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DESCRIPCION
Uso de una holotoxina para reducir la degradacion asociada al reticulo endoplasmico de proteinas mal plegadas
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a un procedimiento de bloqueo de la degradacion asociada al RE de proteinas mal plegadas.
La invencion se refiere ademas al uso de una holotoxina para bloquear la degradaciéon mediada por ERAD de
proteinas mal plegadas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El reticulo endoplasmico desempefia un papel clave en el control de calidad de la traduccién de proteina y la
modificacién postraduccional. Estdn presentes muchos sistemas en el RE para la deteccion de proteinas mal
plegadas. La seleccién para formacion de complejos y eliminacion por degradacion proteolitica después de
retrotranslocacion desde el RE al citosol es el principio central de este proceso (ERAD - Degradacion asociada con
el reticulo endoplasmico). A su vez, asi se regula la respuesta de las proteinas no plegadas y otras vias de
sefializacién relacionadas con la tension del RE.

En muchas enfermedades genéticas, tal vez todas, existen mutaciones que no afectan a la funcién primaria de la
proteina dada pero provocan algunos cambios pequefios en el plegamiento de la proteina dentro del RE, de manera
gue se reconoce como una proteina mal plegada para iniciar este mecanismo de control de calidad, de manera que
la proteina se degrada y no se le permite madurar mediante el transporte anterégrado a través del
Golgi/TGN/vesiculas secretoras en la superficie celular o secrecion.

Se han descrito numerosos procedimientos ingeniosos que intentan rescatar dichas proteinas mutantes funcionales
aunque mal plegadas y degradadas, para permitir el escape, la maduracion y el trafico de ERAD hasta el lugar
correcto para la inversion funcional del fenotipo patégeno. Entre ellos se incluye el uso de chaperonas quimicas,
inhibidores de chaperonas, sustratos o inhibidores enzimaticos. Entre las enfermedades en las que se estudian de
forma intensiva estos enfoques estan la artritis, la fibrosis quistica, enfermedades de almacenamiento lisosémico,
aspectos de la dislipidemia, la hipertension, la biosintesis del colesterol y la enfermedad de la al-antitripsina.

RESUMEN DE LA INVENCION

En un primer aspecto de la invencidn, se proporciona una composicion para su uso en el tratamiento de una
enfermedad relacionada con ERAD, tales como artritis, fibrosis quistica, enfermedad del almacenamiento lisosémico
de glucoesfingolipidos, dislipidemia, hipertension, biosintesis del colesterol, enfermedad de la alfa 1-antitripsina,
enfermedad de Gaucher, enfermedad por infeccién por VIH, sindrome de Robinow, sindrome de Walker-Warburg,
amaurosis congénita de Leber, tipo 1, deficiencia de la acetilcolinesterasa de la placa terminal, neuropatia de
Charcot-Marie-Tooth 1B, defecto del transporte de la glucosa, proteinosis alveolar pulmonar, telangiectasia
hemorragica hereditaria, hipertensién pulmonar primaria familiar, eritroqueratodermia variable, enfermedad de
Tangier y deficiencia de HDL, sindrome de Smith-Lemli-Opitz, desmosterolosis y estenosis aortica supravalvular,
donde dicha composicién comprende una holotoxina modificada que es capaz de experimentar transporte retrogrado
al reticulo endoplasmico y un adyuvante farmacéuticamente aceptable, donde la holotoxina modificada comprende
una subunidad A inactivada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
A continuacion se describira la presente invencién en mas detalle con referencia a las siguientes figuras:

la Figura 1 ilustra un plasmido que muestra una subunidad A inactivada que contiene VT1 de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion;

la Figura 2 es un western blot que muestra VT y VT1 inactivada que protege AF508CFTR de ERAD;

la Figura 3 es un western blot que muestra VT y VT inactivada que protegen MDR1 mal plegada de ERAD; y

la Figura 4 es un western blot que muestra la toxina del célera que protege AF508CFTR de ERAD en células HeLa y
BHK.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
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La presente invencion proporciona el uso de una holotoxina en el que la subunidad A ha sido inactivada
opcionalmente para el transporte retrogrado desde la superficie celular al RE y para bloquear parcialmente el
translocon Sec61 situado en el RE, para permitir que las proteinas mutantes parcialmente mal plegadas pero
funcionalmente competentes escapen a la degradacién asociada al RE (ERAD) y rescaten el fenotipo celular
defectuoso.

Cualquier holotoxina que experimente transporte retrégrado al RE donde la subunidad A activada proteoliticamente
se separa de las subunidades B y es translocada en el citosol por medio del translocén Sec61 puede emplearse para
su uso con el fin de rescatar proteinas mutantes parcialmente mal plegadas pero funcionalmente competentes con el
fin de escapar a la degradacion asociada al RE (ERAD). Los ejemplos de holotoxinas adecuadas para su uso de
acuerdo con la presente invencion incluyen la ricina, las toxinas Shiga o similares a Shiga (tales como verotoxina -
VT1), la toxina del colera, abrina modecina, exotoxina A de Pseudomonas y toxina codificada por plasmidos (Pet) de
Escherichia coli de enteroagregacion. La toxina del coélera, la verotoxina y la ricina unidas a la superficie celular
experimentan transporte retrégrado al RE donde la subunidad A activada proteoliticamente se separa de las
subunidades B y es translocada en el citosol por medio del translocon Sec61. Este es el mismo translocén usado en
la via de degradacion asociada al RE para eliminar las proteinas no plegadas para su ubicuitinacion y su digestion
citosolica por el proteosoma.

La subunidad A de la holotoxina seleccionada puede inactivarse para su uso de acuerdo con la presente invencion.
Los procedimientos de inactivacion de la subunidad A de una holotoxina estan bien establecidos en la técnica e
incluyen, por ejemplo, residuos mutantes dentro de la subunidad A que son necesarios para la actividad de la
subunidad A. En una realizacién de la presente invencion, una verotoxina 1 no tdxica, mutada en residuos cruciales
en el sitio activo de la subunidad A, por ejemplo mutaciones tales como Y77S y E167Q, es adecuada para su uso.
También pueden obtenerse variaciones las mutaciones referidas anteriormente, y en particular en los aminoacidos
usados en las mutaciones referidas anteriormente, y las mostradas en la Figura 1, siempre que las mutaciones
inactiven la subunidad A.

La subunidad A es translocada en el citosol pero no puede inhibir la sintesis de proteinas. Asi, la subunidad A,
opcionalmente inactivada, acta como un inhibidor competitivo de la ocupacion de translocones con el fin de realizar
el rescate de una proteina mutante parcialmente mal plegada pero funcionalmente competente de ERAD. Por
ejemplo, la subunidad A de verotoxina 1, opcionalmente inactivada, es efectiva para el rescate de AF508CFTR
mutante.

La subunidad A puede ser modificada adicionalmente, por medios conocidos en la técnica, para proporcionar un
inhibidor mas eficiente del translocén y un bloqueo mejorado de ERAD. Las modificaciones adecuadas incluyen la
adicion de una entidad, tal como una secuencia de péptidos, a la subunidad A que fomenta adicionalmente la
funcién de la subunidad A de inhibicién del translocén. Por ejemplo, podria afiadirse una secuencia de hexahistidina,
mostrada para bloquear el canal de la toxina diftérica o una secuencia de 18-25 péptidos apolares (una secuencia de
final de transferencia) de las proteinas secretoras/de membrana translocadas (por ejemplo, de la glucoforina o del
receptor LDL) para intentar bloquear el paso del translocon. Otro enfoque incluye el acoplamiento de un inhibidor
Sec61, tal como CAM741, a la subunidad A, o el acoplamiento de un inhibidor que bloguea la degradacién de
proteinas asociada al reticulo endoplasmico (RE) tal como el inhibidor quimico, Eeyarestatina | (Eerl).

Tal como se indicé anteriormente, en una realizacién, la presente invencién proporciona el uso de verotoxina,
también referida como toxina Shiga y similar a Shiga, y en particular una subunidad A de verotoxina mutada no
téxica, como un mecanismo para dirigirse al RE con el fin de rescatar funcionalmente proteinas genéticamente mal
plegadas pero funcionales mediante el bloqueo del translocén. Podria usarse el término "cirugia intracelular" para
describir el proceso expuesto en la presente memoria descriptiva.

En una realizacion alternativa, se usa una toxina del célera que incluye una subunidad A mutada no téxica, tal como
se describe en la presente memoria descriptiva. En una realizacion alternativa, se usa una toxina de ricina que
incluye una subunidad A mutada no toxica, tal como se describe en la presente memoria descriptiva. A partir de lo
anterior se entenderd, que aunque la realizacion de la presente invenciéon que usa una subunidad A de verotoxina
mutada puede comprender sdlo la subunidad A mutada, las toxinas del célera y de ricina incluirdn las subunidades B
y las subunidades A mutadas.

En otra realizacién, los fragmentos de anticuerpos Fab o sus fagos analogos pueden dirigirse al RE para el
suministro selectivo de proteinas de union dentro del compartimento subcelular.
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La presente invencion incluye ademas el uso de modificaciones de la subunidad A para aumentar la retencién dentro
del translocén con el fin de incrementar la eficacia del enfoque descrito en la presente memoria descriptiva. La
presente invencion incluye también el uso de dichas quimeras de subunidad A transferidas en una toxina de ricina
inactivada para proporcionar una terapia de base mas amplia para reducir la ERAD de proteinas parcialmente mal
plegadas en cualquier tejido. Ademas, la presente invencién proporciona una subunidad A, tal como se describe en
la presente memoria descriptiva, que puede ser modificada adicionalmente para transportar varias moléculas que
podrian ser beneficiosas para mejorar defectos en el trafico, la funcion, la ordenacioén, la glucosilacion y otras
modificaciones postraduccionales de las proteinas, lo que incluye chaperonas que ayudan al plegamiento de las
proteinas mutantes dentro de la luz del reticulo endoplasmico, por ejemplo, ambroxol que estabiliza la
glucocerebrosidasa mutante en la enfermedad de Gaucher.

Se proporciona también un procedimiento para tratar una enfermedad resultante de o que se deriva por otros medios
de ERAD, por ejemplo una enfermedad relacionada con la ERAD. El procedimiento comprende la administracién a
un sujeto, tal como un mamifero o un no mamifero, de una holotoxina en la que la subunidad A est& opcionalmente
inactivada. El término "mamifero” se usa en la presente memoria descriptiva para referirse a mamiferos humanos y
no humanos, por ejemplo gatos, perros y caballos.

Las enfermedades relacionadas con ERAD son enfermedades en las que la ERAD en si es esencialmente el
instigador de la enfermedad, por las que se eliminan proteinas mutantes funcionales pero parcialmente mal
plegadas, lo que conduce a los sintomas de la enfermedad. En algunas enfermedades la degradacion ERAD elimina
una proteina ligeramente mal plegada pero, por lo demas, funcional, para provocar un estado patolégico. Todas
estas enfermedades son candidatas para terapia basada en el enfoque del bloqueo del translocén descrita en la
presente memoria descriptiva. Asi, la enfermedad relacionada con ERAD incluye, pero no se limita a, artritis, fibrosis
quistica, enfermedades de almacenamiento lisosomico de glucoesfingolipidos, aspectos de dislipidemia,
hipertensién, biosintesis del colesterol, enfermedad de la a1-antitripsina, enfermedad de Gaucher y enfermedad por
infeccion por VIH. En la Tabla 1 mostrada a continuacion se recogen otras enfermedades relacionadas con ERAD
que son candidatas para terapia basada en el enfoque divulgado en la presente memoria descriptiva, mostrada
anteriormente en Human Molecular Genetics 2005 14(17):2559-2569. Los genes enumerados en la Tabla 1 son los
identificados como fuertes candidatos a la retencidon del RE. Incluyen enfermedades donde la localizacion de la
mutacion o los datos experimentales sugieren un defecto en el plegamiento o el trafico. Se entendera que las
enfermedades enumeradas en la presente memoria descriptiva incluyen algunas de las enfermedades conocidas
que se asocian actualmente con la degradacion ERAD. Se entendera que todas y cualquiera de las enfermedades
que se asocian segun lo que se sabe con la degradacion ERAD se contemplan también dentro del alcance de la
presente invencion.

Tabla 1
Gen Enfermedad Sistema afectado Efecto potencial de la mutacion o
mutaciones patégenas
ROR2 Sindrome de Robinow Esquelético, Disrupcion en plegamiento de
corazon proteinas

POMTI Sindrome de Walker-Warburg Musculoesquelético | Disrupcién en TMD

GUCY2D | Amaurosis congénita de Leber, | Ocular Referida posible retencion en el RE?
tipo |

COLQ Deficiencia de la | Muscular Disrupcion en plegamiento de
acetilcolinesterasa de la placa proteinas
terminal

MPZ Neuropatia de Charcot-Marie- | Neurolégico Referida posible retencién en el RE”
Tooth 1B

SLC2A1 | Defecto del transporte de la | Barrera Disrupcion en TMD
glucosa hematoencefalica

CSF2RB | Proteinosis alveolar pulmonar Pulmoén Disrupcion en estructura terciaria

ACVRL1 | Telangiectasia hemorragica | Vascular/pulmonar Referida posible retencion en el RE®
hereditaria

BMPR2 Hipertension pulmonar primaria | Vascular/pulmonar Disrupcion en plegamiento de
familiar proteinas

GJB3 Eritroqueratodermia variable Piel Referida posible retencién en el RE®

GJB4 Eritroqueratodermia variable Piel Disrupcion en TMD

ABCAl Enfermedad de Tangier vy | Cardiovascular Disrupcion _en plegamiento  de
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deficiencia de HDL proteinas

DHCR7 Sindrome de Smith-Lemli-Opitz Cardiovascular Disrupcion en plegamiento de
proteinas

DHCR24 | Desmosterolosis Cardiovascular Disrupcion en plegamiento de
proteinas

ELN Estenosis adrtica supravalvular Cardiovascular Disrupcion en plegamiento de
proteinas

La holotoxina puede administrarse en solitario o en combinacién con al menos un adyuvante farmacéuticamente
aceptable. La expresién "farmacéuticamente aceptable” significa aceptable para su uso en las técnicas farmacéutica
y veterinaria, es decir, que no es inaceptablemente tdxico o inadecuado por otro motivo. Los ejemplos de adyuvantes
farmacéuticamente aceptables incluyen diluyentes, excipientes y similares. Puede hacerse referencia a
"Remington's: The Science and Practice of Pharmacy", 212 ed., Lippincott Williams & Wilkins, 2005, como orientacién
sobre formulaciones farmacolégicas en general. La seleccion del adyuvante depende del modo de administracion
pretendido de la composicion. En una realizacion de la invencion, los compuestos se formulan para su
administracion por infusién, o por inyeccién ya sea por via subcutanea o intravenosa, y se usan en consecuencia
como soluciones acuosas en forma estéril o libre de pirdgenos y opcionalmente con tampén o convertida en
isoténica. Asi, los compuestos pueden administrarse en agua destilada o, mas de forma mas conveniente, en suero
salino con tampdn de fosfato o solucion de dextrosa al 5%. Las composiciones para administracion oral mediante
comprimido, capsula o suspension se preparan usando adyuvantes que incluyen azlcares, tales como lactosa,
glucosa y sacarosa; almidones tales como almidén de maiz y almidén de patata; celulosa y derivados de la misma,
que incluyen carboximetilcelulosa, etilcelulosa y acetato de celulosa sédicos; tragacanto en polvo; malta; gelatina;
talco; acidos estedricos; estearato de magnesio; sulfato de calcio; aceites vegetales, tales como aceites de
cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite de sésamo, aceite de oliva y aceite de maiz; polioles tales como
propilenglicol, glicerina, sorbital, manitol y polietilenglicol; agar; acidos alginicos; agua; suero salino isoténico y
soluciones con tampoén de fosfato. También pueden estar presentes agentes de humectacion, lubricantes tales como
laurilsulfato de sodio, estabilizadores, agentes de formacion de comprimidos, antioxidantes, conservantes, agentes
colorantes y agentes saborizantes. Pueden prepararse cremas, lociones y pomadas para aplicacién tépica usando
una base apropiada tal como una base de triglicéridos. Dichas cremas, lociones y pomadas también pueden
contener un agente activo de superficie. También pueden prepararse formulaciones de aerosol, por ejemplo, para
administracion nasal, en las que se usan adyuvantes propelentes adecuados. También pueden afiadirse otros
adyuvantes a la composicion con independencia de como se administre, por ejemplo, pueden afiadirse agentes
antimicrobianos a la composicion para prevenir el crecimiento microbiano durante periodos de almacenamiento
prolongados.

Ademas, la presente invencién proporciona el control de la dosificacion de la subunidad A mutante o no mutante que
contiene la holotoxina que se usa. La dosificacion de la holotoxina puede ajustarse de manera que la inhibicién
competitiva sea parcial. En algunas aplicaciones un escape de ERAD de hasta aproximadamente el 10% podria ser
suficiente para corregir el fenotipo defectuoso y un experto en la materia puede determinar facilmente las
dosificaciones apropiadas para conseguir esta correccién. Como entendera un experto en la materia, la dosificacion
puede variar con la holotoxina que se use, la enfermedad o dolencia que se trate y el sujeto que se trate. En una
realizacién, pueden usarse dosificaciones de holotoxina en el intervalo de aproximadamente 1 a 100 ng/kg, por
ejemplo 10 ng/kg.

Una aplicacion de la presente invencion proporciona un nuevo enfoque viable para el rescate de la mutacion AF508
CFTR con el fin de incrementar el transporte de cloruro en células CF. La presente invencion proporciona un nuevo
enfoque terapéutico para la mutacién mas comun en la fibrosis quistica.

La subunidad A que contiene holotoxina tal como se describe en la presente memoria descriptiva también puede
usarse como antidotos para las toxinas parentales dado que se prevendra la translocacién RE de la subunidad A
natural debido al bloqueo parcial, por la subunidad A inactivada cataliticamente que contiene holotoxina, del
translocén. En una realizacién de la presente invencién la subunidad A inactivada que contiene holotoxina incluye
una secuencia de final de transferencia. Los ejemplos del tipo de secuencia de final de transferencia incluyen, pero
no se limitan a, VFIVSVGSFITSVLFIVI o secuencias de final de transferencia que tienen 9-18 residuos de leucina.
También pueden realizarse variaciones en la longitud de la secuencia anterior y las extensiones pueden afiadirse en
dos etapas.

La presente invencidn también proporciona una subunidad A de holotoxina VT1 con la adicion de una secuencia de
final de transferencia de polileucina. La secuencia de final de transferencia puede afadirse al extremo N de la
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subunidad A inactivada de VT1. Las secuencias de final de transferencia comprenden en general aproximadamente
9-18 residuos de aminoacidos hidréfobos. Esta secuencia puede afiadirse en el extremo N de la subunidad A de VT1
para incrementar la eficiencia de bloqueo del translocdn. Ademas, la adicion de dos aminoacidos basicos al extremo
C de la secuencia de final de transferencia aumenta la eficiencia de final de translocacion. Por tanto, también pueden
afiadirse dos lisinas en el extremo C de la adicién de final de transferencia de polileucina. En cambio, se ha
demostrado que la adicion de residuos de aminoacidos negativos en el extremo C reduce la eficiencia del final de
translocacién. Por tanto, la adicién de una secuencia de final de transferencia a la subunidad A de VT1 puede reducir
la sintesis bacteriana de la holotoxina modificada. La colocacién de cargas negativas en el extremo C y de cargas
positivas en el extremo N del inserto de polileucina puede favorecer la funcién de final de transferencia durante el
transito retrégrado, y no anterégrado, a través del translocén Sec61, es decir, la secuencia de final de transferencia
deberia tener un efecto minimo durante la sintesis bacteriana de toxinas pero un efecto maximo cuando se dirige al
RE y se somete a retrotranslocacién a través del translocén hasta el citosol, aunque no se conoce la orientacion de
la subunidad A de VT1 cuando entra en el translocén (es decir, primero en el extremo N o C). La presente invencién
incluye construcciones en las que el motivo de dilisina basico se incluye en el extremo C y se incorpora un dimero
acido de acido aspartico en el extremo N del inserto de polileucina y a la inversa. Las construcciones de holotoxina
pueden expresarse en un vector, tal como pucl9, y la holotoxina preparada puede purificarse mediante
cromatografia de afinidad Gbs mediada por la subunidad B, tal como se describe en Noakes KL y col., 1999 y
Boulanger J, Huesca M, Arab S, Lingwood CA. Universal method for the facile production of glycoplid/lipid matrices
for the affinity purification of binding ligands. Anal Biochem. 1994; 217:1 -6.

La eficacia del final de transferencia se corresponde aproximadamente con la hidrofobia de la secuencia de
aminoacidos aunque existen variaciones y excepciones, tal como se describe en Saaf A., Wallin E, von Heijne G. Eur
J Biochem 1998, 251:821-829. La secuencia de final de transferencia CFIVSVGSFITSVLFIVI, puede fusionarse con
la subunidad A de VT1, de nuevo en las dos orientaciones. Puede usarse la tecnologia de extension de cebadores
por PCR para afiadir la secuencia en el extremo 5' del gen de la subunidad A de VT1. La secuencia completa puede
prepararse en dos etapas, afladiendo 9 aminoacidos en cada una. La holotoxina puede purificarse mediante
cromatografia de afinidad tal como se describe anteriormente.

A continuacion se describira la presente invencién en los ejemplos siguientes que no deben entenderse como
limitativos.

Ejemplo 1 - Uso de VT1 para el rescate de AF508CFTR de la degradacion

El tratamiento de AF508CFTR que expresa células HelLa con VT1 natural o VT1 inactiva, tal como se describe
anteriormente (residuos cataliticos en la subunidad A necesarios para la despurinacién mutada) mostré pronto un
claro rescate de AF508CFTR en relacion con la degradacion, en un plazo de 2 a 4 horas desde el tratamiento con la
toxina.

Tal como se muestra en la Figura 2, las células Hela transfectadas para expresar CFTR natural o AF508CFTR
fueron tratadas con verotoxina 1 o VT1 que contenia una subunidad A inactivada. La preparacion de la toxina
inactivada fue menos pura que la VT1 natural y se us6 por tanto a una concentracién superior. El grado de expresion
de CFTR se determiné mediante Western blot del extracto celular. En células que expresan CFTR natural, se
detectan las especies de CFTR glucosiladas de lactosamina superiores inmaduras (nucleo glucosilado) y maduras.
Para AF508CFTR solo se detectan las especies glucosiladas en nucleo inferiores. EI CFTR natural se somete a
ERAD vy el tratamiento con VT1 produce un ligero incremento del CFTR natural debido a bloqueo ERAD. Para
AF508CFTR tanto la VT1 inactivada como la natural indujeron un aumento de hasta 10 veces en el grado de
expresion comparado con células de control no tratadas lo que indicaba un escape significativo de ERAD.

Ejemplo 2 - Uso de VT1 para el rescate de mutante de MDRI

Para confirmar adicionalmente la inhibicion de ERAD se observo el efecto de VT1 y de VT1 mutante inactiva en las
células Hela transfectadas para expresar un mutante mal plegado (G268V) de MDR1, la bomba de eflujo del
farmaco (descrita en Loo TW, Clarke DM, FASEB J 1999; 13: 1724-1732). De nuevo, tanto la VT1 como la VT1
mutante indujeron la acumulacion de MDR1 que ademas fue degradado por ERAD, tal como se muestra en la Figura
3. Se observo un incremento de 5-20 veces en el grado del mutante G268V MDR1 expresado en células HelLa
después de 2 h de tratamiento con la holotoxina VT1 inactivada o natural.

Ejemplo 3 - Uso de toxina del c6lera para el rescate de AF508CFTR
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Se determiné el efecto de la toxina del célera en la expresion de AF508CFTR en las células BHK, no sensibles a
VT1 pero, como la mayoria de las células, sensibles a la toxina del célera. Se demostré que la toxina inducia el
escape de ERAD de AF508CFTR en estas células, tal como se muestra en la Figura 4. Las células Hela
transfectadas con AF508CFTR en las células BHK transfectadas con AF508CFTR o natural fueron tratadas con
toxina del célera durante 2 horas y el grado de AF508CFTR o natural objeto de seguimiento mediante western blot.
Una cantidad de 10 ng/ml de toxina del c6lera indujo un aumento de hasta 5 veces AF508CFTR. El incremento se
observo tanto en células BHK como en células HelLa dado que la toxina del célera se une a gangliésido GMI,
expresado en estas dos lineas celulares.

Ejemplo 4 - Uso de VT1 para el rescate de GCC células en la enfermedad de Gaucher

La VT1 reduce ERAD de la enzima GCC (glucocerebrosidasa) en las células de la enfermedad de Gaucher, lo que
permite que madure mas cantidad de enzimas y que se reduzca potencialmente la acumulacion de glucosilceramida
responsable de la enfermedad.

Ejemplo 5 - Construccion de secuencia de final de transferencia que contiene verotoxina inactivada

Se prepararon dos construcciones diferentes para generar aminoacido de final de transferencia que contenia
proteina verotoxina A inactivada. Una tenia 9 aminoacidos de final de transferencia de leucina y la otra construccién
tenia una secuencia de 18 aminoacidos aleatorios. Se usaron los dos conjuntos de cebadores de PCR (Tabla 2)
para generar cada aminoacido de final de transferencia que contenia la proteina A de verotoxina inactivada. La
primera amplificacién por PCR introdujo 9 leucinas o 18 amino&cidos aleatorios en la secuencia de proteina A de
verotoxina inactivada usando plasmido pSWQ9 (Vaccine 2006, 24:1142). La segunda PCR usé dos cebadores
externos y amplificd una proteina A de verotoxina inactivada completa que contenia un aminoacido de final de
transferencia. El plasmido pSW09 tiene dos mutaciones en la secuencia de VTA: Y77S y E167Q. Los fragmentos de
ADN fueron digeridos con BamHI y EcoRI y se ligaron en pSK+ (Stratagene). Los plasmidos resultantes eran
secuencia de final de transferencia que contenia verotoxina A mutante.

Construccién de aminoéacidos de final de transferencia que contienen proteina VTA inactivada

Se preparan dos construcciones diferentes para generar aminodcidos de final de transferencia que contienen
proteina A de verotoxina inactivada. Una tiene aminoécidos de final de transferencia de 9 leucinas (JBC, 1991,
266:9251) y la otra construccion tiene una secuencia de 18 aminoéacidos aleatorios (EJB, 1998, 251:821). Los dos
conjuntos de cebadores de PCR (Tabla 1) se usan para generar cada aminoacido de final de transferencia que
contiene la proteina A de verotoxina inactivada. La primera amplificacion por PCR introduce 9 leucinas o 18
aminoacidos aleatorios en la secuencia de proteina A de verotoxina inactivada usando el plasmido pSW09 (Vaccine
2006, 24:1142). La segunda PCR usa dos cebadores externos y amplifica la proteina A de verotoxina inactivada
completa que contiene el aminoacido de final de transferencia. El plasmido pSWO09 tiene dos mutaciones en la
secuencia VTA: Y77S y E167Q. Los fragmentos de ADN son digeridos con BamHI y EcoRI y se ligan en pSK+
(Stratagene). Los plasmidos resultantes son secuencias de final de transferencia que contienen verotoxina A
mutante.

Tabla. Conjunto de oligonucle6tidos para introducir secuencias de final de transferencia

Cebadores

Secuencia

9 leucinas-directos externos

5'-GTGGATCCTCAAGGAGTATTG-3'

9 leucinas-inversos internos

5'-CGAGAAGTCTAAGGTAAATTCCTT CAG GAG CAA CAG TAG
AG GAG CAA
CGCCACCACATTAACTGA-3'

9 leucinas-directos internos

5-TCAGTTAATGTGGTGGCG TTG(L) CTC(L) CTT(L) CTA(L)
CTG(L) TTG(L) CTC(L) CTG(L)
AAGGAATTTACCTTAGACTTCTCG-3'

9 leucinas-inversos externos

5'-GTGAATTCAACAACTGACTG-3'

18 aminoacidos aleatorios-directos | 5-GTGGATCCTCAAGGAGTATTG-3'
externos
18 aminoacidos aleatorios-inversos | 5'-CGAGAAGTCTAAGGTAAATTCCTT GAT GAC GAT GAA AAG
internos GAC ACT AGT CAT GAA ACT ACC CAC GCT GAC GAT GAA
GAC
CGCCACCACATTAACTGA-3’
18 aminoacidos  aleatorios-directos | 5-TCAGTTAATGTGGTGGCG GTC(V) TTC(F) ATC() GTC(V)

7
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internos AGC(S) GTG(V) GGT(G) AGT(S) TTC(F) ATG(l) ACT(T) AGT(S)
GTC(V) CTT(L) TTC(F) ATC(l) GTC(V) ATC(l)
AAGGAATTTACCTTAGACTTCTCG-3'

18 aminoacidos aleatorios-inversos | 5-GTGGAATTCAACAACTGACTG-3'

externos

() denota letra de codon de aminoacido.

Si bien la presente invencion se ha descrito con referencia a realizaciones y ejemplos ilustrativos, la descripcién no
debe entenderse en un sentido limitativo. Asi, para los expertos en la materia seran evidentes diversas
modificaciones de las realizaciones ilustrativas, asi como otras realizaciones de la invencion, a partir de la referencia
a la presente descripcion. Por tanto se contempla que las reivindicaciones adjuntas cubrirdn todas estas
modificaciones o realizaciones. Ademas, todas las reivindicaciones se incorporan en el presente documento con
referencia a la descripcion de las realizaciones preferidas.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> The Hospital for Sick Children

<120> Uso de una holotoxina para reducir la degradacién asociada al reticulo endoplasmico de proteinas mal
plegadas

<130> HSC-C-P1398EP
<160=> 10
<170= Patentln version 3.5

<210>1

<211> 18

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400=> 1

Val Phe Ile Val Ser Val Gly Ser Phe Ile Thr Ser Val Leu Phe Ile
1 5 10 15

val Ile

<210> 2

<211> 18

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 2

Cys Phe Ile Val Ser Val Gly Ser Phe Ile Thr Ser Val Leu Phe Ile
1 5 10 15

Val Ile

<210=3
<211=21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400=> 3
gtggatcctc aaggagtatt g 21

<210> 4
<211> 65
<212> ADN
<213> Artificial



10

15

20

25

30

35

40

45

a0

ES 2 622 840 T3

<220=>
<223> Cebador sintético

<400= 4
cgagaagtct aaggtaaatt ccttcaggag caacagtaga ggagcaacgc caccacatta 60

actga 65

<210=5
<211> 66
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 5
tcagttaatg tggtggegtt gctecttcecta ctgttgetce tgaaggaatt taccttagac 60

tteteg 66

<210=6
<211= 20
<212> ADN
<213> Artificial

<220=>
<223> Cebador sintético

<400> 6
gtgaattcaa caactgactg 20

<210=7
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220=>
<223> Cebador sintético

<400> 7
gtggatcctc aaggagtatt g 21

<210=8
<211> 96
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400= 8
cgagaagtct aaggtaaatt ccttgatgac gatgaaaagg acactagtca tgaaactacce €0

cacgcetgacg atgaagaccg ccaccacatt aactga 96

10
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<210=9
<211= 96
<212> ADN
<213> Artificia

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 9

tcagttaatg tggtggecggt cttcategte agegtgggta gtttcatgac tagtgteett

ES 2 622 840 T3

ttcatcgtca tcaaggaatt taccttagac ttcteg

<210= 10
<211= 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220=>
<223> Cebador sintético

<400=> 10

gtggaattca acaactgact g

11

60

96

21
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para su uso en el tratamiento de una enfermedad relacionada con ERAD, tal como
artritis, fibrosis quistica, enfermedad del almacenamiento lisosémico de glucoesfingolipidos, dislipidemia,
hipertensién, biosintesis del colesterol, enfermedad de la alfa l-antitripsina, enfermedad de Gaucher, enfermedad
por infeccién por VIH, sindrome de Robinow, sindrome de Walker-Warburg, amaurosis congénita de Leber, tipo 1,
deficiencia de la acetilcolinesterasa de la placa terminal, neuropatia de Charcot-Marie-Tooth 1B, defecto del
transporte de la glucosa, proteinosis alveolar pulmonar, telangiectasia hemorragica hereditaria, hipertension
pulmonar primaria familiar, eritroqueratodermia variable, enfermedad de Tangier y deficiencia de HDL, sindrome de
Smith-Lemli-Opitz, desmosterolosis y estenosis aértica supravalvular, donde dicha composicion comprende una
holotoxina modificada que es capaz de experimentar transporte retrogrado al reticulo endoplasmico y un adyuvante
farmacéuticamente aceptable, donde la holotoxina modificada comprende una subunidad A inactivada.

2. La composicién para su uso tal como se define en la reivindicacién 1, donde la holotoxina se
selecciona de entre el grupo que consiste en ricina, abrina, toxina Shiga tal como verotoxina 1, toxina del colera y
exotoxina A.

3. La composicion para su uso tal como se define en la reivindicaciéon 2, donde la subunidad A de la
holotoxina incluye una secuencia de final de transferencia.
4. La composicion para su uso tal como se define en la reivindicacion 3, y el final de transferencia se

selecciona de entre 18-25 péptidos apolares, 9-18 residuos de leucina o VFIVSVGSFITSVLFIVI.

5. La composicién para su uso tal como se define en la reivindicacion 2, donde la holotoxina es
verotoxina e incluye una secuencia de final de transferencia en su extremo N que comprende 9-18 residuos de
aminoacidos hidréfobos.

6. La composicion para su uso tal como se define en la reivindicacion 5, donde la secuencia de final de
transferencia comprende dos aminoécidos béasicos en su extremo C.
7. La composicién para su uso tal como se define en la reivindicacion 1, donde la holotoxina es

verotoxina y comprende un residuo mutado en al menos una de las posiciones 77 y 167, tal como Y77S o E167Q, o
una toxina del célera.

8. La composicién para su uso tal como se define en la reivindicacion 5, donde la secuencia de final de
transferencia comprende 9-18 residuos de leucina, VFIVSVGSFITSVLFIVI o CFIVSVGSFITSVLFIVI.

9. La composicién para su uso tal como se define en la reivindicacion 2, donde la holotoxina es
verotoxina y rescata uno de entre un mutante de MDR1, un mutante de CFTR o glucocerebrosidasa.
10. La composicion para su uso tal como se define en la reivindicacién 2, donde la holotoxina es la toxina

del célera y rescata un mutante de CFTR.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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