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DESCRIPCION
Terapia combinada para fibrosis quistica

La presente invencion se refiere al tratamiento de la Fibrosis Quistica (CF) en pacientes portadores de la mutacion
AF508-CFTR. Mas especificamente, la invencion proporciona una combinacion de inhibidores de transglutaminasa
tisular (TG2) y activadores del canal de CFTR (potenciadores) para uso en administracion separada, secuencial o
simultanea a pacientes con CF que portan la mutacion AF508-CFTR. Otro objeto de la invencién es una
composicion farmacéutica que contiene el inhibidor de TG2 y el potenciador para usar en este método terapéutico.

Antecedentes de la invencion

La CF es un trastorno autosémico recesivo, la enfermedad genética letal mas comudn en caucasicos (O'Sullivan
2009; Rowe, 2005; Accurso, 2006), caracterizada por enfermedad pulmonar crénica, la principal causa de morbilidad
y mortalidad, disfuncidon pancreatica, aumento de los niveles de electrolitos en el sudor y la infertilidad masculina. La
CF es causada por mutaciones de una sola proteina, el regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica (CFTR), un canal de cloruro regulado por cAMP que se localiza principalmente en la membrana apical de las
células epiteliales (Park 2010). Mas de 1.500 mutaciones diferentes asociadas a la enfermedad han sido
identificadas, algunas de ellas codifican mutantes de CFTR que alcanzan la membrana plasmatica celular pero
carecen de actividad de CFTR, otras que codifican cantidades insignificantes de proteina o mutantes mal plegados
que se degradan prematuramente y no logran alcanzar una localizacion de la superficie celular. Entre los ultimos,
una supresion de un solo codén, AF508, se produce en aproximadamente el 90% de los pacientes con CF en al
menos un alelo. Debido a su mal plegado, AF508-CFTR pierde su actividad esencial de canal iénico en la membrana
plasmatica (PM), provocando inflamacién local, aumento de la susceptibilidad a infecciones bacterianas respiratorias
e insuficiencia pulmonar y digestiva progresiva (Collins 1992).

Un AF508-CFTR aun parcialmente funcional puede rescatarse en la membrana plasmatica (PM) mediante moléculas
que corrigen la retencion y degradacion intracelular de AF508-CFTR (correctores). Sin embargo, AF508-CFTR que
alcanza la PM es inestable como resultado de una ubiquitinacién mediada por (CHIP) [proteina que interactua con el
cognado 70 de choque térmico del terminal carboxilo (Hsc70)] seguido por redireccionamiento de la proteina desde
el reciclaje endosémico hacia el suministro y degradacion lisosémico (Okiyoneda T, 2010). Por lo tanto, los pacientes
con CF que portan la AF508-CFTR mal plegada responden escasamente a los potenciadores de la actividad del
canal de CFTR que pueden usarse para el tratamiento del pequefio subconjunto de pacientes con CF que portan
mutantes de CFTR residentes en la PM (Ramsey BW, 2011; Davids PB, 2011). Por lo tanto, la fijacion del mutante
AF508-CFTR mal plegado en la PM después del rescate es el objetivo principal de las terapias "reparadoras de
CFTR" (Lucaks GL, 2012; Davids PB, 2011).

Una terapia ideal para la CF debe apuntar no solo a rescatar la funcién de CFTR, sino también a mejorar la
inflamacién pulmonar crénica y la mayor susceptibilidad a las infecciones bacterianas que constituyen el principal
problema clinico de los pacientes con CF (Belcher CN, 2010). Un ensayo clinico reciente con el corrector de CFTR
VX-809 en pacientes homocigotos de AF508-CFTR demostrd reducciones moderadas dependientes de la dosis en
cloruro de sudor (Clancy JP 2012; Elborn S. 2012). Sin embargo, no se informé mejoria en la funcién pulmonar o
complicaciones de la CF (Clancy JP 2012 Elborn S. 2012) y los estudios clinicos de Fase Il que combinan VX-809 y
el potenciador VX-770 deben esperarse para evaluar su beneficio clinico.

Se ha informado que se produce un trastorno complejo de la homeostasis proteica (proteostasis) en las células
epiteliales de CF y es causado por la pérdida de la funcion de CFTR. Los mayores niveles de especies de oxigeno
reactivo (ROS) inducidas por la funcion CFTR defectuosa conducen a la activacion de transglutaminasa tisular (TG2)
que conduce al entrecruzamiento y acumulacion agresiva de varias proteinas del sustrato de TG2 (Maiuri L, 2008;
Luciani A, 2009), entre las cuales el secuestro de la proteina esencial de autofagia Beclin-1 (Luciani A, 2010; Luciani
A, 2011). El secuestro funcional de Beclin-1 disloca el complejo Ill de PI3K del reticulo endoplasmatico (ER),
inhibiendo asi la formacion del autofagosoma e impulsando la inflamacion en las vias respiratorias con CF. Esto
genera un ciclo de retroalimentacion que mantiene el estrés oxidativo y perpetia la inflamacion. La autofagia
defectuosa también se confirmé en macréfagos de CF (Abdulrahman BA, 2012). El rescate de Beclin-1 y la autofagia
mediante sobreexpresion de Beclin-1 forzada por transfeccion o mediante inhibidores de TG2 (por ejemplo,
cistamina) o antioxidantes (por ejemplo, N-acetil-cisteina o superdxido dismutasa (SOD)/EUK-134 mimético de
catalasa), mitiga la inflamacion en las vias aéreas homocigéticas del AF508-CFTR, tanto en ratones in vivo como en
tejidos humanos, in vitro (Luciani A, 2010; Luciani A, 2011). Ademas, el rescate de la autofagia favorece el trafico de
AF508-CFTR a la membrana plasmatica de las células epiteliales.

Descripcion de la invencion

Usando diferentes modelos experimentales in vitro, ex vivo e in vivo de fibrosis quistica AF508-CFTR, se descubrid
sorprendentemente que el pretratamiento con un inhibidor de TG2 o un agente inhibidor de especies reactivas de
oxigeno (inhibidor de ROS) o una combinacion de los mismos, permite la accion de los potenciadores de CFTR en
AF508-CFTR mucho mas alla de la retirada del inhibidor de TG2 y/o del inhibidor de ROS, permitiendo asi por
primera vez un enfoque terapéutico eficaz y duradero para la fibrosis quistica causada por la mutacion AF508-CFTR.
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Se establecié por primera vez un entorno experimental ex vivo en el que se incubaron células epiteliales nasales
primarias recién obtenidas mediante cepillado nasal de pacientes homocigotos con AF508-CFTR durante 18 horas
con cistamina o EUK-134 o con los correctores de CFTR bien conocidos Corr-4a y VRT-325 (Varga K, 2008) seguido
de lavado y nuevo cultivo durante 24 horas con medio. Al final de la incubacién se evalué la funcién del canal de
CFTR mediante un procedimiento estandarizado de evaluacion del eflujo de yoduro (Silvis MR 2009).
Sorprendentemente se encontré que la cistamina y el EUK-134 no solo eran eficaces para rescatar la funcion de
AF508-CFTR, sino también, diferencia de Corr-4a y VRT-325, para hacer que las células sean capaces de conservar
la respuesta de AF508-CFTR a los potenciadores de CFTR genisteina, VX-532 mucho mas alla del lavado del
farmaco. Por lo tanto, se proporciona la evidencia impredecible de que los potenciadores de CFTR pueden resultar
efectivos en AF508-CFTR en células epiteliales de las vias respiratorias de CF humana si el entorno ha sido
restaurado previamente por reguladores de proteostasis como cistamina o EUK-134.

Se us6 otro entorno experimental ex vivo humano en el que se obtuvieron biopsias de pdlipos nasales de pacientes
homocigoéticos de AF508-CFTR, ya que la poliposis nasal no alérgica idiopatica a menudo complica la CF. Las
biopsias de polipos nasales homocigoticos AF508-CFTR se trataron con cistamina durante 18 horas, se lavaron y
luego se cultivaron durante 36 horas mas en ausencia de cistamina. Sorprendentemente, en este modelo
experimental, la situacion mas cercana a la situacion in vivo, ya que diferentes tipos de células pueden interactuar
con las células vecinas dentro de su entorno natural, la reduccion de los signos de inflamacion de la mucosa junto
con una expresion de CFTR conservada en la superficie epitelial persistié durante 36 horas después de la extraccion
de la cistamina. Ademas, en este contexto, un procedimiento experimental prolongado que consiste en un Unico
pulso corto de biopsias con los potenciadores de CFTR antes mencionados al final del periodo de lavado, aumenté
significativamente los efectos de la cistamina en la amortiguacion de la inflamacién de la mucosa, mientras que los
potenciadores de CFTR fueron totalmente ineficaces en las biopsias que no fueron tratados previamente con
cistamina. Estos resultados demuestran un efecto sinérgico del tratamiento secuencial de cistamina mas genisteina
y proporcionan la evidencia inesperada de que los potenciadores de CFTR son beneficiosos en las vias aéreas de
AF508-CFTR siempre que el AF508-CFTR se estabilice primero en la membrana plasmatica de las células
epiteliales de las vias respiratorias mediante pretratamiento con cistamina.

Para demostrar la eficacia de dicha administracion secuencial de farmaco en AF508-CFTR in vivo, se us6 otro
entorno experimental donde se les administré a ratones homocigotos para la AF508-CFTR (Cftr™08!) por via
intraperitoneal durante 7 dias con vehiculo solamente o con el inhibidor de TG2 cistamina. Este ultimo probd ser
capaz en muestras de vias aéreas de CF humana in vitro, y ex vivo de prolongar la expresion de AF508-CFTR en la
superficie epitelial mas alla del lavado del farmaco. En este modelo experimental, los efectos de la cistamina en el
mantenimiento de la reubicacion de la proteina AF508 en la superficie del epitelio pulmonar y en la reduccion de la
inflamacién pulmonar persistieron durante 10 dias después de la extraccién de la cistamina. En un entorno
experimental extendido donde ratones Cfirt508del se trataron con inhalaciones diarias de cistamina intraperitoneal o
en forma de aerosol durante una semana, se mantuvieron durante otra semana sin tratamiento y luego se pulsaron
secuencialmente con el potenciador genisteina, los signos de inflamaciéon pulmonar, constitutiva o provocada por el
lipopolisacarido de Pseudomonas aeruginosa (PA-LPS) se redujeron significativamente en ratones tratados
previamente con cistamina por el potenciador de CFTR que, por el contrario, no fue efectivo en ratones que no
habian recibido pretratamiento con cistamina.

Para proporcionar la justificacion del uso de inhibidores de TG2 o farmacos que reducen los niveles de ROS como
pretratamiento antes de la administracién de potenciadores de CFTR, se utilizé otro entorno experimental, donde se
trataron las lineas de células epiteliales de las vias respiratorias que portan las mutaciones de AF508/AF508 CFTR
con cistamina o EUK-134 o donde el TG2 se agotd por medio de un enfoque de ARN pequefio de interferencia o
donde las ROS se redujeron por la sobreexpresion de la superoxido dismutasa de manganeso humana (Mn-SOD).
En un primer grupo de experimentos, las células se trataron previamente durante 18 horas con cistamina o EUK-134
y luego se mantuvieron en medio solo durante 48 horas mas y finalmente se pulsaron con genisteina o VX-532,
como se indicd anteriormente. En otro entorno experimental, se realizd el silenciamiento del gen de TG2 o la
sobreexpresion de Mn-SOD en lugar de la incubacion con cistamina o EUK-134 y las células se analizaron después
de 48 horas. El analisis de la funcion de CFTR después de los tratamientos reveld que los pretratamientos
farmacologicos o la desactivacion de TG2 o la sobreexpresion de Mn-SOD fueron igualmente efectivos para permitir
la accion de los potenciadores de CFTR en la estimulacion de la funcién del canal de CFTR. Estos resultados
demuestran que los efectos de la cistamina y EUK-134 dependen de su capacidad para inhibir la actividad de TG2
y/o reducir los niveles de ROS.

Se us6 otro enfoque experimental para probar la eficacia de otros agentes farmacoldgicos capaces de amortiguar
TG2 ylo reducir los niveles de ROS. Estos agentes farmacoldgicos fueron moléculas capaces de inhibir la actividad
de TG2 a través de diferentes mecanismos, como se describié previamente, (aqui generalmente indicado como
inhibidores de TG2) como compuestos tiol que se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en cistamina,
cisteamina, acido lipoico, tiopronina, acetilcisteina, carboximetilcisteina, erdosteina, moguisteina, mesna y glutation
(GSH). Los inhibidores de ROS preferiblemente incluyen fenoles y polifenoles tales como acido elagico, acido
cafeico, acido cumarico, acido galico, resveratrol y carotenoides tales como luteina, astaxantina y zeaxantina. Estos
agentes farmacolégicos se probaron siguiendo el enfoque experimental de pretratamiento (18 horas), lavado (48
horas) y pulso Unico con potenciadores, en presencia o ausencia de estimulacién con PA-LPS después del pulso
con potenciadores, siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Usando estos ajustes experimentales, se
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encontré que la cisteamina, acido lipoico, tiopronina, acetilcisteina, carboximetilcisteina, erdosteina, moguisteina,
mesna y glutation (GSH), asi como el acido elagico, acido cafeico, acido cumarico, acido galico, resveratrol y los
carotenoides tales como luteina, astaxantina y zeaxantina estan dotados de efectos similares a los de la cistamina o
EUK-134 al permitir la actividad de los potenciadores de CFTR genisteina o VX-532 después del lavado, como se
describié anteriormente. Se demostré que todas estas sustancias probadas fueron efectivas para reducir los niveles
de ROS y/o amortiguar la actividad de la proteina TG2 y de la Exzyme TG2. También se descubrié que el
pretratamiento con cistamina, EUK-134, asi como con los otros agentes farmacolégicos mencionados anteriormente,
permite la actividad de los potenciadores de CFTR genisteina y VX-532, asi como del conocido potenciador de
CFTR VX-770 en AF508-CFTR 48 horas después de la retirada de las moléculas utilizadas como régimen de
pretratamiento.

Ademas, se prob¢ la eficacia de otras moléculas dotadas con actividad inhibidora de ROS o actividad potenciadora.
Se encontré que quercetina, silibina, apigenina, catequina, epigalocatequina, antocianidinas fueron tan efectivas
como la genisteina para estimular la funcion de CFTR después del pretratamiento con todas las moléculas
mencionadas anteriormente, seguido de 48 horas de lavado.

En conjunto, estos resultados apoyan un nuevo enfoque para el tratamiento de pacientes homocigotos F508-CFTR.
Particularmente, estos resultados indican que la inhibicién de TG2, asi como la reduccién de los niveles de ROS que
sostienen la expresion de TG2, inducen y conservan la proteina AF508-CFTR en la superficie epitelial después del
rescate permitiendo asi que los potenciadores ejerzan su actividad de mejoradores de la funciéon de canal en el
AF508 -CFTR todavia reside en la superficie de la célula después de la suspension del farmaco.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una combinacion de:

a) un inhibidor de transglutaminasa tisular TG2 que se selecciona del grupo que consiste en cistamina, cisteamina,
acido lipoico, tiopronina, acetilcisteina, carboximetilcisteina, erdosteina, moguisteina, mesna y glutation (GSH) y

b) un activador del canal (potenciador) del regulador de conductancia transmembrana de fibrosis quistica (CFTR),

para uso en un método de tratamiento de un paciente con fibrosis quistica que porta la mutacion AF508-CFTR, que
comprende administrar a dicho paciente el inhibidor de transglutaminasa TG2 tisular seguido del potenciador.

Los inhibidores de TG2 son compuestos tiol seleccionados del grupo que consiste en cistamina, cisteamina, acido
lipoico, tiopronina, acetilcisteina, carboximetilcisteina, erdosteina, moguisteina, mesna y glutatiéon (GSH). El inhibidor
de TG2 cistamina es particularmente preferido.

Las moléculas que pueden usarse como potenciadores de acuerdo con la presente invencion se describen en:

e Davison H.R et al., "Fluorinated DF508-CFTR correctors and potentiators for PET imaging, Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters 22 (2012) 1602-1605;

e Becq F et al., "Pharmacological therapy for cystic fibrosis: from bench to bedside", Journal of Cystic Fibrosis
Volume 10 Suppl 2 (2011) S129-S145;

e Moran O, "Model of the cAMP activation of chloride transport by CFTR channel and the mechanism of
potentiators”, Journal of Theoretical Biology 262 (2010) 73-79;

En una realizacion preferida, el potenciador son los compuestos VX770 (Flume PA et. al., para el grupo de estudio
VX08-770-104. Ivacaftor in Subjects with Cystic Fibrosis who are Homozygous for the F508del-CFTR Mutation.
Chest. Marzo 1 de 2012).

Ramsey BW et al, VX08-770-102 Study Group A CFTR potentiator in patients with cystic fibrosis and the G551D
Mutation. N Engl J Med. 3 de noviembre de 2011; 365 (18): 1663-72.

Accurso FJ et al, Effect of VX-770 in persons with cystic fibrosis and the G551D-CFTR mutation. N Engl J Med. 2010
Nov 18; 363 (21): 1991-2003).

En una realizacién de la invencion, el inhibidor de TG2 se administra al paciente durante un periodo de 1 a 4
semanas, preferiblemente durante un periodo de 1 a 2 semanas.

Al final de dicho periodo de tiempo, la administracion del inhibidor de TG2 se detiene y la administracion del
potenciador se inicia y se prolonga.

En un régimen terapéutico alternativo, la administracion del inhibidor de TG2 se reanuda periédicamente a intervalos
de 4 a 6 semanas durante la administracion del potenciador, dependiendo de la respuesta del paciente al
potenciador. En particular, el suministro de inhibidor de TG2 sera necesario cada vez que disminuyan los efectos del
tratamiento con potenciadores y los sintomas de CF tales como la funciéon pulmonar empeoren significativamente o
aumenten significativamente los marcadores de inflamacion, disfuncidon pancreatica o afectacion hepatica, asi como
las concentraciones de electrolitos en el sudor. En este caso, la administracién de inhibidor de TG2 durante la
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terapia con potenciadores deberia durar el tiempo necesario para la recuperacion del paciente de los sintomas de
fibrosis quistica, generalmente durante un periodo de 1 a 4 semanas.

El inhibidor de TG2 y el potenciador se administran preferiblemente a través de las vias oral, respiratoria o
parenteral. En general, la forma farmacéutica y la via de administracion se determinaran con base en la molécula
especifica seleccionada para la terapia.

En otra realizacion de la invenciéon, un agente que posee actividad de inhibidor o potenciador de TG2 se administra
conjuntamente con el inhibidor o el potenciador de TG2. Estos agentes son preferiblemente flavonoides
seleccionados de quercetina, silibina, genisteina, apigenina, catequina, epigalocatequina, antocianidinas.

La combinacion para uso en el tratamiento terapéutico de acuerdo con la presente invencién se administra
convenientemente a sujetos diagnosticados mediante pruebas genéticas positivas para mutaciones AF508 y prueba
de sudor positiva, asi como a lactantes diagnosticados tempranamente por cribado neonatal con el fin de prevenir
precozmente dafio pulmonar.

La dosis de inhibidor y de potenciador de TG2 se adaptara a la situacion especifica teniendo en cuenta la edad del
paciente, las condiciones generales de salud, el peso, otras terapias concomitantes y la capacidad de respuesta al
tratamiento combinado a lo largo del tiempo.

Otra realizacion es una composicion farmacéutica que contiene un inhibidor y/o un potenciador de TG2 como se
definié anteriormente, para usar en un método para el tratamiento de la fibrosis quistica AF508 de acuerdo con la
presente invencién. La composicion esta en una forma farmacéutica adecuada para administracion oral, en aerosol o
parenteral y contiene una cantidad efectiva de ingredientes activos junto con excipientes farmacéuticamente
aceptables.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos y las figuras anexas.
Descripcion de las figuras

Figura 1. La cistamina y el EUK-134 mantienen la funcién del canal de AF508-CFTR mas alla del lavado del farmaco
y permiten la accién de los potenciadores genisteina o Vrx-532 en células epiteliales nasales recién cepilladas
aisladas de pacientes con CF homocigota AF508-CFTR.

(A, B) Se incubaron células epiteliales nasales cepilladas recientemente aisladas de 5 pacientes homocigotos
AF508-CFTR durante 18 horas con medio o Vrx-325, Corr-4a, cistamina o EUK-134, se lavaron y luego se
mantuvieron con medio solo durante 24 horas. Las células epiteliales nasales cepilladas de 5 controles sin CF se
cultivaron con medio solo (WT/WT: medio). Evaluacién del eflujo de yoduro mediante un ensayo de fluorescencia
(SPQ) tras la estimulacion con forskolina (Fsk) mas (A) genisteina (Gen) o (B) Vrx-532. Intensidad de fluorescencia
SPQ (unidades arbitrarias) (arriba) y velocidad de eflujo de cloruro (abajo) medida en al menos 50 células por
experimento. Media + SD de 3 experimentos; * P < 0,01 frente a AF508/AF508 cultivadas con medio (AF508/AF508 :
medio); ANOVA.

Figura 2 . La incubacion previa con cistamina sostiene AF508-CFTR en la superficie epitelial de las vias respiratorias
y permite la actividad de la genisteina para controlar los signos de inflamacién constitutivos o inducidos por LPS mas
alla del lavado de cistamina en la mucosa nasal de pacientes con CF homocigotos AF508-CFTR.

(A, B) Biopsias de pdlipos nasales de pacientes homocigotos AF508 cultivados durante 18 horas con medio o
cistamina, seguido de 36 horas de incubacién con medio solo. (A) imagenes confocales de CFTR. Datos
representativos de cinco pacientes. Barra de escala 10pym. (B) Imagenes confocales de deteccion in situ de la
actividad de TG2 y fosfotirosina (Ab anti-PY-99). Datos representativos de cinco pacientes. Barra de escala 10 pm.
(C) Izquierda, biopsias de pdlipos nasales de pacientes con AF508\AF508 (n = 5) pulsados durante 30 minutos con
medio o genisteina (Gen) seguido por 4 horas de exposicion a AP - LPS. Derecha, pulsos de 30 minutos con
genisteina (Gen) seguido por 4 horas de exposicion a AP-LPS en biopsias de polipos nasales de pacientes con
AF508/AF508 (n = 5) tratados previamente con cistamina durante 18 horas, luego se lavan y se mantienen en medio
solo durante 24 horas. Imagenes de microscopia confocal de fosfotirosina (Ab anti-PY-99). Al menos 30 campos
fueron muestreados aleatoriamente en tres portaobjetos de cada paciente. Barra de escala, 10 pm.

Figura 3 . El tratamiento previo con cistamina permite la actividad de la genisteina para controlar la inflamacion
pulmonar en ratones homocigotos Cftr 08! mas alla del lavado de la cistamina.

(A, B) Se trataron ratones Cftr™308%! por via intraperitoneal (i.p.) durante 7 dias con PBS o cistamina, seguido de 10
dias de PBS (n = 7 ratones por cada grupo de tratamiento). (A) Imagenes de microscopia confocal de CFTR (clon
H182). (B) analisis de PCR cuantitativa de los niveles de expresion de TNF-a en homogeneizados de pulmon
(izquierda), deteccion por ELISA de niveles de proteina MIP-2 en homogeneizados de pulmén (centro) y nimero de
macrofagos CD68* (por mm? de tejido pulmonar) contados en 15-20 campos diferentes seleccionados
aleatoriamente por pulmén por raton para cada grupo experimental (derecha). *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 en
comparacion con ratones tratados con PBS (ANOVA). (C) Ratones Cftrf9%8dl (n = 5 ratones por grupo de
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tratamiento) tratados con cistamina en aerosol o vehiculo durante 7 dias seguido por PBS en aerosol durante 10
dias y luego pulsados una vez con genisteina intraperitoneal (Gen) seguido por exposicion a PA-LPS en aerosol . La
expresion de TNF-a y el recuento de macréfagos CD68* medidos como en (B). Los datos representan dos
experimentos combinados (n = 5 ratones por grupo). #P <0,05, ##P <0,01, frente a ratones tratados con PBS,
respectivamente; §P <0,05; ANOVA.

Ejemplo 1: la cistamina y los antioxidantes inducen y mantienen la funcion de canal del AF508-CFTR rescatado en
células epiteliales nasales cepilladas primarias de pacientes AF508/AF508

Se examing si la cistamina o EUK-134 (Luciani A, 2010) inducirian y sostendrian la expresién funcional de AF508-
CFTR en células epiteliales nasales recién cepilladas aisladas de pacientes AF508/AF508 (Tabla 1A). Se usaron
células epiteliales nasales primarias recién obtenidas de pacientes homocigotos AF508-CFTR, para probar
directamente la eficacia de estas estrategias de rescate de autofagia sobre la funcion de CFTR en las vias
respiratorias humanas. Se utilizé un ensayo de eflujo de haluro SPQ basado en fluorescencia (Silvis MR, 2009) para
probar la respuesta a un pulso corto de forskolina (FSK) agregado junto con dos potenciadores de CFTR diferentes,
genisteina o VX-532 (Van Goor F, 2010) y se analizaron al menos 50 células nasales cepilladas para el grupo de
tratamiento en cada paciente. Las células epiteliales nasales cepilladas recién aisladas se incubaron durante 18
horas con cistamina o EUK-134 o con los correctores de CFTR conocidos Corr-4a y VRT-325. Los ensayos de eflujo
de haluro SPQ revelaron que, a diferencia de Corr-4a y VRT-325, que solo tenian escasos efectos, la exposicion
transitoria (18 horas, seguida de lavado y nuevo cultivo durante 24 horas con medio) a cistamina y EUK-134
volvieron a las células capaces de conservar la respuesta de AF508-CFTR a un pulso corto de forskolina (FSK)
afadida junto con cualquiera de los dos potenciadores de CFTR, genisteina o VX-532 (Figura 1).

Métodos
Muestras humanas: células epiteliales nasales cepilladas.

Las células epiteliales nasales recién aisladas por cepillado nasal de 5 pacientes con Fc portadores de las
mutaciones de AF508/AF508-CFTR (véase la Tabla 1A) y 5 controles de la misma edad y género sin CF (3F, edad
media 12,5 afios) se sumergieron en solucién de lavado (PBS, DTT 2 mM, EDTA 10 mM) a 37°C durante 1 hora en
un agitador térmico, se centrifugaron a 2.300 x g durante 20 minutos y se lavaron en PBS. Las células aisladas se
mantuvieron en 1 mL de medio de MEN-sal de Earl-L-glutamina complementado con 10% de FBS y la cantidad
apropiada de penicilina/estreptomicina3!. Se cultivaron células nasales cepilladas durante 18 horas con medio, Vrx-
325, Corr-4a (10 yM hasta 50 yM) (proporcionadas gentilmente por Cystic Fibrosis Foundation, EE. UU.), cistamina
(250 uM, Sigma-Aldrich), EUK-134 (50 ug mL™", Vinci Biochem), seguido de 24 horas de incubacién con medio solo.

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos y el comité de ética de la Universidad de Napoles
Federico Il aprobo el estudio (No. 290/09).

Tabla 1A. Caracteristicas clinicas de pacientes con fibrosis quistica

Pacientes # 1 2 3 4 5
Género; F M F M F
Edad* 11,2 13,2 12 15 10,1

Edad al momento del

) i 1,2 0,9 2,4 0,8 1,6
diagnostico

AF508/ | AF508/ | AF508/ | AF508/ | AF508/

Genotipo

AF508 AF508 AF508 AF508 AF508
Insuficiencia Pancreatica Si Si Si Si Si
infeccion respiratoria crénica . . .
(PA) Si No Si Si No
FEV1 media, % predicho 78 72 73 69 70

# nuamero del paciente * (afios, meses)

Eflujo de yoduro. El indicador fluorescente sensible al yoduro, SPQ (Molecular Probes, Eugene, OR) (Silvis MR,
2009) se introdujo en las células en una solucion hipoténica de regulador de yoduro (en mM: 130 Nal, 4 KNO3, 1
Ca(NOs)2, 1 Mg(NOs),, 10 glucosa y 20 HEPES, pH 7,4) diluido 1:1 con agua y que contiene una concentracion final
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de SPQ 10 puM. Las células se cargaron durante 20 minutos a 37°C en una camara humidificada con 5% de CO..
Las células cargadas con SPQ se montaron luego en un microscopio confocal LSM510 Meta con una platina
calentada a 37°C y se perfundieron con regulador de yoduro. Los cambios en fluorescencia de SPQ mediados por
CFTR se controlaron a una longitud de onda de 445 nm en respuesta a la excitacion a 340 nm durante la perfusion a
37°C en regulador de nitrato (Nal reemplazado con NaNOs; 130 mM) durante 10 min con forskolina 20 yM mas
genisteina 50 yM o forskolina 20 yM mas VRX-532 20 uM (gentiimente proporcionados por Cystic Fibrosis
Foundation, EE. UU.). La tasa maxima de eflujo de yoduro (generalmente 12 min después de la forskolina mas
genisteina o forskolina mas Vrx-532) de las células tratadas o no tratadas se calculé de acuerdo con la relacion de
Stern-Volmer de la siguiente manera:

(Fo/F) - 1 =KCq

en donde F es la fluorescencia observada, F, es la fluorescencia en ausencia de un aniéon de extincion, Cq es la
concentracion del anién de extincion, y K es la constante de extincion de Stern-Volmer. Las tasas se calcularon
usando SigmaPlot versién 7.1 para cada traza de fluorescencia media generada a partir de las 50 células
examinadas por poblacién por cubreobjetos.

Anadlisis estadistico. Los datos se informan como la media aritmética + SD. La distribucion de los datos se analizé
para normalidad y el analisis estadistico se realiz6 con ANOVA de una via. Las diferencias significativas se indican
en las figuras. Todos los datos se obtuvieron a partir de mediciones independientes. Los datos fueron analizados
utilizando el software SPSS 13. La significancia estadistica se definié6 como el valor P de <0,05.

Ejemplo 2: la cistamina restablece la expresion de AF508-CFTR en la mucosa del pdlipo nasal humano de pacientes
con CF

Para traducir estos hallazgos a las vias aéreas con CF humanas, se utilizé6 un modelo ex vivo de biopsias de polipos
nasales cultivados pertenecientes a pacientes con CF, una herramienta util para probar estrategias potenciales de
modulacion de la respuesta de la mucosa a desencadenantes ambientales dentro de su entorno natural (Raia V,
2005, Maiuri L, 2008).

Las biopsias de pdlipos nasales de cinco pacientes AF508/AF508 (Tabla 1B) se trataron con cistamina durante 18
horas, se lavaron y luego se cultivaron durante otras 36 horas en ausencia de cistamina. La microscopia confocal
reveld que el rescate de CFTR mediado por cistamina en la superficie epitelial persistié durante 36 horas después de
la extraccion de cistamina. Por otra parte, la reduccion de los signos de inflamacion de la mucosa inducida por la
cistamina, como la activacion de TG2 y la fosforilacién de la proteina tirosina, persisti6 después de 36 horas de
lavado (Figura 2).

A continuacion, las biopsias de polipos nasales de AF508/AF508 se pulsaron durante 30 min con genisteina seguido
de 4 horas de incubacidon con PA-LPS. La genisteina no fue efectiva para reducir la fosforilacion de la proteina
epitelial. Para examinar si el pretratamiento con cistamina fue eficaz para permitir la accion de la genisteina en las
vias respiratorias humanas, las biopsias de pdlipos nasales se incubaron con cistamina o medio durante 18 horas,
luego se lavaron y mantuvieron en medio solo durante 24 h y finalmente se pulsaron durante 30 min con genisteina
seguida de 4 h con PA-LPS. En este contexto experimental, se observd un efecto sinérgico del tratamiento
secuencial con cisteina mas genisteina (Figura 2).

Nuestros resultados indican que en nuestro sistema la genisteina no tiene ningin efecto por si misma, sino que
potencia la actividad de AF508-CFTR que todavia reside en la superficie epitelial mucho mas alla del lavado
después del pretratamiento con cistamina.

Métodos

Muestras humanas: cultivos ex vivo de biopsias de mucosa de pélipo nasal. Las biopsias de pdlipos nasales de 5
pacientes homocigotos AF508 sometidos a tratamiento quirurgico para poliposis nasal no alérgica (véase la Tabla
1B) se cultivaron como se describié previamente, 7,19, 32 durante 18 horas con medio, cistamina o EUK-134,
seguido de 36 horas de incubacion con medio solo, y luego se pulsé durante 30 min con medio o genisteina seguido
de 4 horas de exposicion a PA-LPS.

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos y el comité de ética de la Universidad de Napoles
Federico Il aprobo el estudio (No. 290/09).

Tabla 1B. Caracteristicas clinicas de pacientes con fibrosis quistica

Pacientes # 1 2 3 4 5
Género; F F M M M
Edad* 13,5 12,7 13,3 11,8 9,7
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Edad al momento del diagndstico* | 0,5 6,3 1,6 0,4 0,6

A F508/ | AF508/ A F508/ A F508/ | AF508/
Genotipo

AF508 AF508 AF508 AF508 AF508
Insuficiencia Pancreatica Si Si Si Si Si
infeccion respiratoria cronica (PA) | Si No Si Si Si
FEV1 media, % predicho 72 68 80 74 83

# numero del paciente * (afios, meses)

Inmunofluorescencia y microscopia confocal. Los procedimientos se realizaron como se describié previamente.

Secciones de tejido humano: se fijaron secciones de tejido de pulmén humano congelado de 5 micrometros en
acetona durante 10 minutos. Las secciones se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con los
anticuerpos indicados (Ab). Las secciones se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con los Ab
primarios. Los Ab primarios fueron: CFTR 1:100 (CF3, Abcam), CFTR 1:100 (H-182, Santa Cruz Biotecnology)
(utilizado en tejido de raton), fosfotirosina 1:200 (Santa Cruz Biotecnology), pagina 62 1:300 (Sigma). Estos fueron
seguidos por incubacion con Alexa 488 o 546 anticuerpos secundarios (Molecular Probe, Invitrogen). Los datos se
analizaron mediante examen de fluorescencia por una unidad de barrido con laser confocal Zeiss LSM510 (Carl
Zeiss, Alemania).

Deteccion in situ de la actividad de la Exzyme TG2. La actividad de TG2 en muestras de tejido se detectd incubando
secciones no fijadas con monodansilcadaverina biotinilada durante 1 ha 37°C. La incorporacién del sustrato marcado
se visualizé mediante incubacion con estreptavidina conjugada con Alexa 546 (1:100; Molecular Probes, Invitrogen)
durante 30 minutos.

Analisis estadistico. Los datos se reportaron como la media aritmética £ SD. La distribucion de los datos se analizd
para la normalidad y el analisis estadistico se realiz6 con ANOVA de una via. Las diferencias significativas se indican
en las figuras. Todos los datos se obtuvieron a partir de mediciones independientes. Los datos fueron analizados
utilizando el software SPSS 13. La significancia estadistica se definié6 como el valor P de <0,05.

Ejemplo 3: la cistamina restablece la expresion funcional de AF508-CFTR en ratones CftrF3%8de! y asegura un control
prolongado de la inflamacién pulmonar mucho mas alla del lavado del farmaco

Aqui se examind si la restauracion farmacoldgica previa de la autofagia por cistamina podria anular la falta de
eficacia informada de los potenciadores de CFTR in vivo en las vias aéreas homocigoéticas AF508-CFTR. Primero,
para probar si la cistamina podria prolongar la expresion de AF508-CFTR en la superficie del epitelio pulmonar mas
alla del lavado del farmaco, se les administré a ratones CftrF3%8de! por via intraperitoneal (i.p.) durante 7 dias con
vehiculo solo o cistamina, un régimen que puede mejorar la inflamacion pulmonar in vivo, o con cistamina (7 dias)
seguido de 10 dias de vehiculo solamente. En este modelo experimental, los efectos de la cistamina en el
mantenimiento de la reubicacion de la proteina AF508 en la superficie epitelial respiratoria y en la reduccién de la
inflamacién pulmonar persistieron durante 10 dias después de la eliminacion de la cistamina y fueron anulados por el
tratamiento intraperitoneal con 3-MA durante la fase de eliminacion. ( Figura 3)

A continuacion, nos preguntamos si estos efectos prolongados de la cistamina podrian permitir la accion beneficiosa
de los potenciadores en las vias aéreas homocigéticas AF508-CFTR. Para abordar esta hipotesis, otro grupo de 5
ratones CftrF998de! gg tratd con inhalaciones diarias de cistamina en aerosol (0,2 mg/raton/dia) durante una semana,
un régimen que redujo la inflamacién pulmonar, se mantuvo durante otra semana sin tratamiento, y luego
secuencialmente pulsado con genisteina y PA-LPS en aerosol, como se detallé anteriormente. La genisteina mejord
aun mas los efectos del tratamiento previo con cistamina y, por lo tanto, redujo significativamente los signos de
inflamacién pulmonar, pero no tuvo efecto por si mismo en ratones que no habian sido tratados previamente con
cistamina (Figura 3). La cistamina y la genisteina no fueron efectivas en los compafieros de camada de tipo silvestre.
Estos resultados indican que el restablecimiento previo de proteostasis y la restauracién de la autofagia pueden
crear las condiciones en las cuales los potenciadores de CFTR se vuelven capaces de aliviar la inflamacion
pulmonar.

Métodos

Ratones y tratamientos. Se utilizaron ratones con CF homocigoéticos para la mutacion AF508-CFTR (abreviado
CftrF508del)7.29.30 g g| emparejamiento de la progenie 129/FVB (CftrtmIEUR, F508del, FVB/129).
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Estos estudios y procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica para Bienestar Animal local (IACUC No.
382) y se ajustaron a las normas de la Comunidad Europea para el uso de animales en investigacion (CEE No.
86/609). Los ratones homocigotos Cftr™08d¢! gnestesiados se trataron con inyecciones intraperitoneales diarias de
cistamina (100 yL de 0,01 M en PBS) o PBS durante 7 dias o con cistamina (7 dias) seguidos por 10 dias de PBS
solamente (n = 7 ratones por grupo). Otros grupos de ratones Cftr508de! se trataron mediante administracion
intraperitoneal o inhalacion de cistamina nebulizada (0,2 mg/ratén/dia) o vehiculo durante una semana y 7 dias
después de la retirada de cistamina se pulsaron con una sola administracion intraperitoneal de genisteina (50 mg kg
1) seguido por una exposicion a PA-LPS en aerosol (10 ug/20 g de peso corporal) (n = 7 ratones por grupo).

Analisis de PCR de transcripcion inversa en tiempo real. Se extrajo el ARN total con el Kit RNeasy Mini (Qiagen). Se
transcribio de forma inversa el ARNm con un sistema de sintesis de primera cadena SuperScript“R I (Invitrogen).
Se realizé RT-PCR cuantitativa con un Detector de PCR en tiempo real iCycler iQ Multicolor (Bio-Rad) con la super
mezcla iQMR SYBR Green (Bio-Rad). Los niveles de expresién de los genes se normalizaron a los niveles de
GAPDH en la misma muestra. Las cantidades relativas de ARNm se calcularon usando el método comparativo Ct.
Se realizaron analisis de RT-PCR en tiempo real para evaluar la eficacia de TNF-a. Las secuencias de los
cebadores de TNFa fueron: directo: CCACCACGCTCTTCTGTCTA,; inverso: AGGGTCTGGGCCATAGAACT.

ELISA. Se midi6 la secrecion de MIP-2 de raton usando el kit || de ELISA MIP-2 BD OptEIAVR (BD Biosciences). Los
valores se normalizaron para 108 células; los resultados se expresan como la media + SD.

Determinacion del nimero de macrofagos. Se prepararon secciones de criostato (5 pm) a partir de tejidos de pulmon
de ratones CftrF3%8del Se fij¢ la seccion sobre portaobjetos de vidrio con acetona, se lavé con PBS-Tween (0,2%) y
luego se incubo durante la noche a 4°C con una dilucién 1:50 de CD68 de rata monoclonal (Acris) en PBS. Esto fue
seguido de incubacién con anticuerpos secundarios conjugados con Alexa-488 (1:100, Molecular Probes) y
contratincion nuclear con DAPI (Invitrogen). Luego se examinaron en un microscopio confocal LSM 510 (Zeiss). El
analisis del numero de macrofagos se realizé6 mediante el software Image J y cada punto de datos se expresé como
la media + SD por triplicado de tres experimentos independientes.

Inmunofluorescencia y microscopia confocal. Los procedimientos se realizaron como se describié previamente
(Luciani A, 2010).

Tejidos de pulmén de ratones: se fijaron secciones de tejido de pulmdn congelado de siete micrometros de cada
ratén en acetona durante 10 minutos. Las secciones se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con los
Ab primarios. Los Ab primarios fueron: CFTR 1:100 (CF3, Abcam), CFTR 1:100 (H-182, Santa Cruz Biotecnologia)
(utilizado en tejido del ratdn), fosfotirosina 1:200 (Santa Cruz Biotecnology), pagina 62 1:300 (Sigma). Estos fueron
seguidos por incubacion con anticuerpos secundarios Alexa 488 o 546 (Molecular Probe, Invitrogen). Los datos se
analizaron bajo examen de fluorescencia mediante una unidad de barrido laser confocal LSM510 Zeiss (Carl Zeiss,
Alemania).

Deteccion in situ de la actividad de Exzyme TG2. La actividad de TG2 en muestras de tejido se detectd incubando
secciones no fijadas con monodansilcadaverina biotinilada durante 1 ha 37°C. La incorporacién del sustrato marcado
se visualizé mediante incubacion con estreptavidina conjugada con Alexa 546 (1:100; Molecular Probes, Invitrogen)
durante 30 minutos.

Analisis de inmunotransferencia. La proteina de los homogeneizados de pulmoén se obtuvo de ratones tratados y no
tratados y las cantidades de proteinas se determinaron mediante un ensayo de proteina Bio-Rad para garantizar una
carga igual de proteina antes del analisis de transferencia de Western. Se cargaron 50 microgramos de proteina en
cada carril. Se usaron anticuerpos contra p62, 1:1.000 (Sigma) y aB-tubulina, 1:1.000 (Cell Signaling Technology)
como anticuerpos primarios. El analisis densitométrico se realizé con el software Image J; cada punto de datos se
expresa como la media + SD por triplicado de tres experimentos independientes.
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REIVINDICACIONES
1. Una combinacioén de:

a) un inhibidor de transglutaminasa tisular TG2 que se selecciona del grupo que consiste en cistamina, cisteamina,
acido lipoico, tiopronina, acetilcisteina, carboximetilcisteina, erdosteina, moguisteina, mesna y glutation (GSH)

y

b) un activador de canal (potenciador) del regulador de conductancia transmembrana de fibrosis quistica (CFTR),

para uso en un método de tratamiento de un paciente con fibrosis quistica que porta la mutacion AF508-CFTR, que
comprende la administracion a dicho paciente del inhibidor de transglutaminasa tisular TG2 seguido por el
potenciador

2. Una combinacién para uso en un método como se define en la reivindicacion 1, en la que dicho inhibidor de TG2
es cistamina.

3. Una combinacién para uso en un método como se define en la reivindicacion 1, en la que el potenciador es el
compuesto VX-770.

4. Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso en un método como se define
en la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de TG2 se administra durante un periodo de 1 a 4 semanas.

5. Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso en un método como se define
en la reivindicacion 1, en la que el inhibidor de TG2 se administra por un periodo de 1 a 2 semanas.

6. Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso en un método como se define
en las reivindicaciones 1 y 4-5, en la que al final de dicho periodo de tiempo, se detiene la administracion del
inhibidor de TG2 y se inicia la administracion del potenciador.

7. Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso en un método como se define
en las reivindicaciones 1 y 6, en la que la administracion del inhibidor de TG2 se reanuda a intervalos de 4 a 6
semanas durante la administracion del potenciador.

8. Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso en un método como se define
en las reivindicaciones 1y 7, en la que dicha administracion reanudada de inhibidor de TG2 se lleva a cabo durante
un periodo de 1 a 2 semanas.

9. Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso en un método como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que el inhibidor de TG2 y el potenciador se administran a través de
vias oral, respiratoria o parenteral.

10. Una combinacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso en un método como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas la administracién conjunta, en concomitancia
con el inhibidor de TG2 o el potenciador, de un compuesto seleccionado de quercetina, silibina, genisteina,
apigenina, catequina, epigalocatequina y antocianidinas.

11. Una combinacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, para uso en un método de tratamiento
como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en la que el sujeto que necesita tratamiento es
genéticamente diagnosticado como positivo para fibrosis quistica AF508 o es positivo para la prueba de sudor

12. Una composicion farmacéutica que contiene un inhibidor de TG2 y/o un potenciador como se define en la
reivindicacion 2 o la reivindicacion 3 junto con excipientes farmacéuticamente aceptables, para uso en un método
para el tratamiento de la fibrosis quistica AF508 como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-11.
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FIGURA 2
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