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DESCRIPCION
Tratamiento de la enfermedad granulomatosa crénica
La presente invencién se refiere a medios y métodos para tratar la enfermedad granulomatosa crénica.
Antecedentes de la invencién

La enfermedad granulomatosa crénica (CGD) comprende un grupo de inmunodeficiencias congénitas con una
incidencia de entre 1/19.230 en Arabia Saudi (Suliaman et al. (2009) Pediatric Asthma, Allergy & Immunology 22, 21-
26) y de 1/450.000 en Suecia (Ahlin et al. (1995) Acta Paediatr 84, 1386-1394). La enfermedad se manifiesta temprano
en la vida ya que el cuerpo de los pacientes afectados no es capaz de protegerse a si mismo de infecciones bacterianas
y fungicas. La esperanza de vida se ve fuertemente comprometida a pesar del tratamiento profilactico de por vida con
antibiéticos y antimicéticos (Kuhns et al. (2010) New Engl J Med 363 (27) 2600-10; van den Berg et al. (2009) Plos
one 4(4). e5234). La causa principal de la enfermedad es una capacidad fuertemente disminuida o ausente de los
fagocitos (granulocitos, monocitos y macréfagos) para producir especies reactivas de oxigeno (ROS) para la
inactivacién de patégenos, debido a un defecto dentro del complejo enzimatico de NADPH (nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato) oxidasa fagocitico. EI complejo enzimético de NADPH oxidasa consiste en seis subunidades
(gp91phox, p22phox, p40phox, p47phox, p67phox y Rac2). En aproximadamente el 60 % de todos los pacientes con
CGD, la enfermedad esté provocada por mutaciones dentro del gen que codifica la subunidad gp91phox (CYBB) en
el cromosoma Xy, por lo tanto, se denomina X-CGD. Otro ~30 % de los pacientes presentan alteraciones del gen
NCF1 autosémicas-recesivas (subunidad p47phox) (forma deficiente en p47phox de CGD), mientras que solo el 5 %
de los casos se deben a mutaciones autosdmicas recesivas en p67phox y p22phox (Roos et al. (2003) Microbes Infect
5:1307-15).

La terapia génica es una nueva opcién de tratamiento para pacientes que padecen enfermedades monogénicas. El
principio de la terapia génica actual del estado de la técnica es introducir una versién funcional del gen mutado en el
genoma de las células afectadas. Los enfoques clinicos actuales se basan principalmente en la administracién del gen
terapéutico por vectores basados en virus adenoasociados o por vectores retrovirales (gamma-retrovirales o
lentivirales). La versién funcional insertada del gen mutado (transgén) da como resultado la expresién del nuevo
producto génico, que compensa la ausencia del producto génico natural. Desde el primer éxito clinico en el afio 2000,
el nimero de enfermedades para las que se ha logrado el éxito clinico mediante este enfoque de adicién génica de
terapia génica ha aumentado continuamente.

Desarrollos posteriores de nucleasas de disefio (nucleasas de dedos de zinc (ZFN), nucleasas efectoras de tipo
activador de la transcripcion (TALEN), metodologia de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas CRISPR/Cas) permiten la modificacién génica especifica de secuencia (delecién o reparacion), asi
como la insercion de ADN especifica de secuencia. La alteracidén génica especifica de secuencia para fines
terapéuticos ya ha encontrado aplicacién clinica (TALEN: W. Quasim et al. (2015) Blood 126: 2016; ZNF: identificador
de ClinicalTrials.gov NCT02500849 y CRISPR/Cas9: Cyranoski D. et al. Nature 539, 479; identificador de
ClinicalTrials.gov: NCT03057912). Actualmente, solo las nucleasas de dedos de zinc se evallan clinicamente para la
insercién especifica de secuencia con el fin de curar la hemofilia B, MPS | y MPS Il (https:/Amww.sangamo.com/product-
pipeline).

En la actualidad, la unica terapia curativa para CGD es el trasplante de células madre hematopoyéticas (HSC)
alogénicas de un donante de antigeno leucocitario humano (HLA) idéntico. Para hasta aproximadamente el 75 % de
los pacientes con descendencia europea no consanguinea, puede identificarse un donante de HLA idéntico (Grager
et al. (2014) N Engl J Med 371: 339-48). Para el 25 % restante, la correccién basada en terapia génica de HSC
autélogas representa una opcién de tratamiento potencialmente curativa adicional.

La terapia génica para la CGD es, por lo tanto, una opcidén razonable para pacientes que carecen de donantes de HSC
de HLA idéntico. Como se conoce de las portadoras femeninas de CGD ligada al cromosoma X, una actividad de
NADPH oxidasa superior al 20 % puede estar asociada con un fenotipo sano (Bjorgvinsdottir et al. (1997) Blood 89,
41-48; Kuhns et al. (2010) N Engl J Med 363, 2600-2610). Por lo tanto, niveles de correccién terapéutica génica de
aproximadamente el 20 % de la actividad NAPDH oxidasa se consideran suficientes para lograr el éxito clinico.

El primer ensayo de terapia génica de fase I/ll clinicamente exitoso para pacientes con X-CGD se inicid en el University
Children’s Hospital Zurich y Johann Wolfgang Goethe University Hospital Frankfurt en 2004 (NCT 00927134; NCT
00564759). En este ensayo, se trataron dos nifios en Zurich y se trataron dos pacientes adultos en Frankfurt. El vector
de terapia génica consistié en un vector gamma-retroviral dirigido por LTR (no autoinactivante (SIN)) con un ADNc que
codifica gp91phox como transgén, dando como resultado la expresién ubicua del transgén. El estudio fue clinicamente
exitoso, ya que los cuatro pacientes se recuperaron de infecciones resistentes al tratamiento preexistentes (Ott et al.
(2006) Nat Med 12: 401-409; Siler et al. (2015) Curr Gene Ther 15: 416-427; Bianchi et al. (2009) Blood 114: 2619-
2622). Sin embargo, el seguimiento a largo plazo revelé dos acontecimientos adversos graves (SAE) que condujeron
a la finalizacién del ensayo en 2010:
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» Transactivacidén: En clones en los que el vector viral se habia integrado adyacente al gen MDS7-EVI1, secuencias
potenciadoras presentes en la repeticién terminal larga del vector gamma-retroviral interactuaron con el promotor del
protoonacogén MDS1-EVI1 (transactivacién de Evi1), lo que condujo a una ventaja selectiva de estos clones de HSC.
Esto provoc6 dominancia clonal, e inestabilidad genémica con monosomia 7 y desarrollo de sindrome mielodisplasico
(MDS) en tres de los cuatro pacientes tratados con terapia génica.

* Silenciamiento: El promotor del vector viral se metilé progresivamente, lo que condujo a la disminucién de la expresién
del transgén terapéutico (silenciamiento del transgén), y a la reapariciéon de CGD.

Estos SEA obligaron al desarrollo de vectores de terapia génica méas seguros, basados en vectores lentivirales
autoinactivados (SIN) con

(1) un perfil de integracion diferente, por ejemplo, el uso de vectores virales diferentes, para impedir la integracién del
vector viral en proximidad al gen MDS1-EVI1,

(I expresién transgénica especifica de tejido, es decir, solo en células derivadas de tejido mieloide que necesitan
expresion transgénica, pero no en HSC, para evitar la posible ventaja selectiva de los clones de HSC en caso de
transactivacion, y

(II1) prevencién del silenciamiento de la expresién transgénica a lo largo del tiempo para facilitar la eficacia a largo
plazo. Brendel et al. divulgan la expresién génica de p47phox dirigida por el promotor miR223 a partir de un vector
gammarretroviral en células madre hematopoyéticas CD34+. También se divulgan vectores lentivirales que expresan
el gen gp47phox bajo el control del promotor miR223 en monocitos.

Chiriaco et al. da a conocer la expresién génica de gp91phox dirigida por un promotor especifico de tejido mieloide
(promotor minimo de gp91phox fusionado con el potenciador/promotor sintético SP146) a partir de un vector lentiviral
en células madre hematopoyéticas CD34+. También se divulgan vectores lentivirales que expresan el gen gp91phox
bajo el control del promotor miR223.

Términos y definiciones

El término “vector lentiviral”, cuando se usa en el contexto de la presente memoria descriptiva, se refiere a un genoma
de virién o virus derivado de un lentivirus y adaptado para terapia génica humana. Comprende un transgén que incluye
una secuencia codificante y un promotor operable en una célula de un paciente humano. El experto en la técnica
conoce bien la terapia génica lentiviral, las publicaciones cientificas recientes sobre el tema incluyen Milone y
O’Doherty, (2018) Leukemia 32, 1529-1541; Yafez-Mufioz et al. (2006) Nature Medicine 12, 348-353; Aiuti et al.
(2013), Science 341 (6148), DOI: 10.1126/science.1233151).

El término “variante funcional”, cuando se usa en el contexto de la presente memoria descriptiva, se refiere a una
variante de un gen que codifica un polipéptido, en donde esta presente una variante disfuncional o no funcional de
este gen en el paciente, pero la variante disfuncional o no funcional no cumple una funcién biolégica particular dentro
del paciente. En fagocitos estimulados de individuos sanos, la proteina gp91phox (codificada por el gen CYBB), la
proteina p22phox (codificada por el gen CYBA), la proteina p47phox (codificada por el gen NCF1), la proteina p40phox
(codificada por el gen NCF4), la proteina p67phox (codificada por el gen NCF2) forman juntas un complejo enzimatico
denominado NADPH oxidasa. Esta NADPH oxidasa tiene actividad catalitica y es indispensable para la produccién
fagocitica de especies reactivas de oxigeno (ROS). La proteina Rac2 (codificada por el gen RAC?2) es necesaria para
inducir la formacién del complejo enziméatico de NADPH oxidasa tras la estimulacién celular. Las mutaciones en
cualquiera de estos genes pueden dar como resultado la sintesis de proteinas mal plegadas o la ausencia de un
producto génico, lo que finalmente da como resultado la incapacidad de las células del paciente para formar un
complejo de NADPH oxidasa activo y, por lo tanto, su incapacidad para producir ROS, provocando el fenotipo de CGD.
La variante funcional codificada por un vector de terapia génica es capaz de complementar o reemplazar la variante
disfuncional o no funcional y restaurar la funcién de la NADPH oxidasa.

Sumario de la invencién

Basandose en estos antecedentes, el objetivo de la presente invencién es proporcionar medios eficaces para el
tratamiento de una enfermedad genética en la enfermedad granulomatosa crénica.

Este objetivo se logra mediante la materia objeto de las reivindicaciones independientes, con caracteristicas
ventajosas adicionales expuestas en las reivindicaciones dependientes.

Un primer aspecto de la invencién se refiere a una célula madre hematopoyética humana (HSC) aislada o célula
progenitora, particularmente una célula madre hematopoyética positiva para CD-34, en donde la célula madre o la
célula progenitora es capaz de diferenciarse en una célula mieloide, transducida con un vector lentiviral.

El vector lentiviral comprende
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- una secuencia de acido nucleico que codifica una variante funcional de un polipéptido disfuncional seleccionado del
grupo que comprende gp91phox, p22phox, p40phox, p47phox, p67phox y Rac2; bajo control transcripcional de, y

- una secuencia promotora operable en una célula humana, en donde el promotor comprende o consiste esencialmente
en la secuencia promotora de miR223 (SEQ ID NO 01).

Secuencia promotora de miR223 (SEQ ID NO 01)

ACTTGTACAGCTTCACAGGGCTCCATGCTTAGAAGGACCCCACACTTAGTTTAATGTTC
GCTGTCATCATCTTGATATTCTTAATTTTTAAATAAAGGGCCTATCGTTTTCATTITITACT
GGGCCTTGCAAATTATGTAGCTGGTTCTGTATGCCAGGAGAGAAGTTGGAAGTAAAATG
GTATTCCAGGACCAGGAGGCATTCTGGCAGAGTGAAAGAACATGTGATTTGGAGTCCA]
GGGGATGGGTTTAAATTTCAGCTTTCCACTAATTTGCTTTGTGATACTGAGTATTTCCTT
TATCCCTCAGAGGCTCTGTTTCTCAATTTTGACTACGGGTTTTTTCATTAGATAATGTCTC
AGTTCTGGTATTCCAGGTTTCCCTCAATTATTCTGGGAAAACCTCCTTGACCCACAGGCY
GAGCCTAGGGCAGCCAGGTGCTTTCTACTCTCTCTCTCTCTGCAGCTTGGAAAGTTAGT
GTCTGTTGAAGGTCAGCTGGCAGTTGGTGGAGGCAGGGCAGTGGCCTGCTACTATTGC
TGCAGTAGCAGACCCTTTCACAACAGCATTCTTTITGTCATTITGCATCCAGATTICCGTT
GGCTAACCTCAGTCTTATCTTCCTCATTTCTGTTTCCTGTTGAAGACACCAAGGGCCCTT
CAAAACACAGAAGCTTCTTGCTCACGGCAGAAAGCCCAATTCCATCTGGCCCCTGCAG
GTTGGCTCAGCACTGGGGAATCAGAGTCCCCTCCATGACCAAGGCACCACTCCACTGA
CAG.

En ciertas realizaciones, la célula se proporciona para el tratamiento de la enfermedad granulomatosa crénica, y dicho
vector comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una variante funcional o variantes funcionales de
gp91phox (numero de UniProt P04839), p22phox (nimero de UniProt P13498), p40phox (numero de UniProt
Q15080)), p47phox (numero de UniProt P14598), p67phox (nimero de UniProt P19878) y/o Rac2 (nimero de UniProt
P15153).

En ciertas realizaciones, el vector no comprende elementos promotores/potenciadores lentivirales. El término
“elemento potenciador’ en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a una secuencia corta de acido
nucleico a la que pueden unirse proteinas activadoras para aumentar la probabilidad de que se produzca la
transcripcién de una secuencia particular, particularmente una secuencia promotora.

El vector de terapia génica del inventor se basa o se deriva de un vector lentiviral.

En una realizacién del vector de terapia génica de la invencién, el vector comprende o consiste esencialmente en un
acido nucleico caracterizado por la SEQ ID 02.

SEQ ID NO 02:

Lenti_mir223_p47phox_PRE4_KAN(UZH1p47CGD) 8688 pb (elementos de secuencia en direccién 5" a 3’ indicados
por la fuente:)

Fuente en minlsculas: promotor de CMV; minusculas subrayadas: LTR lentiviral: 5’U5; cursiva en mindsculas:
secuencia lider lentiviral; fuente en mayusculas: promotor miR223; mayusculas subrayadas: secuencia de Kozak;
cursiva en mayusculas: marco de lectura abierto de p47phox; cursiva en minusculas subrayadas: sitios de restriccién;
minusculas: elemento WPRE; cursiva en minlsculas subrayadas: sitios de restriccion; minUsculas subrayadas: LTR
lentiviral: 3'U3; cursiva en mindsculas: LTR lentiviral: 3’ R; cursiva en minlsculas en negrita: LTR lentiviral: 3'U5;
minusculas:
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ccattgcatacgitgtatccatatcataatatgtacatiiatatiggcteatgiccaacatiaccgecatgiigacattgattatigactag

ttattaatagtaatcaattacggggtcatiagticatageccatatatggagticegegttacataacttacggtaaatggececgectyg
getgacegeccaacgacecccgeccatigacgicaataatgacgtatgticecatagtaacgecaatagggactttceattgacg
tcaatgggiggagiatttacggtaaactqgeccactiggcagiacatcaagigtatcatatgecaagtacgeccectattgacgicaa
tgacggtaaatggeccgectggeattatgeccagtacatgacetiatgggactticctactiggeagtacatctacgtattagtcaic

getattaccatggtgatgeggtittggeagtacatcaatgggegtggatageggittgactcacggggatitccaagictecaccee
attgacgicaaigggagttigtitiggeaccaaaatcaacgggactitccaaaatgicgtaacaactcegeceeatigacgeaaat
gagcggiaggegigtacggtgggagoictatataagcagagetcgitiagtgaaccggagictetctggttagaccagatcigag
cctgggagcetetctggctaactagggaacceactgettaagectcaataaagetigeetigagiacticaagtagtatgtgeccgte
tattgtgtgactetgataactagagatecctcagaccetititagicagigiggaaaatcictageagiggcgceegaacagggactt
gaaagegaaagggaaaccagaggagcicictegacgeaggacicggceligeigaagegegracggeasgagyeoagoy

geggegactggtgagtacgccaaaaatiitgactageggaggetagaaggagagagatggglgegagagegicagtatiaag
cggoggagaattagatcgegalgggaaaaaaticggtiaaggecaggoogaaagasaaaalalaaatiaasacatatagtat
gggcaageagggagctagaacgaticgeagtiaatociggecigtiagaaacatcagaaggciglagacaaatactggoaca

getacaaceatcocticagacaggatcagaagaactiagatcattatataatacagtageaaccctctatigtgtgeatcaaagga
tagagataaaagacaccaaggaagctitagacaagatagaggaagagraaaactaaaagtaagaccaccgcacageaag
cogecgctgatcticagacctggaggaggagatatgagggacaatiggagaagigaatiatalaaatataaagtaglaaaaalt
gaaccattaggagtageacceaccaaggeaaagagaagaglgglgcagagagaaaasagageagtgggaataggagolt
tgttectigggtictigggagcageaggaagcactatgggegeagegicaatgacgetgacggtacaggecagacaaltatigic
tggtatagigcageageagaacaatitgetgagggetatigaggegcaacageatclgtigcaactcacagictggggeaicaa

geagctecaggeaagaaicctggcelgtggaaagatacctaaaggatcaacagctectggggatitggggttgoictggaaaact
catftgcaccactgetgtgectiggaatgetagtiggagtaataaateictggaacagaltiggaalcacacgacctggatggagiy
ggacagagaaatiaacaattacacaagcettaatacactecttaaltgaagaatcgeagaaccageaagaaaagaatgaacaa
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gaattatiggaatiagataaatgggcaagitigiggaatiggitiaacalaacaaatiqgcigiogialataagatiaticataglg ata
glaguagoctiggiaggiifasgaalagtittigoigiacttictatagigaatagagtiaggeagggstalicaccatialogiiicaga
CCCBCCICCCaAneeeyagagoaccogacaggoccyaayyaatagaagaagaaggiggagagagagacagagacaga
fecaticgattagtgaacggatctegacggistcggitaactitiasaagaaaagyygggaligagaggtacagigraggggas
agaafagtagacataatageaacagacatacasaciaaagaattacaaaaacaaattacaaaaaticasaatittatcgatca
cgagactagectecgagaagcltgatataatagtcgacACTTGTACAGCTTCACAGGGCTCCATGCTTAGA
AGGACCCCACACTTAGTTTAATGTTCTGLTSTCATCATOTTCATATTOTTAATTTTTAAART
ARAGGGCLTATCGTTITCATTTTTTACTGOGCCTTGCAARTTATOTAGCTSGTTCTOTAT
GUCAGCAGAGAAGTTGGAAGTAAAATEETATTCCAGGACCAGSGAGGLATTCTEGTAGA
GYCAAABAACATGTGATTTOCAGTOCATEOGGATAGGTTTARATTTCAGLYTTCCACTA
ATTTECTTTGTGATACTGAGTATTTCUTTTTATCCCTCAGAGGUTCTETTTCTCAATTYTG
ACTACGGGTTTTTTCATTAGATAATGTCTCAGTTOTGETATTCCAGETITCCOTUAATTA
TTCTEGEARAACLTCCTTGACCTCACAGBCAGABCOCTAGRGCAGCCAGETGCTTTCTAL
TCTCTCTOTCTCTGCAGCTTGEGAMAGTTAGTGTCTESTTGAAGGTCAGETCOGAGTTGET
GGAGGLAGGGCAGTHGGCCTGCTACTATTGOTGCAGTAGCAGACCCTTTCACAALAGCA
TIGTTTTGTCATTITOOATCCAGATTTCCOTTICOLTAACCTCAGTCTTATCTTICOCTCATTY
CTETTTCOTGTTGAAGACACCAAGGGCCCTTCAASMACATAGAAGETTCTTGCTCALGGE
AGAAAZCCCAATTCCATCTGGLCCCTOCAGGTTEGCTCAGUACTEGEGAATCABAGTC
CCCTCCATGACCAAGGCACCACTORACTCACAGGGATCCAAGETTGLCACCATEGGC
GACACCTTCATCCGGCACATCGCCCTGCTEGGGCTTCGAGAAGCGGTTCGTGCCCAGC
CAGCACTACGTGTACATGTTTCTEGETCGAAGTEGCAGGACCTGAGCGAGAAGGTGETGET
ACCGGCEGTTCACCGAGATCTACGAGTTCCACAAGACCCTGAAAGAGATGTTCCCCAT
CCAGGCCGRAGCCATCAACCCCBARAACCGGATCATCCCCCACCTRCCTEGCCLCLAA
GTGGTTCCACGGCCAGAGAGUCGLCGAGAACAGBCAGGGCACCCTGACCGAGTALT
GCAGCACCCTCGATGAGCCTGLCCACCAAGATCAGCCGETEGCCCTCACCTGCTGGATTT
CTTCAAAGTGCCGGCCCOACGACCTGAAGCTGCCCACCGACAACCAGACCAAGARAGLC
CGAGACCTACCTGATGCCCAAGGALGGCAAGAGCACCGCCACCGACATCACCGGLLL
CATCATCCTGCAGACCTACCGGOGLLATCGOCGACTACGAGARAACCAGLCLEGLAGLGA
GATGGCUOCTGAGCACCGGLRACGTGEGTGRAGGTOGTGGAARAGAGCRAGAGCGGEET
GGTEGTICTGCCAGATGAAGGCCAAGCGEGGELTGGATICCCGLCAGCTTCCTGGAAC
CCCTGGACAGCCCCGACGAGACCBAGGACCCCGAGCCCAACTACGCCGGECGAGCCC
TACGTGGCCATCAAGGCCTACACCGCCETGGAGGGCBACGAGETETCCCTECTGGAA
GGCGAGGCUBTGGAGGTGATCCACAAGCTGCTGGACGGATEGTGGGETGATCCEGGAA
GRACCGACGTCACCOGCTACTTCCCCAGCATEGTACCTGCAGAAGAGCBECCAGGACGT
CAGCCAGGCCCAGCGGCARATCAAGAGAGGCGLLCCTCCCAGGLCGGAGCAGCATCC
GGRACGCCCACAGCATCCACCAGAGAAGCCGGRAGAGACTGACCCAGGACGCCTACC
GGCGGAACAGCGTGCGGTICCTGLAGCAGLGGCGGAGGCAGGCLAGACCCGGLLCT
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CAGAGCCCCGGCAGCCLCUTGGAAGAGGAACGGLAGACCCAGCGGAGCAAGCLCCA
GCCCECCETECCCCCTAGACCCAGCECCGACCTEATCCTGAACCEETECABCGAGASG
CACCAAGUCGGARGCTGECCAGCGUCE TG TCGATGAcicgagtaltataicaagetiatcgatacegteqaa
fecccoggaeigeaggaatticgageatcttaccgecatiiaticecatatiigiictgittticigatiigggiatacatttaaatghiaata

aaacaaaatgotgggocaatcatitacatititagggatatgtaattactagticagotatatigecacaagacaaacatgtiaaga
aactiicecgitatitacgecigticcigtaatcaacctciggatiacagaatiigigaaagatigacigatatictiaactalgtigetee
tittacgaigigtggatatgetgeitiaatgecictgiaicatgetatigeticoegtacggetitegititoteciccttgtataaateciggtt
getgtetetttatgaqgagtigtggeccgtiateogtcaacgtggegtgatatgetcigtofitgetgacgcaacceecactggetagy
geattgecaccaccigtcaacicotitetgggactticgetiteceoctccogategecacggeagaacicategeogotgestiqe
cogotgotggacaggagctaggtigotgggcacigataaticegigotstigteggggaagggectgetgeeggeictgeggact
ciccgegteticgecticgeectcagacgagteggalcteccttigggroegectececgeniggaaticgagoicqgiacciiaag
accaafgacifacaaggeageiglagalciagecaciiiitaaaagaaaaggoeggaciqgaagaactaaticacicccaacg
aagacaagatctoctttitactintactoggictcfciggliagaccagalctgagectyggagceicteiggetaactagggaaccta
clgcttaagectcagtaaagetigecttgagtgcicaagtagtgigigecegictgligtgtgacitctggiaactagagatc
celcagacccitttagicagigtygaanatctotageagtagtagticatgicatcttatiaticagtatitalaactigcaasagaa
atgaatatcagagagigagaggaactigitiatigeagetiataatggitacaaatasagcaatageatcacaaatitcacaaata
aagcaitittttcactgeatictagtigiggtifgtecaaactcatcastgtatctiatcatgtotggotetsgetatccogecectaacice
gecoatcecgecectaacteegeccagiicegeacaticteogecccatggotgaciaatititiatitatgeagaggeegaggee
gecteggoctcigagetaticcagaagtagigaggaggctittiggagaoctagggacgtacccaattegecciatagigagiogt
attacgegegetcaciggoegtogtiftacaacgtegtgactaggaaaaccetggegtiacceaactiaategoetigeageacat
ceccetticgecagotggegiaatagegaagaggeccgeaccgatcgeeoticccaacagtigegeagecigaatggegaatg
ggacgegeectgtageggegeatiaagegeggegggigtagtggttacgegeagegigacegctacactigecagegeoctag
cgeoagetcctitegettichicocticetitcicgocacgitcgecggatitcecegtoaageictaaategagaggeteccitiaggatic
cgatitagtactttacggeacciegacecraaaagactigatiaggatgatggticacgtagtgggecategecigatagacggtt
egeectitgacgtigaagiceacgtictitaatagtggactctigitccaaactggaacaacactcaaccctatcteggictattetitt
gatitataagggatiigeegatitcggectatiggtiaaaaaatgageigattisacasaaattiaacgegaattitaacanaataita
acgetiscastitaggtggeacttiicggagaaatgigegeggaacacctiattigtitatititciaaatgcaticaaatatgtatengat
catgagacaataacccigataaatgeticaataatagracctagatcaagagacaggatgaggategiticgeatgatigaaca
agatggatigeacgeaggtictecggecgetigogtygagagactaticggetatgactgggeacaacagacaatoggotyotet
gatgecgeegigitceggetaicagegeaggggegeceggiictitigicaagaccgaccigteragigeccigaaigaactgea
agacgaggeagegeggotategtggelaggeeacgacgggegiicctigegeagetgtgetegacgtigicactgaagegagaa
gagactgactgetatigogegaagtgeegaggeaggateicatgteatctcacctigotectgecgagaaagtatccateatgget
gatgcaatgeggeggcigeatacgettgatecggetacctgeccaticgaccaccaagegaaacategeatcgagegageac
gtactcggatggaagecggtotigicgatcaggatgalctggacgaagageatcaggggetegegecageogaacigticgec
aggcicaaggcgageatgeorgacggegagoatctegicgtganceatggegatgoctgctigecoaatatcatggiggaaaa
tggeegetificiggaticategactgtogregactgogtatgocggacegetatcaggacatagegtigactaccegigatattget
gaagagetggeggegaatggactgaccgeticctegtgetttacggtategeogetcoegaticgeagegeategoctictateg
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cetictigacgagitcitcigaatiattaacgoltacaatticclgatgeggiattitctcettacgeatetgigoggtatitcacaccgeate

Redngie e

aggtggeacttttcggagaaatgigegeggaaccectattgtitatiitictaaatacaticaaataiglatecgetcatgaccaaaat
cectiaacgigagiticgticcacigagegicagaccecgtagaaaagatcasaggatctictigagatocititttcigogegtaat
cigetgottgeaaacaaaaaaaccaccgoiaceageggigatitgitigecggatcaagagctaccaactoittitcegaagataa
ctggettcageagagegeagataccaaatactgtictictagigtagecgtagitaggecaccacticaagaactctglageaccy
cctacatacctegetctgctaatecigtiaceagtgoctgetgecagtggegataagtegtgicttaccgggttggactcaagacgat
agttaccggataaggegeagegategageigaacgaggagticgigeacacageccageitggagegaacgacctacacsy
aacigagatacctacagegtgagclatgagaaagegecacgoticecgaaggyagaasaggeggacaggtatecggtaage
ggeaggaicggaacaggagagegeacgagguagetticcagggugaaacgectgglatetttatagtectgtegggtttcgeca
colctgactigagegtcgatititgtgatgetegtcagggoggacggagectatggaaaaacgecageaacgeggectitttacggt
cotggectitigetggectittgeicacaigiicticcigegitateoectgaticigtggatasceglatiacegoaitigagigagetgat
accgetegeegeagoogaacgacegagegeagegagicagigagegaggaasgeggaagagegeccaatacgeaaaceg
coteteccegegegiggecgaticattaatgeagatggeacgacaggtitcecgactggaaagegggcagigagegsaacge
aattaatgitgagttagetecactcatiagqeaccceaggatitacactitatgoticoggetegiatgigigtggaatigigageggata
acaatticacacaggaaacagetalgaceaigatiacgecaagegegeaatiaacecicactasagggaacasaagatggag
ctgcsagetiq

La célula madre o progenitora se obtiene de un paciente que padece CGD y se transduce con el vector de terapia
génica de la invencion.

En ciertas realizaciones, la célula progenitora o célula madre mieloide humana aislada segun la invencién es una
célula positiva para CD-34 humana. Mientras que las células madre hematopoyéticas repoblantes a largo plazo estan
enriquecidas en la poblacién de células de médula 6sea CD34+ humanas, las células con capacidades de injerto a
largo plazo de ratones adultos normales son Lin-, c-kit+, Sca-1+ y CD34- (Sato T., Laver J. H. & Ogawa M. (1999)
Blood 94: 2548-2554). Las células madre humanas y de ratén difieren no solo en la expresién de marcadores de
superficie, sino también en las condiciones de crecimiento (medio, citocinas...) para la expansién celular y para la
transduccion viral.

Un aspecto adicional de la divulgacién se refiere a un método de fabricacién de una célula progenitora humana capaz
de diferenciarse en una célula de monocitos o0 macréfagos. El método comprende las etapas de:

- proporcionar ex vivo una HSC CD34+ obtenida de un paciente que padece CGD, y

- transducir dichas HSC CD34+ con un vector lentiviral que comprende
* una secuencia de acido nucleico codificante que codifica una variante funcional de un polipéptido seleccionado
de gp91phox, p22phox, p40phox, p47phox, p67phox y Rac2; estando la secuencia codificante bajo el control
transcripcional de

* Una secuencia promotora operable en una célula humana, particularmente en una célula mieloide,

en donde dicha secuencia promotora comprende o consiste esencialmente en la secuencia promotora de miR223
(SEQ ID NO 01).

La invencién también se refiere a un método de tratamiento de un paciente diagnosticado de enfermedad
granulomatosa crénica. Este método comprende las etapas de

- proporcionar una HSC CD34+ aislada del paciente,
- transducir esta HSC CD34+ con un vector lentiviral que comprende

* una secuencia de acido nucleico codificante que codifica una variante funcional de un polipéptido seleccionado
de gp91phox, p22phox, p40phox, p47phox, p67phox y Rac2; estando la secuencia codificante bajo el control
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transcripcional de
* una secuencia promotora operable en una célula humana, particularmente en una célula mieloide,

en donde dicha secuencia promotora comprende o consiste esencialmente en la secuencia promotora de miR223
(SEQ ID NO 01)

- administrar dichas HSC CD34+ al paciente.

La secuencia de acido nucleico nativa del paciente que codifica el polipéptido disfuncional, que provoca CGD, se
complementa con una secuencia de acido nucleico “sano”’, que codifica un polipéptido funcional transduciendo la célula
CD34+ con el vector de la invencién. La célula HSC o progenitora asi transducida (y complementada) se transfiere
entonces de nuevo al paciente.

El vector de la invencién puede usarse para transducir células progenitoras hematopoyéticas o HSC CD34+ autélogas
capaces de diferenciarse en células mieloides tales como, por ejemplo, monocitos, macréfagos o neutréfilos. Las
células CD34+ se obtienen del paciente que padece la enfermedad genética. Las HSC transducidas se transfieren de
nuevo al paciente para que experimenten divisién y diferenciacién en células mieloides.

La enfermedad genética tratada por la invencién es enfermedad granulomatosa crénica, y el vector o la HSC o célula
progenitora hematopoyética capaz de diferenciarse en una célula mieloide, en particular un monocito/macréfago o
neutréfilo, comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una variante funcional o variantes funcionales de
un gen seleccionado del grupo que comprende gp91phox, p22phox, p40phox, p47phox, p67phox y Rac2. La HSC o
célula progenitora hematopoyética comprende o esta transducida por el vector.

Seguln un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un método para corregir el fenotipo de CGD en células
mieloides. El método comprende proporcionar una HSC o célula progenitora hematopoyética de la invencién y
administrar la HSC o célula progenitora hematopoyética de la invencién a un paciente que padece la enfermedad.

En ciertas realizaciones, la HSC o célula progenitora hematopoyética de la invencién se proporciona obteniendo una
HSC o célula progenitora hematopoyética del paciente que padece CGD y transduciendo la HSC o célula progenitora
hematopoyética con el vector como se especifica en el presente documento.

La enfermedad genética en las células mieloides es CGD, y la HSC o célula progenitora hematopoyética obtenida del
paciente comprende o se transduce con un vector que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una
variante funcional o variantes funcionales de gp91phox, p22phox, p40phox, p47phox, p67phox y/o Rac2.

La HSC o célula progenitora hematopoyética transducida se transfiere de nuevo al paciente.

La invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos y figuras, a partir de lo cual pueden obtenerse
realizaciones y ventajas adicionales. Estos ejemplos pretenden ilustrar la invencién, pero no limitar su alcance.

Descripcién de las figuras
Las figuras 1 y 2 muestran ciertas realizaciones del vector para su uso en la invencién.

La figura 3 muestra que la expresién de p47phox dirigida por miR223 tras la terapia génica gammarretroviral restaura
la produccién de ROS vy la destrucciéon de E. coli. en granulocitos humanos;

la figura 4 muestra la restauracién de la produccién de ROS en macréfagos humanos de un paciente con CGD
deficiente en p47phox después de la transduccién de monocitos derivados del paciente tras la transduccion lentiviral
de monocitos;

la figura 5, metilacién de ADN del potenciador/promotor SFFV sensible al silenciamiento (isla CpG), asi como de una
parte del transgén p47phox en células CD34+ humanas después de cuatro semanas en cultivo celular. Las células
CD34+ se transdujeron de manera gamma-retroviral y se cultivaron durante cuatro semanas. Se aisl6 ADN tratado
con bisulfito de sodio, se amplific6 en una reaccién PCR y se secuencio después de eso. Cada linea horizontal
representa un resultado de secuenciacion en el que el contenido de informacién se redujo a dinucleétidos CpG: circulos
vacios = CpG no metilados; circulos negros = CpG metilados.

La figura 6, expresién de GFP dirigida por miR223 en células CD11b+ tras la transduccién de HSC humanas de un
donante sano con un vector lentiviral que codifica la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control del promotor
miR223 o el promotor SFFV, seguido de diferenciaciéon mieloide a células CD11b+ en cultivo celular liquido.
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Ejemplos

La presente invencién se basa particularmente en el sorprendente hallazgo de que el uso del promotor miR223 en
vectores de terapia génica supera ventajosamente los problemas conocidos de transactivacién y/o inactivacion
epigenética. Esto se demostrd particularmente por el vector de terapia génica LV-SIN para CGD deficiente en p47phox
autosdmica-recesiva. Cabe destacar que la transduccién lentiviral de HSC humanas con un vector lentiviral que
codifica p47phox bajo el control del promotor miR223 para el tratamiento de CGD de p47phox nunca se mostr6 antes.

Vectores utilizados preclinicamente para caracterizar la expresién transgénica

Se generaron datos que confirman una expresidn transgénica altamente mieloespecifica con vectores
gammarretrovirales y vectores lentivirales. Se muestran ejemplos de vectores gamma-retrovirales utilizados en la
figura 1. El constructo de fusién ALNGFR-2A-p47phox da como resultado dos proteinas separadas (p47phox
citoplasméatica y ALNGFR en la superficie celular) ambas derivadas de un ARNm (v). Se muestran ejemplos de
vectores lentivirales utilizados en la figura 2.

Prevencién de la transactivacién en HSC limitando la expresién a células mieloides

Mieloespecificidad de la actividad del promotor miR223 mostrada en estudios con animales

Se aislaron células de médula 6sea negativas para el linaje de ratones p47phox-/- y se transdujeron con vectores
gamma-retrovirales que codifican p47phox o el constructo de fusién ALNGFR-2A-p47 bajo el control del promotor
miR223 (figura 1). Se irradiaron letalmente ratones p47 -/- receptores y se les reinfundié por via intravenosa células
transducidas de médula 6sea. Seis semanas después de la reinfusidn, se restauraron la expresién de p47phox y la
produccién de ROS en granulocitos, lo que indica un injerto exitoso de células transducidas de médula ésea (Brendel
et al., (2013) Hum Gene Ther Methods. 24: 151-159).

En paralelo, se aislaron células de médula ésea negativas para el linaje de ratones gp91phox-/- y se transdujeron con
un vector LV-SIN que codifica gp91phox bajo el control del promotor miR223. Se irradiaron letalmente ratones
receptores gp91phox-/- y se les reinfundié por via intravenosa células transducidas de médula ésea. Se injertaron las
células transducidas, lo que conduce a la expresidén transgénica y la restauraciéon de la produccién de ROS en
granulocitos periféricos de estos ratones (Brendel et al. (2013) ibid.).

El anélisis de la expresion transgénica revelé una especificidad de linaje extraordinaria conferida por el promotor
miR223 en ambos experimentos con animales limitando la expresién transgénica casi exclusivamente a las células
mieloides (Brendel et al. (2013) ibid.).

Restauracién de la funcién de los fagocitos por la expresién transgénica dirigida por miR223 en material primario
derivado del paciente

En los experimentos con animales mencionados anteriormente, la expresiéon de gp91phox dirigida por miR223 (vector
lentiviral) asi como la expresién de p47phox dirigida por miR223 (vector gamma-retroviral) restauraron la produccion
de ROS en fagocitos tras el tratamiento con terapia génica en los modelos animales correspondientes.

La reconstitucién de la produccién de ROS y la reconstitucién de la destruccién de E. coli se sometieron a prueba en
granulocitos humanos después del tratamiento de HSC con un vector gamma-retroviral y la diferenciacion de células
en cultivo celular. Para la deteccidn de la expresion transgénica de p47phox citoplasmatica en granulocitos vivos, los
inventores generaron un vector gamma-retroviral que codifica un constructo de fusién que consiste en el marcador de
superficie ALNGFR, unido a p47phox por medio de la secuencia 2A del virus de la fiebre aftosa. Este constructo de
fusién conduce a la sintesis de dos proteinas a partir de un transcrito de ARNm, en un proceso de traduccién: la
proteina p47phox citoplasmatica y el marcador de superficie ALNGFR. Esta coexpresién permite la deteccion indirecta
de p47phox por tincidén de superficie de ALNGFR (Wohlgensinger et al. (2010) Gene Ther. 17: 1193-1199). En el vector
gamma-retroviral utilizado, los inventores expresaron este constructo de fusién o bien bajo el control del promotor
SFFV constitutivamente activo, o bien del promotor miR223.

Los inventores transdujeron HSC humanas de un paciente con CGD deficiente en p47phox con estos vectores
gammarretrovirales, seguido de la diferenciacién de las células a granulocitos en cultivo celular. La diferenciacién se
confirmé mediante la medicién por FACS de la expresién del marcador de superficie CD11b granulocitico. La deteccién
del marcador de superficie ALNGFR indicé indirectamente la expresién de p47phox.

La produccidén de ROS se detecté mediante un ensayo de oxidacién de dihidrorodamina 123 (DHR) tras la estimulacién
de células con PMA o con E. coli. Se observd produccién de ROS en granulocitos diferenciados ex vivo solo en células
positivas para ALNGFR (figura 3).

Se aislaron granulocitos diferenciados (CD11b+) y positivos para ALNGFR, y células diferenciadas y negativas para

ALNGFR (no transducidas) mediante clasificacién por FACS, y se aplicaron en un ensayo de destruccién de E. coli
como se describe (Ott et al. (2006) Nat Med 12: 401-409). En este ensayo, la destruccion exitosa de E. coli da como
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resultado un aumento de DO420 nm. De manera importante, usando el vector gammaretroviral SIN p47phox miR223,
se restauraron la expresion del transgén p47phox, la produccién de ROS y la destrucciéon de E. coli a cantidades
similares a las de un vector gamma-retroviral SIN p47phox en el que la expresion transgénica esta dirigida por el
promotor SFFV fuerte constitutivamente activo (figura 3).

La figura 3 muestra que la expresién de p47phox dirigida por miR223 restaura la producciéon de ROS y la destruccion
de E. coli en granulocitos humanos. Las HSC negativas para el linaje de un paciente con CGD de p47phox se
transdujeron de manera gamma-retroviral con el constructo de coexpresién de ALNGFR/p47phox bajo el control del
promotor SFFV o0 miR223, y se diferenciaron a granulocitos CD11b+. Los granulocitos que expresan ALNGFR/p47phox
se clasificaron por FACS, y se aplicaron en un ensayo de destruccién de E. coli. Un aumento en la DO420 nm indica
la restauracién de la destruccién de E. coli.

La restauracién de la funcién de los fagocitos también se mostré en material primario derivado del paciente con CGD
de p47phox. Se usé el vector lenti_miR223_p47_WPREmut6 (figuras 2 y 4) para transducir monocitos de un paciente
con CGD deficiente en p47phox. Los monocitos transducidos se diferenciaron a macréfagos durante siete dias, lo que
dio como resultado macréfagos CD14+/CD206+. La expresién del transgén p47phox se confirmé por tincién
intracelular de FACS, y la produccién de ROS tras la estimulacién con PMA se confirmé en un ensayo de reduccién
de nitroazul tetrazolio (NBT) (figura 4).

La figura 4 ilustra la restauracidn de la produccién de ROS en macréfagos humanos de un paciente con CGD deficiente
en p47phox. Se aislaron monocitos de un paciente con CGD de p47phox de la sangre, se transdujeron con el vector
LV-SIN lenti_miR223 p47_WPREmut6 y se diferenciaron a macréfagos. La diferenciacién a macréfagos
CD14+/CD206+ y la restauracion de la expresién de p47phox se confirmaron mediante FACS (izquierda). La
restauracion de la produccién de ROS tras la estimulacién con PMA se confirmé mediante un ensayo de NBT. Flecha
amarilla: positivo para NBT, es decir, produccién de ROS, macréfagos, flecha vacia: macréfago negativo para NBT.

Prevencién de la inactivacién epigenética de la expresién transgénica

Cinética de inactivacién epigenética in vivo y en cultivo celular

En el primer estudio clinico de terapia génica con X-CGD con éxito temporal, la expresién transgénica estaba dirigida
por el promotor/potenciador gammarretroviral dentro de la LTR viral. La inactivacién epigenética de la expresion
transgénica comenz6 aproximadamente un afio después de la terapia génica, manifestandose en una discrepancia
creciente entre el marcaje génico y la funcidén génica en el plazo de 1,5 afios después (Siler et al. (2015) Current Gene
Therapy 15: 416-427). La secuencia del promotor/potenciador dentro de la LTR del vector gamma-retroviral utilizado
corresponde al promotor/potenciador SFFV utilizado en diversos vectores como promotor ubicuamente activo. Este
promotor SFFV se someti6 a prueba para determinar su susceptibilidad a la modificacién epigenética en animales con
CGD tres y seis meses después del tratamiento de terapia génica. La inactivacién epigenética del promotor SFFV por
metilacién de ADN en ratones ya era detectable después de tres meses y aumentd posteriormente a lo largo del tiempo
(Zhang et al. (2010) Mol Ther 18: 1640-49).

Las células en un estado de diferenciacién muy primitivo como las lineas celulares de carcinoma embrionario (He et
al. (2005) J Virol 79: 13497-508), células madre embrionarias (Liew et al. (2007) Stem Cells 25: 152128) y células
madre pluripotentes inducidas (iPSC) (Hotta y Ellis (2008) J Cell Biochem 105: 940-8) se conocen por su alta actividad
de metilacion del ADN. La inactivacién epigenética del promotor de SFFV dentro de un vector lentiviral por células de
carcinoma embrionario P19 ya es detectable de seis a 12 dias después de la transduccién de las células (Zhang et al.
(2010) /bid.).

Actividad anti-silenciamiento novedosa del promotor miR223

Los inventores sometieron a prueba la susceptibilidad del promotor miR223 a la metilacién del ADN en células P19y
en una linea celular p47phox iPSC.

Dentro de un vector lentiviral (figura 2), un promedio del 57,1 % de los CpG dentro del promotor miR223 y mas del
70 % de los CpG dentro del promotor SFFV estaban metilados en células P19 después de 20 dias (datos no
publicados). Como las células P19 no pueden diferenciarse en el linaje mieloide (a fagocitos) y como el promotor
miR223 es un promotor mieloespecifico, los inventores sometieron a prueba su vector lentiviral que codifica p47phox
bajo el control del promotor miR223 en iPSC derivadas de pacientes con CGD de p47phox (iPSC CGD1.1; Jiang et al.
(2012) Stem Cells 30: 599-61) ya que estas células poseen una alta actividad de metilacién del ADN y pueden
propagarse a fagocitos.

Se transdujeron células iPSC CGD1.1 con un vector lentiviral que codifica p47phox bajo el control del promotor miR223
(véase la tabla 1 a continuacién) a una multiplicidad de infeccion de 2 (MOI 2, es decir, dos veces el nimero de
particulas viricas que células).

Comenzando el dia +13 después de la transduccién, las iPSC se propagaron en primer lugar a “cuerpos embrioides”
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y ademas a “fabricas de monocitos” liberadoras de monocitos. Los primeros monocitos pudieron entonces recogerse
comenzando el dia +43 después de la transduccién. Los monocitos recogidos se diferenciaron adicionalmente a
macréfagos mediante incubacidn de siete dias en medio suplementado con M-CSF.

Se determiné el nimero promedio de copias del vector de terapia génica por genoma (VCN) por gPCR el dia +16 en
iPSC, asi como el dia +85 en monocitos recogidos. La expresion de p47phox se cuantificd por analisis de citometria
de flujo (FACS) el dia +6, +10, +16, +20 en iPSC, el dia +23 en células madre CD133+ dentro de cuerpos embrioides,
en células CD38dim/CD34+ en cuerpos embrioides el dia +104, en células CD14+ el dia +52, en células CD15+ el dia
+48, en células CD206+ el dia +68. Se determinaron el porcentaje de células positivas para p47phox por nimero de
copias de vector y la intensidad fluorescente media (MFI) derivada de FACS de células positivas para p47phox para
comparar la actividad del promotor miR223 en poblaciones de células individuales.

El analisis de la expresiéon de p47phox en diversas etapas de diferenciacion revelé que, a nivel de células madre
promedio (iPSC, células CD133+, células CD34+) (n=6), la expresién de p47phox dirigida por miR223 apenas era
detectable, con el porcentaje de células positivas para p47 por nimero de copias de vector de 0,67+/-0,33 (desv. est.).
Tras la diferenciacion mieloide, la expresién de p47phox aumenté fuertemente, con un porcentaje de células positivas
para p47 por niUmero de copias de vector de 5,26+/-0,66. Este aumento en el porcentaje de células que expresan
p47phox discurrié en paralelo con un fuerte aumento en la intensidad de la sefial de FACS (MFI), lo que indica
fuertemente una activacién del promotor miR223 tras la diferenciacién del nivel de células madre a células mieloides.

La restauracion mediada por terapia génica de la produccién de p47phox en granulocitos, monocitos y macréfagos
generados a partir de iPSC con CGD de p47phox transducidas dio como resultado la restauracidén de la produccién
de ROS como se revel6 en un ensayo de oxidacion de dihidrorodamina 123 (DHR) y en un ensayo de reduccién de
nitroazul tetrazolio (NBT).

En paralelo con el analisis de la actividad del promotor miR223 en diversos niveles de diferenciacién entre iPSC y
células mieloides (granulocitos, monocitos, macréfagos), el anélisis de la metilaciéon del ADN del promotor miR223
dentro del vector de terapia génica y del gen de promotor miR223 endégeno dentro del genoma de las células
transducidas se realiz6 en iPSC el dia +20 después de la transduccién, y en monocitos obtenidos de iPSC transducidas
tras la diferenciacién el dia +85 después de la transduccién de iPSC. El analisis de iPSC y monocitos derivados de
iPSC tras la transduccidén con el vector que comprende p47phox bajo el control del promotor SFFV sensible al
silenciamiento sirvié como control.

Este analisis (tabla 1) revel6 que, en paralelo con células P19 a nivel de células madre, la gran mayoria (>80 %) de
los dinucledtidos CpG del promotor miR223 estaban metilados, dentro del promotor miR223 codificado por el vector
de terapia génica, asi como dentro del promotor del gen de miR223 end6geno nativo en el genoma de las células
transducidas. En un nivel funcional, el promotor miR223 metilado era inactivo, como se mostrd por el anélisis de
expresion de p47phox.

Anélisis de metilacién del ADN del promotor en iPSC (dia +20) y monocitos derivados de iPSC (dia +85) después
de la transduccién de iPSC con un vector lentiviral

% de CpG metilados +/- | MiR223 codificado viral Promotor del gen de | Promotor SFFV

EEM miR223 endégeno

En iPSC 86,8 % +/-4,8 80,0 +/-7,5 72,4 +/1-9,7

En monocitos 31,3 +/-4,0 20,8 +/-7,4 70,6 +/-6,3

Valor p (iPSC frente a | <0,001 <0,001 >0,05

monocitos

Tabla 1: Anélisis de metilacion del ADN del promotor miR223 codificado por el vector de terapia génica y del promotor
del gen de miR223 nativo a nivel de iPSC (células madre progenitoras inducidas) (dia +20) y en monocitos derivados
de iPSC el dia +85 después de la transduccién de iPSC. Un vector que codifica el promotor SFFV sensible al
silenciamiento sirvi6 como control. El cambio en la desmetilacién del ADN del promotor miR223 fue estadisticamente
significativo.

Sorprendentemente, los inventores descubrieron que el promotor miR223 inicialmente metilado dentro del vector de
terapia génica analizado y el promotor del gen de miR223 gendémico nativo se desmetilaron ambos tras la
diferenciaciéon mieloide (tabla 1).

En paralelo a un aumento en la actividad del promotor, el porcentaje de metilacién de dinucleétidos CpG dentro del
promotor miR223 disminuyd del 87 % al 31 %.

En el ensayo clinico previo de terapia génica de X-CGD (forma de CGD deficiente en gp91phox) gamma-retroviral de
los inventores, la expresién transgénica estaba dirigida por un promotor constitutivamente activo (SFFV). Un aumento
gradual en la metilacién del promotor codificado por vector de terapia génica provocé clinicamente una disminucién
gradual en la eficacia terapéutica a lo largo del tiempo (Ott et a/. (2006) Nat Med 12: 401-409; Siler et al. (2015) Curr
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Gene Ther 15: 416-427). En este ensayo, el promotor constitutivamente activo se metilé en HSC, y dio como resultado
una liberacién de HSC de la médula 6sea con el promotor metilado dentro del vector de terapia génica, y por lo tanto
con expresién transgénica terapéutica disminuida.

Utilizando el promotor mieloespecifico miR223 como promotor interno dentro de un vector de terapia génica, el patron
de metilacién observado sorprendentemente indica que el promotor es inactivo y estd metilado a nivel de células
madre. Solo tras la diferenciacién, el promotor miR223 se activa y se desmetila. Esto indica fuertemente que este
promotor es capaz de proporcionar eficacia a largo plazo. Como hay un flujo continuo de células mieloides derivadas
de HSC que se liberan de la médula 6sea, en estas células recién producidas, el promotor miR223 se desmetilé
activamente antes de la liberacion de la médula 6sea.

Cinética de metilacién del ADN del promotor

En un experimento de cultivo celular, los inventores introdujeron el promotor SFFV en células de médula ésea CD34+
humanas mediante transduccién gamma-retroviral, cultivaron las células durante cuatro semanas y cuantificaron la
metilacién del ADN después de eso. Los inventores no pudieron detectar cantidades significativas de metilacién de
ADN en células CD34+ humanas después de cuatro semanas en cultivo celular (figura 5).

Se notificd que el silenciamiento del promotor SFFV in vivo en la médula ésea de ratén se volvié detectable tres meses
después de la terapia génica, y progresé adicionalmente en los siguientes tres meses (Zhang et al. (2010) ibid.).

Se notifica que los vectores retrovirales se silencian inmediatamente en células madre pluripotentes, incluidos
embriones de preimplantacién temprana, células madre embrionarias (ES) y células de carcinoma embrionario (EC)
(Pannell D, Ellis J. (2001) Rev Med Virol 11: 205-217). La linea celular de carcinoma embrionario P19 se ha utilizado
intensamente para someter a prueba la susceptibilidad de los promotores dentro de los vectores de terapia génica al
silenciamiento (Knight et al. (2012) J Virol 86: 9088-95; Brendel et al. (2012) Gene Therapy 19: 1018-29; Zhang, Santilli
& Thrasher (2017) Sci Rep. 7: 10213; Zhang et al. (2010) ibid.). El silenciamiento del promotor SFFV se notifica
constantemente en este modelo que ya ha finalizado después de 12 a 17 dias.

Puesto que las células P19 no pueden diferenciarse, este modelo no es compatible con promotores especificos de
tejido de prueba. Mientras tanto, se sabe que la expresidn retroviral esta silenciada en células madre pluripotentes
inducidas (iPSC) (Maherali et al. (2007) Cell Stem Cell 1: 55-70; Okita, Ichisaka & Yamanaka (2007) Nature 448: 313-
317; Wernig et al. (2007) Nature 448: 318-324), que tienen la capacidad de diferenciarse en cultivo celular en cualquier
tipo de célula. Se generaron iPSC a partir de material del paciente con CGD. Se demostré que estas iPSC tienen el
mismo defecto genético que se encontré en el material del paciente. Las células pueden diferenciarse a monocitos y
macréfagos maduros, y en contraste con monocitos y macréfagos de iPSC sin CGD, los monocitos y macréfagos
derivados de iPSC con CGD no muestran produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), como es cierto para
monocitos y macrdfagos de pacientes con CGD (Jiang et al. (2012) Stem Cells 30:599-611).

Tras la introduccién retroviral del promotor SFFV en iPSC con CGD, el promotor SFFV, que se silencié in vivo en
médula ésea humana en el ensayo clinico de X-CGD comenzando después de 10 meses, en médula ésea de ratén
después de 3 a 6 meses, y que se silencid en células P19 después de 12 a 17 dias, se silencié en iPSC con CGD en
el plazo de 20 dias (Hanseler et al. (2018) Matters; doi.: 10.19185/matters.201805000005). Tras la diferenciacién de
iPSC con CGD que albergan el promotor SFFV, la expresién transgénica dirigida por el promotor SFFV disminuyd
fuertemente en monocitos y macréfagos diferenciados terminalmente. Esto muestra que 1) las iPSC tienen una fuerte
actividad de silenciamiento del promotor, 2) el promotor SFFV, una vez silenciado, permanece silenciado tras la
diferenciacién celular de iPSC a monocitos (Hanseler et al. (2018) Matters; doi.: 10.19185/matters.201805000005). Se
habian usado iPSC para el desarrollo de sistemas que evitan el silenciamiento de promotores ubicuamente activos
como el promotor SFFV. Estos sistemas anti-silenciamiento se basan principalmente en el uso de aisladores (Sanchez-
Hernandez et al. (2018) Mol Ther Nucleic Acids 13: 16-28) o en el uso del elemento de apertura de cromatina ubicuo
(UCOE) (Pfaff et al. (2013) Stem Cells 31: 488-99; Ackermann et al. (2014) Biomaterials 35: 1531-42; Hoffmann et al.
(2017) Gene Ther. 24: 298-307).

En resumen, las iPSC son un modelo relevante para el anélisis de la metilacién del vector de terapia génica, pero este
modelo nunca se habia aplicado para analizar la susceptibilidad de promotores especificos de tejido al silenciamiento.

Anélisis del promotor miR223 especifico de tejido por su susceptibilidad al silenciamiento

Para el andlisis de la susceptibilidad al silenciamiento del promotor miR223, los inventores utilizaron iPSC, que se
desarrollaron a partir de un paciente que padecia CGD deficiente en p47phox (iPSC con CGD de p47phox) y que
fueron capaces de diferenciarse en monocitos y macréfagos que mostraban el fenotipo de CGD (Jiang et al. (2012)
Stem Cells 30:599-611).

Se transdujeron iPSC con CGD de p47phox lentiviralmente (dia +1) con el vector de terapia génica de los inventores

(UZH1p47CGD), o con un vector lentiviral que codifica p47phox bajo el control de una versién constitutivamente activa
y resistente al silenciamiento del promotor SFFV (Lenti UCOE 1662fwd SFFV p47). Se diferenciaron iPSC transducidas
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en primer lugar a cuerpos embrioides (EB), luego ademas a monocitos y macréfagos. El nUmero promedio de copias
del vector por célula (VCN) se determiné por qPCR en iPSC el dia +16, y en monocitos el dia +85 después de la
transduccién. Se monitorizé la expresion transgénica en células madre positivas para CD133 en cuerpos embrioides
el dia +23, en células CD38dim/CD34+ dentro de cuerpos embrioides (que son células comparables a HSC) el dia
+104, en monocitos el dia +52 y en macréfagos el dia +68 después de la transduccién. La expresion de p47phox se
detectéd mediante analisis de FACS tras la tincion intracelular de la proteina p47phox en combinacién con tincién de
superficie de CD34, CD38, CD14 y CD206. Para corregir las diferencias en las eficiencias de transduccién, los
porcentajes de células positivas para p47phox se dividieron entre el VCN.

Expresién del transgén p47phox:

En iPSC y en el homélogo derivado de iPSC de HSC, es decir, las células CD384™/CD343"% dentro de los cuerpos
embrioides (de ahora en adelante en este contexto denominadas “HSC”), el promotor miR223 dentro del vector de
terapia génica de los inventores UZH1p47CGD dio como resultado una expresidn transgénica de p47phox
marcadamente méas débil, medida por la intensidad de la sefial, y un bajo porcentaje de células positivas para p47phox
por numero de copias del vector. Por el contrario, en monocitos y macréfagos diferenciados, la intensidad de la sefial
y el porcentaje de células positivas para p47phox por nimero de copias del vector fueron altos en las células
transducidas (véase la siguiente tabla 2).

Induccién de la expresidon de en células en células en monocitos en macrbdfagos
p47phox tras la diferenciacién madre CD133+  CD34+ similares CD14+ CD206+
derivadas de a HSC derivadas derivados de derivados de
iPSC de iPSC iPSC iPSC

% de p47+/VCN | SFFV 14,7 3,4 6 4,6
miR223 0,6 0,2 55 57

MFI de células | SFFV 0,96 3,56 1,56 1,8

p47+
miR223 0,57 1,93 2,39 3,75
Control de 0,48 3,09 1,12 1,22
CGD

Induccién en | SFFV 2 1,15 1,39 1,48

veces de MFI| en

rel. con el contr. | miR223 1,19 0,62 2,13 3,07

Tabla 2 muestra la expresiéon del transgén p47phox en iPSC y poblaciones de células derivadas de iPSC
caracterizadas por el porcentaje de células positivas para p47phox por nimero de copias de vector (CVN) y por la
intensidad de sefial fluorescente media derivada de citometria de flujo (MFI). Se transdujeron iPSC negativas para
p47phox lentiviralmente y se propagaron por medio de cuerpos embrioides a monocitos y a macréfagos. Se determind
el numero promedio de copias del vector (VCN) en iPSC, y en monocitos derivados de iPSC. La expresion transgénica
se monitorizd en células madre CD133+, en células CD34+ similares a HSC dentro de cuerpos embrioides, en
monocitos y en macréfagos. La expresién de p47phox se detectéd mediante analisis de FACS tras la tincidn intracelular.
Los porcentajes de células positivas para p47phox se normalizaron para las eficiencias de transduccién mediante el
célculo del porcentaje de células positivas para p47 por VCN. La expresién de p47phox dirigida por miR223 mostré
una expresién marginal en células CD133+ y en células CD34+ y un aumento en la expresion tras la diferenciacion
como lo revela el porcentaje de células positivas para p47phox, asi como en MFI.

De manera importante, el promotor miR223 dirigié la expresiéon de p47phox que condujo a una baja sefial de fondo
(porcentaje de células positivas/VCN), asi como fuerza de expresién (MFI) en células madre. La baja sefial de fondo
en las células madre indica un excelente perfil de seguridad del vector de terapia génica UZH1p47CGD.

Se transdujeron HSC humanas de un donante sano con un vector lentiviral que codificaba GFP bajo el control del
promotor SFFV o miR223, seguido de diferenciacién a células mieloides positivas para CD11b en cultivo celular
liquido. La expresién de GFP se analizé en células positivas para CD11b derivadas de HSC humanas mediante anélisis
de FACS. La deteccién de células mieloides derivadas de HSC humanas positivas para GFP (figura 6, datos no
publicados) estaba en linea con un nimero de copias del vector (CVN) de 0,05 y muestra la actividad de expresion
transgénica del promotor miR223 en células mieloides derivadas de HSC humanas segln se requiere para el
tratamiento de terapia génica de CGD.

Reconstitucién de la produccién de ROS:

Se monitorizé la produccién de ROS en monocitos y macréfagos mediante oxidacién de DHR y mediante ensayo de
reduccién de NBT tras la estimulacién con PMA (monocitos) o con PMA+fMLP (macréfagos). En el ensayo de DHR,
la dihidrorodamina no fluorescente se vuelve fluorescente tras la oxidaciéon por ROS. Las intensidades de la sefial de
fluorescencia se detectaron mediante analisis de FACS. De manera correspondiente, en el analisis de FACS, un
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desplazamiento a la derecha indica la restauracién de la produccion de ROS. En el ensayo de NBT, la formacién de
precipitados de formazén azul oscuro indica la produccién de ROS. Monocitos/macréfagos de iPSC con CGD no
transducidos sirvieron como controles negativos. Como control positivo sirvieron monocitos/macréfagos obtenidos de
iPSC con CGD, que se transdujeron con un vector que codifica p47phox bajo el control de una versién ubicuamente
activa y resistente al silenciamiento del promotor SFFV (Lenti UCOE1662fwd SFFV p47).

La expresién de p47phox dirigida por miR223 mediante el vector de terapia génica de los inventores UZH1p47CGD
dio como resultado la reconstitucién de la produccién de ROS y, por lo tanto, la correccién del fenotipo de CGD, como
se visualiza tanto en el ensayo de DHR como en el ensayo de NBT.

Analisis de silenciamiento (metilacién del ADN) en el modelo de iPSC:

Los inventores utilizaron iPSC p47-/- para someter a prueba la metilacion de su vector de terapia génica
(UZH1p47CGD) vy la actividad de expresidn transgénica tras la diferenciacion de iPSC a fagocitos. Se transdujeron
iPSC negativas para p47phox lentiviralmente y se propagaron a monocitos. Se aisl6 ADN de iPSC transducidas (dia
+20) y de monocitos derivados de iPSC (d+97). Para el anélisis de metilacién del ADN, se expuso ADN aislado a
bisulfito de sodio, que convierte solo la citosina no metilada en uracilo. La posterior amplificacién por PCR convierte el
uracilo en timidina. La comparacién de la secuencia original con la secuencia después de la conversién con bisulfito
revela la metilacion del ADN, es decir, en todas las secuencias metiladas se detecta una citosina mediante
secuenciacidn, mientras que en secuencias no metiladas se detecta timidina.

El anélisis de metilaciéon del ADN se realizé en iPSC y monocitos derivados de iPSC tras la transduccién con el vector
de terapia génica (UZH1p47CGD) que codifica p47phox bajo el control de miR223. El analisis de metilaciéon cubrié
toda la secuencia promotora de miR223, asi como una parte del transgén p47phox. Ademas, los inventores analizaron
la metilacién del ADN de la secuencia promotora del gen de miR223 nativo del genoma de iPSC.

De manera importante, en iPSC tanto el promotor miR223 codificado por virus, asi como el promotor miR223 nativo,
se metilaron casi por completo en el plazo de 20 dias. En consecuencia, en iPSC CD133+ y en células madre
CD34+CD38- derivadas de iPSC, la expresién del transgén p47phox fue extremadamente baja (véase la tabla 1
anterior).

Ni a nivel de iPSC ni en monocitos, el grado de metilacién entre la secuencia promotora de miR223 codificada por el
vector de terapia génica y los promotores miR223 nativos no difirid significativamente. De manera sorprendente y en
contraste con los resultados obtenidos con el promotor SFFV (Héanseler ef al. (2018) Matters; doi.:
10.19185/matters.201805000005), los inventores descubrieron que, tras la diferenciacién de IPSC a células
diferenciadas terminalmente, la metilacion tanto del promotor viral como del miR223 nativo disminuyé
significativamente, lo que indica desmetilacién activa tras la diferenciacién (tabla 1) y, por lo tanto, activacién (tabla 2).
Extrapolando a la situacién a largo plazo in vivo, este hallazgo indica la actividad a largo plazo del promotor miR223,
como esta silenciado en HSC inactivas, se espera que el promotor miR223 se vuelva activo tras la activacién y
diferenciacién de HSC. Como se mencioné anteriormente, se desarrollaron sistemas basados en UCOE, que pueden
evitar el silenciamiento del SFFV, o del promotor Chim (Zhang, Santilli & Thrasher (2017) Sci Rep 7: 10213). Pero el
sistema UCOE incorporado en un vector de terapia génica retroviral alberga el riesgo de alterar la metilacién de ADN
del ADN cerca del sitio de integracién retroviral, también en HSC. Esta actividad podria, en las HSC, activar oncogenes
cerca del sitio de integracién del vector de terapia génica con todas las consecuencias. A diferencia del sistema UCOE,
el promotor miR223 dentro del vector UZH1p47CGD se adapté al patron de metilacion circundante en células madre
y solo se desmetilé tras la diferenciacién, lo que es una caracteristica de seguridad significativa.
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REIVINDICACIONES

Célula madre hematopoyética humana aislada o célula progenitora mieloide, transducida con un vector
lentiviral, comprendiendo dicho vector lentiviral

- una secuencia de &cido nucleico codificante que codifica una variante funcional de un polipéptido
seleccionado de gp91phox y p47phox; bajo control transcripcional de

- la secuencia promotora de miR223 caracterizada por la SEQ ID NO 01.
Célula madre hematopoyética humana aislada o célula progenitora mieloide segun la reivindicacién 1, en la
que dicho vector lentiviral comprende o consiste esencialmente en una secuencia de acido nucleico

caracterizada por la SEQ ID NO 02.

Célula madre hematopoyética humana o célula progenitora mieloide segln una cualquiera de las
reivindicaciones 1 0 2, en la que la célula es una célula madre hematopoyética positiva para CD34.

Método para preparar una preparacidn celular terapéutica, que comprende las etapas de:

a. proporcionar una preparacién de células que comprende células madre hematopoyéticas, particularmente
una preparacion de células madre hematopoyéticas positivas para CD34, aisladas de un paciente que padece
enfermedad granulomatosa crdnica asociada con un defecto génico asociado con un gen defectuoso que
codifica un polipéptido seleccionado de gp91phox y p47phox;

b. transducir dicha preparacidén de células con un vector lentiviral que comprende

i. una secuencia de é&cido nucleico codificante que codifica una variante funcional de un polipéptido
seleccionado de gp91phox y p47phox; bajo control transcripcional de

ii. la secuencia promotora de miR223 caracterizada por la SEQ ID NO 01.

Célula madre hematopoyética humana aislada o célula progenitora mieloide seglin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, o preparacidn celular obtenida por un método segun la reivindicacién 4, para su uso
en el tratamiento o la prevencién de la enfermedad granulomatosa crénica.

Célula madre hematopoyética humana aislada o célula progenitora mieloide para su uso en el tratamiento o

la prevencién de la enfermedad granulomatosa crénica segun la reivindicacién 5, en donde la célula es una
célula autéloga.
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Fig. 4
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