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DESCRIPCION

Mutante de RAC2 para su uso en la ablacién de la hematopoyesis y en el tratamiento de neoplasias malignas
hematopoyéticas

Campo
La presente divulgacion se encuentra en el campo de la hematologia.
Antecedentes

El trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) es un enfoque terapéutico potencialmente curativo para
una variedad de enfermedades hematopoyéticas malignas y no malignas. Cuando se realiza HSCT en pacientes
con trastornos malignos, se administran regimenes de preparacién o acondicionamiento como parte del
procedimiento para conseguir 3 objetivos: hacer espacio en la médula 6sea (mieloablacion), proporcionar
inmunoablacién suficiente para prevenir el rechazo del injerto y reducir la carga tumoral. La intensidad de los
regimenes de acondicionamiento puede variar sustancialmente, y cuando se selecciona el régimen de
acondicionamiento 6ptimo para cualquier paciente dado, deben considerarse factores relacionados con la
enfermedad tales como el diagndstico y el estado de remisién, asi como factores relacionados con el paciente
incluyendo la edad, la disponibilidad de donantes y la presencia de afecciones comoérbidas. Aunque no se ha
alcanzado un consenso completo dentro de la comunidad de HCT, los regimenes de acondicionamiento se han
clasificado como de dosis alta (mieloablativos), de intensidad reducida y no mieloablativos. Por ejemplo, se
espera que los regimenes mieloablativos o de “dosis alta”, que consisten en agentes alquilantes (individuales o
multiples) con o sin irradiacidon corporal total, realicen la ablacion de la hematopoyesis, no permitiendo la
recuperacion hematoldgica autéloga. La administracion de regimenes de acondicionamiento esta asociada con
toxicidades inmediatas y retardadas. Por ejemplo, las nauseas, los vomitos, la parotiditis aguda transitoria, la
xerostomia, la mucositis y la diarrea son complicaciones agudas comunmente observadas. También pueden
observarse neumonitis intersticial, fibrosis pulmonar idiopatica y funcién pulmonar del pulmén reducida. La
aparicidon del sindrome de obstruccidn sinusoidal (también conocido como enfermedad venooclusiva del higado)
es mas comun en los regimenes basados en quimioterapia. Los efectos secundarios a largo plazo incluyen
infecundidad, formaciéon de cataratas, hipotiroidismo y ftiroiditis y neoplasias malignas secundarias. Por
consiguiente, existe la necesidad de un nuevo método que permita la ablacion completa de la hematopoyesis con
una minima aparicion de efectos secundarios adversos graves a corto y largo plazo.

RAC2 pertenece a la subfamilia Rac de la familia Rho de pequefias GTPasas. En el estado inactivo unido a
GDP, RAC2 se localiza en el citosol. Tras la estimulacién y activacion por factores de intercambio de nucledtidos
de guanina, la forma activa unida a GTP de RAC2 se dispone por translocacién en la membrana plasmatica. Alli,
RAC2 desencadena diversas rutas de sefializacion hasta que el GTP se hidroliza o la GTPasa se degrada por la
célula 7°. A diferencia de los otros miembros de la subfamilia Rac (RAC1 y RAC3), la expresion de RAC2 esta
restringida al linaje hematopoyético 1011

Sumario de la invencién
La presente invencidn se define por las reivindicaciones. En particular, la presente invencion se refiere a:

- una cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicién 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso en un método de ablacion completa de la
hematopoyesis en un paciente que lo necesita, y

- una cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicién 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso en un método de tratamiento de una neoplasia
maligna de células hematopoyéticas en un paciente que lo necesita.

La descripcidn detallada, las figuras y el ejemplo siguientes no se encuentran dentro del alcance de la presente
invencién y se presentan Unicamente con fines de comprension e ilustracion.

Ademas, cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, a las
composiciones farmacéuticas y a los medicamentos de la presente invencién para su uso en un método de
tratamiento del cuerpo humano mediante terapia.

Descripcién detallada

Los inventores han identificado una mutacion de sentido erroneo autosémica dominante (AD) en el gen RAC2
(que codifica para sustrato 2 de toxina botulinica C3 relacionada con Ras (RAC2)) en tres pacientes con
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inmunodeficiencias combinadas graves (SCID) cuya presentacion clinica se solapa con la forma SCID RD pero
que no presentan mutaciones de AK2 e hipoacusia. Usando ensayos de diferenciacion in vitro y bioquimicos, los
inventores demostraron que la mutacién de RAC2 estaba estrechamente relacionada con una alteracién en la
capacidad de diferenciacion celular y defectos en las redes celulares y mitocondriales. En conjunto, los datos
demuestran que una mutacién de ganancia de funcion (GOF) dominante en el sitio de unién a GDP/GTP de la
proteina RAC2 inhibe la diferenciacion de HSPC y conduce a una forma AD grave de SCID con una presentacion
clinica de RD. Por consiguiente, los resultados llevan a considerar que la introduccién de la muteina de RAC2
identificada en el linaje hematopoyético seria adecuada para inducir la ablacion completa de la hematopoyesis.

El primer objeto de la presente divulgacion se refiere a un método de ablacién completa de la hematopoyesis en
un paciente que lo necesita que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
polinucledétido que codifica para un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos tal como se expone
en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicién 12 se sustituye por un residuo de aminoacido (R).

Un objeto adicional de la presente divulgacion se refiere a un método de tratamiento de una neoplasia maligna
de células hematopoyéticas en un paciente que lo necesita que comprende administrar al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoécidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicién 12 se sustituye
por un residuo de aminoacido (R).

Tal como se usa en el presente documento, el término “célula hematopoyética” tiene su significado general en la
técnica y se refiere a cualquier tipo de célula del sistema hematopoyético, incluyendo, pero sin limitarse a, células
no diferenciadas, tales como células madre hematopoyéticas y células progenitoras, y células diferenciadas, por
ejemplo, leucocitos (por ejemplo, granulocitos, monocitos y linfocitos), plaquetas y globulos rojos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “célula madre hematopoyética” o “HSC” se refiere a
células sanguineas que tienen la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse en precursores de células
sanguineas maduras circulantes. Estas células precursores son células sanguineas inmaduras que no pueden
autorrenovarse ni diferenciarse en células sanguineas maduras circulantes. Dentro el microentorno de la médula
Osea, las células madre se autorrenuevan y mantienen la produccién continua de células hematopoyéticas que
dan lugar a todas las células sanguineas maduras a lo largo de toda la vida. En particular, las células
progenitoras hematopoyéticas o células madre hematopoyéticas se aislan de células sanguineas periféricas.

Tal como se usa en el presente documento, el término “hematopoyesis” se refiere a la formacion y al desarrollo
de células hematopoyéticas que implican la proliferacién y/o la diferenciacion a partir de células madre.

Normalmente, el paciente se selecciona del grupo que consiste en nifios, adultos jévenes, adultos de mediana
edad y adultos de edad avanzada.

En particular, el método dado a conocer en el presente documento es particularmente adecuado para preparar al
paciente para un trasplante de médula ésea (es decir, tratamiento de acondicionamiento). Por tanto, el método
dado a conocer en el presente documento es particularmente adecuado para evitar el uso de quimioterapia y
radioterapia. EI método dado a conocer en el presente documento ayudara a la médula ésea para que crezcan
nuevas células madre sanguineas, ayuda a impedir que el cuerpo del paciente rechace las células trasplantadas
y ayuda a destruir cualquier célula cancerosa que pueda estar presente en el cuerpo. Normalmente, la
administracién del polinucledtido se realiza antes del trasplante de médula ésea.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “trasplante de médula dsea” o “trasplante de células
madre hematopoyéticas” usados en el presente documento deben considerarse intercambiables, en referencia al
trasplante de células madre hematopoyéticas en alguna forma a un receptor. No es necesario que las células
madre hematopoyéticas deriven de la médula dsea, sino que también pueden derivar de otras fuentes tales como
sangre de cordén umbilical o PBMC movilizadas. Tal como se usa en el presente documento, los términos
“trasplante de células madre hematopoyéticas” o “HSCT” se refieren a un componente del tratamiento de una
amplia gama de trastornos hematolégicos. Generalmente, hay dos tipos de HSCT. trasplante autdlogo y
alogénico. Tal como se usa en el presente documento, el término “alogénico” se refiere a que deriva de, se
origina en o es miembro de la misma especie, donde los miembros estan genéticamente relacionados o
genéticamente no relacionados, pero son genéticamente similares. Un “trasplante alogénico” se refiere a la
transferencia de células u 6rganos de un donante a un receptor, donde el receptor es de la misma especie que el
donante. El trasplante alogénico implica la infusién de células madre del donante, normalmente usando un
donante que coincide con el MHC del receptor. Tal como se usa en el presente documento, el término “autélogo”
se refiere a que deriva de o se origina en el mismo paciente. Un “trasplante autélogo” se refiere a la recogida y al
retrasplante de las propias células o los propios 6rganos del paciente.

Los ejemplos de neoplasias malignas de células hematopoyéticas que son canceres incluyen leucemias,
linfomas y mielomas multiples. Los ejemplos de leucemias incluyen leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia
mieldgena aguda (LMA) y leucemia mielégena cronica (LMC). Los ejemplos de linfomas incluyen enfermedad de
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Hodgkin y sus subtipos; linfomas no Hodgkin y sus subtipos, incluyendo leucemia linfocitica crénica (LLC),
linfoma linfocitico de células pequefias (LLCP), linfoma difuso de células B grandes (LDCBG), linfoma folicular
(LF), linfoma de células del manto (LCM), leucemia de células pilosas (LCP), linfoma de la zona marginal (LZM),
linfoma de Burkitt (LB), trastorno linfoproliferativo postrasplante (TPPT), leucemia prolinfocitica de células T
(LPL-T), leucemia prolinfocitica de células B (LPL-B), macroglobulinemia de Waldenstrém/infoma
linfoplasmocitario y otros linfomas de linfocitos citoliticos naturales (células NK) o de células T. Los ejemplos de
otras afecciones malighas que son neoplasias malignas de células hematopoyéticas incluyen sindrome
mielodisplasico (SMD); enfermedades mieloproliferativas tales como policitemia vera (es decir, PV, PCV o
policitemia rubra vera (PRV)), trombocitosis esencial (TE), mielofibrosis; y enfermedades con caracteristicas
tanto de sindromes mielodisplasicos como de enfermedades mieloproliferativas tales como leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC), leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ), leucemia mieloide cronica atipica
(LMCa) y enfermedad mielodisplasica/mieloproliferativa.

En particular, la neoplasia maligna de células hematopoyéticas de leucemia mielégena aguda (LMA) se ve
afectada por la mutacidn descrita en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tratamiento” o “tratar” se refiere a tratamiento tanto
profilactico como preventivo, asi como a tratamiento curativo o modificador de la enfermedad, incluyendo
tratamiento de un paciente en riesgo de contraer la enfermedad o que se sospecha que ha contraido la
enfermedad, asi como pacientes que estan enfermos o se ha diagnosticado que padecen una enfermedad o
afeccion médica, e incluye la supresién de la recidiva clinica. El tratamiento puede administrarse a un paciente
que padece un trastorno médico o que en Uultima instancia puede adquirir el trastorno, con el fin de prevenir,
curar, retrasar la aparicion de, reducir la gravedad de 0 mejorar uno 0 mas sintomas de un trastorno o trastorno
recurrente o con el fin de prolongar la supervivencia de un paciente mas alla de lo esperado en ausencia de tal
tratamiento. Por “régimen terapéutico” se entiende el patrén de tratamiento de una enfermedad, por ejemplo, el
patrén de dosificacion usado durante la terapia. Un régimen terapéutico puede incluir un régimen de induccién y
un régimen de mantenimiento. La expresién “régimen de induccion” o “periodo de induccién” se refiere a un
régimen terapéutico (o a la porcion de un régimen terapéutico) que se usa para el tratamiento inicial de una
enfermedad. El objetivo general de un régimen de induccion es proporcionar un alto nivel de farmaco a un
paciente durante el periodo inicial de un régimen de tratamiento. Un régimen de induccion puede emplear (en
parte o en su totalidad) un “régimen de carga”’, que puede incluir administrar una dosis del farmaco mayor de la
que emplearia un médico durante un régimen de mantenimiento, administrar un farmaco con mas frecuencia que
con la que un médico administraria el farmaco durante un régimen de mantenimiento, 0 ambos. La expresién
“régimen de mantenimiento” o “periodo de mantenimiento” se refiere a un régimen terapéutico (o a la porcién de
un régimen terapéutico) que se usa para el mantenimiento de un paciente durante el tratamiento de una
enfermedad, por ejemplo, para mantener al paciente en remisién durante largos periodos de tiempo (meses o
afios). Un régimen de mantenimiento puede emplear terapia continua (por ejemplo, administrar un farmaco a
intervalos regulares, por ejemplo, semanalmente, mensualmente, anualmente, etc.) o terapia intermitente (por
ejemplo, tratamiento interrumpido, tratamiento intermitente, tratamiento en la recidiva o tratamiento tras el logro
de un criterio predeterminado particular [por ejemplo, manifestacién de la enfermedad, etc.]).

Tal como se usa en el presente documento, el término “Rac2” tiene su significado general en la técnica y se
refiere a sustrato 2 de toxina botulinica C3 relacionada con Ras. Una secuencia de aminoacidos a modo de
ejemplo para Rac2 humana se representa por SEQ ID NO:1.

SEQ ID NO:1 >sp|P15153|Rac2_HUMANA Sustrato 2 de toxina botulinica
C3 relacionada con Ras OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=Rac2 PE=1 sv=1
MOATIKCVVVGDGAVGKTCLLISYTTNAFPGEYIPTVFDNYSANVMVDSKPVNLGLWDTAG
QEDYDRLRPLSYPQTDVEFLICESLVSPASYENVRAKWFPEVRHHCPSTPITLVGTKLDLR
DDKDTIEKLKEKKLAPITYPQGLALAKEIDSVKYLECSALTQRGLKTVEFDEATRAVLCPQ
PTROQKRACSLL

Tal como se usa en el presente documento, el término “mutacion” tiene su significado general en la técnica y se
refiere a una sustitucion, delecién o insercion. El término “sustitucion” significa que se elimina un residuo de
aminoacido especifico en una posicién especifica y se inserta otro residuo de aminoacido en la misma posicion.
El término “delecidon” significa que se elimina un residuo de aminoacido especifico. El término “insercién” significa
que se insertan uno o0 mas residuos de aminoacido antes o después de un residuo de aminoacido especifico,
mas especificamente, ese uno 0 mas, preferiblemente uno o varios, residuos de aminoacido se unen a un grupo
a-carboxilo o un grupo a-amino del residuo de aminoacido especifico.

Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido” tiene su significado general en la técnica y se
refiere a un polimero de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede comprender aminoacidos
modificados. El término también abarca un polimero de aminoacidos que se ha modificado de manera natural o
por intervencion; por ejemplo, formacidn de enlaces disulfuro, glicosilacion, lipidacién, acetilacién, fosforilacién o
cualquier otra manipulacion o modificacion, tal como conjugacién con un componente de marcaje. Dentro de la
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definicién también se incluyen, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas analogos de un aminoacido
(incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales tales como homocisteina, ornitina, p-acetilfenilalanina,
D-aminoacidos y creatina), asi como otras modificaciones conocidas en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “polinucleétido” tal como se usa en el presente documento
se refiere a polimeros de nucleétidos de cualquier longitud, incluyendo ribonucledtidos, desoxirribonucledtidos,
analogos de los mismos 0 mezclas de los mismos. Este término se refiere a la estructura primaria de la molécula.
Por tanto, el término incluye acido desoxirribonucleico (‘“ADN”) monocatenario, bicatenario y tricatenario, asi
como acido ribonucleico (“ARN”) monocatenario, bicatenario y tricatenario. También incluye formas modificadas,
por ejemplo, mediante alquilacion y/o mediante remate de extremos, y formas no modificadas del polinucledétido.
Mas particularmente, el término “polinucleétido” incluye polidesoxirribonucleétidos (que contienen 2-desoxi-D-
ribosa), polirribonucleotidos (que contienen D-ribosa), incluyendo ARNt, ARNr, ARNh, ARNip y ARNm, ya sean
sometidos a corte y empalme o no sometidos a corte y empalme, cualquier otro tipo de polinucledtido que sea un
N-glicosido o C-glicésido de una base de purina o pirimidina y otros polimeros que contienen estructuras
principales normonucleotidicas, por ejemplo, poliamida (por ejemplo, acidos peptidonucleicos “APN”) y polimeros
de polimorfolino, y otros polimeros de acido nucleico especificos de secuencia sintéticos siempre que los
polimeros contengan bases nitrogenadas en una configuraciéon que permite el apareamiento de bases y el
apilamiento de bases, tal como se encuentra en ADN y ARN. En particular, el polinucleétido comprende un
ARNm. En otro aspecto, el ARNm es un ARNm sintético. En particular, el ARNm sintético comprende al menos
una base nitrogenada no natural. En particular, todas las bases nitrogenadas de una determinada clase se han
reemplazado por bases nitrogenadas no naturales (por ejemplo, todas las uridinas en un polinucleétido dado a
conocer en el presente documento pueden reemplazarse por una base nitrogenada no natural, por ejemplo,
5-metoxiuridina). En particular, el polinucledtido (por ejemplo, un ARN sintético o un ADN sintético) comprende
solo bases nitrogenadas naturales, es decir, A, C, Ty G en el caso de un ADN sintético o A, C, Ty U en el caso
de un ARN sintético.

En particular, el polinucleétido dado a conocer en el presente documento es un ARN mensajero (ARNm).

En particular, el polinucleétido se inserta en un vector, tal como un plasmido, césmido, episoma, cromosoma
artificial, fago o un vector viral. Normalmente, el vector es vector viral que es un virus adenoasociado (VAA), un
retrovirus, virus del papiloma bovino, un vector adenoviral, un vector lentiviral, un virus de la variolovacuna, un
poliomavirus o un virus infeccioso. Normalmente, el vector dado a conocer en el presente documento incluye
“secuencias de control”, que se refiere colectivamente a secuencias promotoras, sefiales de poliadenilacion,
secuencias de terminacién de la transcripciéon, dominios reguladores en el sentido 5’, origenes de replicacion,
sitios internos de entrada al ribosoma (“IRES”), potenciadores, y similares, que colectivamente proporcionan la
replicacion, la transcripcién y la traduccién de una secuencia codificante en una célula del receptor. No siempre
es necesario que todas estas secuencias de control estén presentes, siempre que la secuencia codificante
seleccionada pueda replicarse, transcribirse y traducirse en una célula huésped apropiada. Otra secuencia de
acido nucleico es una secuencia “promotora”, que se usa en el presente documento en su sentido habitual para
referirse a una regién de nucledtidos que comprende una secuencia reguladora de ADN, en la que la secuencia
reguladora se deriva de un gen que puede unirse a la ARN polimerasa e iniciar la transcripcién de una secuencia
codificante aguas abajo (en el sentido de 3’). Los promotores de la transcripcidon pueden incluir “promotores
inducibles” (donde la expresién de una secuencia de polinucledtido unida operativamente al promotor se induce
mediante un analito, un cofactor, una proteina reguladora, etc.), “promotores reprimibles” (donde la expresidén de
una secuencia de polinucleotido unida operativamente al promotor se induce por un analito, un cofactor, una
proteina reguladora, etc.) y “promotores constitutivos”.

En particular, el polinucledtido dado a conocer en el presente documento puede conjugarse con al menos otra
molécula. Normalmente, dicha molécula se selecciona del grupo que consiste en polinucledtidos, polipéptidos,
lipidos, lectinas, hidratos de carbono, vitaminas, cofactores y farmacos. En particular, el polipéptido o el
polinucleétido dado a conocer en el presente documento se conjuga con una molécula que tiene una afinidad
especifica por células hematopoyéticas, tal como anticuerpos o péptidos que tienen una afinidad de unién por
una proteina expresada en la superficie de una célula madre hematopoyética. La conjugacién puede dar como
resultado una mayor estabilidad y/o semivida y puede ser particularmente Util para dirigir el polipéptido o los
polinucledtidos a las células hematopoyéticas.

Por una “cantidad terapéuticamente eficaz” se entiende una cantidad suficiente del principio activo para tratar o
reducir los sintomas a una relacién beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento médico. Se
entenderd que el uso diario total de los compuestos y las composiciones dados a conocer en el presente
documento lo decidira el médico responsable dentro del alcance del juicio médico razonable. El nivel de dosis
terapéuticamente eficaz especifico para cualquier sujeto particular dependeréa de una variedad de factores,
incluyendo el trastorno que esté tratandose y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico
empleado; la composicion especifica empleada; la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del
sujeto; el momento de la administracion, la via de administracion y la tasa de excrecion del compuesto especifico
empleado; la duracién del tratamiento; farmacos usados en combinacién con los principios activos; y factores
similares bien conocidos en las técnicas médicas. Por ejemplo, se encuentra dentro de la experiencia en la
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técnica comenzar con dosis del compuesto a niveles inferiores a los requeridos para lograr el efecto terapéutico
deseado y aumentar gradualmente la dosificacién hasta que se logre el efecto deseado. Sin embargo, la
dosificacién diaria de los productos puede variarse a lo largo de un amplio intervalo desde 0,01 hasta 1.000 mg
por adulto al dia. Normalmente, las composiciones contienen 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0,
50,0, 100, 250 y 500 mg del principio activo para el ajuste sintomatico de la dosificacién del sujeto que va a
tratarse. Un medicamento contiene normalmente desde aproximadamente 0,01 mg hasta aproximadamente
500 mg del principio activo, normalmente desde 1 mg hasta aproximadamente 100 mg del principio activo.
Habitualmente se administra una cantidad eficaz del farmaco a un nivel de dosificacion de desde 0,0002 mg/kg
hasta aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal al dia, especialmente desde aproximadamente 0,001 mg/kg
hasta 7 mg/kg de peso corporal al dia.

Normalmente, el principio activo dado a conocer en el presente documento (es decir, el polinucleétido) se
combina con excipientes farmacéuticamente aceptables y opcionalmente matrices de liberacién sostenida, tales
como polimeros biodegradables, para formar composiciones farmacéuticas. El término “farmacéuticamente” o
“farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y a composiciones que no producen ninguna
reaccion adversa, alérgica o no deseada cuando se administran a un mamifero, especialmente a un ser humano,
segun sea apropiado. Un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable se refiere a una carga, un
diluyente, un material de encapsulacién o un agente auxiliar de formulacién de cualquier tipo sélido, semisélido o
liquido y no toxico.

En particular, el polinucleétido dado a conocer en el presente documento se formula con lipidoides. La sintesis de
lipidoides se ha descrito extensamente (véanse Mahon et al., Bioconjug Chem. 2010 21:1448-1454; Schroeder et
al., J Intern Med. 2010 267:9-21; Akinc et al., Nat Biotechnol. 2008 26:561-569; Love et al., Proc Natl Acad Sci
USA. 2010 107:1864-1869; Siegwart et al., Proc Natl Acad Sci US A. 2011 108:12996-3001). Aunque estos
lipidoides se han usado para administrar eficazmente moléculas de ARN de interferencia pequefio bicatenario en
roedores y primates no humanos (véanse Akinc et al., Nat Biotechnol. 2008 26:561-569; Frank-Kamenetsky et
al., Proc Natl Acad Sci USA. 2008 105:11915-11920; Akinc et al., Mol Ther. 2009 17:872-879; Love et al., Proc
Natl Acad Sci USA. 2010 107:1864-1869; Leuschner et al., Nat Biotechnol. 2011 29:1005-1010), la presente
divulgacion describe su formulacién y uso para administrar polinucleétidos.

En particular, el polinucleétido dado a conocer en el presente documento se formula usando uno o mas
liposomas, lipoplejos o nanoparticulas lipidicas.

Los liposomas son vesiculas preparadas artificialmente que pueden estar compuestas principalmente por una
bicapa lipidica y pueden usarse como vehiculo de administracion para la administracion de formulaciones
farmacéuticas. Los liposomas pueden ser de diferentes tamafios tales como, pero sin limitarse a, una vesicula
multilaminar (MLV) que puede tener un diametro de cientos de nandmetros y puede contener una serie de
bicapas concéntricas separadas por compartimentos acuosos estrechos, una vesicula unicelular pequefa (SUV)
que puede tener un diametro inferior a 50 nm y una vesicula unilaminar grande (LUV) que puede tener un
diametro entre 50 y 500 nm. El disefio de liposomas puede incluir, pero no se limita a, opsoninas o ligandos con
el fin de mejorar la unién de los liposomas a tejido enfermo o para activar eventos tales como, pero sin limitarse
a, la endocitosis. Los liposomas pueden contener un pH bajo o alto con el fin de mejorar la administracion de las
formulaciones farmacéuticas. Como un ejemplo no limitativo, los liposomas tales como las vesiculas de
membrana sintéticas se preparan mediante los métodos, el aparato y los dispositivos descritos en las
publicaciones de patente estadounidense n.°s US20130177638, US20130177637, US20130177636,
US20130177635, US20130177634, US20130177633, US20130183375, US20130183373 y US20130183372. En
particular, los liposomas se forman a partir de liposomas de 1,2-dioleiloxi-N,N-dimetilaminopropano (DODMA),
liposomas de DiLa2 de Marina Biotech (Bothell, Wash.), 1,2-dilinoleiloxi-3-dimetilaminopropano (DLin-DMA), 2,2-
dilinoleil-4-(2-dimetilaminoetil)-[1, 3]-dioxolano (DLin-KC2-DMA) y MC3 (tal como se describe en el documento
US20100324120) y liposomas que pueden administrar farmacos de molécula pequefia tales como, pero sin
limitarse a, DOXIL® de Janssen Biotech, Inc. (Horsham, Pa.). El polipéptido del polinucleétido dado a conocer en
el presente documento puede estar encapsulado por el liposoma y/o puede estar contenido en un nucleo acuoso
que puede estar encapsulado entonces por el liposoma (véanse las publicaciones internacionales n.°s
WO02012031046, WO02012031043, WO2012030901 y WO2012006378 y las publicaciones de patente
estadounidense n.°s US20130189351, US20130195969 y US20130202684).

En particular, el polinucledtido dado a conocer en el presente documento se formula con particulas de plasmido-
lipido estabilizadas (SPLP) o particulas de acido nucleico-lipido estabilizadas (SNALP) que se han descrito
previamente y se ha demostrado que son adecuadas para la administracion de oligonucleotidos in vitro e in vivo
(véanse Wheeler et al. Gene Therapy. 1999 6:271-281; Zhang et al. Gene Therapy. 1999 6:1438-1447; Jeffs et
al. Pharm Res. 2005 22:362-372; Morrissey et al., Nat Biotechnol. 2005 2:1002-1007; Zimmermann et al., Nature.
2006 441:111-114; Heyes et al. J Contr Rel. 2005 107:276-287; Semple et al. Nature Biotech. 2010 28:172-176;
Judge et al. J Clin Invest. 2009 119:661-673; De Fougerolles Hum Gene Ther. 2008 19:125-132; publicacidén de
patente estadounidense n.° US20130122104). El método de fabricacién original de Wheeler et al. era un método
de didlisis con detergente, que mas adelante fue mejorado por Jeffs et al. y se denomina método de formacién
espontanea de vesiculas. Las formulaciones de liposomas estan compuestas por de 3 a 4 componentes lipidicos
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ademas del polinucledtido. Como un ejemplo, un liposoma puede contener, pero no se limita a, el 55 % de
colesterol, el 20 % de diesteroilfosfatidilcolina (DSPC), el 10 % de PEG-S-DSG y el 15 % de 1,2-dioleiloxi-N,N-
dimetilaminopropano (DODMA), tal como describen Jeffs et al. Como otro ejemplo, determinadas formulaciones
de liposomas contienen, pero no se limitan a, el 48 % de colesterol, el 20 % de DSPC, el 2 % de PEG-c-DMAYy el
30 % de lipido catidnico, donde el lipido catidnico puede ser 1,2-diesteariloxi-N,N-dimetilaminopropano (DSDMA),
DODMA, DLin-DMA o 1,2-dilinoleniloxi-3-dimetilaminopropano (DLenDMA), tal como describen Heyes et al.

En particular, el polinucleétido dado a conocer en el presente documento se formula en una nanoparticula lipidica
tal como las descritas en la publicacién internacional n.° W02012170930. Las formulaciones de nanoparticulas
lipidicas comprenden normalmente un lipido, en particular, un lipido catiénico ionizable, y comprenden ademas
un lipido neutro, un esterol y una molécula que puede reducir la agregacién de particulas, por ejemplo, un PEG o
un lipido modificado con PEG. El lipido puede seleccionarse de, pero no se limita a, DLin-DMA, DLin-K-DMA,
98N12-5, C12-200, DLin-MC3-DMA, DLin-KC2-DMA, DODMA, PLGA, PEG, PEG-DMG, lipidos pegilados y
lipidos de aminoalcohol. En particular, el lipido es un lipido catidnico tal como, pero sin limitarse a, DLin-DMA,
DLin-D-DMA, DLin-MC3-DMA, DLin-KC2-DMA, DODMA vy lipidos de aminoalcohol. El lipido catiénico de
aminoalcohol puede ser los lipidos descritos en y/o preparados mediante los métodos descritos en la publicacién
de patente estadounidense n.° US20130150625. Como un ejemplo no limitativo, el lipido catidnico puede ser
2-amino-3-[(9Z,122)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]-2-{[(9Z,2Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]metil}propan-1-ol

(compuesto 1 en el documento US20130150625); 2-amino-3-[(92)-octadec-9-en-1-iloxi]-2-{[(92)-octadec-9-en-1-
iloxilmetil}propan-1-ol (compuesto 2 en el documento US20130150625); 2-amino-3-[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-
dien-1-iloxi]-2-[(octiloxi)metil]propan-1-ol (compuesto 3 en el documento US20130150625); y 2-(dimetilamino)-3-
[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]-2-{[(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dien-1-iloxi]metil}propan-1-ol (compuesto 4 en el
documento US20130150625); o cualquier estereoisémero o sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. Las
formulaciones de nanoparticulas de la presente divulgacion pueden estar recubiertas con un tensioactivo o
polimero con el fin de mejorar la administracion de la particula. En particular, la particula esta recubierta con un
recubrimiento hidréfilo tal como, pero sin limitarse a, recubrimientos de PEG y/o recubrimientos que tienen una
carga superficial neutra. Los recubrimientos hidrofilos pueden ayudar a administrar nanoparticulas con mayores
cargas Utiles tales como, pero sin limitarse a, polinucleétidos dentro del sistema nervioso central. Como un
ejemplo no limitativo, se describen nanoparticulas que comprenden un recubrimiento hidréfilo y métodos de
preparacion de tales nanoparticulas en la publicacién de patente estadounidense n.° US20130183244.

La invencién se ilustrara adicionalmente mediante las figuras y los ejemplos siguientes. Sin embargo, estos
ejemplos y figuras no deben interpretarse en modo alguno como limitativos del alcance dado a conocer en el
presente documento.

Figuras

Figura 1: Identificaciéon y efectos de la mutacién p.G12R de RAC2 sobre la actividad GTPasa de RAC2. A
Genealogia de los tres pacientes a partir de dos parentescos no relacionados. Las cajas negras y los circulos
negros representan el sujeto masculino (P1) y los sujetos femeninos (P2, P3) afectados, respectivamente. Las
cajas Y los circulos blancos representan individuos no afectados. Las flechas representan los probandos y una
barra doble horizontal representa la consanguinidad. B. Electroferograma representativo de la secuenciacidén de
ADN de RAC2 para células de control y de paciente, que muestra la mutacion ¢.34G>A. C. Inmunotransferencia
representativa de la expresion de la proteina RAC2 en lisados de fibroblastos de control (C1, C2) y fibroblastos
derivados de los individuos afectados (P1, P2 y P3). El control de carga corresponde a la expresién de GADPH.
D. Las células HEK293T o bien no se transdujeron (NT, control) o bien se transdujeron con un vector lentiviral
vacio (WPI) que contenia la forma de tipo natural (WT) de ADNc de RAC2, la forma mutada descrita en el
presente documento (G12R) o (como control positivo) la forma RAC2-GTP constitutivamente activada (G12V).
Dos dias después de la transduccidn, las células se recuperaron para su analisis usando el ensayo G-LISA (15
1g de proteina total por pocillo). Los resultados se indican como media + error estandar de la media (EEM) de
tres experimentos independientes. ***p<0,001; ****p<0,0001.

Figura 2: La mutacion G12R inhibe la proliferacion y diferenciacién de HSPC

A. Proliferacion de células positivas para CD34 en un cultivo de 7 dias. Se us6 citometria de flujo para analizar la
proporcion (en %) de células que expresan GFP+ en la ventana de adquisicion de células vivas (negativas para
7-AAD). Las proporciones de células vivas GFP+ ROS bajo, DIC1(5) bajo y positivas para anexina V se
determinaron el dia 4. Los resultados se indican como media £+ EEM de cuatro experimentos independientes.
B. Diferenciacion de neutrdéfilos en un cultivo de 7 dias. Se usé citometria de flujo para analizar el nimero de
granulocitos (CD11b+CD15+) entre las células vivas GFP+. Las proporciones de células ROS bajo, DilC1(5) bajo
y anexina V+ entre las células vivas GFP+ se analizaron el dia 4. Los resultados se indican como media £+ EEM
de tres experimentos independientes. C. Diferenciacion de células T en un cultivo de 7 dias (n=3). Se uso6
citometria de flujo para analizar la proporcién de células vivas GFP+. El niUmero de progenitores de células T
(CD7+) se evalué el dia 7 en las células vivas GFP+. Los resultados se indican como media + EEM de tres
experimentos independientes. Para todos los experimentos: *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001.
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Figura 3. Prueba de células Molm-13 de leucemia mielégena aguda (LMA, translocacién MLL-AF9). A. Las
células Molm-13 se transdujeron en presencia de un constructo lentiviral que contenia un vector vacio (WPI) o un
vector con la forma de tipo natural de RAC2 (WT) o un vector que contenia la forma mutada de RAC2 (G12R).
Las células transducidas expresan todas ellas un gen indicador de GFP que posibilita la deteccion mediante
citometria de flujo del % de células GFP+ y el numero de células GFP+ transducidas durante un cultivo de 7 dias.
B. El dia 4, se realizd analisis por citometria de flujo para evaluar la proporcién de células GFP+ transducidas
que entran en apoptosis (% de anexina V+), la polarizacion de membrana mitocondrial (% de Apm) vy la
produccién de ROS. Los resultados son representativos de 4 experimentos independientes. **p<0,01 y
***p<0,001.

Figura 4. Prueba de células MV4-11 de LMA (translocacion MLL-AF4). Las células MV4-11 se transdujeron en
presencia de un constructo lentiviral que contenia un vector vacio (WPI) o un vector con |la forma de tipo natural
de RAC2 (WT) o un vector que contenia la forma mutada de RAC2 (G12R). Las células transducidas expresan
todas ellas un gen indicador de GFP que posibilita la deteccién mediante citometria de flujo del % de células
GFP+ y el numero de células GFP+ transducidas durante un cultivo de 7 dias. Los resultados son
representativos de 2 experimentos independientes.

Figura 5. Prueba de células HL-60 de LMA. Las células HL-60 se transdujeron en presencia de un constructo
lentiviral que contenia un vector vacio (WPI) o un vector con la forma de tipo natural de RAC2 (WT) o un vector
que contenia la forma mutada de RAC2 (G12R). Tras la etapa de transduccion, las células se cultivaron en
presencia de acido retinoico con el fin de inducir su diferenciacion hacia el linaje granulocitico. A-B. Las células
transducidas expresan todas ellas un gen indicador de GFP que posibilita la deteccion mediante citometria de
flujo del nimero de células GFP+ transducidas 2 dias (J2) y 4 dias (J4) después del comienzo del cultivo y el
numero de granulocitos (CD11b+CD15+). Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.
*p<0,05 y **p<0,001. C-D. El dia 4, se realizé analisis por citometria de flujo para evaluar la proporcién de
células con un bajo nivel de polarizacidon de membrana mitocondrial y un bajo nivel de produccién de ROS. El
porcentaje de células que entran en apoptosis fue del 2% y del 10 % para las condiciones WT y G12R,
respectivamente. Los histogramas son representativos de 3 experimentos independientes.

Figura 6. A. Se cultivaron células mononucleares de sangre periférica de donantes sanos en presencia de
fitohemaglutinina A y se transdujeron con un constructo lentiviral que contenia un vector vacio (WPI) o un vector
que contenia la forma mutada de RAC2 (G12R). Las células transducidas expresan todas ellas un gen indicador
de GFP que posibilita el seguimiento mediante citometria de flujo del % de células GFP+, el niUmero de células
GFP+ transducidas y la proporcién de células GFP+ que entran en apoptosis (% de anexina V+). Los resultados
son representativos de 2 experimentos independientes. B. Se transdujeron lineas de VEB-B de donantes sanos
en presencia de un constructo lentiviral que contenia un vector vacio (WPI) o un vector que contenia la forma
mutada de RAC2 (G12R). Las células transducidas expresan todas ellas un gen indicador de GFP que posibilita
el seguimiento mediante citometria de flujo del % de células GFP+. Los resultados son representativos de
3 experimentos independientes. ***p <0,001.

Ejemplo

Materiales y métodos

Pacientes y muestras de sangre de cordén humana.

El estudio se llevd a cabo segun la legislacion francesa y los principios de la Declaracién de Helsinki. Se obtuvo
el consentimiento informado de los padres o tutores legales de los pacientes, y el protocolo del estudio fue
aprobado por el comité de ética independiente regional y el Ministerio de Investigacién de Francia (DC 2014-
2272/2015/DC-2008-329). Las lineas celulares de fibroblastos primarios se obtuvieron de biopsias cutaneas.

Las muestras de sangre de cordon (CB) humanas idéneas para fines de investigacidén se obtuvieron del banco de
sangre de cordon del Hospital St Louis (Paris, Francia; autorizacién: 23/09/2014). Las células mononucleares se
aislaron mediante separacion por densidad en el medio Lymphoprep (Abcys). Las HSPC positivas para CD34 se
clasificaron magnéticamente usando el separador autoMACSpro (Miltenyi Biotec) y la pureza de las células se
verificé con un analizador MACSQuant (Miltenyi Biotec).

Analisis genético, de secuenciacién y de expresion génica.

Se aislo ADN gendmico mediante extraccién con fenol/cloroformo a partir de fibroblastos (P1, P2 y P3) o células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) (padre de P3). Se realizd secuenciacion del exoma completo con un
kit de enriquecimiento de exoma lllumina TruSeq (lllumina), usando lecturas de extremos emparejados de
100 pb. Se observaron el ochenta y cinco por ciento de las regiones diana con una cobertura >20x. El llamado de
variantes no estaba basado en ninglin modelo genético particular. La variante G12R RAC2 no se encontrd en
varias bases de datos de secuencia internas y publicas. La secuenciacién de Sanger confirmé la mutacion en P1,
P2y P3 (secuenciador ABI Prism 3700, Life Technologies).
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Para los analisis por inmunotransferencia de tipo Western, los fibroblastos primarios de control o de los pacientes
se sometieron a lisis en un tampoén Tris (Tris 20 mM, pH 7,9; NaCl 300 mM; Nonidet P-40 al 1 %) complementado
con inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los extractos celulares se separaron mediante SDS-PAGE, se
sometieron a inmunotransferencia y se tifieron con anticuerpo anti-RAC2 (ab154711, Abcam) o anticuerpo anti-
GAPDH (SC-32233, Santa Cruz). Después de la tincién con un anticuerpo secundario conjugado con HRP, se
desarroll6 la inmunotransferencia usando un kit ECL+ (Amersham). Los niveles de proteina se cuantificaron con
el software Fiji.

Construccion y produccién de los vectores lentivirales. La estructura principal del vector lentiviral pWPI
autoinactivante y de replicacion defectuosa fue proporcionado por Addgene (https:/www.addgene.org/). Todos
los constructos (G12R, G12V, D57N y E62K) fueron generados por GenScript (https:/mwww.genscript.com). Los
sobrenadantes lentivirales fueron producidos por la instalacion de vectores en SFR BioSciences Gerland-Lyon
Sud (Lyon, Francia). Todos los procedimientos con células genéticamente modificadas fueron aprobados por el
Consejo Nacional de Biotecnologia de Francia y el Ministerio de Investigacién de Francia (referencia: 4983/3).

Ensayos de activacién de RAC2 e inmunotransferencia de la linea celular HEK293T.

Las células HEK293T se cultivaron durante la noche antes de la transduccién con el sobrenadante lentiviral
apropiado a una multiplicidad de infeccion de 20. Después de dos dias de cultivo, los sedimentos celulares se
congelaron en nitrégeno liquido. Los niveles de RAC2 activada se determinaron usando el kit bioquimico de
ensayo de activacion de RAC G-LISA® #BK125, Cytoskeleton Inc.). El kit G-LISA® se us6 segin las
instrucciones del fabricante, excepto porque se usaron 10 pg/ml de anticuerpo especifico de RAC2 (AT2G11, sc-
517424, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y 1/2000 de anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con HRP
(#1721011, Bio-Rad) para detectar la cantidad de RAC2 activa capturada. La reaccion se visualizé mediante la
adicién de 100 pl de sustrato cromégeno (UltraTMB de 1 etapa, 34028, Thermo Scientific) durante 3 min y se
detuvo con 50 pl de H2SO4 1 N. La absorbancia a 450 nm se mididé usando un lector de microplacas FLUOstar
OPTIMA. Se obtuvieron extractos celulares completos sometiendo a lisis las células en tampén de lisis G-LISA
complementado con un céctel de inhibidores de proteasas. Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE y
se sometieron a inmunotransferencia con anticuerpo anti-RAC2 (AT2G11, sc-517424, Santa Cruz Biotechnology,
Inc.) o anticuerpo anti-GAPDH (14C10, Cell Signaling Technology). Las inmunotransferencias se revelaron
mediante quimioluminiscencia usando el sistema ChemiDoc MP (Bio-Rad). Los niveles de proteina se
cuantificaron con el software Image Lab.

Holotomografia

Para medir el indice de refracciéon dentro de la célula (es decir, visualizacion sin marcadores de los organulos
celulares), la muestra de células se sembro en una placa de fondo de vidrio de 35 mm (lbidi-Dishes™ #81156;
Ibidi, GmbH) y se colocd en el area de visualizacion del microscopio 3D Cell Explorer (Nanolive SA). Las
imagenes de las células se procesaron usando el software STEVE (Nanolive).

Cultivo in vitro de células CD34+ de sangre de cordén humana

Se cultivaron HSPC CD34+ de sangre de cordon durante la noche (tal como se describié previamente %) y luego
se transdujeron con el sobrenadante lentiviral apropiada a una multiplicidad de infeccién de 80. Después de dos
dias de cultivo, las células GFP+ se midieron mediante citometria de flujo antes del cultivo in vitro. La capacidad
de las células CD34+ para diferenciarse a lo largo del linaje de granulocitos o células T se midié tal como se
describe en otras partes 29,

Citometria de flujo, tincion con Mitotracker DIIC1(5) y CellRox

Los anticuerpos monoclonales contra CD7 (MT-701), CD11b (D12), CD34 (8G12) y los controles de isotipo de
1gG1k, 1gG2a y 1gG2b de ratén y los reactivos anexina V y 7-aminoactinomicina D (7AAD) se obtuvieron de BD
Biosciences (San José, CA). Los anticuerpos contra CD15 (80H5) e IgM de ratén de control se adquirieron de
Beckman Coulter (San Diego). El potencial de membrana mitocondrial se midié usando un kit de ensayo de
DilC1(5) MitoProbe™ (M34151) y el nivel de ROS se midié usando un kit de ensayo CellRox® (C10492), segln
las instrucciones del fabricante (Life Technologies). Después de la tincién, las células se analizaron en un
citometro de flujo Gallios y los datos se procesaron usando el software Kaluza (todos ellos de Beckman Coulter).

Modelado de homologia
Se construyeron modelos de homologia tridimensionales para el mutante G12R de RAC2 humana (Uniprot

P15153) usando el software MODELLER v20 (Webb y Sali, 2016, 2017). La estructura cristalina de RAC2
humana WT (cédigo de PDB: 1DS6) se us6 como plantilla.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2982 157 T3

Analisis estadistico

Para todos los analisis, se realizaron tres 0 mas experimentos independientes. Los datos se notifican como
media * error estandar de la media (EEM). Se realiz6 una prueba de la t para datos independientes bilateral
usando el software Prism 4 (GraphPad). El umbral para la significacién estadistica se establecié a p<0,05.

Resultados
Una mutacion de sentido erréneo (G12R) en la proteina GTPasa RAC2 conduce a un fenotipo SCID

En la presente cohorte de pacientes con un fenotipo SCID, algunos individuos aun no tienen un diagnostico
molecular. Tres pacientes de dos parentescos no relacionados (P1 de un parentesco y P2 y P3 como madre e
hija de otro parentesco, respectivamente) se presentaron con todas las caracteristicas clinicas de RD distintas de
hipoacusia (figura 1A). Tal como se observa en pacientes con RD, la ausencia completa de neutréfilos fue
responsable de la aparicién de graves infecciones antes de lo que se observa habitualmente en otras formas de
SCID (tabla 1) Picard?. El analisis de otros linajes de células sanguineas destacé la ausencia de linfocitos Ty By
monocitos circulantes. A la inversa, los recuentos de plaquetas eran normales y el nivel de hemoglobina era
ligeramente inferior al normal en sélo un paciente (tabla 1). En general, el perfil de recuento de células periféricas
correspondia a la morfologia hipoplasica grave de la médula ésea de los pacientes (tabla 1 y datos no
mostrados). El trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT) realizado poco después del nacimiento tuvo
éxito en P1 (previamente descrito como P4 '?)y P2, lo que demuestra que el defecto hereditario era intrinseco y
no extrinseco (es decir, no microambiental) (tabla 1).

Al realizar secuenciacién del genoma completo (WES) de los fibroblastos de los pacientes, se identificé una
mutacién de sentido erréneo heterocigdtica (¢.34G>A, p.G12R) en el gen RAC2 como Unica causa genética
posible. La mutacién se confirmé mediante secuenciacion de Sanger en los tres pacientes, pero estaba ausente
en el padre de P3, el unico pariente del cual pudo obtenerse una muestra de ADN (figura 1B). La presencia del
mismo fenotipo y la misma mutacién de sentido erroneo G12R en RAC2 en P2 y su hija P3 destacd el patrén de
herencia de AD.

La mutacién de sentido erroneo p.G12R estd ubicada en la caja G1, una regién de union de nucledtidos de
guanina altamente conservada ', y no estaba anotada en la base de datos interna de los presentes inventores
(n=14154 en la cohorte) o0 en |la base de datos de agregacion del genoma humano (gnomAD). Se predijo que la
mutacién era perjudicial mediante cuatro software de prediccién in silico diferentes, incluyendo agotamiento
dependiente de anotaciones combinadas. Cabe destacar que esta mutacién génica diferia de las mutaciones de
pérdida de funcion (LOF) o ganancia de funcion (GOF) previamente notificadas que son responsables de
defectos neutrofilicos leves y/o linfocitopenia 418, Cabe destacar que la mutacién de sentido erroneo G12R
estaba asociada con niveles normales de expresién de proteina RAC2 en los fibroblastos de los pacientes (figura
1C).

La mutacién G12R ubicada en el dominio de unién a GDP/GTP altera la homeostasis celular

Con el fin de entender el impacto funcional de esta mutacién G12R, se generé un modelo de homologia
tridimensional usando la estructura de rayos X de RAC2 de tipo natural (WT) ' como plantilla (datos no
mostrados). Se predijo que una arginina flexible voluminosa bloquea la entrada al bolsillo de unién a GDP/GTP
en la caja G1 (datos no mostrados). Por consiguiente, el grupo guanidinio cargado de la arginina podria alterar el
bolsillo cargado positivamente y, por tanto, influir en la velocidad de hidrélisis de GTP, tal como se demostrd
previamente para otras GTPasas pequefias 2°.

Para someter a prueba este modelo bioquimicamente, se cuantificé la forma activa unida a GTP de RAC2 en
extractos de células HEK293T negativas para RAC2 de manera natural. Las células se transdujeron con una
estructura principal de vector lentiviral vacio (WPI) con proteina fluorescente verde (GFP) como rastreador o el
vector que contenia o bien la forma WT de ADNc de RAC2, o bien la forma mutada descrita en el presente
documento (G12R) o bien, como control positivo, la forma RAC2-GTP constitutivamente activada (G12V) 2'. Se
observé un alto nivel de la forma activa unida a GTP de RAC2 tanto con G12V como con G12R (figura 1D), lo
que demuestra que la sustitucién por arginina en la posicidon 12 conduce a una activacion sostenida de la ruta de
sefializacion de RAC2. Por tanto, la mutacién G12R es una mutacién de GOF.

Para determinar como la expresiéon de una forma constitutivamente activa de RAC2 tiene un impacto sobre la
divisién y la supervivencia de las células, se realizé un analisis holotomografico de fibroblastos primarios de P3.
De acuerdo con la baja tasa de proliferacion de células observada in vitro (datos no mostrados), los fibroblastos
del paciente se caracterizaron por una dinamica celular muy lenta y nucleos fragmentados que sugerian un fallo
de la citocinesis (datos no mostrados). Ademas, y a diferencia de los fibroblastos de control, la forma de las
células y la red mitocondrial estaban alteradas en los fibroblastos de P3 (datos no mostrados). Estas dos
observaciones destacaron un vinculo entre la mutacién G12R, la actividad mitocondrial defectuosa y los drasticos
cambios en la mitosis celular que reflejan un defecto en las rutas de sefalizacién de RAC que impulsan la
citocinesis 2.
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La mutaciéon G12R altera la actividad mitocondrial y bloguea la diferenciacién de HSPC

Para entender del impacto de la activacion de RAC2 constitutiva sobre la hematopoyesis, se transdujeron HSPC
de sangre de corddn humana positivas para CD34 (dada la ausencia de muestras de médula ésea de los
pacientes) con los ADNc de RAC2 WPI, WT, G12R o G12V (con GFP como rastreador) y luego se cultivaron con
citocinas durante 7 dias (figura 2b). La expresion de formas de RAC2 constitutivamente activadas (G12R y
G12V) condujo a la desaparicion de células GFP+ transducidas en el plazo de 4 dias, un punto de tiempo en el
que se bloqued significativamente la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) (cuantificada como
proporcién de células “ROS bajo”), y la despolarizacién de membrana mitocondrial (la proporcién de células
“‘DiIC1(5) bajo”) y la apoptosis (la proporcién de células positivas para anexina V) habian aumentado
significativamente (figura 2A). Cabe destacar que estos cambios no se observaron en el subconjunto negativo
para GFP. En conjunto, estos hallazgos destacaron la correlacion especifica entre las mutaciones en la posicion
12 en la proteina RAC2 y la disfuncién mitocondrial. Los presentes resultados estan en linea con informes
previos que indican que (i) la actividad mitocondrial es necesaria para la funcion de HSPC 2324y (ii) la alteracion
de la ruta de sefalizacién de RAC2 afecta a la dinamica mitocondrial 2 y a la produccion de ROS 26-28 (figura
2A).

Como RAC2 tiene una expresién alta en subconjuntos de médula ésea hematopoyética humana y durante la
timopoyesis humana, se transdujeron HSPC con ADNc de RAC2 WPI, WT, G12R o G12V y se estimularon para
diferenciarse a lo largo de los linajes de granulocitos, monocitos y linfocitos T, todos ellos ausentes en los tres
pacientes. Después de 7 dias de cultivo con factor de estimulacién de colonias de granulocitos, los recuentos de
neutréfilos GFP+CD15+CD11b+ eran significativamente menores en las condiciones G12R y G12V que en las
condiciones WPl o WT (figura 2B). También se hall6 que estaban alterados el potencial de membrana
mitocondrial y la produccién de ROS y estaban asociados con niveles elevados de apoptosis (figura 2B). La
diferenciacién hacia el linaje de monocitos y la diferenciacién en ensayos de unidades de formacion de colonias
proporcionaron resultados similares (datos no mostrados). Tras la exposicidon al sistema de cultivo del ligando
tipo delta-4 (DL4) de Notch (que permite la diferenciacion de HSPC en progenitores de células T CD7+ en 7 dias
29) el recuento del subconjunto GFP+ en las condiciones G12R y G12V fue muy bajo (con respecto a las
condiciones WT y WPI) y los progenitores de células T GFP+CD7+ estaban ausentes casi por completo (figura
2C). Estos resultados estan en linea con un informe previo en el que la expresion de la forma de RAC2 G12V
constitutivamente activa impedia la diferenciacién de timocitos de raton y conducia a la apoptosis 3. En conjunto,
los presentes resultados destacan la funcion clave del equilibrio de RAC2 unida a GDP/GTP en la supervivencia
y la diferenciacién del compartimento linfomieloide y enfatizan la implicacién de la ruta de sefializacién de RAC2
en la funcién de HSPC. A continuacion, se comparé el impacto de G12R con el de las mutaciones de sentido
erréneo de LOF y GOF previamente descritas en RAC2 (p.D57N y p.E62K, respectivamente) 41518 sobre la
proliferacion de HSPC de sangre de corddn humana. Durante el cultivo de 8 dias, el nimero de HSPC GFP+
transducidas era bajo en los grupos E62K y G12R, pero era significativamente mas alto en la condicién E62K
que en la condicién G12R. A diferencia de la mutacién G12R, las mutaciones D57N y E62K no tenian ningun
impacto sobre la actividad mitocondrial.

En conjunto, las presentes observaciones sugieren que la mutacion de sentido erréneo G12R en RAC2 se
correlaciona con el nivel de la forma activa unida a GTP de RAC2 y con la supervivencia y la funcién de las
HSPC. Estos hallazgos concuerdan con el fenotipo clinico e inmunolégico de SCID observado en los presentes
tres pacientes y con el fenotipo menos grave que presentan los pacientes que portan mutaciones E62K o D57.

Los tres tipos de LAM sometidos a prueba (Molm13, MV4-11 y HL-60)

Se transdujeron células Molm-13 de leucemia mielégena aguda (LMA, translocacién MLL-AF9) en presencia de
un constructo lentiviral que contenia un vector vacio (WPI), un vector que contenia la forma de tipo natural de
RAC2 (WT) o un vector que contenia la forma mutada de RAC2 (G12R). Las células transducidas expresan
todas ellas un gen indicador de GFP (proteina fluorescente verde) que posibilita el seguimiento mediante
citometria de flujo del porcentaje de células GFP+ y el numero de células GFP+ transducidas. La expresién de la
forma de RAC2 constitutivamente activada (G12R) condujo a la desaparicion de células GFP+ transducidas en el
plazo de 7 dias (figura 3A). Esta observacién se correlaciona con una mayor proporcién de células apoptéticas
GFP+ (% de anexina V+) que tienen una polarizacidén de membrana mitocondrial defectuosa y una produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) defectuosa (figura 3B).

También se transdujeron células MV4-11 de LMA (translocacion MLL-AF4) en presencia de un constructo
lentiviral que contenia un vector vacio (WPI), un vector que contenia la forma de tipo natural de RAC2 (WT) o un
vector que contenia la forma mutada de RAC2 (G12R). A las células transducidas que expresan un gen indicador
de GFP se les realizé un seguimiento mediante citometria de flujo y se observaron un porcentaje y un nimero
disminuidos de células GFP+ en la condicion G12R (figura 4). Las células también se tifieron con May-Grinwald
Giemsa y se observo fragmentacion del nucleo Unicamente en las células transducidas con el constructo G12R
(datos no mostrados).
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Se transdujeron células HL-60 de LMA en presencia de un constructo lentiviral que contenia la forma de tipo
natural de RAC2 (WT) o un vector que contenia la forma mutada de RAC2 (G12R). Después de la transduccion,
las células se cultivaron durante 4 dias en presencia de acido retinoico para inducir su diferenciacién en
granulocitos (CD11b+CD15+). Se midié el numero de células GFP+ el dia 2 (J2) y el dia 4 (J4) y el numero de
granulocitos el dia 4. Tal como se observa en las figuras 5A y 5B, el niumero de células GFP+y CD11b+CD15+
se redujo drasticamente en la condicion G12R en comparacion con la condicion WT. Esta observaciéon se
correlacioné con una mayor despolarizacion de membrana mitocondrial (cuantificada como la proporcién de
células DILC bajo; figura 5C) y una mayor proporcion de células que no pueden producir ROS (cuantificada como
el % de ROS bajo; figura 5D). Naturalmente, la proporcidn de células GFP+ que entran en apoptosis fue del 2 %
y del 10 % para la condicion WT y G12R, respectivamente. Las células también se tifieron con May-Grunwald
Giemsa y se observaron nucleos fragmentados Unicamente en las células transducidas con el constructo G12R.

También se estudio el efecto de la mutacidn de sentido erroneo G12R de RAC2 sobre las células primarias.
Brevemente, se transdujeron células mononucleares de donantes sanos en presencia de un constructo lentiviral
que contenia un vector vacio (WPI) o un vector que contenia la forma mutada de RAC2 (G12R). A las células
GFP+ transducidas se les realizd un seguimiento mediante citometria de flujo durante un cultivo de 8 dias. Tal
como se observa en la figura 6A, el % y el numero de células GFP+ se redujeron drasticamente en la condicién
G12R en comparacién con la condicién de control. Esta observacion se asocia con un mayor % de células
apoptoéticas (figura 6A). También se transdujeron lineas de VEB-B de donantes sanos en presencia de un
constructo lentiviral que contenia un vector vacio (WPI) o un vector que contenia la forma mutada de RAC2
(G12R). En la cinética de evolucién temporal representada en la figura 6B, el % de células GFP+ se reduce
significativamente en la condicion G12R.

Discusion:

En tres pacientes con SCID, se identificé una mutacién de sentido errébneo heterocigoética dominante (p.G12R) en
el dominio de caja G1 altamente conservado de la proteina RAC2. La mutacion afectdé a los sistemas
inmunitarios innato y adaptativo. Dada la gravedad de la presentacion clinica, los pacientes debian someterse a
HSCT en las primeras semanas de vida. La observacion de herencia de AD amplia el espectro clinico de RD.
Ahora se distingue entre dos formas de RD: una forma sindrémica recesiva asociada con hipoacusia y
mutaciones AK2 (tipo |) y una forma no sindromica (sin hipoacusia) especificamente asociada con la mutacién
G12R AD en RAC2 (tipo Il). La ausencia de pérdida auditiva neurosensitiva en la forma de SCID AD de tipo I
podria deberse a la expresion especifica de RAC2 en el linaje hematopoyético y al hecho de que RAC1 y RAC3
(pero no RAC2) son las GTPasas RAC implicadas en el desarrollo del oido interno del raton 3.

La mutacion G12R-RAC2 identificada en el presente documento tuvo un efecto drastico sobre la proliferacién y la
supervivencia de las células, especiaimente en HSPC. Ademas, la mutacion alterd la actividad mitocondrial en
HSPC y alteré la diferenciacion celular hacia los linajes linfoide y mieloide. Estas caracteristicas podrian explicar
la ausencia de neutrofilos y linfocitos circulantes en los presentes tres pacientes y destacan el papel regulador no
redundante de RAC2 en diferentes puntos de control hematopoyéticos.

Sorprendentemente, en los presentes experimentos, la variante de LOF D57N no tuvo ningln impacto sobre el
conjunto de HSPC y la variante de GOF E62K sélo tiene un efecto moderado (con respecto a G12R). En
conjunto, los presentes hallazgos enfatizan que las diversas mutaciones de RAC2 difieren en sus efectos sobre
las HSPC, lo que probablemente justifica el amplio espectro de fenotipos clinicos observados en pacientes con
defectos de RAC2 (que van desde defectos neutrofilicos y/o leucocitopenia, sin ninguna alteracién notificada de
la hematopoyesis, hasta la forma SCID con hipoplasia de médula ésea que se describe en el presente
documento). Este tipo de heterogeneidad ya se ha notificado para mutaciones de RAG1, donde el fenotipo va
desde enfermedad autoinmunitaria hasta SCID 32,

La ubicacién de la sustitucion de aminoacido (dentro del bolsillo de union a GDP/GTP (G12R) o en el dominio de
Switch Il (E62K)) podria explicar la diferencia entre estas dos mutaciones de GOF. Esta hipétesis esta en linea
con (i) el alto nivel de la forma activa de RAC2 (unida a GTP) observada en la condicién G12R, con respecto a su
ausencia en la condicion E62K, vy (ii) el bajo nivel de expresién de proteina RAC2 observado en la condicién
E62K, lo que sugiere que la sustitucién de glutamato en la posicion 62 puede influir en la estabilidad de la
proteina. Como consecuencia, se sugirid que la mutacion G12R es la Unica que puede activar dianas aguas
abajo de una manera sostenida y constitutiva. Los presentes resultados para la variante E62K difieren de los
descritos por Hsu et al '8 ya que ellos evaltan la capacidad de union a GTP de |a proteina E62K purificada; en el
presente documento, se midié la actividad de RAC2-GTP en un lisado celular. A la luz de estos resultados, las
dos mutaciones de GOF no proporcionan el mismo nivel de actividad de RAC2-GTP y el ensayo G-LISA parece
ser un método apropiado para medir el nivel de activacidon de RAC2 en células vivas.

En resumen, la mutaciéon p.G12R de RAC2 tiene un impacto drastico sobre el mantenimiento y la diferenciacion
del compartimento de HSPC y, por tanto, podria explicar la gravedad del fenotipo clinico e inmunolégico de los
pacientes. Segun el conocimiento de los presentes inventores, el presente estudio es el primero que notifica una
forma AD de SCID y los médicos deben considerar la secuenciacion del gen RAC2 para pacientes con

12



10

15

20

ES 2982 157 T3

presentacién clinica de SCID y RD. También se observé un impacto drastico de la mutacién de sentido erréneo
G12R en diversas lineas celulares (VEB-B, LMA) o células primarias maduras, lo que sugiere que seleccionar
como diana el dominio de union a GDP/GTP de la proteina RAC2 podria representar una novedosa estrategia

terapéutica para inducir la muerte de células leucémicas.

Tabla 1: Caracteristicas hematoldgicas y desenlaces para los tres pacientes

Pacientes (edad en Valor de control
el momento de la P1 (3 dias) P2 (10 dias) P3 (9 dias) de edad
presentacién) coincidente
Infeccidn en el Liquido amnidtico ) . o
. . Septicemia/meningitis
momento de Septicemia coloreado
L . : . Abscesos cerebrales
nacimiento Septicemia/neumonia
Glébulos blancos
(x10-°7) 0,6 0,3 0,5 7-18
Linfocitos (x10-°/) 0,4 0,1 0,5 3,4-76
Linfocitos B (x10-9/1) 0,09 0,004 0,3-2
Linfocitos T (x10-9/) 0,24 0,07 2,5-55
Monocitos (x10-9/) 0,01 NE 0,1-1,1
Neutréfilos (x10-9/1) 0,2 NE 1,5-8,5
Plaquetas (x10-%/1) 248 220 429 175-500
Hemoglobina (g/dl) 18 13 10 12,5-16,6
Asplradgscizmedula Hipoplasia Hipoplasia Hipoplasia
16" HSCT con
agotamiento de
células T (3 M)
Busulfan 8 mg/kg 1ef_HSC'Ic; cor]| |
Endoxan 200 agotamiento de células
HSCT (edad en el ma/k T2M)
momento de ALS 2% n? M HSCT (2 M) Busulfan 3,6 mg/kg
trasplante, meses) > HSCT gong Busulfan 8 mg/kg Fludarabina 160 mg/m?
Régimen de X Endoxan 50 mg/kg ALS 5 mg/kg
et . agotamiento de o
acondicionamiento 4 2°HSCT (3 M)
células T (6 M) Fludarabina 120 ma/m?2
Busulfan 16 mg/kg u a;?_slnsa /kmg m
Ciclofosfamida morkg
200 mg/kg
ALS 25 mg/kg
) 1¢" HSCT: MMFD/f 1¢" HSCT: MMFD/f
Células del donante > HSCT: MMFD/f MMFD/f > HSCT: MMFD/f
. Fracaso de injerto;
Desenlace AW EICH reSlf/l\t/?/ en D120; muerte (5,5 M después
del HSCT)

BM = médula ésea;

HSCT =

trasplante de células madre hematopoyéticas;, M =

meses; ALS: suero

antilinfocitario, MMFD/f. donante familiar no coincidente/padre; EICH: enfermedad de injerto contra huésped,

A/W: vivo y sano
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REIVINDICACIONES

1. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso en un método de ablacién completa de la
hematopoyesis en un paciente que lo necesita.

2. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoéacido (R) para su uso en un método de tratamiento de una neoplasia
maligna de células hematopoyéticas en un paciente que lo necesita.

3. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun la reivindicacion 1, en la que dicha ablacion es
para preparar al paciente para un trasplante de médula 6sea.

4. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun la reivindicacion 3, en la que el trasplante de
meédula 6sea es trasplante de células madre hematopoyéticas.

5. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun la reivindicacién 2, en la que la neoplasia
maligna de células hematopoyéticas se selecciona del grupo que consiste en leucemias, linfomas y mielomas
multiples.

6. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun la reivindicacién 2, en la que la neoplasia
maligna de células hematopoyéticas se selecciona del grupo que consiste en sindrome mielodisplasico (SMD);
enfermedades mieloproliferativas tales como policitemia vera, trombocitosis esencial (TE), mielofibrosis; y
enfermedades con caracteristicas tanto de sindromes mielodisplasicos como de enfermedades
mieloproliferativas tales como leucemia mielomonocitica crénica (LMMC), leucemia mielomonocitica juvenil
(LMMJ), leucemia mieloide crénica atipica (LMCa), enfermedad mielodisplasica/mieloproliferativa y leucemia
mielégena aguda (LMA).

7. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucledtido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en
la que el polinucledétido es un ARN mensajero (ARNm).

8. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en
la que el polinucledtido se inserta en un vector.

9. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en
la que el polinucledtido se conjuga con al menos otra molécula seleccionada del grupo que consiste en
polinucleétidos, polipéptidos, lipidos, lectinas, hidratos de carbono, vitaminas, cofactores y farmacos.

10. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun la reivindicacion 9, en la que el polipéptido se
conjuga con una molécula que tiene una afinidad especifica por células hematopoyéticas, tal como anticuerpos o
péptidos que tienen una afinidad de uniéon por una proteina expresada en la superficie de una célula madre
hematopoyética.

11. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicion 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
en la que el polinucleotido se formula con lipidoides.
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12. Cantidad terapéuticamente eficaz de un polinucleétido que codifica para un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO:1 en la que el residuo amino (G) en la posicién 12
se sustituye por un residuo de aminoacido (R) para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
en la que el polinucledtido se formula usando uno o mas liposomas, lipoplejos o nanoparticulas lipidicas.
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