Una fusione anticorpo-GAA come nuova terapia per la malattia di Lafora
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Astratto

Introduzione

La malattia di Lafora (LD, OMIM #254780) & una forma grave, invariabilmente fatale di
neurodegenerazione che simanifestacome demenzainfantile con epilessia mioclonica progressiva
(Gentry etal,2018; Turnbull et a/,2016). La LD & causata da mutazioni autosomiche recessive in
EPM2A che codifica per la glicogeno fosfatasilaforina; o EPM2B/NHLRC1 che codifica perl'ubiquitina
ligasi E3 malin (Minassian et al,1998; Serratosa etal,1999; Chan et al,2003; Gentry etal,2005; Worby
et al,2006; Tagliabracci et al,2007).

| pazienti con LD si sviluppano normalmente perla prima decade di vita € poi mostrano un attacco
generalizzato e/o scatti mioclonici (Minassian, 2001; Turnbull et al,2016). Gli episodiepilettici
aumentano sia quantitativamente che qualitativamente peril prossimo decennio e il paziente mostra
un declino cognitivo drammatico e rapido (Shahwan etal,2005; Minassian, 2001). Le cure palliative
con terapie antiepilettiche sono utili durante le prime fasi della LD, ma queste diventano inefficaci
man mano che le convulsionidiventano piu intrattabili. Circa 10 anni dopo l'insorgenza della malattia, i
pazienti scendono in grave demenzainfantile con atassia e afasia, entranoin uno stato vegetativo e
muoiono per stato epilettico o polmonite da aspirazione (Minassian, 2001; Serratosa, 1999; Turnbull et
al,2016). L'eta diesordio, la gravita e il tasso di progressione attraversoisintomi della malattia sono
influenzatidalla mutazione specifica del pazientein EPM2A o EPM2B (Brewer etal,2021).

La carenzadilaforina o malin provoca I'accumulo citosolico di aggregati aberranti simili al
glicogeno,chiamatiCorpidi Lafora (LB). Gli LB sono aggregati Periodici Acid-Schiff che colorano positivi
(PAS+) nel citoplasmadi cellule di quasi tutti i tessuti, inclusisia i neuroni che gli astrociti (Sullivan
et al,2017; Tagliabracci et a/,2007, 2008; Duran et a/,2020; Augé et al,2018; Duran et al,2021; Rubio-
Villena et al,2018). Nel cervello dei modellimurini LD, >90% degli astrociti e ~ 10% deineuroni
contengono LB (Duran et al,2021; Lahuerta et al,2020; Rubio-Villena et al,2018). Si ipotizza che gliLB
strocitici siano importanti contributori alla fisiopatologia neurodegenerativa, tra cui l'aumento
dell'infiammazione e dell'autofagia, mentre gli LB neuronali sono piu direttamente collegati all'attivita
epilettica (Duran et al,2021). Inoltre, itopi LD mostranoanche un metabolismo delglucosio cerebrale
perturbato e una glicosilazione aberrante delle proteine N-linked (Brewer etal,2019b; Markussen et
al,2021; Sun et al,2021). Inoltre,i laboratori di Multiple,utilizzando diversi modelli murini LD, hanno
dimostratoche gli LB sono I'agente eziologico che guida la malattia (Turnbull et a/,2011, 2014; Duran
et al,2014; DePaoli-Roach et a/,2010; Valles-Ortega etal,2011; Ganesh etal,2002; Pederson et
al,2013). Molti laboratori stanno quindi sviluppando terapie mirate agli LB per il trattamento dellaLD
(Gumusgoz etal,2021; Nitschke et al,2021; Markussen etal,2021; Austin et al,2019; Brewer et
al,2019b; Tang et al,2020).



Le terapie a base di anticorpi sono utilizzate per trattare numerosi disturbi daimmunodeficienza,
malattie autoimmuni, cancro e malattie da accumulo di glicogeno (GSD) (Zhou etal,2019). Queste
terapie presentano unagammadicomplessitae funzioni dall'immunoglobulina endovenosa
semplicistica agli anticorpi complessibi- e tri-specifici, fusioni anticorpo-enzima(AEF)eterapia
enzimatica profarmaceutica direttada anticorpi (Zhou etal,2019; Elgundi et al/,2017). La
somministrazione di terapie nelle cellule & un ostacolo sostanziale per le terapie biologiche (Rehman et
al,2016). L'auto-anticorpoanti-DNA 3E10 naturale identificatoin un modello murino di lupus
eritematoso sistemico, € in grado di trasportare il carico nelle cellule (Hansen etal,2005; Weisbart et
al,1998). L'intero anticorpo 3E10, il suo frammento dilegame con l'antigene (Fab) e il suoframmento
variabile a catena singola sono stati utilizzati come vettori di carico efficienti perla consegna di
proteine terapeutiche in pit modelli di malattia senzagenerare effetticollaterali patogeni (Hansen et
al,2006, 2007a; Heinze et al,2009; Weisbart et al,2005; Lawlor et al, 2013). L'anticorpo The 3E10 e i
suoi derivati penetrano nelle cellule attraverso il trasportatore nucleotidico equilibrante 2 (ENT2,
SLC29A2), un recettore chiave nella via di salvataggio nucleosidica, e ottengono I'accesso diretto al
citoplasma e al nucleo (Zack et al,1996; Weisbart et al,2005; Hansen et a/,2007b) Un frammento di
Fab (hFab) umanizzato di3E10 é stato fuso con |'alfa-amilasi pancreaticaumana (AMY2A) di50 kDa
per generare I'AEF VAL-0417. Abbiamo precedentemente dimostrato che VAL-0417 degradagli LB in
vitro,ablatagli LB cerebrali neimodelli murini LD quando viene consegnato neiventricoli cerebrali e
normalizza il metabolismo cerebrale neitopi Epm2a-/- LD (Austin et al,2019; Brewer et al,2019b).

Lo stesso3E10 hFab & stato anche fusoconil 110 kDuna proteinadell'acido umano, alfa-
glucosidasi (GAA) percreare I'AEF, VAL-1221 (Yi et al,2017; Kishnani et a/,2019). GAA¢& l'enzima
lisosomiale responsabile dellascissione deilegami a-1,4-e a-1,6- glicosidici delglicogeno lisosomiale.
GAA ottiene I'accesso ai lisosomi attraverso il recettore delmannosio-6-fosfato (M6P). La malattia di
Pompe (malattia da accumulo di glicogeno di tipo Il) & causata da mutazioninel gene GAA ed é guidata
da aberranti accumuli di glicogeno lisosomiale e citoplasmatico in sistemi di piu organi, principalmenteiil
muscolo cardiaco e scheletrico (vanderPloeg & Reuser, 2008). | pazienticon malattia di Pompe sono
stati trattati con terapia enzimatica sostitutiva dell'acido umano ricombinante alfa-glucosidasi (rhGAA,
Alglucosidasi alfa) dal 2006 (REF). Un modello murino di malattia di Pompe trattato sistemicamente
con VAL-1221 ha mostrato ridotte inclusioni di glicogeno lisosomiale e citoplasmatico in piu tessuti (Vi
et al,2017). E importante sottolineare che il trattamento con VAL-1221 dei pazienti con malattia di
Pompe in fase avanzata ha mostrato esiti clinici promettenti in uno studio clinico di fase I /Il senza
segnalazione diindicazioni avverse importanti (Clinical trials.gov NCT02898753) (Kishnani et al,2019).

Dato il successodi VAL-1221 nel degradare le inclusioni di glicogeno nella malattia di Pompe,
studiamod VAL-1221 come metodo per degradare gli LB nei modelli LD . VAL-1221 ha mostrato una
robusta capacita in vitro didegradare LB purificati da due modelli murini LD e di ottenere I'accesso
citoplasmatico in coltura cellulare. Un modello murino LD trattato pervia endovenosaconVAL-1221 ha
mostrato una significativa riduzione deicarichi LB in piu tessuti. E eccitante, la somministrazione
intracerebroventricolare diVAL-1221 ha ridotto drasticamente gli LB e normalizzato sia il metabolismo
cerebrale che la glicosilazione proteica legata all'N. Pertanto, VAL-1221 e una terapia pre-clinica nuova
ed efficace perLD.

Risultati



VAL-1221 degrada LBs in vitro

VAL-1221 ha mostrato efficacia preclinica e clinica nella malattia di Pompe, mail suo uso in altri
GSDs non & statodefinito. E importante sottolineareche gliaggregati glicogenici nei pazienticon GSD e
nei modelli murini differiscono tra le malattie sia per composizione che per posizione (Ellingwood &
Cheng, 2018). Molti GSD sono guidati da aggregati glicogeno-simili aberranti,ma questiaggregati
differiscono perquanto riguarda la lunghezza della catenadel glucosio, la frequenzadiramificazione e
livelli di fosforilazione delglucosio. Inoltre, questiaggregati possono essere nel lisosoma o citoplasmae
molti sono specifici del tessuto. Pertanto, unaterapiaabase di n enzimi deve ottenerel'accessoal
compartimento subcellulare appropriato del tessuto corretto ed essere in grado di degradare
l'aggregato.

VAL-1221 & un AEF composto dal frammento di catenapesante 3E10 IgG hFab fuso con GAA e co
umani-espresso con la corrispondente catena leggera 3E10 IgG hFab (Figura 1A). VAL-1221 & stato
purificato dai terreni di coltura HEK293-6E mediante cromatografia di affinita e la purezza e stata
valutata riducendo e non riducendo SDS-PAGE (FiguralB). Il peptide di fusione a catena pesante-GAA i
dissociad dal peptide a catenaleggeracon l'aggiunta di B-mercaptoetanolo (BME) su un gel riducente
che produce due bande distinte di 135 e 25 kDa. In assenza di BME, c'e€ unabanda singola prominente a
160 kDa che corrispondes alla fusione hFab-GAA intatta . L'attivita specificadi VAL-1221 é stata
confrontatacon rhGAA utilizzando unsaggio cinetico con 4-metilumbelliferil-a-D-glucopiranoside (4-
MU-GP) come substrato,cheviene convertito in glucopiranoside e un prodotto fluorescente, il 4-
metilfbelliferone. L'attivita di VAL-1221 é stata identica a rhGAA pertuttala durata deltest (Figura1C).

Data la robusta attivita di VAL-1221 controil substrato artificiale 4-MU-GP, abbiamo testato I'attivita
di VAL-1221 contro LB purificati da modelli murini di laforin KO e malin KO. VAL-1221 ha mostrato una
robusta attivita contro LB di entrambi i modelli murini LD (Figura 1D). | prodottirilasciati da questa
degradazione sono stati determinati mediante cromatografia a scambio anionico ad alte prestazioni
accoppiata con rilevamento amperometrico pulsato (HPAEC-PAD) da aliquote prelevate dalle digestioni
a 24, 48, 72 e 168 ore. Il principale prodotto della digestione LB con VAL-1221 era il glucosio el
successivo prodotto pit abbondante erail maltosio (Figura 1F,Figura supplementare 1, Tabella
supplementare 1). Inoltre, gliLB sonostati digeritiin vitro con VAL-1221 o PBS per72 ore e
visualizzati al microscopio ottico con l'utilizzo dello iodio di Lugol 10X (Figura 1G). Cumulativamente,
guestidati dimostrano che VAL-1221 digerisce robustamente gliLB in vitro rilasciando principalmente
glucosio.

VAL-1221 Assorbimento in vitro e in vivo

Perdegradare gli LB, VAL-1221 deve penetrare nellamembrana cellulare e accedere al citoplasma.
VAL-1221 & stato progettato perentrare nelle cellule attraversoil recettore M6P e il trasportatore
ENT2. Il recettore M6P sitrova sulla superficie cellulare e trasportale proteine ai lisosomi attraverso gli
endosomi. ENT2 & un trasportatoreal nucleosidico bidirezionale che sitrova sulla maggior parte dei
tipi di cellule. Per valutare l'ingresso di VAL-1221 nelle cellule,i mioblasti di topo C2C12 sono stati
trattati con 50 pg/mLVAL-1221 o PBSper 4 o 24 ore, e quindiVAL-1221 & stato ripreso tramite
immunofluorescenza. Dopoil trattamento, le cellule sono statefissate, VAL-1221 é stato rilevato
utilizzando un nanocorpo anti-Fab, gliisosomisono stati visualizzati utilizzando un anticorpo anti-LAMP2
e i nuclei sono stati colorati con DAPI. In particolare, VAL-1221 e stato osservatoin gran parte nel



citoplasma in entrambii punti temporalicon aumentodella colocalizzazione lisosomiale dopo 24 ore
(Figura 2A).

Pervalutare la biodistribuzione di VAL-1221 in vivo,VAL-1221 e rhGAA sono stati radiomarcati by
jone coniugato chimico con 29Zr. rhGAA entranelle cellule s attraverso il recettore M6P ma manca del
3E10 hFabe quindi non impegna il trasportatore ENT2 per entrare nelle cellule. Aitopi WT sono stati
somministrati radiomarcati VAL-1221 o rhGAA mediante iniezione dellavenadella coda (e.v.). 1200re
dopo la somministrazione i topi sono stati eutanasizzatie il cuore, il cervello, i quadricipiti, il fegato
e la milza sono stati raccolti. La radioattivita dei tessuti raccolti & stata quantificata ed é stata calcolata
la percentuale didose iniettata per grammo di ciascun tessuto. Come previsto, la maggior parte di
rhGAA e VAL-1221 é stata rilevata nel fegato e nella milza (Figura supplementare 2).
Sorprendentemente,la percentuale didose iniettata erogataal cuore, ai muscoli e ai tessuticerebraliera
significativamente pil alta per VAL-1221 rispetto a rhGAA (Figura 2B). Questi dati dimostrano che VAL-
1221 penetranelle cellule e ottiene I'accesso al citoplasma sia in vitro che in vivo.

VAL-1221 degrada gli LB sistemici neitopi LKO dopo somministrazione endovenosa

Elevati carichi di LB sono stati riportati nel cuore e neitessutimuscolari scheletrici da modelli murini
LD e pazienticon LD (Villalba-Orero etal,2017; Wick & Byard, 2006). Pervalutare la vitalita e l'efficacia
diVAL-1221 nel degradare LB in vivo,abbiamosomministratoVAL-1221a topi(non conosco le eta)
tramite i.v. | topi WT e LKO hannoricevuto iniezionifou r 0,2 mLdi 10 mg/ mL VAL-1221 o0 PBS nei
giorni 1, 4, 8 e 12 (Figura 3A). | topi sono stati sottopostia eutanasiail giorno 13 e i tessutidel cuore e
del quadricipite sono stati rapidamente sezionatie lavaticon PBS. | tessutisono stati divisi con meta
flash congelatoin azoto liquido perl'analisi biochimica e l'altra meta formalina colorazione PASfissa.
Val-1221 ha ridotto drasticamente i livelli totali di polisaccaridi nelcuore e nei quadricipiti (Figura 3B-C).
Al contrario, i livelli dipolisaccaride tottale erano simili per itopi WT indipendentementedal
trattamento e questilivelli erano coerenti con i precedentirapportiperi topi C57BL/6 (Figura3B-C)
(Tagliabracci et al,2008). Lesezionicardiache colorate con PAS fissate erano coerenticon la
guantificazione biochimica dei polisaccaridi con tessutofisso che mostrava marcate diminuzionidi LB
PAS+ neltessuto cardiaco LKO trattato con VAL-1221 (Figura3D). Questidati dimostrano che dopo
l'iniezione endovenosa, VAL-1221 penetranelle cellule, ottiene I'accesso al citoplasma, & attivo e
degradagli LB in vivo.

Intracerebroventricolar Administration of VAL-1221 Ablates Brain LBs

Data pre-clinici da piu laboratori che utilizzano diversi modellimurini LD indipendentihanno
dimostratod che gli LB cerebrali causano epilessia E neurodegenerazione LD (Valles-Ortega et a/,2011;
Duran etal,2012, 2014, 2021; Garcia-Cabrero et al,2012; Brewer etal,2019b). Poiché ifarmaci a base
di anticorpi m ostnon attraversano la barriera emato-encefalica (Zuchero etal,2016),la
somministrazione subdurale diVAL-1221 nel cervello o nel midollo spinale € probabilmente
necessaria per penetrare in modo efficiente nelparenchimacerebrale e degradare gli LB cerebrali
(Zhou et a/,2019; Kumar et al,2018). La somministrazione intracerebroventricolare (i.c.v.)si e
dimostrata sicura nelle popolazioni pediatriche e adulte per la somministrazione di Cerliponase Alfa



per la lipofuscinosiceroide neuronale tardiva-infantile di tipo 2,antibiotici per la meningite e
chemioterapia pervari tumori (Cohen-pfeffer etal,2017; Slavc et al,2018; Lewis et al,2020).

Perfornire VAL-1221 al cervello, i.c.v. le cannule sono state impiantate nel ventricolo laterale di
topi LKO di 7mesi e attaccate a una pompa osmotica sottodermica impiantatanel collo posteriore.
L'i.c.v. hasomministrato un'infusione continua di VAL-1221 (0,03 mg/die) o PBS. | topi hanno ricevuto
la somministrazione continua di VAL-1221 o PBS per 48- o 168-ores (2 o 7 giorni) e poisono stati
eutanasizzati (Figura 4A). Dopo l'eutanasia,i cervelli sono stati rapidamente rimossi ed emessilungo la
fessuralongitudinale mediale. L'emisferosinistro & stato fissato in formalina tamponataneutra per la
colorazione PAS e |'emisfero destro € stato congelato e polverizzatoin azoto liquido per I'analisi
biochimica.

Pervalutare se VAL-1221 é stato consegnato con successo al cervello dopo la somministrazione
i.c.v., gli omogeneizzaticerebralisono stati analizzati utilizzando un test di attivita enzimatica
immunocatrizzata utilizzando 4-MU-GP come substrato (Figura supplementare 3). Livellirobustidi VAL-
1221 sono stati rilevati da campioni di cervello a cui € stato somministrato il farmaco per 168 ore e
basso rilevamento dopo 48 ore. Sonostatirilevati n livelli possibili in campioni dicervello trattati con
PBS (Figura 4B). Gliomogeneizzaticerebralisono stati quindi valutati peri livelli totali di polisaccaridi
tramite un metodo recentemente stabilito che utilizza la spettrometria di massa per gascromatografia
(GCMS) (Young etal, 2020). | topi trattati con VAL-1221 hanno mostrato unaleggera riduzione dei livelli
totali di polisaccaridi dopo 48 ore e livelli significativamente ridotti dopo 168 ore di trattamento (Figura
4C). | livelli di polisaccaridi neglianimali trattati con PBS sono rimasti costantiin entrambii punti
temporali (Figura 4C).

I cervelli LKO con colorazione PAS e fissati con formalina trattati con PBS hanno mostrato
un'abbondanzadiLB ai timepoint di 48 ore e 168 ore in tutte le regioni del cervello, tra cuila
corteccia, il talamo, il cervelletto e il tronco cerebrale (Figura 4D e 5). La piattaforma di patologia
digitale HALO é stata utilizzata per quantificare i carichi LB nella regionedel cervelloe nell'intero
cervello. Negli animali trattati con PBS, gli LB erano pil abbondantinel cervelletto e neltronco
cerebrale con la corteccia frontale e il talamo che mostravano anche un elevato carico diLB (Figura5 e
Figura supplementare 4). | carichi di LB sono diminuiti drasticamente intutte le regioni del cervello
dopo 168 ore di trattamento con VAL-1221 (Figura5 e Figura supplementare 4).

i.c.v La somministrazione di VAL-1221 normalizza la glicosilazione metabolicae legataall'N nei topi
LKO

Il glicogeno é catabolizzato in glucosio-1-fosfato, convertito in glucosio-6-fosfato (G6P) e G6P & un
substrato peruna miriade di vie metaboliche come la glicolisi, la via del pentoso fosfato e lasintesi degli
aminoacidi, direttamente o indirettamente. L'interruzione delmetabolismo delglucosio contribuisce a
molteplici interruzioni fisiologiche tra cui la disregolazione deineurotrasmettitori (Duran etal,2021;
Markussen etal,2020).

Lametabolomicaargeted viene utilizzata perla scopertadi biomarcatori, definendole
perturbazionidella rete e stabilendo meccanismimolecolari che guidanole malattie metaboliche (Chen
et al,2019; Liu et al,2018; Tasdogan et al,2020; Dang et al,2009; Ward et al,2010; Kind et al,2007;
Claudino et al,2007; Sellers et al,2015). Abbiamo precedentemente dimostrato che itopi LKO mostrano
perturbazioninel metabolismo centrale delcarbonio che generano unafirma metabolicaunica (Brewer



et al,2019b). Pervalutare l'efficacia del trattamento di VAL-1221, abbiamo impiegato GCMS pervalutare
i metaboliticentrali delcarbonio della glicolisi,la via del pentoso fosfato, il ciclodell'acido tricarbossilico
(TCA)e il metabolismo degliaminoacidi (Fiehn etal,2000; Fiehn, 2016; Kind et al,2009). | metaboliti
polari sono stati estratti dal tessuto cerebrale polverizzato deitopi LKO trattati con PBS o VAL-1221 via
i.c.v. per 48 e 168 ores. Abbiamo identificato >100 metaboliti di tutti i gruppi che sono stati
utilizzati nell'analisi di clustering supervisionata pervalutare i profili metabolici complessivi. |
metabolomicerebraliWT non trattati e LKO non trattati eranodistinti, coerenticon i risultati
precedenti(Figura6A) (Breweret al,2019b). Il profilo metabolico dei topi LKO trattati con VAL-1221 si
& spostato piu strettamente verso gli animali WT non trattati (Figura 6A). Al contrario, i topi trattati con
LKO PBS hanno mostrato un profilo distinto da tutti gli altri gruppi, probabilmente riflettendoi
cambiamentimetabolici causati dalla chirurgiai.c.v.(Duran etal, 2021). |l clusteringdella mappadi
calore ha ulteriormente confermatoirisultati di sPLSDA. Il profilo metabolico dei topi LKO trattati con
VAL-1221 era principalmente intervallato da profili WT mentre il profilo metabolico dei topi LKO
trattati con PBS era pil simile a LKO non trattato (Figura 6B).

Recentemente, & stato dimostrato che il glicogeno cerebrale & compostoda ~20% di glucosamina e
l'interruzione della capacita della glucosamina di essere rilasciata dal glicogeno provocauna
disregolazione critica della glicosilazione legata al'N (Sun etal,2021). E stato anche riportatochela
glucosamina & sequestratain LB e che i topi LKO mostrano modelli di glicosilazione anormali nel
cervello. Abbiamo valutatoi modelli di glicosilazione legata all'N del cervello utilizzando la
spettrometria di massa per immagini a desorbimento/ionizzazione laser assistita da matrice (MALDI-
IMS) pervisualizzare sezionidi cervellidi topo LKO i.c.v. somministrati con VAL-1221 o PBS per 168
ore rispetto ai cervelli WT e LKO non trattati (Figura 7 e Figura supplementare 5).1grafici sPLSDA
mostrano profili glicani distinti nei topi WT e LKO in cinque diverse regionidel cervello (tronco cerebrale,
cervelletto, talamo, ippocampo e corteccia). | grafici sSPLSDA mostranoinoltre che quando trattato con
VAL-1221, il profilo glicano N-linked dei topi LKO in ogni regione valutata, diventaindistinguibile dal
profilo WT, tuttavia, il trattamento PBS non restituisce il profilo di glicosilazione N-linked deitopi LKO a
WT. Dai dati che compongonoil profilo totale di glicosilazione legata all'N visto nelgrafico sPLSDA,
siamo statiin grado di creare grafici di punteggio VIP peranalizzare i glicani che sono stati pil modificati
all'interno di ciascuna regione. Einteressante notare che diversiglicani costituivano il gruppo pit
significativamente modificato nelle varie regioni, suggerendo che le diverse regionidel cervello hanno
specifici profili di glicosilazione legati all'N. Tuttavia, i glicani fucosi core sembravano costituire la
maggior parte dei glicani significativamente modificati, probabilmente indicando alcuni percorsi di
elaborazione delglicano specifici del cervello che non sono specifici della regione. In effetti, le
immagini rappresentative MALDI-IMS deiglicani pilt modificati dal grafico del punteggio VIP,
dimostrano che il trattamento VAL-1221 ripristina la glicosilazione legataall'N specifica della regione.
Insieme, i dati di metabolomica GCMS e i dati didistribuzione del glicano MALDI-IMS mostrano che
VAL-1221 ripristina il cervello deitopi LKO in uno stato WT dopo sette giorni di somministrazione ICV.

Discussione

LD & un GSD con pazienti che presentano epilessia mioclonica intrattabile e demenzainfantile che
derivadall'accumulo di LB aberranti simili al glicogeno. Poiché & ben noto che gli LB guidano la
progressione della malattia, gli LB sono un obiettivo chiave perle terapie LD che sono in fase di sviluppo



(Brewer etal,2019a, 2019b; Gentry etal,2020; Markussen etal,2021). In questo studio, dimostriamo
I'efficacia pre-clinica di una nuovaterapia AEF per LD. Utilizzando multiple tecniche consolidate e
nuove, stabiliamo che VAL-1221 degrada LB attraversoil dominio GAA e penetranelle cellule in pilu
tessuti. Upon i.v.administration, VAL-1221 degradai LBdel tessuto muscolare e cardiaco neitopiLD. E
importante sottolineare che.cla somministrazione pervia endovenosadi VAL-1221 ha portato a LB
ablati in piu regioni del cervello topiLD. Infine, dimostriamo che la somministrazione di VAL-1221
i.c.v. normalizza il profilo metabolico deicervelli LD mouse e ripristina la glicosilazione legataa N
simile a WT.

Lo sviluppo di una terapia enzimatica sostitutiva tradizionale (ERT) per LD non & una scelta ottimale
poiché puo essere causato dalla perdita di laforina o malin. Le strategie precliniche di terapia genica LD
sonoin fase disviluppo e i primi risultati sono promettenti (Vemanaet a/,2021), tuttavia, il
raggiungimento di una distribuzione capillare delcervello ha dimostrato solo di recente di essere
fattibile negli esseri umani (Thomsen etal,2021). Unaterapia con oligonucleotidi antisenso (ASO) per
la LD mirata alla glicogeno sintasi (Gys1) ha mostrato risultati promettentinell'inibire la progressione
della LD in modelli murini pre-clinici (Gumusgoz etal,2021; Ahonen etal,2021). L'ASO impedisce agli
LB di svilupparsi, ma gli LB presentiprima del trattamento rimangono e non sono degradati. Pertanto,
la terapia ASO probabilmente fermerebbe la progressione della malattia, ma farebbe poco perinvertire
le manifestazionidella malattia gia presentineipazienti (Nitschke etal,2021; Gumusgoz etal,2021;
Ahonen etal,2021). Questorisultato dell'arresto della progressione dellamalattia & stato osservato
con il farmaco ASO per I'atrofia muscolare spinale (SMA), nusinersen, che ha portato
all'implementazione dello screening neonatale perla SMA in modo che i pazienti possano essere trattati
il prima possibile (Finkelet a/,2017; Mercuri et al,2018; Kemper etal,2018; Ojala et al,2021).

La biodisponibilita € un fattore importante nello sviluppo di qualsiasi terapia, incluso VAL-1221. VAL-
1221 penetranelle cellule d in vitro,il che & coerente coni precedenti esperimentilF (Yi et al,2017).
Inoltre, mostriamo che quando viene somministrato pervia sistemica, VAL-1221 ottiene I'accesso a piu
tipi di tessuto ed  attivo all'interno di queitessuti. Eimportante sottolineare che perLD, VAL-1221
raggiunge un'ampia biodistribuzione attraverso tutte le regioni del cervello e penetra in profondita
nel parenchima quando somministrato tramitei.c.v. La colorazione PAS specifica della regione e
I'imaging del glicano legatoall'N dimostrano che VAL-1221 é attivo in piu regioni delcervello a causa
della riduzione degli LB e della correzione dei profili glicanici.

Come molti modelli murini di malattie umane, i modelli murini LD non rispecchiano completamente
la condizione umana (Perlman, 2016; Ganesh etal,2002; Garcia-Cabrero etal,2012; Sdnchez-Elexpuru
et al,2017). Mentre i topi LD sviluppano LB e sono pil sensibili ai farmaci che inducono convulsioni, non
mostrano frequenti convulsionispontanee, né mostrano unaduratadella vita ridotta. In alternativa, c'e
una tendenzaemergente che imodelli murini condividono firme metaboliche simili con la loro
rispettiva malattia umana. Somiglianze metaboliche tra esseriumanie topi sono state riportate per il
morbo di Alzheimer, la malattia di Huntington e XXX.1topi LKO hanno una firma metabolica unica
rispetto ai metaboliti centrali del carbonio, il che nonsorprende dato che il metabolismo del glicogeno
influisce su pill vie metaboliche (la cellula di Katy ha incontrato il 2019, la nostra revisione delle
tendenze del 2021, qualcos'altro che collega il glicogeno al metabolismo). Oltre a unafirma metabolica, i
topi LKO mostrano una drammatica ipoglicosilazione delle proteine cerebrali (Ramon 2021 call met). To
definire 'efficacia di VAL-1221, abbiamo valutato i profili metabolomici e i modelli di glicosilazione
cerebrale neitopi LD con e senzatrattamento con VAL-1221. VAL-1221 ha normalizzato il profilo



metabolico e la glicosilazione cerebrale deitopi LKO. Va notatoche il trattamento PBS ha anche
influenzato entrambii profili, indicando un effetto causato dall'intervento stesso. Questo effetto e
probabilmente dovuto alfatto che i marcatori neuroinfiammatori sono elevatidopo la chirurgia i.c.v.
La dimensione chirurgica e l'impatto dell'intervento chirurgico su un topo € proporzionalmente molto
piu grande della chirurgia i.c.v. su un essere umano ed € benriportato che i.c.v.e ben tolleratonella
clinica (Cohen-pfeffer etal, 2017; Slavc et al,2018; Lewis et al,2020). Pertanto, gli effettidella
chirurgia da soli potrebbero non essere cosisignificativi come osservared in questo studio.

Mentre VAL-1221 ablano |b cerebrali e normalizzala fisiologia delcervello neitopi LD, quici sono
domande senza risposta riguardantiil trattamento VAL-1221 e LD che devono essere definite. In
primo luogo, iltasso di accumulo di LB negli esseriumani e nei modelli LD non é stabilito. Queste
informazioni sono cruciali perla creazione di unregime terapeutico permanente diVAL-1221 per la LD.
Inoltre, devono essere definiti confrontitrala somministrazione continua di VAL-1221 conun
programma di iniezione singola ripetuta. Unavolta che gli LB sono ablati, anche il tasso di
riaccumulazione deve essere definito. Ladefinizione diquestiparametri aiuteraa determinareil regime
di dosaggio ideale e se ipazienti con LD richiederannoiniezioni attraverso una porta come la malattia
CLN2 o0 una pompaindossabile simile a una pompa perinsulina.

Poiché VAL-1221 € una delle molteplici strategie di trattamentovalutate contemporaneamente,
una terapia di combinazione pud rivelarsila pit ottimale per controllare la progressione dellalD e
alleviare i sintomi. VAL-1221 LB ablated e la terapia ASO mirata a Gyslinibiscono la formazione diLB. Le
attuali terapie ASO prevedono iniezioniintratecali ogni sei-dodicimesi. Quindi, si potrebbe immaginare
una combinazione in cui VAL-1221 viene somministrato al SNC perrimuovere lb in un singolo
trattamento e quindi viene fornita una terapia ASO ogni sei-dodici mesi. Attualmente, i medici si
concentrano sui sintomi correlati al SNCdate le convulsionidei pazienticon LD e la demenza.| GSDin
cui i pazienti presentano aggregatidi glicogenoin organi non appartenential SNCin genere mostrano
patologia nell'organo che contiene gli aggregati, cioé fegato, muscolo scheletricoe / o cuore.Se gli LB LD
sono ablati e i sintomi del SNCsono controllati, allora & possibile che i pazienti con LD possano
sviluppare manifestazionicardiache simili ai pazienti familiari di Wolff-Parkinson-Whitee /o
deperimento muscolare simile ai pazienti con malattia di Pompe. In effetti, c'€ unrapporto diipertrofia
cardiaca in un modello murino LD (Villalba-Orero et al,2017). VAL-1221 dovrebbe essere ben
posizionato per degradare gli LB sistemici dati i dati pre-clinici in questo studio e lo studio clinico sulla
sicurezza della malattia di Pompe recentemente completato (NCT02898753).

llsuo studio fornisceampie prove pre-cliniche che VAL-1221 & unavalida opzione terapeutica peril
trattamento della LD. VAL-1221 degrada gli LB che sono la causa patognomonica della LD e normalizza
il metabolismo cerebrale e la glicosilazione dei topiLD. Gli strumentiche abbiamo evidenziato e
sviluppatoin questo studio saranno cruciali andando avanti mentre VAL-1221 entra negli studi in altri
organismi e alla fine entra negli studi clinici. Inoltre, VAL-1221 ha mostrato efficacia in modelli preclinici
didue diversi GSD: LD nel presente studio, e inprecedenzainun modello murino di malattia di
Pompe (Yi et al,2017)). Idati,insiemeall'evidenza che rhGAA da solo (attuale ERT per la malattia di
Pompe) & utile per alleviare i sintomi nella sindrome PRKAG2 (Austin etal,2017) dimostrano che le
terapie che degradano gliaccumuli di glicogeno come VAL-1221 hanno un futuro nel trattamento
deiGSD di milioni di ultiple, che hanno un impatto su1:20.000 pazienti.



Metodi

Espressione e purificazione di VAL-1221

VAL-1221 é stato progettato e prodotto da Enable Therapeutics (Framingham, MA) (Brewer et al,2019b).
Il cDNA che codifica lacatena pesante IgG1 Fab-linker-rhGAA e la catena leggera kappaumanizzate
sono stati prodottisinteticamente con ottimizzazione delcodone per I'espressione delle cellule di
mammifero e clonati in pTT5. Cellule HEK293 che esprimono una variante troncata dell'antigene
nucleare 1 del virus di Epstein-Barr (HEK293-6E) peraumentare la resavolumetrica dianticorpi
monoclonali e frammentisono stati utilizzati perl'espressione diVAL-1221 (Jager et al,2013). Due
colture da 1 L dicellule HEK293-6E in palloni da 2 L sono state trasfettate con 1 mg di coltura totale di
DNA/Lplasmidico inun rapporto 1:1 catena pesante:catenaleggera utilizzando Q-PEl lineare PolyPlus a
un rapporto DNA/PEI 1:1,5 (w/v). | parametridi coltura sono stati monitorati per densitae
temperaturas were raccolti5 giorni dopo la trasfezione tramite centrifugazione per 5 minutia 1000 x g.
Il surnatante di coltura condizionato & stato chiarito mediante centrifugazione per30 minutia 9300 x g.
Le colonne di affinita CaptureSelect IgG-CH1 preconfezionate (Fisher) sono state bilanciate in PBS (pH
7,2). VAL-1221 da 2 L di surnatante esausto e stato caricato dall'alto su colonne di affinita (colonne 2x1
mLin tandem) a4 °C durante la notte. La colonna e stata lavata con circa 15 volumi di colonna (CV) di
PBS, 15 CV ditampone B (1 3 PBS con 500 mM NacCl, pH 7,2) e 15 CV di PBS. La proteina di fusione legata
alla resina é stata eluita con 10 CV di Tampone C (30 mM NaOAc, pH 3,5-3,6), raccogliendo la proteinain
frazionida 1 mL, e diluita in 1/10 ° volume Tampone D (3 M NaAcetato pH™ 9,0) per neutralizzare. Per
ridurre al minimo il volume di eluizione, I'eluizione é stata sospesa per diversi minuti tra ogni frazione
raccolta. Le frazioni sono state analizzate da A,5, primadelle frazioni di pooling e le piscine sono state
analizzate da SDS-PAGE. VAL-1221 e rimasto nel pool non legato dal primo passaggio di cromatografia di
affinita. La proceduradi cui sopra e stata ripetuta per catturare la proteina di fusione rimanente. | pool
di affinita sono stati combinati prima della dialisi. Il pool di affinita combinato CaptureSelectlgG-CH1(18
mL) e stato dializzato contro 3x1 L di tampone didialisi (20 mM istidina, 150 mM NaCl, pH 6,5) a 4°C. Il
pool dializzato & stato concentratoa 1 mg/mLutilizzando un dispositivo centrifugo VivaSpin 20 (10K
MWCO, membrana PES) prima dell'analisi finale e dello stoccaggio a -80 °C. Il VAL-1221 purificato e
stato analizzato mediante cromatografia ad esclusione dimensionale (Agilent HP1100) che mostra un
singolo picco prima e dopo unciclo di congelamento-disgelo, indicativo di una specie monodispersae
stabile.

Mouse linee e cura

I modelli murini utilizzati in questo studio includevano topiC57BL/6 WT,topi LKO(Epm2a-/-) (Ganesh et
al,2002),MKO (Epm2b-/-) (DePaoli-Roach et al,2010)etopi CD1 IGS WT (CharlesRiverLaboratories, Inc
Wilmington, MA). | topi C57BL / 6 WT, LKO e MKO sono stati ospitati presso I'Universita del Kentucky
(Regno Unito) eitopi CD1 IGSsono stati ospitati presso I'Universita della California, San Francisco
(UCSF). Tuttii topi sono stati alloggiati in un ciclo luce-buio di 12:12 ore e hanno avuto accesso ad
libitum a cibo e acqua. Topi maschi e femmine sono statiusatiin modo intercambiabile in questistudi
in quanto non ci sono differenze disessoin LD (Gentry etal,2018). Tutte le procedure e gli alloggi
effettuatinelRegno Unito sono stati approvati dal Comitato istituzionale perla cura e I'uso degli animali
del Regno Unito (IACUC) come specificato dalla revisione del 1985 dell'Animal Welfare Act. UCSF &
accreditato dall'American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care (AAALAC) e tutte le
procedure e gli alloggi effettuatipresso'UCSFhanno soddisfatto o superatoi requisiti dalla revisione del
1985 dell'Animal Welfare Act.



Saggio di attivita VAL-1221

Lactivity di VAL-1221 é stata eseguitaconun protocollo simile a quello gia stabilito per l'attivita GAA
(Khanna etal,2012). VAL-1221 e rhGAA sono statiincubatiin un pate nero Costar3915 non trattato a
96 pozzettia 37°C in un lettore di piastre fluorescenticinetiche conil substrato 4-metilbebelliferil-o-
D-glucopiranoside (4-MU-GP).4-MU-GP & stato preparatoa 4,2 mMin 0,2 M sdiodio ecetato triidrato
soluzione pH 4,5. La fluorescenza é stata determinata utilizzando lunghezze d'onda Ex360/Em460 nm
con letture ogni 5 minuti per1 ora a partire dal momentoin cui & stato aggiunto il substrato 4-MU-GP.
Unactivita é stata determinata utilizzando una curva standard di 4-metilfbelliferone.

Saggio di degradazione dell'omogeneita cerebrale

| topi LKO e MKO sono stati eutanasizzatida CO, e decapitazione. | cervelli sono stati sezionatie
congelati con azoto liquido (LN, Il tessuto cerebrale congelato é stato polverizzato su LN, utilizzando un
Freezer/Mill Cryogenic Grinder (SPEX SamplePrep). lltessutoin polvere & stato risospesoin 4 volumi
tampone di acetato di sodio 0,2 M e diviso in due aliquote: trattamento e controllo omogeneizzati.
VAL-1221 & stato aggiunto agli omogeneizzati ditreatment ad una concentrazione finale di 0,05 mg/mL
ed é stato aggiunto un volume uguale di PBS per controllare gli omogeneizzati. [l trattamentoe il
controllo degli omogeneizzatisono stati incubati a 37°C per 72 ore su un rotatore. Dopo le incubazioni,
gli omogeneizzatisono staticentrifugati per5 minutia 16.000 x g. llsurnatante e stato separato in
frazioni polari e non polari utilizzando il 50% di metanolo/ cloroformio (V/V 1: 1) e la frazione polare &
stata analizzata per la concentrazione diglucosio con GCMS come descrittoinprecedenza (Young et
al,2020). In breve, la frazione polare e stata picchiata con unaquantita nota di L-norvalina (come
controllo interno) e quindi essiccata usando una centrifugaa vuotoa 10 mBar. La frazione essiccata &
stata derivatizzata utilizzando metossiaminain piridina seguita da aggiunta sequenziale diN-metil-
trimetilsilazione utilizzando MSTFA. | campioni derivati sono stati quantificati sul GCMS.

Purificazione LB

La purificazione degli LB nativi & stata effettuata come descrittoin precedenza (Brewer etal,2019b). |
topi LKO sono stati eutanasizzatida lussazione cervicale e decapitazione el cervello & stato
rapidamente sezionato e congelatosu LN, Il tessuto congelato € stato polverizzato in LN, utilizzando
una smerigliatrice criogenica SPEX SamplePrep. [Itessuto polverizzato e stato poi omogeneizzato su
ghiaccio con tampone di lisi (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM NacCl, 1 mM CaCl, 0,5% azide di sodio)
con un omogeneizzatore Dounce. L'omogeneizzato ¢ stato centrifugato per 10 minutia 10.000 x g e 4°C,
il surnatante e stato rimosso e il pellet e stato risospesointampone dilisi con aggiunta di SDSe
ProteinasiK a concentrazioni finali rispettivamente dello 0,2% e 0,4 mg/mL. La digestione proteolitica e
stata eseguita durante la notte a bagnomaria a 37 ° C. | campioni digeriti sono stati filtrati con siringa in
sequenza attraverso filtri a rete di nylon da 140 um e 60 pum equindi centrifugati a 16.000 x g per 5
minuti e il pelletrisospesoin SDS al 10%. Gli LB sono stati poi lavati 5 volte in tampone LB (10 mM
HEPES-KOH pH 8,0, 0,1% azide di sodio) centrifugandoa 16.000 x g per5 minuti e quindi risusegnando
neltampone LB. | pellet LB finali sono stati risospesinel bufferLB e conservatia -20° C.

Degradazione LB invitro e microscopiaottica diLugol



Gli LB purificati dalla pioggia LKO bdi topo sono stati digeriticon 10 pgdi VAL-1221 o PBS per7 giorni
a37°C in tamponedi reazione (5mM di sodio acetatopH 5,4, 7,5 mM NacCl, 0,2 mM CaCl,) su un
rotatore. Dopo la digestione, i campioni sonostati centrifugatial 6.000 x g per 10 minuti e risospesiin
20 pL diPBS.5 pl di LBdisospensionesono statimiscelati con 5 pl dilodio di 20X Lugol (1,5M Kl e
100 mM |,) e messi su un vetrino con coprire. Gli LB sono stati visualizzati con un microscopio Nikon
Eclipse E600 utilizzando il software divisione Axio.

Determinazione HPAEC-PAD dei prodotti di degradazione

HPAEC-PAD é stato eseguito come descrittoin precedenza (Brewer et al,2019b). In breve, 80 ug di LB
purificati sono stati trattati con 2,67 ug diVAL-1221in tampone di degradazione (30 mM HEPES-KOH
pH 7,5, 5mM MgCl,, 5 mM CaCl,) ad una concentrazione finalediLBa 1 pg/uL. Le digestionisono
state effettuate intriplice copia a 37 °C. 20 campioni di uL sono statirimossia intervalli di 24, 48 e 72
ore seguiti dall'aggiunta di 2,67 pgdi VAL-1221 dopo ogni estrazione. Le aliquote sono state conservate
a-20 °Cfino a quando non sono state eseguite. Le reazionisono state continuate a 37 °C per 168 ore.
Gliampi Ssono stati profilati utilizzando una colonna CarboPacPA-100 (Thermo-Dionex, 43 250 mm) e
rilevati con il rilevatore PAD.5 uL di campioni di ogni punto temporale sonostati iniettatisulla
colonna. Gli LB non digeriti nelbuffer sono stati iniettati come controlli. Il glucosio e il maltosio nelle
reazioni di degradazione sono stati quantificati utilizzando standard di quantita nota. La profilazione
degli oligosaccaridi e stata standardizzata utilizzando 5 pgdi Maltrin100.

Coltura cellulare e IF

| mioblasti di topo C2C12 (ATCC) sono stati coltivati DMEM con il 10% di FBS a 37 °C sotto il 5% di CO,_ Al
75% di confluenza, & stato aggiunto VAL-1221 (concentrazione finale di 50 pg/ mL) o PBS, le cellule
sono state incubate per4 e 24 ore, quindi fissate e fotografate. Le cellule sono state fissate in
paraformaldeide al 4% e permeabilizzate con Tween allo 0,2% (Bio-Rad) in PBS pH 7,4. Un nanocorpo
anti-Fab proprietario con tag FLAG é statoincubato per1 ora a 37 °C alla diluizione 1:100 in siero di
capra al 10% in PBS. | vetrinisono stati lavati tre volte e un anticorpo secondario anti-FLAG di coniglio
(Invitrogen) e un anticorpo primario anti-LAMP2 di ratto (Cayman Chemical) sono stati incubati durante
la notte a 4 °C entrambia una diluizione di 1:200. Dopoil lavaggio, un anticorpo secondario
AlexaFluor488 anti-ratto di capra (Invitrogen) e un anticorpo terziario AlexaFluor546 anti-coniglio di
capra (Invitrogen) sono statiincubati per45 minuti a 37 °C entrambia una diluizione 1:200. Dopolil
lavaggio finale, gli slip di copertura sono stati montati utilizzando Vectashield con DAPI (Vector Labs).
L'imaging e stato eseguito con una fotocamera Echo Revolve e un software (ECHO). Tutti i gruppi di
trattamento sono stati ripresi con lo stessotempo diesposizione e un'elaborazione equivalente.

Esperimento radiomarcato VAL-1221

VAL-1221 e rhGAA sono stati coniugati con la desferoxamina chelante (DFO) da Isotherapeutics Group,
LLC (Angleton, TX, USA). 8Zrin acido ossalico 1 M & stato neutralizzato con carbonato di sodio 2 M. 0,2-1
mg di articolo di prova coniugato con DFO, VAL-1221 o rhGAA, sono statidiluiti con PBS a < 1 mg/mL.Un
volume noto contenente 1mCidi #Zr neutralizzatoé stato quindi aggiunto al tubo della centrifugae
lasciato a temperaturaambiente peralmeno 60 minuti a secondadella quantita di composto coniugato
aggiunto. Dopo il tempo desiderato, un'aliquota é stata individuata su una piastra TLC di carta da filtro e
funzionatain acido citrico da 10 mM. La piastra e stata quindi sviluppata e letta sullo scannerTLC per



determinare l'efficienza dell'etichettatura. La soluzione & stata quindi caricata su una colonna PD-10
condizionata con buffer PBS. Le frazioni (500 pL) di PBS sono state caricate sulla colonna e le frazioni di
eluizione sono state contate. In una sintesitipica, il 40-60% del prodotto etichettato & stato recuperato
in due o tre frazioni di PBS. #9Zr-VAL-1221 0 #Zr-rhGAA sono statisomministratimediante iniezione
endovenosadellavenadellacoda (TVI) atopiCD1 IGSWT e topi sono stati eutanasizzati120 ore
dopol'iniezione. Sono stati raccolti campioni ditessuto cerebrale, lung, spleen, liver, cuore e
quadricipite. | campioni sono stati pesati, caricati in un contatore Perkin ElImer Wallac 3 Gammae la
radioattivita 9 8°Zrin ciascun campione & stata ottenuta nell'arco di 1 minuto. Uno standard di dose
iniettata dell'1% e stato contato insieme ai campioni. La percentuale didose iniettata pergrammo &
stata calcolata in base alla dose notainiettata, agli standard dell'1% e ai pesideitessuti.

Esperimento endovenoso di topo (i.v.)

| topi LKO e WT C57BL/6 sono stati iniettati con XXX quantita di 1221 o PBS tramite i.v.4 iniezioni sono
state eseguite con1 iniezione ogni 4 giorni perun programma di trattamento di 12 giorni e i topi sono
stati eutanasizzati per lussazione cervicale e decapitazione il giorno 13. | cuori e i muscoli del
quadricipite sono stati sezionati, rapidamente risciacquatiin PBS e i cuori tagliati in due con metadi
ciascun cuore fissato in formalina tamponata neutraal 10% (NBF) per 48 ore e conservatiin etanolo al
70% e l'altra meta delflash cardiaco congelatoin LN,. Tuttii muscoli del quadricipite erano congelati
in LN,. | tessuticardiaci fissi NBF sono stati colorati PAS (vedi"colorazione PAS e analisi HALO PAS"
diseguito) e visualizzati con XXX. | tessuticongelati del cuore e del quadricipite sono stati polverizzati
utilizzando una smerigliatrice criogenica SPEX SamplePrep. La quantificazione dei polisaccaridi & stata
effettuata utilizzando il metodo Pfliiger come descritto in precedenza (Breweret al,2019b;
Tagliabracci et al,2008). Inbreve, il tessuto polverizzato é stato risospeso e bollito per2 ore in 10 vol.
30% KOH. Dopo il raffreddamento, icampioni sono stati miscelati con etanolo freddoa 2 vol 95% con 10
pl 20 mM LiCl e lasciati precipitare durante la notte a -20° C. |l campione ¢ stato poi centrifugato per 10
minutia 16.000 xg a4°Ce il pelletlavato in etanolocon LiCl e riprecipitato a -20°C per 2 ore. Questo
processo e stato ripetuto due volte e il pelletfinale e stato risospeso in acqua. | polisaccaridi risosp esi
sono stati digeriti durante la notte dall'amiloglucosidasi di Aspergillus niger (Sigma) e il glucosio é stato
determinato utilizzando un kit D-glucosio(Fisher) utilizzando la lettura fluorescente.

Esperimenti di somministrazione intracerebroventricolare (i.c.v.) ditopo

Le iniezioni intracerebroventricolari(i.c.v.)sono state eseguite dalla Northern Biomedical Research (NBR)
(Spring Lake, Ml). Itopi LKO sono stati anestetizzatiutilizzando 0,5-1 L / min di ossigeno con I'1-5% di
isoflurano prima dell'intervento chirurgico di impianto di canula. La canulai.c.v. era attaccataa una
pompa osmotica contenente VAL-12210 PBS, la canula venivainserita nel ventricolo laterale cerebrale e
l'intero apparato eraracchiuso sotto la pelle. VAL-1221 (0,03 mg/die) o PBS sono stati somministrati
continuamente aitopi per 2 o 7 giorni con eutanasia by isoflurano/sedazione diossigenoe perfusione
del ventricolo cardiaco sinistro dello 0,001% di nitrito di sodio in soluzione salina eparinizzata nei giorni
3 e §, rispettivamente. | cervellisono stati raccolti immediatamente dopo I'eutanasia e sono stati tagliati
in due negli emisferidestro e sinistro. L'emisfero destro e stato risciacquato in PBS e quindi fissato al
10% di NBF per48 ore, seguito dalla conservazione in etanolo al 70%. L'emisfero sinistro & stato
congelatoin LN, e poi polverizzato utilizzando una smerigliatrice criogenica SPEX SamplePrep. lltessuto
fisso e stato utilizzato perla colorazione PAS (vedere'colorazione PAS e analisiHALO PAS"diseguito) e il



tessuto congelato polverizzato & stato utilizzato perla quantificazione VAL-1221, la quantificazione dei
polisaccaridi e la metabolomica (vedere "Saggio diattivita enzimaticaimmunocapture", "Quantificazione
polisaccaride GCMS" e "Colorazione PAS e analisi PASHALO"diseguito).

Saggio di attivita enzimaticaimmunocattura

Le piastre nere ad alto legame a 96 pozzetti Corning 3925 sono state preparate come descritto in
precedenza (Austin et al,2019) utilizzando un anticorpo proprietario anti-3E10 Fab (Enable
Therapeutics). | pozzettisono stati quindi bloccati con latte al 5% in soluzione salina tris-tamponata
(TBS) e lavati con TBS prima diessere incubati per1 ora con campioni di tessuto cerebrale
polverizzato da topi LKO trattati con VAL-1221 o PBSICV che sonostati risospesiin TBS o purificati
VAL-1221 in TBS (perla curva standard). | pozzettisono stati lavati di nuovo con TBS prima di essere
eseguitiattraversoil test di attivitd GAA (vedi"TEST DI ATTIVITA VAL-1221" sopra). Utilizzando una curva
standard di VAL-1221 purificato, e possibile determinare laconcentrazione di VAL-1221 intatto nel
campione di tessuto. Schemadiquesto test mostrato nella Figura supplementare 3.

Quantificazione dei polisaccaridi GCMS

Le quantitarelative di polisaccaridi dal tessuto cerebrale dopoil trattamento ICV con VAL-1221 o PBS
sono state determinate utilizzando una procedura GCMS modificata a quella descritta da Younget al.
(Young et al,2020). In breve, i polisaccaridi purificati sono stati idrolizzati in 200ul di 2N HCl per 2 orea
95 ° C. Quindi, 200ul 100% metanolo con 20uM L-norvalina & stato aggiunto perl'estrazione del
metabolita. | campioni sono stati filati a 15.000 giri / min per 10 minutia 4 ° C.300ul del surnatante &
stato trasferitoin un nuovo tubo ed essiccato utilizzando una centrifuga sottovuotoa 103 mBar. |
campioni essiccati sono stati derivatizzati mediante I'aggiunta di 20 mg/ml di metossiamina cloridrato in
piridina e incubazione per 1,5 ore a 30°C. Aggiunta sequenziale diN-metil-trimetilsil-
trifluoroacetammide (MSTFA) seguitadauntempo diincubazione di 30 min a 37°C con miscelazione
accurata tra l'aggiunta di solventi. La miscela € stata quindi trasferitain una fiala per cromatografia in
vetroambrato aformadi V.

Colorazione PAS e analisi HALO PAS

Colorazione del tessuto cardiaco... Combinazione Periodica Acid-Schiff's Stain (PAS)

La colorazione del tessutocerebrale € stata eseguita su sezioni spesse 4 micron tagliate da tessutofissato
con paraffinain formalina. Le diapositive sono state deparaffinizzate e idratate gradualmente. La
colorazione PAS e stata effettuata su sezionida 4 mm, insieme a controlli positivi appropriati secondo
protocolli standard (Sheehan & Hrapchak, 1980). Dopo la colorazione, le diapositive sono state
scansionate e le immagini sono state preparate utilizzando il software di analisi delle immagini HALO
(PerkinElmer). Utilizzando il software HALO, I'area PAS+ & stata quantificata sia nel cervello nelsuo
complesso che in specifiche regionianatomiche.

Metabolomicacon GCMS

licervello di topo ulverizzato P & stato estratto per i metaboliti polari utilizzando 1 mL di
metanolo ghiacciato al 50%. La frazione polare é stata trasferita in una fiala di vetro GCMS a formadi V
ed essiccata utilizzando una centrifugasottovuotoa 10 mBar. | campioni polari essiccati sono stati
derivatizzati mediante l'aggiunta di 20 mg/ml di metossiamina cloridrato in piridina e incubazione per
1,5 ore a 30°C. Aggiuntasequenziale diN-metil-trimetilsil-trifluoroacetammide (MSTFA) seguitadaun



tempodiincubazione di 30 min a 37°C con miscelazione accurata tra I'aggiunta di solventi. La miscela
stata quindi trasferitain unafiala per cromatografia in vetroambrato a forma di V.

| campioni sono stati quindi eseguitisu una coppia di gascromatografia (GC) Aglient 7800B a un
rivelatore di spettrometria dimassa a singolo quadrapolo 5977B. | protocolli GCMS erano simili a quelli
descrittiin precedenza (Young etal,2020; Sun et al,2021), ad eccezione diun gradiente di temperatura
modificato é stato utilizzato per GC: la temperaturainiziale era di 130 ° C, mantenuta per4 minuti,
aumentataa 6 ° C/ mina 243 ° C,aumentataa 60 ° C/ min a 280 ° C e mantenuta per2 minuti.
L'energia di ionizzazione elettronica (El) & stata impostataa 70 eV. La scansione (m/z:50-800) e la
modalita di scansione completasono state utilizzate per I'analisi degli spettridi massa. Perl'analisi dei
polisaccaridi, il modello di frammentazione del metabolita El e il tempo di ritenzione sono stati
determinatidallo standard ultrapuro acquistato da sigma. Lo ione (m/z) e il tempo di ritenzione (min)
peril glucosio erano 160 0 319m/z; 17,4 minuti. Glispettri di massa sono stati tradotti in abbondanza
relativa di metaboliti utilizzando il software Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification
System (AMDIS) abbinato alla libreria di metabolomica FiehnLib (disponibile tramite Agilent) peril
tempodiritenzione e il modello di frammentazione corrispondenticon un punteggio di confidenzadi >
80 (Fiehn etal,2000; Kind et al,2009; Fiehn, 2016). | valori sono stati prima normalizzatiin L-
norvalinaall'interno del campione pertenere conto della perdita del campione, quindi normalizzatiin
timina derivata dal DNA perrappresentare ilvolume di input.

Distribuzione del glicano con MALDI-imaging

Iltessuto cerebrale incorporato di paraffina fissa F ormalin dal cervello dei topi LKO trattati conICV &
stato preparato su vetrini compatibili con imaging con laser assistito da matrice(MALDI-IMS) come
descrittoin precedenza (Stanback etal,2021) . | vetrinisono stati riscaldati a 60 ° C per1 ora e quindi
raffreddatia temperaturaambiente prima di essere deparaffinatiutilizzando lavaggi sequenzialiin
xilene, 100% etanolo, 95% etanolo, 70% etanolo eacqua. Dopo la deparaffinizzazione, ivetrini sono stati
collocati in un mailer coplin in tampone citraconico anidride (Thermo, anidride citraconica e acqua V/V
1:2, pH 3) e l'intero mailer & stato postoin un piroscafo vegetale per 25 min. Il mailer & stato lasciato
raffreddare primache il tampone citraconico fosse scambiato con acqua usando pil lavaggi d'acqua e lo
scivolo fosse essiccato prima della digestione enzimatica. | vetrini essiccati sono stati spruzzati con
PNGase F utilizzando un M5 TMSprayer (HTX Technologies LLC) e protocolli precedentemente stabiliti
(Stanback et al,2021; Drake et al,2018; Powers etal,2014). Dopo l'applicazione di PNGase F, i vetrini
sono stati collocati in una camera umidificata preriscaldata a 37°C per 2 ore e poi spruzzaticon matrice
diacido a-ciano-4-idrossicinnamico (CHCA) (21 mg di CHCA in 3 mL 50% acetonitrile/50% acquae 12 pulL
acido trifluoroacetico). Ilrilevamento di N-glicani & stato effettuato utilizzando uno spettrometro di
massa ad alta definizione Waters SynaptG2-Xs con mobilita ionica a onda mobile (Waters Corporation)
utilizzando impostazionistabilite (Stanback et a/,2021; Sun et a/,2021). Acquisizione dati, spettrisono
stati caricati su High Definition Imaging (HDI) Software (Waters Corporation) perl'analisi della gamma di
massa da 750 a 4000m / z.

Figure Legends

Figura 1: VAL-1221 degrada gli LB in vitro. A. Schemadel VAL-1221 AEF che mostra il frammento hFab,
costituito da due peptidilegati da pontidisolfuro, e I'enzima GAA,fuso al peptide del frammentoa
catena pesante hFab. B.GelSDS-PAGEriducente e nonriducente che mostrala purezzadel costrutto



VAL-1221. Si vedono modellidi bande caratteristici per VAL-1221. La corsia non riducente mostra la
banda VAL-1221 a grandezza naturale e bande deboli che indicano una produzione ineguale deidue
peptidiprecursori. La corsia riducente mostral'ablazione della banda a grandezza naturale e mostra
bande forti alle dimensionidei peptidiprecursori. C. test di attivita in vitro di VAL-1221 utilizzando 4-
MU-GP come substrato conincubazionidi 1, 3 e 7 giorni. D. Saggio di quantificazione del glucosio GCMS
con VAL-1221 su LKO mouse brain homogenate. E.Saggio di quantificazione del glucosio GCMS con
VAL-1221 suomologenato cerebrale ditopo MKO. F.Quantificazione HPAEC-PAD delle molecole
rilasciate da LKO LB purificati digeriti con VAL-1221 in funzione deltempo. G. Microscopia ottica degli LB
LKO purificati colorati di Lugol digeriti per168 ore con PBSo VAL-1221. Dati presentaticome mediacon
barre di errore di deviazione standard (SD), * p<0.05.

Figura 2: VAL-1221 penetranelle cellule in coltura e si distribuisce ai tessuti clinicamente rilevanti
quando viene somministrato per via sistemica. R. L'immunofluorescenza mostra che i mioblasti di topo
C2C12 assorbono VAL-1221 nel citoplasma e nei lisosomi. Blu: DAPI, Verde: LAMP2, Rosso: VAL-1221. B.
Biodistribuzione radiomarcata VAL-1221 nei polmoni, cuore, quadricipite (muscolo) e cervello nei topi
WT dopo TVl rispetto alla rhGAA radiomarcata. Dati presentati come media con barre di errore SD, **
p<0.01, **** p<0.0001.

Figura 3: VAL-1221 degrada Ib nel tessuto cardiaco e quadricipite muscolare dei topi LKO dopo TVI. A.
Schemadel programmadi iniezione per questo esperimento. B. Quantificazione biochimica dei
polisaccaridi nel tessuto cardiaco in topi WT e LKO con trattamento PBS o VAL-1221 TVI. C.
Quantificazione biochimica deipolisaccaridi neltessuto quadricipite in topi WT e LKO con trattamento
PBS o VAL-1221 TVI. D. Colorazione PAS rappresentativa deltessuto cardiaco del topo LKO dopo
trattamento TVIcon PBS o VAL-1221. Dati presentaticome medicon barre di errore SD, *** p<0.001.
Figura 4: Degradazione di LB nel cervello di topi LKO dopo trattamento con VAL-1221 ICV. A. Schema
del programmaditrattamento per questo esperimento. B. Quantificazione diVAL-1221 consegnatoal
cervellodopo il trattamento ICV determinato daltest di attivita enzimatica immunocatrizzata. C.
Quantificazione, mediante GCMS, della degradazione deipolisaccaridi nel cervello dei topi LKO dopo
trattamento con PBS o VAL-1221 ICV. D. Quantificazione, utilizzando il software di analisi delle immagini
HALO, dell'area PAS+ del cervello deitopi LKO dopo trattamento PBS o VAL-1221ICV.

Figura 5: Colorazione PAS delle regioni cerebrali da topi LKO dopo trattamento PBS o VAL-1221 ICV.
Immagini rappresentative dicolorazione PAS della corteccia, del talamo, delcervelletto e del tronco
cerebrale da topi LKO dopo trattamento ICV con PBS o VAL-1221 mostrate con ingrandimento 40X.
Figura 6: Correzione del metabolitaa WT nel cervello ditopo LKO dopo trattamento ICV con VAL-1221.
PCA (A) e heatmap (B) dei profili metabolici deicervelli di topo WT e LKO trattati tramite ICV con PBS o
VAL-1221 determinatiutilizzando un approccio GCMS.

Figura 7: Correzione dei profili di glicosilazione legataall'N a WT nel cervello di topo LKO dopo
trattamento ICV con VAL-1221. Cervelletto: graficisPLSDA (A) e PUNTEGGIO VIP (B) dei profiliglicani
legati all'N. Immagini rappresentative (C) delle due distribuzionidi glicani N-linked dellasuperficie
cellulare pit modificate nei cervelli di topo WT, nei cervelli di topo LKO e nei cervelli di topo LKO ICV
trattati con VAL-1221 o PBS. Ippocampo: grafici SPLSDA (D) e VIP score (E) dei profili glicani N-linked.
Immagini rappresentative (F) delle due distribuzionidi glicano legate all'N della superficie cellulare piu
modificate nei cervelli ditopo WT, nei cervellidi topo LKO e neicervelli di topo LKO trattati con VAL-
1221 o PBS. Glischemi degli specifici glicani analizzati in queste immagini seguono le convenzioni X.
Figura supplementare 1: Cromatogrammi HPAEC-PAD di digestioni LB cerebrali di topo LKO con VAL-
1221. Cromatogrammiche mostrano la quantificazione delle diverse molecole rilasciate dagli LB



cerebrali ditopo LKO durante una digestione in vitro con VAL-1221. | cromatogrammi sono mostrati
pertutti i punti temporali raccolti durante I'esperimento (0, 24, 48, 72 e 168 ore).

Figura supplementare 2: Biodistribuzione radiomarcata di VAL-1221 nel fegato e nellamilza di topo
WT rispetto alla rhGAA radiomarcata. Distribuzione di VAL-1221 radiomarcato o rhGAA radiomarcato
nel fegato e nella milza neitopi WT dopo TVI. Dati presentaticome media con barre di errore SD, **
p<0.01.

Figura supplementare 3: Schema del saggio di attivita enzimaticaimmunocatrizzata per VAL-1221.
VAL-1221 (rosso e verde) viene catturato dall'omogeneizzato tissutale con un anticorpo anti-Fab
adsorbito (blu). Quindi I'abbondanza di VAL-1221 presente viene misurata utilizzando I'attivita del
segmento GAA diVAL-1221 contro 4-MU-GP

Figura supplementare 4: area PAS+ di diverse regioni cerebrali nei topi LKO dopo trattamento ICV con
PBS o VAL-1221. Grafici che mostrano I'area PAS+ dalla corteccia, dal talamo, dal cervelletto e dal tronco
cerebrale, dopoil trattamento ICV con PBS o VAL-1221. La quantificazione e stata effettuata utilizzando
il software dianalisi delle immagini HALO.

Figura supplementare 5: Correzione dellaglicosilazione dellasuperficie cellulare in regioni cerebrali
aggiuntive. Tronco cerebrale: grafici SPLSDA (A) e punteggio VIP (B) dei profili glicani N-linked. Immagini
rappresentative (C) delladistribuzione delglicano legato all'N della superficie cellulare piu modificata nei
cervelli ditopo WT, nei cervelli di topo LKO e nei cervelli di topo LKO ICV trattati con VAL-1221 o PBS.
Talamo: grafici sSPLSDA (D) e VIP score (E) deiprofili glicani legati all'N. Immagini rappresentative (F) della
distribuzione del glicano legato all'N della superficie cellulare pil modificata nei cervelli di topo WT, nei
cervelli ditopo LKO e nei cervelli di topo LKO trattati con VAL-1221 o PBS. Corteccia: grafici sSPLSDA (G) e
punteggio VIP (H) dei profili glicani legati all'N. Immagini rappresentative (1) della distribuzione del
glicano legata all'N della superficie cellulare piu modificata nei cervelli di topo WT, neicervellidi topo
LKO e nei cervelli di topo LKO trattati con VAL-1221 o PBS. Glischemidegli specifici glicani analizzati in
qgueste immagini seguono le convenzioniX.

Tabella supplementare 1: Analisi del prodotto di ripartizione tramite HPAEC-PAD di LB purificati digeriti con VAL-1221
_ Glucosio | Maltosio | DP-3- DP-4 - DP-5 - DP-6 - DP-7 -

Acqua Superficie n.d. 2.78 n.d. n.d. n.d. 0.93 0.51
vuota (nC*min)

Importo (ug) n.d. 0.108 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Buffer Superficie 1.59 5.93 4.57 2.69 n.d. 0.87 0.51
vuoto (nC*min)

Importo (ug) 0.022 0.229 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
24 ore Superficie 0.24 10.32 2.18 2.21 0.77 0.86 0.68
VAL-1221 | (nC*min)

Importo (ug) 0.003 0.399 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
48 ore Superficie 35.50 9.48 n.d. n.d. n.d. 0.90 0.75
VAL-1221 | (nC*min)

Importo (ug) 0.495 0.367 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
72 ore Superficie 47.58 9.45 n.d. n.d. n.d. 0.89 0.65
VAL-1221 | (nC*min)

Importo (ug) 0.663 0.366 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
168 ore Superficie 64.44 9.61 n.d. n.d. n.d. 0.84 0.80
VAL-1221 (nC*min)

Importo (ug) 0.898 0.372 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
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