reconeixien una zona especifica de cada al-lel, el Reverse WT

reconeix I'al-lel WT i el Reverse KO reconeix el mutat.

Les sequéncies dels oligonucleotids utilitzats van ser:

Forward comu: 5 -ATTTTAAAATTC AGG CCT CGA -3
Reverse WT: 5 — CAT TCT GCA GCG GTG CACGGC -3
Reverse KO: 5 - CAT AGC GTTGGC TACCCG TGA -3’

La PCR es va realitzar utilitzant el kit comercial GoTaq Hot Start Polymerase

(Promega Corporation) amb les condicions que es descriuen a la Taula 9.

184



Materials i Métodes

Taula 9. Components de la reaccié de PCR per a la genotipaci6 de la colonia Sandhoff.

Reactiu Volum per 1 reacci6 (ul)
5X GoTaq Flexi Green Buffer 3
MgCl> (25mM) 0,96
dNTP (2.5 mM) 0,96
Oligonucleotid Forward comu (20 uM) 0,3
Oligonucleotid Reverse WT (20 uM) 0,6
Oligonucleotid Reverse KO (20 uM) 0,3
GoTag Hot Start Polymerase (5U/ul) 0,2
DNA genomic 2
Aigua Mili-Q 6,68
Volum final 15

La PCR es realitzar a un termocilador MasterCycler Eppendorf Gradient S
(Eppendorf) i es va basar en una desnaturalitzacié inicial del DNA gendomic de 3 min a
94°C, seguida de 12 cicles d’'una amplificacié més especifica del DNA que inclouen una
desnaturalitzacio de 25 s a 94°C, una hibridaci6é de 35 s a 62,1°C i una elongacio6 de 20
s a 72°C. A continuacid, hi havia 25 cicles que constaven d’una desnaturalitzacio de 25
s a 94°C, una hibridaci6 de 35 s a 56,1°C i una elongaci6 de 20 s a 72°C. Per acabar, hi

havia una fase final d’elongacié de 2 min a 72°C.

Després de la PCR, les mostres es van carregar a un gel d’agarosa al 2% amb
bromur d’etidi o RedSafe que es va correr a 100-120 V, per tal de permetre la separacio
i la resolucié dels fragments de DNA. La mida esperada de les bandes era de ~100
parells de bases (base pares, bp) pels ratolins WT (HexB**), dues bandes de ~100 i
~200 bp pels heterozigots (HexB*") i una banda de ~200 bp pels ratolins homozigots per
la mutacié al gen HexB (HexB™).

2.1.2.2. Colonia de ratolins Tay-Sachs

L’estratégia de genotipatge permetia discriminar entre 'al-lel WT i I'al-lel mutat.
En aquest cas, es van utilitzar dos parells d’oligonucledtids, un d’ells reconeixia una
zona especifica de lal-lel WT (Forward WT i Reverse WT) i un altre parell
d’oligonucleotids reconeixia una zona especifica de l'al-lel KO (Forward KO i Reverse
KO).
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Les sequéncies dels oligonucleotids utilitzats van ser:

Forward WT: 5 —GGT GTATGT GTAACACTCGTGG-3
Forward KO: 5 — CAG TTC TAG GCT CAG AATGAG G -3’
Reverse WT: 5 —CTT GGG TGG AGA GGC TATTC -3’
Reverse KO: 5 — AGG TGA GAT GAC AGG AGATC -3

La PCR es varealitzar utilitzant el kit comercial GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase

(Promega Corporation) amb les condicions que es descriuen a la Taula 10.

Taula 10. Components de lareaccié de PCR per a la genotipacid de la colonia Tay-Sachs.

Reactiu Volum per 1 reacci6 (ul)
5X GoTaqg Flexi Green Buffer 3
MgClz (25mM) 1,6
dNTP (2,5 Mm) 1,6
Oligonucleotid Forward WT (20 uM) 0,3
Oligonucleotid Forward KO (20 uM) 0,3
Oligonucleotid Reverse WT (20 pM) 0,35
Oligonucleotid Reverse KO (20 uM) 0,35
GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase (5U/ul) 0,06
DNA genomic 0,5
Aigua Mili-Q 6,94
Volum final 15

Per a 'amplificacio del DNA gendmic, es va utilitzar la mateixa reaccié de la PCR
explicada anteriorment per al genotipatge de la colonia Sandhoff. Posteriorment, també
es va utilitzar un gel d’agarosa al 2% amb bromur d’etidi o RedSafe que es va correr a
100-120V, per tal de separar i resoldre els diferents fragments de DNA amplificats. La
mida esperada de les bandes era de 430 bp pels ratolins WT (HexA**), dues bandes de
280 i 430 bp pels ratolins heterozigots (HexA*") i una banda de 280 bp pels ratolins

homozigots per la mutacié al gen HexA (HexA™).
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2.2. Técniques de manipulacié del DNA
2.2.1. Preparaci6 del DNA plasmidic

Les minipreparacions de DNA plasmidic es van realitzar seguint el protocol de
lisi alcalina descrit previament (Birnboim, 1978). Per tal d’obtenir quantitats més grans
de DNA plasmidic, es va usar el kit comercial de PureYield™ Plasmid MaxiPrep System
(Promega Corporation), mentre que per guantitats encara més grans de DNA plasmidic

es va fer servir lEndoFree Plasmid Mega/Giga Kit (Qiagen).
2.2.2. Digesti6 del DNA amb enzims de restriccio

Per cadascun dels enzims de restriccié que es van utilitzar per a construir dels
plasmidis o bé digerir el DNA de forma especifica, es van fer servir unes condicions
especifiques de reaccio pel que fa a la forca idnica, el pH, la temperatura i el temps. Per
aquest motiu, es van utilitzar les condicions de digestié proporcionades per les cases
comercials (New England Biolabs, Roche o Fermentas). En la majoria de casos, el
procediment va ser el seglient: 1 ug de DNA es va digerir amb 0,5 unitats d’enzim durant
1 hora amb el tamp6 especific indicat pel fabricant. Seguidament, els productes de la
digestio es van analitzar mitjangant els gels d’agarosa a I'1% p/v. Quan la digestio del
DNA es va dur a terme amb dos enzims de restriccié diferents, aquesta es va realitzar
alhora, sempre que els 2 enzims poguessin actuar adequadament amb el mateix tamp6
i temperatura. En el cas que un dels dos o bé els dos enzims no puguin funcionar
optimament amb el mateix tampd, es va suplementar amb més quantitat d’enzim en
funcié de la seva eficiéncia de tall. Per exemple, si tedricament un dels dos enzims
digereix a un 50% del seu rendiment mentre I'altre digereix al 100% amb un determinat
tampo, es va utilitzar el doble de quantitat d’enzim per digerir 1 ug de DNA durant 1 h
de 'enzim amb una eficiéncia de tall del 50% en aquestes condicions. En el cas que els
enzims presentessin requeriments diferents, es va purificar el DNA després de la
primera digestié per tal d’eliminar-ne les sals, els enzims i d’altres restes de la reacci6
anterior utilitzant el kit comercial GeneJET™ Gel Extraction kit (Fermentas), seguint el
protocol de la casa comercial. Finalment, es va eluir el DNA en 30 pl d’aigua i es va
digerir amb el segon enzim de restriccié utilitzant les seves condicions optimes

requerides.
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2.2.3. Purificacio i resoluci6 del DNA

La separaci6, identificacio i purificacié de fragments de DNA es va realitzar
mitjangant I'electroforesi en gel d’agarosa al 1% v/p. En primer lloc, els gels d’agarosa
es van preparar dissolvent 'agarosa en un tampé d’electroforesis 1x TAE (Tris-acetat
pH 8.3, 40 mM i EDTA 1 mM) juntament amb 0,5 ug/mL de bromur d’etidi o RedSafe
(1X). Seguidament, es van carregar les mostres al gel d’agarosa amb el tampd de
carrega (1X) (Thermo Fisher Scientific Inc.) i es van cOrrer les mostres amb tampo
d’electroforesis 1x TAE a uns 80-100 V.

La visualitzacioé del DNA en el gel d’agarosa es va aconseguir gracies a I'addicio
de baixes concentracions de bromur d'etidi (0.5 pg/ml) o RedSafe (1x) (iNtRON
Biotechnology). La visualitzacio dels diferents fragments de DNA en el gel d’agarosa es
va aconseguir amb la utilitzacié d’una llum ultraviolada de baixa longitud d’ona (310 nm)
amb una camera integrada en un transil-luminador (Syngene). Per saber la mida dels
diferents fragments de DNA separats i resolts, es va calcular comparant la seva posicio
relativa al gel d’agarosa respecte als marcadors de pes molecular de DNA d’1 kb i/o de

100 bp (Invitrogen).

Per a I'extraccié i la purificacio d’algun dels fragments de DNA separats i resolts,
es va utilitzar el kit comercial GeneJET™ Gel Extraction kit (Fermentas). Finalment, la
quantificacié del DNA es va dur a terme amb un espectrofotometre (Nanodrop 1000

spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific; o Synergy HTX, BioTek Instruments).
2.2.4. Desfosforilaci6 dels fragments de DNA

Un cop digerit, el DNA plasmidic pot tornar a relligar. Per aquest motiu, aquest
procés es pot evitar mitjangant I'eliminacio dels residus fosfat dels extrems 5’ del DNA.
Per dur a terme la desfosforilacid, es va utilitzar una unitat de fosfatasa alcalina
(FastAP™ Thermosensitives Alkaline Phosphatase, Fermentas) amb el tampé comercial
corresponent a 1x per cada 1-5 pug de DNA. La reacci6é de desfosforilacié es va realitzar
durant 10 min a 37 °C. Posteriorment, es va inactivar 'enzim a 75 °C durant 5 min per
evitar qualsevol reaccié de la fosfatasa alcalina a la posterior reaccié de lligacié6 amb

'insert.
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2.2.5. Lligacio6 dels fragments de DNA

La construccié de moléecules hibrides de DNA a partir de diferents fragments de
DNA és un procediment conegut com a lligacié, que es duu a terme gracies a 'accio de
'enzim T4 DNA ligase (New England Biolabs). Els fragments de DNA d’interés es van
afegir a diferents proporcions molars de vector : insert amb I'enzim T4 DNA ligase i el
tampd corresponent suplementat amb adenosina trifosfat (ATP) durant 30 min a

temperatura ambient, seguint les instruccions de la casa comercial.
2.2.6. Transformacié de les cél-lules competents

Els plasmidis es poden introduir a dins dels bacteris eléctricament competents
mitjangant un procés de transformacié electrica o electroporacio. Es van utilitzar 40 pl
de cel-lules competents E. coli XL2-blue (2x10% cel-lules/ml), préviament
descongelades en gel, a les quals se’ls va afegir aproximadament 10 ng de DNA en un
volum final d’1 pl. Després d’una incubacié de 5 min en gel, les cél-lules es van
electroporar a 2.500 V utilitzant un electroporador (Bio-Rad). Posteriorment, es van
afegir 200 ul de medi LB preescalfat a 37 °C a la solucié d’electroporacié. Finalment, es
van sembrar en una placa sobre medi LB amb I'antibidtic apropiat i es van deixar créixer

a 37 °C durant tota la nit.

Per altra banda, el DNA plasmidic també es pot introduir a dins dels bacteris
quimicament competents (Stbl3 i Dh5a) mitjangant xoc térmic. En aquest cas, les
cél-lules competents i el DNA es van deixar en gel durant 30 min. Seguidament, es va
realitzar un xoc térmic a 42 °C durant 45 s, en el cas de les cél-lules Stbl3, o a 37 °C
durant 20 s, en el cas de les Dh5a. Posteriorment, es van incubar 60 s en gel i es va

realitzar la sembra en una placa sobre medi LB amb l'antibidtic corresponent.
2.3. Técniques d’obtencié i manipulacié del RNA
2.3.1. Homogeneitzacio del teixit per a I'obtencio del RNA

El RNA es va obtenir dels diferents teixits congelats en nitrogen liquid just
després de I'extraccié. Els teixits es van homogeneitzar utilitzant ’'homogeneitzador
mecanic Tissue Lyser LT (QIAGEN), seguint el protocol recomanat pel fabricant. Es van
transferir uns 30 mg de teixit en un tub de 2 mL, on préviament s’havia introduit una bola
d’acer inoxidable de 5 mm de diametre i s’havia deixat 15 min en gel sec. Seguidament,
les mostres de teixit que estaven als tubs es van deixar durant 15 minuts més en gel

sec, després 2 min a temperatura ambient i, finalment, es va afegir 1 ml de TriPure
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Isolation Reagent (Roche). Posteriorment, es van homogeneitzar els teixits durant 3 min
a 50 HZ en el Tissue Lyser (QIAGEN). El teixit disgregat es va transferir a un tub nou i

les mostres es van emmagatzemar a -80°C fins a la seva utilitzacio.
2.3.2. Aillament i purificacié del RNA total

Per a I'extraccié del RNA, es va utilitzar una extraccié de fenol-cloroform de teixits
homogeneitzats i es va utilitzar la tiocianat guanidina com a inhibidor de la ribonucleasa.
La fraccié corresponent al RNA es va extreure amb I'addicié de 0,2 mL de cloroform per
cada mL de Tripure i, seguidament, les mostres es van centrifugar durant 15 min a
10000g. Es va recollir la fase aquosa, que es trobava a la part superior, es va barrejar
amb etanol 70% a una proporcio 1:1 i es va passar a les columnes d’adsorcié, RNeasy
Mini Kit (Qiagen), per a la posterior purificaci6 del RNA. A la mateixa columna de
purificacid, les mostres es van tractar amb DNAsa |, RNAse-Free DNase Set (QIAGEN
durant 15 min, per tal d’eliminar qualsevol possible contaminaciéo amb DNA. Després de
fer els rentats a la columna amb els buffers subministrats pel fabricant, es van eluir les
mostres de RNA amb 30-50 ul d’aigua Mili-Q. Finalment, es va determinar la
concentracié i la puresa del RNA mesurant I'absorbancia al rang ultraviolat amb
I'espectrofotometre NanoDrop ND-1000 (Termo Fischer Scientific) o bé Synergy HTX

(BioTek Instruments).
2.3.3. Sintesi del cDNA

Es va sintetitzar el cDNA a partir d’'1 ug de RNA que es va retrotranscriure amb
el kit comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche), seguint les
instruccions del fabricant, al termociclador MasterCycler Eppendorf Gradient S
(Eppendorf). La reaccié constava de dues etapes: la primera que consistia en barrejar
I'RNA amb Oligo-dT i hexamers aleatoris, incubar-ho durant 10 min a 65°C i mantenir-
ho a 4°C per evitar la degradacio del RNA; i, durant la segona etapa, es van afegir
inhibidors de RNAses, el tamp6 de la reaccio, dNTPs i la transcriptasa reversa a les
mostres per tal de dur a terme I'amplificacié del cDNA. Aquesta segona incubacio es va
realitzar durant 15 min a 25 °C, 45 min a55°C i 5 min a 85 °C, i es van deixar les mostres
altre cop a 4 °C. Les mostres finalment es van diluir 1/10 amb aigua Mili-Q i es van

guardar a -20 °C fins a la seva utilitzacio.

190



Materials i Métodes

2.3.4. Quantificacié de I'expressié del mRNA per gPCR

L’analisi de I'expressié dels diferents gens es va dur a terme mitjangant la PCR
quantitativa (QPCR). La gPCR es va realitzar en el LightCycler® 480 (Roche) i
QuantStudio 5 (Applied Biosystems) amb el kit LightCycler® 480 SybrGreen | Master
(Roche), seguint les instruccions del fabricant (Taula 12). Els oligonucleotids utilitzats

s’indiquen a la Taula 11.

Taula 11. Llista d’oligonucleotids utilitzats a la qPCR.

Gen Oligonucleotid (5°—3’)

Forward TTCCAGAGGCCAACATCAAG
mmPlpl

Reverse AGGAGCCATACAACAGTCAG

Forward AGTTTCCAAGACCAACGCTGC
mmuUgt8

Reverse TGTTCCTGAGCACCACTTACC

Forward ACT CAC ATC TAC ACA GCA CAG
mmHexA

Reverse TCA AAT TCT GCC AGC ACA CG

Forward AAA ACT CTG GAT GCC ATG GC
mmHexB

Reverse AAG ACT GGT CGT CCACTATGT

Forward CCCACCGTGTTC TTC GAC AT
mmPpia

Reverse CAC CCT GGC ACATGAATCCT

Forward TGACTCCTG GAATTCCCATC
mmTbp

Reverse TGC TGC TGTCTTTGT TGC TC

Forward TGG CGG TGG AAT ACAATG TG
mmCD68

Reverse TGC TTG CAT TTC CAC AGC AG

Forward GCA ACC AAG TCT TCT CAG CG
mmCcl3

Reverse AGC AAAGGC TGC TGG TTT CA

Forward CCATGAAGC TCTGCG TGTCT
mmCcl4

Reverse GAG AAA CAG CAG GAA GTG GGA

Forward CCAAGTGCTGCCGTCATTTT
mmCxcl10

Reverse AGC TTC CCT ATG GCC CTC AT

Forward ATG CTA AAG AGG TCACCC GC
mmTGF1B

Reverse TGC TTC CCG AAT GTC TGA CG

Forward AAC TGC ATC TGC CCT AAG GT
mmMcpl

Reverse AAG TGC TTGAGG TGG TTG TG

Forward CTGTAGCCCACGTCGTAGC
mmTGF18

Reverse TTGAGATCCATGCCGTTG

mm: Mus musculus.
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Taula 12. Components de la qPCR mitjangant SybrGreen.

Reactiu Volums per 1 reaccio (uL)
2x LightCycler 480 SybrGreen | Master 5
Oligonucleotid Forward (10 mM) 0,2
Oligonucleotid Reverse (10 mM) 0,2

Aigua Mili-Q 2,6

cDNA diluit 1/10 2

Volum total 10

La reacci6é de la gPCR es va basar en una desnaturalitzacio inicial durant 5 min
a 95 °C i, posteriorment, es van dur a terme 45 cicles d’amplificacié del DNA en 4 etapes:
la desnaturalitzacio (10 s a 95 °C), I'annealing (10 s a 60 °C), 'amplificacié (10 s a 72
°C) i una fase final de 30 s a 60 °C. Abans de refredar la reacci6 a 4 °C, es va deixar 5
sa95°Cilmina65-°C.

Els nivells d’expressié d’'un gen s’expressen amb Cts, que indiquen el cicle a
partir del qual la quantitat de cDNA del gen diana ha amplificat. Les Cts del gen d’interés

de les mostres s’ajusten a les Cts del gen normalitzador, per cada una de les mostres.
2.4. Transfeccié de cultius cel-lulars HEK-293 amb DNA plasmidic

Per la transfeccié in vitro de cultius cel-lulars HEK-293 amb DNA plasmidic, es
va utilitzar el protocol comercial Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen), que es basa en la
transfeccio de DNA amb liposomes cationics. El protocol va consistir en la transfeccié
de cultius de cel-lules HEK-293 adherides en plaques de 24 pous (Thermo Fisher
Scientific) amb 0,8 ug de DNA plasmidic, que préviament s’havien inclos a l'interior dels
liposomes cationics formats per la Lipofectamina, tot seguint les instruccions de la casa
comercial. Posteriorment, els cultius cel-lulars HEK-293 transfectats es van incubar
durant 48 hores a 37°C amb una atmosfera humidificada al 5% de CO, a laire.
Finalment, es va recollir directament el medi de cultiu i, després d’'un rentat en PBS, les
cel-lules en 500 ul de H-O Mili-Q. El medi de cultiu es va centrifugar dues vegades a
400 g durant 5 min per tal d’eliminar possibles restes cel-lulars. Les mostres es van

emmagatzemar a -80 °C fins al seu posterior analisi.
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2.5. Producci6, purificacié i titulacio dels vectors virals adenoassociats
2.5.1. Producci6 i purificacio

Els vectors virals AAV9 de cadena simple es van generar en cultius cel-lulars
HEK-293 cultivats en Roller bottles (RB) (Greiner Bio-One) utilitzant el protocol de triple
transfeccidé (Ayuso, 2010) que implica la utilitzacié de 3 plasmidis. Aquest protocol es
basa en la precipitacié dels vectors virals utilitzant el PEG i la ultracentrifugacié amb
gradients de CsCl, que permet eliminar majoritariament el contingut de capsides buides
i disminuir les impureses proteiques, i per tant, augmenta la puresa de la preparacio viral

final, la qual cosa resulta en uns nivells de transduccié in vivo més elevats (Ayuso, 2010).

Les cel-lules HEK293 es van cultivar fins a assolir aproximadament un 80% de
confluencia en el medi DMEM suplementat amb un 10% de FBS + 1%
Penicil-lina/estreptomicina. Aleshores, cada RB es va co-transfectar en 15 ml de PEI
MAX (Polysciences) - DNA (en una proporci6 2:1 p/p) en DMEM + 1%
Penicil-lina/estreptomicina. La mescla de DNA estava formada per: 1) 20 ug del plasmidi
d’interés, que contenia el CDS del gen o gens d’interés, el promotor Cbh i la seqiéncia
poliA SV40, tot plegat flanquejat per les ITR, que s6n unes seqiéncies que van permetre
la correcta encapsidacié; 2) 100 ug del plasmidi auxiliar pRep2Cap9 que codifica els
gens AAV Rep2 i Cap9, necessaris per la produccid de les proteines necessaries per la
replicacié viral i les proteines de la capsida proteica de les particules virals,
respectivament; i 3) 100 pg del plasmidi pAdHelper que contenia els gens codificants
per les proteines adenovirals auxiliars necessaries. Els plasmidis pRepCap9 i
pAdHelper van ser cedits per la Dra. Katherine High del Children’s Hospital of
Philadelphia.

Tres dies després de la co-transfeccié, es van recollir les cél-lules i es van
centrifugar a 2500 g durant 15 min a 4 °C. El medi de cultiu es va guardar a 4 °C i el
pellet cel-lular es va reconstituir en tampé TMS (50 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, 2 mM
MgCl;, pH 8.0) i es va sonicar per lisar les cél-lules i alliberar el virus del seu interior. El
lisat es va centrifugar a 2500 g durant 30 min i el sobrenedant resultant d’aquesta
centrifugacio es va afegir al medi de cultiu, préviament guardat a 4 °C. Seguidament, es
van precipitar les particules virals mitjangant una incubacié de 15 h en PEG 8000 al 8%
(Sigma) a 4 °C. A continuacid, els vectors es van precipitar per centrifugacié a 4000 g
durant 30 min. El nou pellet, que contenia els vectors virals procedents tant del medi de
cultiu com del lisat cel-lular, es va reconstituir amb TMS tractat amb benzonasa (Merk)

durant 1 h a 37°C i, finalment, es va centrifugar a 10000 g durant 10 min. El sobrenedant
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resultant es va carregar en tubs de 37,5 ml Ultra clear (Beckman) que contenien un
gradient discontinu de CsCl de densitat 1,5 g/ml (5 ml) i 1,3 g/ml (10ml). Seguidament,
aquests tubs es van centrifugar durant 17 h a 27000 rpm en un rotor SW28 (Beckman).
Les bandes que contenien els vectors virals (Figura 64) es van recollir utilitzant unes
agulles de 18 G i, posteriorment, es van transferir a tubs Ultra clear de 12,5 ml. La resta
del tub de 12,5 ml es va emplenar amb CsCl a 1,379 g/ml per a generar un gradient
continu. Aquests tubs es van centrifugar a 38000 rpm en un rotor SW49Ti (Beckman)
durant 48 h (Figura 64) . Finalment, els AAV que van encapsidar el gen d’interés es van
recollir i dialitzar amb PBS + 0.001% Pluronic F68 mitjancant una membrana de 10 kDa
(Thermo Fisher Scientific), i posteriorment es van filtrar mitjangant filtres de 0,22 pum
(Millipore).

1r gradient de CsClI 2n gradient de CsClI

Capsides

Capsides buides buides

Capsides plenes

Capsides
plenes

Figura 64. Imatge obtinguda de la separacié de les bandes de capsides plenes i buides durant la
purificacié dels vectors AAV. El primer gradient de CsCl s’utilitza per a separar les capsides plenes
(vectors virals que contenen el transgén d’interes) de les capsides buides (vectors virals que no contenen
el transgén d'interés), aixi com també d’una gran part de les impureses. Mentre que el segon gradient ens
permet separar les capsides plenes de les impureses que presenten una densitat similar i també de les
capsides buides i les espécies intermitges. Adaptat d’Ayuso, 2010.

2.5.2. Titulacié de genomes virals

El sistema PicoGreen (Thermo Fisher Scientific) va permetre la titulacié dels
genomes virals dels diferents lots de vectors AAV produits. Paral-lelament, també es va
guantificar un vector de referéncia amb una titulacié coneguda per tal de validar els
resultats obtinguts de la titulaci6 dels lots de vectors AAV produits. El PicoGreen és un
fluorocrom d’alta sensibilitat que s’'uneix al DNA de doble cadena, sent molt robust a la
contaminacié per proteines, RNA o DNA de cadena simple. En primer lloc, es van lisar
les capsides proteiques per tal d’alliberar el DNA de cadena simple positiva i negativa
encapsidat als vectors virals AAV, de tal manera que puguin hibridar entre ells per tal de
generar un DNA de cadena doble. Un DNA de concentracié coneguda (fag lambda),

subministrat pel fabricant, es va utilitzar per tal de generar una corba de calibratge. En
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paral-lel, també es van processar els vectors sense lisar, per tal d’assegurar que el titol
dels vectors virals AAV no s’hagués sobreestimat a causa de la preséncia de DNA
contaminant (fora de la capsida) provinent ja sigui dels plasmidis de la transfeccié o bé
de les cel-lules HEK-293. Aixi doncs, el valor que es va quantificar del DNA no

encapsidat es va restar al titol obtingut del vector lisat.

Per tal de lisar les mostres, es van afegir 2 ul de cada preparacié de vector viral
a 8 ul de PBS + 0,001% Pluronic F68 i 10 pl de tampé de lisi (20 mM Tris-HCI, 200 mM
NaCli0,2% SDS, pH 7,4, i es van incubar 1 h a 70°C. Paral-lelament, es van afegir 2 pl
de les mostres no lisades de cada preparacié de vector viral a 8 ul de PBS + 0,001%
Pluronic F68 i 10 pl de tampo TE (10 mM Tris, TmM EDTA, pH 8), i es van mantenir a
temperatura ambient. Posteriorment, es van afegir 180 ul de tampé TE als 20 ul de les
mostres lisades i no lisades. Per tal de generar la corba de calibratge, es va fer una
dilucio seriada del DNA de referencia amb el tamp6 TE.

Finalment, es van afegir 180 pl de PicoGreen a una concentracio 1X en el tampdé
TE en una placa negra de 96 pous. A continuacio, es van afegir per triplicat 20 ul del
DNA de referencia, de les mostres no lisades, de les mostres lisades i dels blancs (tampé
TE). Després d’excitar el fluorocrom a 485nm, es va mesurar la fluorescéncia a 535nm
en el fluorimetre Synergy HTX (BioTek Instrument). El valor de fluorescéncia dels blancs
(soroll de fons) es va restar a la resta de pous. A més, també es va restar el valor de
fluorescéncia de les mostres no lisades al valor de les mostres lisades (on el genoma
viral es troba en forma de doble cadena). El titol de les diferents preparacions de vectors
virals AAV (Taula 13) es va obtenir després de la interpolacié de la fluorescéncia

obtinguda a la regressio lineal de la fluorescéncia de la corba de calibratge.

Taula 13. Quantificacié dels genomes virals

Vector viral Titol (vg/ml)

AAV9-Cbh 5,92x10%3
AAV9-Cbh-omHexA 5,32x1013
AAV9-Cbh-omHexB 4,94x1013
AAV9-Cbh-omHexA-L1-omHexB 1,07x10%
AAV9-Cbh-omHexA-L2-omHexB 1,15x10%
AAV9-Cbh-omHexA-L3-omHexB 1.08-10%4
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2.5.3. Quantificacio de les particules virals

L’analisi de les preparacions de vectors virals per a determinar la quantitat de
capsides produides es va realitzar en gels d’acrilamida SDS-PAGE i la tincié amb Sypro
Ruby. La comparacié d’aquest valor amb el nombre de genomes virals permet conéixer
el percentatge de capsides buides de cada preparacio de vectors virals (genomes virals/
nombre de capsides). Tanmateix, aquest metode també permet visualitzar el grau de
contaminacié de la preparacié de vectors virals amb altres proteines no virals, que

podrien afectar I'eficiencia de transduccié in vivo.

El procediment es va dur a terme de la segiient manera. Un volum apropiat del
vector d’interés i diferents dilucions d’un vector de referéncia de concentracié coneguda
es van barrejar amb Laemmli 4X a un volum final de 20 pl. Seguidament, es van incubar
les mostres 5 min a 95°C, es van carregar a un gel d’acrilamida Bis-Tris de 15 mm de
15 pous (Thermo Fisher Scientific) i es van correr a 120 V durant 2,5 h. Les proteines
del gel es van fixar amb Metanol-Acétic. A continuacio, el gel carregat amb les mostres
es va incubar en 100 ml de Sypro Ruby Protein Gel Staining (Thermo Fisher) durant tota
la nit. L'endema al mati es van realitzar dos rentats del gel, el primer en metanol-acétic
i el segon en aigua Mili-Q. Finalment, es va mesurar la fluorescéncia de les proteines en

un transil-luminador UV (Syngene).

El titol de les particules virals es va obtenir per densitometria. A partir de la
intensitat de la proteina VP3 de cada una de les dilucions del vector de referéncia, es
va generar una corba de calibratge, que va permetre interpolar la concentracio de les

preparacions de vectors virals analitzades.
2.6. Administracié intracisterna magna dels vectors AAV9 a ratolins

L’administracié intracisterna magna dels vectors virals AAV9 a ratolins es va
realitzar sota pauta anestésica, administrada mitjancant una injeccio intraperitoneal de
Xilacina (10 mg/kg) i Ketamina (100 mg/kg). Una vegada els animals estaven ben
anestesiats, es va rasurar el pél de la part posterior del cap, just per sota les orelles fins
aproximadament entre les escapules, i es va realitzar una incisio rostro-caudal de 2-3
mm. Els animals es van col-locar en posicié6 decubit supi, amb el cap inclinat
lleugerament cap avall en un angle d’aproximadament 60° respecte I'horitzontal, per tal
d’exposar la regio entre I'os occipital del crani i la vértebra C1. Seguint el mateix angle
d’inclinacio, es va introduir una agulla de 34G unida a una xeringa Hamilton (Hamilton
Company) a dins de la cisterna magna. A continuacio, es van administrar 5 ul del vector

viral a la dosi escollida. Com que I'encéfal era el principal organ diana, tots els ratolins
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van ser administrats amb la mateixa dosis de genomes virals, independentment del
geénere o del pes corporal. Un cop finalitzada I'administracié del vector viral, es va retirar

I'agulla i es va tancar la incisio a la pell amb I'adhesiu tissular Histoacryl® (B. Braun).
2.7. Obtencio de mostres de serum in vivo

Després de ladministracié intracisterna dels ratolins, es van extreure
periddicament mostres de sang de la cua de I'animal. El procediment va consistir en
tallar un petit fragment de cua per tal de recollir uns 200-300 ul de sang en un capil-lar.
Per facilitar I'extraccié de sang, els ratolins es van exposar a una llum infraroja de 250
W (Philips). A continuacio, es va centrifugar la sang a 6000 g durant 10 min a 8°C.
Finalment, es va recuperar el sobrenedant, el sérum, que es va transferir a un tub nou i

es va guardar al congelador a -80°C fins al dia del seu processament.
2.8. Eutanasia i obtencio de mostres biologiques post mortem de ratolins

Per I'extraccié de mostres bioldgiques de ratolins, els animals es van anestesiar
mitjangant una injecci6 intraperitoneal de Ketamina (100 mg/kg) i Xilacina (10 mg/kg). A
continuacié, es va obtenir sang per puncio intracardiaca del ventricle esquerre i,
immediatament, es van perfondre els ratolins amb 12 ml de PBS, per tal d’eliminar la
sang dels vasos sanguinis dels diferents teixits i evitar possibles interferéncies en les
analisis posteriors. Una vegada perfosos, es va procedir a la dissecci6 dels teixits i
organs d’interés dels animals. En el cas del cervell, es va dividir longitudinalment en dos
hemisferis (dret i esquerre) i cadascun d’ells es va subdividir en 5 regions coronals,

uln

essent la secci6 “I” la més frontal i la regio “V” la més caudal (Figura 65). Tots els teixits
es van mantenir a -80°C fins al dia del processament de les mostres. Una part de
cadascun del teixits (en el cas del cervell, un hemisferi sencer) es va mantenir en
paraformaldehid al 4% (ThermoFisher) durant tota la nit a 4°C, per tal de realitzar la
inclusié en blocs de parafina o bé en Optimal Cutting Temperature (OCT) que es van
congelar a -80°C. Les mostres de sang es van centrifugar a 6000 g durant 10 min a 8°C.
Es va recuperar el sobrenedant (el sérum), que es va transferir a un nou tub i es va

mantenir a -80°C fins al seu processament.
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Figura 65. Divisions de I'enceéfal de ratoli en diferents parts per a posteriors determinacions.

2.9. Western blot
2.9.1. Obtenci6 dels extractes proteics

Els extractes proteics provinents de la seccié V del cervell es van obtenir
mitjangant ’homogeneitzacié per sonicacié en 300 pl de tampd de lisi (Tris 50 mM pH
7,5, sucrosa 0,27 M, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM, NaF 50 mM, Na-B-glicolfosfat 10 mM,
Ppi 5 mM, Trit6 X-100 1%), el qual estava suplementat amb un inhibidor de proteases
(Complete®, 1 pastilla/50 ml) (Roche). Els extractes proteics sonicats es van centrifugar
a 10.000 g durant 10 min a 4°C i es va recuperar el sobrenedant.

2.9.2. Determinacio de la concentracié de proteines pel métode del BCA

A partir dels extractes proteics de cervell, es va determinar la concentracié de
proteina mitjangant el métode de I'acid bicinconinic (bicinchoninic acid assay, BCA)
(Thermo Fisher Scientific), seguint les instruccions de la casa comercial. El métode del
BCA es basa en la reducci6 del Cu?* a Cu* a causa de la proteina present en un medi

alcali, que es mesura per un canvi colorimétric altament sensible.

Per una banda, es van barrejar dos reactius del BCA en una proporci6 1:50, i per
I'altra banda, es van diluir les mostres amb tampé de lisi a una dilucié apropiada. En una
placa de 96 pous transparent, es van afegir 10 pl de mostra i 190 pl de la mescla de
reactiu BCA a cada pou. La placa es va incubar durant 30 min a 37°C i es va llegir
'absorbancia a 565 nm amb I'espectrofotometre Synergy HTX (BioTek Instruments).
Finalment, els calculs de la concentracié proteica de les mostres es van realitzar a partir
d’'una extrapolacié de la regressio lineal de la recta patrd, generada amb albumina sérica

bovina (bovine serum albumin, BSA) (2 pg/ ul) en dilucions successives (0-20 pg) i
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carregada per duplicat a la mateixa placa. Els valors d’absorbancia dels blancs (soroll

de fons) es van restar als valors de la recta patré i les mostres.
2.9.3. Electroforesis en gels d’acrilamida (SDS-PAGE)

L’analisi de I'expressié proteica es va realitzar mitjangant I'electroforesis dels
extractes proteics en gels d’acrilamida de dues fases en preséncia de SDS. El primer
gel, de compactacié o stacking, (5 % p/v acrilamida/bisacrilamida, 0,125 M Tris-HCI, 0,1
% p/v SDS, 2,7 % viv TEMED, 1,3% p/v Persulfat d’amoni), tenia una baixa concentracio
d’acrilamida permetent la compactacié de les proteines en un unic front. Després, a la
part baixa hi ha el gel separador o resolving, que permetia que les proteines se
separessin en funcio del seu pes molecular (17 % w/v acrilamida/bisacrilamida, 0,375 M
Tris-HCI, 0,1 % p/v SDS, 0,02 % p/v persulfat d’amoni, 0,01 % v/v TEMED). Abans de
carregar el gel d’acrilamida, 10 pg dels extractes proteics es van incubar amb 0,2 volums
de tamp6 de carrega Laemli 6x (20 mM tampo fosfat pH 7, 30% v/v glicerol, 4 % w/v
SDS, 2 % v/v B-mercaptoetanol, amb blau de bromofenol) durant 3 min a 95°C. Un cop
carregades les mostres al gel, es va realitzar l'electroforesis amb un tampd
d’electroforesi (25 mM Tris, 200 mM glicina, 0,1 % w/v SDS), primerament a 50 V fins
gue les mostres van estar ben apilades en el gel de stacking i després a 100V durant
1,5-2h. Com a referéncia, es va utilitzar el marcador de pes molecular per proteines pre-

tenyit de rang ampli (MultiColor Broad Range, Thermo Fisher Scientific).
2.9.4. Electrotransferéncia de les proteines a la membrana de PVDF

El seguent pas va ser l'electrotransferéncia de les proteines des del gel
d’acrilamida a les membranes de PVDF Immobilon-P (Millipore), que es va realitzar amb
el tampd de transferéncia (25 mM Tris, 150 mM glicina, 20% v/v metanol), durant 1,5 h
a 100V a 4°C. Abans de I'electrotransferéencia, les membranes de PVDF es van activar
amb metanol i es van equilibrar utilitzant el tamp6 de transferéncia. Per comprovar que
la transferéncia de les proteines fos correcte, es va fer una tinci6 amb ponceau, un
colorant que s’uneix de manera reversible a les proteines. Per acabar, si les membranes
s’havien de fer servir al mateix moment es van deixar en tampé TBS (25 mM Tris-HCI,

137 mM NacCl); sin6, es rentaven durant 5 s amb metanol i es deixaven assecar.
2.9.5. Incubacio i revelat

En primer lloc, es va bloquejar la membrana amb blotto al 5% (5% p/v de llet en
pols desnatada, 25 mM Tris-HCI, 137 mM NaCl, 0,05% Tween 20) durant 1 h a

temperatura ambient. Després, es va dur a terme la incubacié amb 'anticos primari, a la

199



Materials i Metodes

dilucié corresponent, en blotto 5% (5% p/v de llet en pols desnatada, 25 mM Tris-HCI,
137 mM NacCl, 0,05% Tween 20) durant 1 hora a temperatura ambient. Seguidament,
es van realitzar dos rentats rapids i dos de 5 min en agitacié amb TBS-T 0,05% (25 mM
Tris-HCI, 137 mM NacCl, 0,05% Tween 20). Posteriorment, es va incubar la membrana
amb l'anticds secundari unit a la peroxidasa també diluit en blotto 5%, durant 1h a
temperatura ambient. De nou, es van fer dos rentats rapids i dos més de 10 min en
agitacio amb TBS-T 0,05% i un de 5 min en TBS. Per a dur a terme la immunodeteccio
es va utilitzar el producte comercial Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate (Millipore), seguint les instruccions del fabricant. Finalment, la membrana es
va exposar a un film fotosensible per tal de detectar i visualitzar la senyal. Les bandes
es van quantificar per densitometria, mitjangant el programari lliure ImageJ (NIH).

2.10. Determinacio de les activitats enzimatiques
2.10.1. Quantificacio del contingut proteic pel metode del Bradford

El métode del Bradford es va utilitzar per determinar el contingut proteic dels
extractes cel-lulars o dels teixits on s’havien de determinar les activitats enzimatiques.
Aquest metode és un procediment analitic espectroscopic utilitzat per a la quantificacié
del contingut proteic d’'una mostra, basant-se amb el canvi de color del Coomassie
briliant blue després de formar complexes amb proteines. Aquest canvi de color provoca

un canvi en el pic d’'absorbancia de 495 nm a 595 nm.

Per tal d’obtenir els extractes proteics, es van homogeneitzar les diferents
seccions del cervell o uns 50 mg de fetge en 200-500 pl d’H2O Milli-Q utilitzant un
sonicador a 30-40 V (Ultrasonic Processor, Sonics & Materials Inc.). Per eliminar les
restes cel-lulars presents a I'extracte proteic, es van centrifugar a 10.000 g durant 10
minuts a 4°C i es va recuperar el sobrenedant. Posteriorment, es va preparar per duplicat
una dilucié apropiada dels extractes proteics en H,O Milli-Q en un volum final de 800 ul
i es van afegir 200 pl del reactiu de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad). El mateix
tipus de preparacio es va dur a terme amb 0-20 ug de BSA, per tal d’obtenir la recta
patrd, que ens permetra extrapolar la quantitat de proteina de les mostres. Un cop es va
afegir el reactiu Bradford, es van agitar les mostres vigorosament i es van incubar 5
minuts a temperatura ambient. Finalment, es van transferir 200 pl de la recta patré o
dels extractes proteics a una placa transparent de 96 pous. Es va realitzar la mesura de
I'absorbancia a 595 nm a un espectrofotometre Synergy HTX (BioTek Instruments). La
concentracié de proteina als extractes es va extrapolar a partir dels valors d’absorbancia

obtinguts de la recta patré de concentracié coneguda.
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2.10.2. Determinacio6 de les activitats d’enzims lisosomics

La determinacio de les activitats enzimatiques es va realitzar amb els substrats
comercials conjugats a la 4-metilumbeliferona (4MU), un compost fluorescent. La base
tedrica de la técnica consisteix en l'alliberacié de la 4MU produida per la hidrolisi del
substrat gracies a l'activitat enzimatica especifica. Quan la 4MU no es troba unida al
substrat, emet fluorescéncia. Les condicions especifiques de cada activitat es detallen

ala Taula 14.

El primer pas del protocol va consistir en una incubacié a una temperatura
especifica, depenent de l'activitat, i d'una determinada quantitat de proteina total dels
extractes proteics o una dilucié concreta de les mostres de sérum juntament amb el
substrat corresponent diluit en el tamp6 apropiat (Taula 14). Dues de les activitats, la
SGSH i la GALNS, necessiten una segona incubacidé. Transcorregut el temps i les
incubacions necessaries, es va aturar la reaccié enzimatica mitjangant I'addicié del
tampo d’aturada alcali (0,5 M NaHCO3 / 0,5 M Na.COs, pH 10,7 + 0,025 % de Tritd X-
100). Es va llegir la fluorescéncia emesa en una placa negre de 96 pous a
I'espectrofotometre Synergy HTX (BioTek Instruments), utilitzant un filtre d’excitacié
360/40 nm i un filtre d’emissié 460/40 nm. La quantificacio de l'activitat de les mostres
es va calcular per extrapolacio de la fluorescencia detectada a una recta patr6 formada
per dilucions seriades de 4MU i es va normalitzar per la quantitat de proteina carregada,
quantificada anteriorment amb el métode de Bradford, o pel volum de sérum utilitzat.
Finalment, els resultats es van mostrar com a % de l'activitat WT, que va ser marcada

com un 100%.

201



Materials i Metodes

Taula 14. Condicions de les diferents activitats dels enzims lisosomics.

. Tampo del .., Tamp6 Casa
Enzim Mostra Substrat substrat Incubacio aturada comercial
0.2 ug 4MU-2-
i (teixit) acetamido-2- o .
B-HEXO  5.0.01u  deoxy-B-D- 02M 1h,37°C Sigma
(sérum) glucopyranoside Na:HPO4 /0,1
0.2 ug 4MU-6-sulfo-2- M acid citric
(teixit) acetamido-2- pH 4,4 o .
HEXA 0.4 pl deoxy-B-D- 1h, 37°C Sigma
(sérum) glucopyranoside
Toronto
Research
1. 4AMU-B-D- 0,1 M Na- Pas 1. Chemicals
GALNS 10 ug galactopyranoside acetat/ 0,1 M 17 h, 37°C (substrat
(teixit) -6-sulfate ac. acetic pH Pas 2. reaccid 1) i
2. B-galactosidase 4,3 2 h, 37°C 0.5 M Sigma
NaHCO (substrat
3/05M _reacci62)
15 ug 4MU-B-D- 0,1 M tamp6 o Na2COs .
GUSB (teixit) glucuronide acetat Ph 4,3 1h,37°C + Tritd Sigma
02M 0321%0/; Moscerdam
-B-D- ) p .
30 ug AMU-B-D- NazHPO4 / 0,1 . (substrat
HGSNAT L glucosamine + PR 17 h, 37°C reaccio) i
(teixit) M acid citric g
Acetyl-CoA Ha4 Sigma
pH 4, (AcCoa)
0,2M
4MU-a-D-N- '
NAGLU Zgit% acetyl- ll\\l/la;ggcc);‘tégl 3 h, 37°C Moscerdam
glucosaminide pH 4,7
Na-acetate Enantia
1. 4AMU-a-D-N- buff 0.7 % Pas 1. (substrat
30 sulphoglucosamini urter + 9,7 % 17h, 47°C reaccio 1) i
SGSH H9 phog NaCl, pH 6,5 ' .
(teixit) de X ' Pas 2. Sigma
. +0,02 % (w/p)
2. a-glucosidase . 24h, 37°C (substrat
Na-azida .
reaccio 2)

2.11. Quantificacio del contingut de GAGs

Per a la quantificacié del contingut de GAGs, es va utilitzar el kit comercial
Blyscan Sulfated Glycosaminoglycan Assay (Biocolor). Aquest kit es basa en la uni6
especifica del colorant 1,9-dimethylmethylene blue (DMMB) amb GAGs sulfatats. Es van
pesar els teixits (fetge, rony6 i melsa) i es van digerir durant tota la nit a 56°C en 800 pl
de tampd fosfat (KH2PO4/K;HPO., 100 mM, pH 8) suplementat amb 1 mg/ml de
proteinasa K. La proteinasa K present a les mostres es va inactivar a 90°C durant 10
min. A continuacio, les mostres es van centrifugar durant 10 min a 10.000 g i es van
filtrar 500 pl del sobrenedant per centrifugacié durant 5 min a 12.000 g (Ultrafree MC,
Millipore). Després d’afegir els volums pertinents de cada teixit a un nou tub, es va afegir
1 ml de la solucié colorant (Dye Reagent), i es van agitar les mostres durant 30 min per

tal d’'assegurar la unid del colorant i els GAGs. A continuacié, les mostres es van
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centrifugar a 12.000 g durant 10 min per tal d’obtenir un pellet format pel complex Dye
Reagent-GAGs. Es va descartar el sobrenedant, on hi havia I'excés de colorant (Dye
Reagent) i el precipitat Dye Reagent-GAGs es va resuspendre amb 300 pl de la solucié
de dissociacio (Dye Dissociation Reagent), agitant-ho durant 15 min. Finalment, es van
transferir 200 pl de la solucié resuspesa a una placa transparent de 96 pous per tal de
mesurar l'absorbancia a 656 nm a [I'espectrofotdmetre Synergy HTX (BioTek
Instruments). La quantitat de GAGs es va calcular a partir de I'extrapolacio dels valors
d’absorbancia obtinguts a 656 nm amb els valors obtinguts a partir d’'una recta patro
realitzada amb dilucions seriades del GAG condroitin 4-sulfat (Glycosaminoglycan
Standard, Biocolor) del kit comercial. Tots els resultats es van normalitzar per pes de

teixit humit.
2.12. Determinacio del contingut de colesterol total al fetge

La determinacié de colesterol total a les mostres de fetge es va dur a terme
seguint el métode d’extraccio de lipids descrit per Folch (FOLCH et al., 1957). Es van
pesar 100 mg de fetge, que es van homogeneitzar amb un politr6 en 15 ml de cloroform-
metanol (2:1). A continuacio, es van afegir 3 ml de H.S0O4 0,05 % a cada mostra i es van
agitar vigorosament els tubs. Les mostres es van deixar durant tota la nit a 4°C, per tal
que se separés la fase aquosa de 'organica. El mati seglient es va recuperar 1 ml de la
fase organica, a la qual s’hi va afegir 1 volum de trit6 X-100 1 % en cloroform, i es va
deixar evaporar tot el volum de les mostres a 90°C. Seguidament, es va afegir 1 ml de
cloroform als tubs, per a recuperar els lipids que s’havien quedat enganxats a la paret, i
de nou es va deixar evaporar a 90°C. Aquest Ultim pas es va repetir un segon cop. A
continuacié, es va resuspendre el pellet obtingut en 0,5 ml d’H.O Milli-Q, i les mostres

es van guardar a -80°C fins al moment de processar-les.

La determinacié de colesterol total es va dur a terme als extractes lipidics
obtinguts del fetge amb I'analitzador Pentra 400 (Horiba), utilitzant el kit ABX Pentra
Cholesterol CP (Horiba).

2.13. Immunohistoquimica de seccions tissulars en blocs de parafina

Tots els teixits dels diferents grups experimentals es van fixar durant 12-24h en
formol al 4%, es van incloure en blocs de parafina i, finalment, es van fer talls histologics
amb un microtom Leica RM2135 (Leica Biosystems). Les seccions de teixit es van
desparafinar amb 2 rentats de xilol i rehidratar amb un gradient d’etanol al 100%,
després al 96% i, finalment, es van deixar en PBS. Els anticossos que requerien la

recuperacio d’epitops, segons indicacions del fabricant, es van tractar amb tampo citrat
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amb una olla a pressié. Posteriorment, es va inhibir la peroxidasa endogena amb
metanol al 30 % en PBS i 1% d’'H20O- al 30% en PBS durant 30 min i, seguidament, es
van fer 3 rentats de 5 min amb PBS. Les seccions de teixits es van incubar durant tota
la nit a 4°C amb els anticossos primaris especifics conill anti-LIMP2 i conill anti-GFAP
(apartat 1.3.), es van fer 3 rentats amb PBS de 5 min i finalment es van incubar amb el
corresponent anticds secundari de cabra anti-conill IgG biotinilat (apartat 1.3.) durant 1h
a temperatura ambient. El revelat es va realitzar amb el reactiu ABC Complex (Vector
Laboratories), el qual utilitza 3,3’-diaminobenzidina (DAB) com a cromogen. Les imatges

en camp clar es van obtenir amb un microscopi optic Eclipse 90i (Nikon Instruments).
2.14. Determinacio de I’area positiva de les immunohistoquimiques de camp clar

La senyal positiva de les immunohistoquimiques contra LIMP2 i GFAP de
I'encefal es va quantificar en 3-4 imatges representatives (magnificacié original 20x) per
cada regi6é, mitjancant el programari NIS Elements Advanced Research 2.20 (Nikon).
Durant la quantificacid, es van mantenir els mateixos parametres per a tots els animals.
El percentatge d’area positiva es va calcular com I'area amb senyal positiva (en pixels)

respecte a I'area total de la imatge.
2.15. Immunohistoquimica de seccions tissulars en blocs d’OCT

Els teixits es van fixar en PFA 4% durant 12-24h. Posteriorment, es van
deshidratar les mostres amb sucrosa al 30% en PBS durant 48h a 4°C, fent un canvi en
la soluci6 de sucrosa cada 24h. Els teixits es van incloure en la matriu d’inclusié M-1
(Thermo Fisher Scientific) i els blocs es van solidificar, submergint-los en isopenta
refredat en N liquid, i es van mantenir a -80°C fins al seu processament. Per a realitzar
els talls histoldgics dels teixits, es van introduir al cridstat a una temperatura de -15°C
per tal d‘equilibrar la temperatura, i es van tallar, com a minim, 3 seccions de 14 uym per
mostra, que es van unir per contacte al portaobjectes Superfrost Excell (Thermo Fisher
Scientific). Finalment, els talls histologics es van deixar 1 h a temperatura ambient per

tal d‘eixugar-se adequadament i assegurar la seva unié al portaobjectes.

Per a realitzar la tincié amb filipina, els portaobjectes amb els talls histologics es
van rehidratar amb 3 rentats de PBS durant 5 minuts, es van tornar a fixar en PFA 4%
durant 45 min i es van fer 3 rentats de 5 minuts en PBS. Després, es van incubar amb
una solucié de complex de filipina (0,05 mg/ml en PBS amb 10% FBS) a les fosques
durant 2 h. Finalment, es van fer 3 rentats de 5 min en PBS i es van muntar els

portaobjectes utilitzant Vectashield (Vector Labs), realitzant tot el procés sempre a les
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fosques. Les imatges de fluorescéncia es van obtenir amb el microscopi Eclipse 90i
(Nikon) amb un filtre UV.

Per a la immunohistoquimica contra GM2, els talls histologics es van deixar
assecar durant 30 min, es van rehidratar amb 3 rentats de PBS 5 minuts, es van fixar
les mostres amb PFA4% durant 10 min i es van tornar a fer 3 rentats de PBS de 5 min.
Seguidament, es van incubar les mostres amb una solucié de peroxid d’hidrogen al 30%
en PBS durant 30 min. A continuacio, els talls histologics es van netejar amb 3 rentats
de PBS durant 5 min i es van incubar durant tota la nit a 4°C amb I'anticos de ratoli anti-
GM2 (apartat 1.3.). L’endema es van fer tres rentats amb PBS de 5 min i finalment es
van incubar amb I'anticos secundari de cavall anti-ratoli biotinilat (apartat 1.3.). El revelat
es va dur a terme amb el reactiu ABC Complex (Vector Laboratories). Les imatges en
camp clar es van obtenir amb un microscopi optic Eclipse 90i (Nikon Instruments).

2.16. Proves de comportament
2.16.1. Prova de I’Actimetre

Entre les 9h del mati i les 14h del migdia es va avaluar I'activitat locomotora i
exploratoria dels ratolins. Es van situar els animals a l'interior d’'una arena amb parets
transparents de metacrilat de 41 x 41 x 30 cm. Els ratolins es van col-locar a la
cantonada inferior dreta, mirant cap a I'exterior. Virtualment, I'arena es va subdividir en
3 zones conceéntriques i equidistants: el centre (14 x 14 cm), la periféria (27 x 27 cm) i la
vora (41 x 41 cm). Durant 10 minuts, una camera digital enregistrava el moviment dels
ratolins. Els diferents parametres del test es van analitzar durant els tres primers minuts,
menys la distancia total i les linies creuades gque es van analitzar durant els 10 min, amb
el software SMART v3 (Panlab) .

2.16.2. Prova del Rotarod

Per tal d’avaluar la coordinacié dels ratolins, es va realitzar la prova del rotarod
(LE 8200, Panlab). Primerament, una setmana després de la injeccid, es va aclimatar
els ratolins a la prova col-locant-los sobre el rotarod sense rotaci6 i es va anar iniciant la
rotacié de forma progressiva fins que el ratoli va aprendre a caminar sobre el rotarod.
Cada mes, durant els 6 primers mesos, i cada dos mesos des dels 6 als 12 mesos), es
va realitzar la prova del rotarod dos dies seguits, amb 3 intents per dia. La prova consistia
en situar els ratolins sobre del rotarod a una velocitat de 4 rpm, que s’accelerava fins a
les 40 rpm durant 5 min. Es va anotar el temps que trigava cada ratoli a caure, fins a un

maxim de 90 s. L’intent nul es va considerar nul, si el ratoli es girava o saltava durant la
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prova. En aquests casos, es repetia de nou l'intent. Entre intents, es va deixar descansar
els ratolins com a minim 5 minuts. Per a I'analisi dels resultats, es va tenir en compte el

valor maxim entre els 6 intents realitzats durant aquests dos dies.
2.16.3. Mesh test

Per a avaluar la coordinaci6 i la forca muscular dels ratolins, es va dur a terme el
mesh test. Aquesta prova es va realitzar en un marc de fusta de 45 x 45 cm amb una
reixa metal-lica d’'un cm de quadricula. Els ratolins es van col-locar al centre damunt de
la reixa, mirant cap a I'exterior, i es va invertir la reixa en un interval de 2 s a uns 60 cm
d’'altura d’una superficie encoixinada. A partir d’aqui, es va anotar el temps que trigaven
a caure de la reixa, amb un temps maxim limitat a 60 s. En total es realiltzaven 3 intents
i es calculava la mitjana del temps de les tripliques. Entre els intents, es va deixar

descansar els ratolins com a minim 5 minuts.
2.16.4. Righting Reflex

El righting reflex es va utilitzar per avaluar la mobilitat i el deteriorament de la
qualitat de vida dels ratolins. L’animal es va col-locar en posicié supina i es va calcular
el temps transcorregut fins a tenir les 4 potes en contacte amb la superficie. El test es
va realitzar 3 vegades i es va deixar descansar els ratolins com a minim 1 minut entre
els intents. El temps maxim de la prova eren 10 s. Per a I'analisi dels resultats, es va

calcular la mitjana dels 3 intents.
2.16.5. Prova del hindlimb clasping

Per tal d’avaluar la progressié de la malaltia, es va realitzar la prova del hindlimb
clasping. En aquest test, es va agafar el ratoli a prop de la base de la cua, i s€'l va
aixecar i col-locar lluny dels objectes que I'envoltaven. A continuacio, es va observar la
posicid de les seves extremitats posteriors durant 10 segons. Si les extremitats
posteriors estaven desplegades cap a I'exterior, lluny del seu abdomen, la puntuacié era
un 0. Si una extremitat posterior es retreia cap a I'abdomen durant més del 50% del
temps, era un 1. Si les dues extremitats posteriors estaven parcialment retretes cap a
'abdomen durant més del 50% del temps, rebia una puntuacié de 2. |, finalment, si les
seves extremitats posteriors estaven totalment retretes i tocaven 'abdomen durant més

del 50% del temps suspés, s’avaluava com un 3.
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2.17. Analisi estadistica

Tots els valors es van expressar com a la mitjana + SEM. Les comparacions
estadistiques es van dur a terme utilitzant la prova de la t de Student no aparellada i de
doble via quan s’estudiaven dos grups experimentals. Quan es comparaven més de dos
grups experimentals amb un grup control, es va utilitzar I'analisi de la variancia d’'un
factor (ANOVA) seguida del post-test de Dunnet. Per a I'analisi de la supervivéncia amb
les respectives comparacions multiples, es va utilitzar el metode de Kaplan-Meier i el
test de log-rank. Les analisis estadistiques es van dur a terme amb el programa Prism
7 (GraphPad). La significanca estadistica es va considerar si el valor p era menor a 0,05.
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