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@ Resumen:

Uso de la proteina RGS-14 para fabricar un potenciador
de la memoria.

La administracion de la proteina RGS-14, también cono-
cida como regulador de la proteina-G sefalizadora 14, en
cerebro provoca un incremento de la memoria en el reco-
nocimiento de objetos en ratones. Asi, la proteina RGS-
14 es util para la fabricacién de un medicamento para la
potenciacion de la memoria.
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DESCRIPCION

Uso de la proteina RGS-14 para fabricar un potenciador de la memoria.
Sector de la técnica

La invencion estd relacionada con el campo de la medicina, en particular con la neurologia, y especialmente con
un compuesto de naturaleza proteica para la fabricacién de medicamentos para la potenciacién de la memoria.

Estado de la técnica

La memoria es la funcidn cerebral resultado de las conexiones sindpticas entre neuronas mediante la cual el ser
humano puede registrar, codificar, consolidar, almacenar, recuperar y evocar informacion y experiencias pasadas. Esta
informacidn pasada, segtin el alcance temporal con el que se corresponda, se clasifica convencionalmente, en memoria
a corto plazo (consecuencia de la simple excitacion de la sinapsis para reforzarla o sensibilizarla transitoriamente) y
memoria a largo plazo (consecuencia de un reforzamiento permanente de la sinapsis gracias a la activacion de ciertos
genes y a la sintesis de las proteinas correspondientes).

La memoria a corto plazo es el lugar donde se almacena la informacién nueva; es un proceso de retencioén y
almacenamiento con capacidad y duracién de varios segundos. Supone el uso de la informacién (verbal o visual)
durante un breve periodo de tiempo (20 6 30 segundos) y esta informacién s6lo se consolida si se transfiere a la
memoria a largo plazo. La memoria a corto plazo y la memoria de trabajo (operativa) son términos que se solapan en
ciertos aspectos. La memoria de trabajo es la capacidad para retener la informacién al mismo tiempo que se trabaja
con ella.

La memoria a largo plazo es un almacén al que se hace referencia cuando cominmente hablamos de memoria en
general. Es en donde se almacenan recuerdos vividos, conocimiento acerca del mundo, imdgenes, conceptos, estrate-
gias de actuacion, etc. Dispone de capacidad desconocida y contiene informacién de distinta naturaleza. Se considera
como la base de datos en la que se inserta la informacioén a través de la memoria operativa, para poder posteriormente
hacer uso de ella.

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores han encontrado que la administracién de la proteina RGS-14, también conocida como regulador
de la proteina-G sefializadora 14, en cerebro provoca un incremento de la memoria en el reconocimiento de objetos
en ratones. Los resultados que se indican mds adelante, demuestran que la proteina RGS-14 es 1til para potenciar la
memoria en un mamifero, incluido el hombre.

Los inventores han utilizado el test de memoria de reconocimiento de objetos (ORM) para ensayar el aprendizaje
y memoria en ratones. En estos tests, se presentaron a las ratas dos objetos idénticos durante 3 minutos en un “campo
abierto” y tras esto, se analiz6 por cudnto tiempo podrian retener en la memoria la informacién de esos objetos.
Durante la sesién de prueba de ORM, uno de los dos objetos se sustituia por un nuevo objeto y se media el tiempo
de exploracion para ambos objetos. Hay cierta discusion sobre las dreas del cerebro relacionadas con la adquisicién
y consolidacién de la ORM. Algunos estudios recientes argumentan que la ORM es un fendmeno multifasico en el
que el cortex perirrinal estd involucrado en la familiarizacién del objeto, mientras que el hipocampo participa tanto en
la formacion de una relacion entre los objetos y las sefiales espaciales, como en la consolidacién de la informacién
adquirida.

A partir de los experimentos, se observa que la sobreexpresion de la proteina RGS-14 en cerebro de ratas promueve
la conversidn de la memoria a corto plazo para ORM, que normalmente llega hasta 45 minutos, en una memoria a largo
plazo, que se mantiene tras varios meses. Por lo tanto, RGS-14 potencia la memoria tanto a corto plazo como a largo
plazo. Ademads, la sobreexpresion de RGS-14 también potencia la memoria espacial en ratas.

Ademads de en ratas, el efecto de RGS-14 en la memoria también se observé en ratén y en mono. Existe una gran
similitud entre especies en como se procesa la memoria y en las estructuras cerebrales entre mono y hombre, por lo
que los resultados de funcionalidad de RGS-14 en ratén, rata y mono serian extrapolables a la especie humana.

Asi, la presente invencion estd relacionada con el uso de la proteina RGS-14 para potenciar la memoria en un
mamifero, incluido un humano.

La proteina RGS-14 es un miembro de la familia de reguladores de la proteina-G sefializadora. Esta proteina posee
un dominio conservado RGS; un dominio GoLoco; un dominio de unién a Rapl/2; y otras regiones con funciones
no conocidas. La proteina atenua la actividad sefializadora de las proteinas-G por su unién, a través de su dominio
GoLoco, a tipos especificos de subunidades activadas alfa G unidas a GTP. Actuando como una proteina activadora
GTPasa (GAP), la proteina aumenta la tasa de conversion de GTP a GDP. Esta hidrdlisis permite que las subunidades
alfa G se unan a heterodimeros de subunidades G beta/gamma, formando heterotrimeros de proteina-G inactiva, ter-
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minando asf la sefial. La proteina RGS-14 estd asociada con los microttibulos y se sabe que es un importante factor en
la mitosis. Aunque la expresion de la proteina RGS-14 se ha observado en el cerebro adulto (cfr. M.F. Lépez-Aranda
et al., “Localization of the GoLoco motif carrier regulator of G-protein signalling 12 and 14 proteins in monkey and
rat brain”, Eur J Neurosci 2006, vol. 23, pp. 2971), se conoce muy poco acerca de su papel en las funciones cerebrales.

En realizaciones particulares de la invencion, la memoria es la memoria visual, la memoria espacial, la memoria
episodica (pasajera) o la memoria de procesamiento de la informacién visual. En una realizacién mds particular, la
memoria es la memoria visual, que es la memoria relacionada con la informacién de un objeto, una escena o un evento.

En otra realizacion particular, la memoria es la memoria espacial, que es la memoria sobre la informacién de un
objeto en un sitio o posicién determinados. En otra realizacion particular, la memoria es la memoria a corto plazo; y
en otra realizacién de la invencién la memoria es la memoria a largo plazo.

La proteina RGS-14 puede ser administrada a un mamifero, preferiblemente un humano, para incrementar la
capacidad de su memoria normal.

En una realizacion particular de la invencién, la proteina RGS-14 se administra en forma de un 4cido nucleico
que codifica para la proteina. En los ejemplos, la administracién se realiza en la capa 6 del drea V2 del cerebro
mediante un lentivirus que tiene integrado la secuencia de nucleétidos de RGS-14, que una vez en el cerebro se
expresa. Sin embargo, la invencién contempla que la administracién de la proteina se haga mediante la sobreexpresion
de la proteina a partir de su secuencia de nucledtidos asi como también manipulando la expresion de la proteina
enddgena para que aumente su cantidad en el tejido cerebral (mediante gene targeting y terapia celular). También se
contemplan otras formas de administracién siempre con el fin de aumentar la cantidad de RGS-14 en cerebro, tales
como la administracion oral o inyeccion local de la proteina o de la secuencia que la codifica.

La secuencia de aminodcidos completa de la proteina RGS-14 es la que se indica en el GenBAnk con nimero de
acceso AY987041 6 NP_006471.

La invencién se relaciona también con el uso de un fragmento de la proteina RGS-14 para potenciar la memoria.
Fragmentos que podrian usarse son los que comprenden los dominios RGB, RGS o GoLoco.

Se entiende que la proteina RS-14 se administra en una forma farmacéuticamente aceptable. Los expertos en
la materia pueden probar la dosis apropiada usando procedimientos estdndares. Se entiende que la dosis debe ser
una cantidad efectiva de la proteina RGS-14 para que produzca una mejora en la memoria del individuo tratado. La
proteina RGS-14 puede administrarse sola o en una composicidn con transportadores o excipientes farmacéuticamente
aceptables. El experto en la materia adaptara la composicién dependiendo del modo particular de administracién. Las
composiciones pueden comprender la proteina RGS-14 como tnico agente, o bien acompafiarla de otros agentes.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos aqui usados tienen el mismo sig-
nificado a los comtinmente entendidos por una persona experta en el campo de la invencién. Métodos y materiales
similares o equivalentes a los aqui descritos pueden ser usados en la prictica de la presente invencién. A lo largo de
la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas
técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos
y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

Descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra la respuesta comportamental de los animales en tareas de ORM. En el experimento de la Fig.
1A, cuando se mostraba un objeto durante 3 minutos, las ratas normales podian mantener la informacién del objeto en
su memoria durante 30 y 45 minutos (min) pero no podian mantenerla durante 60 minutos. En la Fig. 1B se muestra
c6mo la inyeccién de lentivirus RGS 14 dentro de la capa 6 del drea V2 incrementd la capacidad de ORM del animal
de manera que no sélo rebasaban el limite de 45 minutos, sino que eran capaces de mantener la misma informacién
del objeto durante mas de 24 semanas, “d” significa dia y “w”, semana. La Fig. 1C muestra cémo la capacidad de los
animales inyectados con RGS-14 para convertir la memoria 45 minutos en memoria a largo plazo se mantenia después
de 14 meses tras la inyeccién, cuando se presentaba un nuevo estimulo visual. Se representa en el eje de las x los meses
después de la inyeccion. La Fig. 1D muestra cémo los animales normales eran capaces de retener informacion de dos
objetos diferentes (obj) pero no podian hacerlo cuando se les mostraba 4 objetos. Los animales inyectados con RGS-
14 fueron capaces de mantener en su memoria, informacion de 6 objetos distintos. En todas las figuras, el tiempo de
exploracién (ET, s) corresponde a un “objeto viejo™ (barra blanca) y un “objeto nuevo” (barra negra), excepto en la
Fig. 1D donde los valores proceden de mdltiples “objetos viejos” como se indica en la figura y un “objeto nuevo™. Los
valores se han presentado como una media + SEM obtenida de un niimero (n) de animales indicados bajo las barras.
* indica un tiempo de exploracién significativamente mds alto para el “nuevo objeto” (p< 0.05).

La Fig. 2 muestra la localizacién de la proteina RGS-14 en animales inyectados con lentivirus RGS-14. (A):
Tincidn con violeta de cresilo del drea V2. (B): Una seccién coronal del cerebro muestra la localizacion de la proteina
RGS-14 como fluorescencia verde en la capa 6 de la corteza visual V2. (C y D): Los dibujos muestran la localizacién

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2374 471 Al

de la proteina RGS-14 (*) en el sitio de inyeccién, obtenidos del andlisis de secciones seriadas coronales (C) y sagitales
(D). El 4rea V2 estd delimitada por finas lineas dentro de la corteza cerebral en ambos (C y D). La distribucion de las
capas corticales desde la capa 1 (I) hasta la capa 6 (VI) se muestran en (A). CC es cuerpo calloso; Hp es hipocampo.
La barra de escalaen A y B son 125 ym.

La Fig. 3 muestra los resultados de la inyeccién de Ox7-SAP en la capa 6 y la determinacién de ORM. (A) Una
visién normal de la capa 6 (VI) de la corteza visual V2 tefiida con violeta de cresilo. Fig. 3B: La inyeccién de Ox7-
SAP (Ox7) dentro de la capa 6 del drea V2 provocé la pérdida de la mayoria de la poblacién neuronal de esta capa.
Fig. 3C: La respuesta comportamental de los animales inyectados en la corteza visual V2 con Ox7-SAP en tareas
de ORM, mostré una pérdida completa de la memoria visual normal de 45 minutos. De forma similar, cuando los
animales inyectados con RGS-14 con un incremento en el ORM confirmado como se muestra en la Fig. 1, se trataron
con Ox7-SAP, el efecto mediado por la proteina RGS-14 quedé eliminado. Fig. 3D: La inyeccién de Ox7-SAP dentro
de la misma capa de la corteza parietal, en un drea adyacente a la corteza visual V2, no produjo ningiin efecto en la
memoria normal. Ademds, al contrario de lo que ocurria para la corteza visual V2, RGS-14 no tenia efecto en ORM en
este drea. ET significa tiempo de exploracion, “objeto viejo” estd representado por una barra blanca y “objeto nuevo”
con una barra negra. Los valores estdn presentados como una media + SEM, obtenido de 5-8 animales en cada caso.
* muestra un tiempo de exploracién significativamente m4s alto para el nuevo objeto (p< 0.05).

La Fig. 4 muestra que la inyeccién del vehiculo (control v), de solucién salina (control s) y de RGS-12, una
proteina que pertenece al la misma familia que la proteina RGS-14, dentro de la capa 6 del drea V2 del cerebro de rata,
no produjo ningtn efecto y los niveles de ORM eran similares a las ratas normales no inyectadas (normal). Los cuatro
grupos no fueron capaces de mantener la informacién del objeto durante 60 minutos. Estos resultados indican que el
incremento de memoria es especifico de la inyeccién de RGS 14. Los valores son la media + SEM de 5-16 animales
en cada grupo. ET es tiempo de exploracidn, “objeto viejo” estd representado por una barra blanca y “objeto nuevo”
con una barra negra.

Fig. 5. Durante la sesién inicial de exploracion de los dos objetos idénticos, el grupo de animales inyectados con
RGS-14 mostrd, en general, una media mds alta en cuanto al tiempo de exploracion se refiere (18.62 + 1.47 segundos;
n=15) que los que tenian el vehiculo control (16.09 + 0.81 s; n=16). Sin embargo, la diferencia entre ambos grupos no
fue significativa.

La Fig. 6. La inyeccién de RGS-14 dentro de las capas 2 y 3 de la corteza visual (Ctx), dorsal al sitio diana de
inyeccidn; el giro dentado (DG); y el CAl del hipocampo, ventral al sitio diana de inyeccién, no provocé ningin
efecto. Los valores son medias + SEM de 5-8 animales en cada grupo. ET es tiempo de exploracién, “objeto viejo”
estd representado por una barra blanca y “objeto nuevo” con una barra negra.

Modos de realizaciéon de la invenciéon
Ensayos de memoria de reconocimiento de objetos ( “Object recognition memory”, ORM)

Se realizaron tareas de ORM en animales para evaluar el estado de la memoria visual. En estas tareas, a las ratas
se les presentaron dos objetos idénticos durante 3 minutos en un “campo abierto” y tras esto, se analiz6 por cuinto
tiempo podian retener en la memoria la informacién de esos objetos. Durante la sesién de prueba de ORM, uno de los
dos objetos se sustituia por un nuevo objeto y se media el tiempo de exploracidn para ambos objetos.

Preparacion de lentivirus: El cDNA de RGS-14 humano (GenBank, nimero de acceso AY987041) se inserté en
el vector pLenti6/Ubc/V5-DEST Gateway y se produjeron lentivirus de RGS 14 de acuerdo con los protocolos de
ViraPower™ Lentiviral Expression Systems de Invitrogen.

Animales: Se colocaron ratas Wistar Han (Charles River, Francia) en cajas eurostandard type III H (42.5 x 26.6
x 18.5 cm?), en una habitacién de temperatura regulada (20 + 2°C) en ciclos de luz/oscuridad de 12 h. El agua y la
comida estuvieron disponibles ad libitum. Se aclimataron los animales a la habitacién durante al menos una semana
antes de empezar los experimentos, los cuales tuvieron lugar durante la fase de luz.

Inyeccion de lentivirus: Se anestesiaron ratas de entre 290 y 320 g con ketamina (75 mg/kg, i.p.) y medetomidina
(0.5 mg/kg) y se colocaron en un marco estereotaxico de acuerdo con las coordenadas obtenidas del atlas Steriotaxic
Coordinates of Rat Brain de G. Paxinos y C. Watson (4* edicién). Las coordenadas de inyeccién dentro de la capa 6 del
drea V2 de la corteza visual fueron AP -4.3, ML +2.1, DV -1.9 y de la corteza parietal fueron AP -4.3, ML +3.6, DV
-2.1. Se inyect6 un volumen total de inyeccién de 2 ul de lentivirus RGS-14 de un stock cuyo titulo era de 3.4 x 10°
TU/ml, tanto unilateralmente como bilateralmente a través de una cdnula de acero inoxidable de 30 gauge (Heraeus).
A las ratas se les concedi6 un periodo de recuperacion de 8 dias antes de las pruebas de comportamiento.

Ensayos de ORM: Antes del test, las ratas se manipularon durante 8 minutos diariamente durante 5 dias conse-
cutivos y los dos siguientes dias se habituaron en un “campo abierto” (100 x 100 x 50 cm) durante 12 minutos. El
dia del experimento y durante las sesiones de exploracion, las ratas se colocaron en el mismo “campo abierto” con 2
objetos idénticos y se les permitié explorarlas libremente durante 3 minutos. Tras una demora de 30 minutos o mads,
los animales fueron testados para el ORM con un objeto presentado previamente y un objeto nuevo. El tiempo de
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exploracién se tom¢ tanto durante la exploracién como durante las sesiones de ensayar la ORM, para los animales
control y los animales con RGS-14. Respecto al test de la capacidad de carga de memoria, que es la capacidad de los
animales para mantener la informacién de miltiples objetos en el cerebro, se colocaron varios objetos de forma similar
a como se indica en la Fig. 1 en el campo abierto durante las sesiones de exploracién de 3 minutos y se reemplazé un
objeto por uno nuevo durante la sesidn del test de memoria para el mismo tiempo. En el test de la capacidad de carga
de memoria, no se pudieron estudiar mas de 6 objetos debido al espacio limitado del campo abierto.

Estadistica: La significacion estadistica entre el tiempo de exploracion del objeto antiguo y el objeto nuevo, tanto
de los animales control como de los inyectados con RGS-14 fue analizada con la t de Student usando el programa
SigmaStat (SPSS, Inc.). Los valores de p menores de 0.05 fueron considerados significativos.

Tras el test de memoria, con una demora de 30, 45 y 60 minutos, se observé que los animales normales eran
capaces de retener la informacién de un objeto durante 30 y 45 minutos y, sin embargo, no eran capaces de retener esa
informacién tras 60 minutos (Fig. 1A). Este limite en la memoria de un animal normal se define aqui como memoria
ORM a corto plazo o ORM normal, y sobrepasar el limite de la ORM normal es considerado como un incremento
en la memoria. Con la aplicacién de esta estrategia, se inyectaron animales normales con lentivirus de RGS-14 en
la capa 6 del drea V2 del cerebro de rata tres semanas antes de realizar el test de nivel de ORM. Se observé que la
sobreexpresion de la proteina RGS-14 en la capa 6, provocaba un gran incremento de la memoria ORM respecto a la
normal (Fig. 1B). Al contrario de lo que ocurria en los animales normales, donde la ORM llegaba hasta 45 minutos, un
estimulo visual de la misma duracién de tiempo en los animales con RGS-14 daba lugar a una memoria ORM a largo
plazo que llegaba hasta varios meses (Fig. 1B). La inyeccién de lentivirus de RGS-12, una proteina que pertenece
a la misma familia que RGS-14, solucién salina o vehiculo del lentivirus, dentro de la misma 4rea, mostré que no
provocaban cambios en los niveles de ORM y su comportamiento era similar a los animales no inyectados (Fig. 4).
Ademds, la media del tiempo de exploracién durante los primeros 3 minutos de la sesién de exploracién de los dos
objetos idénticos no fue significativamente diferente entre los animales inyectados con el vehiculo control (16.09 +
0.81 segundos; n=1 6) y los animales inyectados con RGS-14 (18.62 + 1.47 s; n=15) (Fig. 5), de manera que se excluye
la posibilidad de la implicacién de otros factores que no sean la proteina RGS-14 en el incremento de la memoria.
También se observé que la inyeccidn de lentivirus de RGS-14 en las capas 2 y 3 de la corteza visual V2, un drea dorsal
al sitio diana, asi como en CAl y el giro dentado del hipocampo, que son dreas ventrales al sitio diana, no producia
un efecto similar al observado con la inyeccién en la capa 6 de V2 de la corteza visual (Fig. 6). Por consiguiente, la
conversién de la memoria a corto plazo (normal) de ORM en memoria a largo plazo es especifica de la capa 6 del area
V2, y este proceso es facilitado por proteinas RGS-14. La sobreexpresion de proteina RGS-14 en esta capa no sélo
increment6 la ORM sino que los animales inyectados después de 20 meses mantenian esta condicidn frente a estimulos
visuales (Fig. 1C) (en la figura se llega a los 14 meses pero el seguimiento de los animales ha sido hasta los 20 meses).
Ademds, la capacidad para retener informacién de multiples objetos también fue mayor en animales inyectados con
RGS-14. Los animales normales pudieron retener la informacién de 2 objetos diferentes pero no podian con 4 objetos.
Sin embargo, a diferencia de los animales normales, los animales inyectados con RGS-14 fueron capaces de retener la
informacién de 6 objetos (Fig. 1D). Estos resultados sugieren que el incremento en la capacidad de memoria mediada
por la proteina RGS-14, estd relacionada tanto con el tiempo que puede mantener la informacién de los objetos, como
en el nimero de objetos.

Inmunohistoquimica

Tras el estudio del comportamiento, se procesaron los cerebros de los animales inyectados con el lentivirus RGS-
14 mediante inmunocitoquimica para localizar el area/sitio de expresion de la proteina inyectada, con el objetivo de
poner de manifiesto una correlacién anatémica al incremento de memoria observado en esos animales. Se llevé a cabo
como se describe en I. Stepniewska et al. “Topographic patterns of V2 cortical connections in macaque monkeys”, J.
Comp. Neurol. 1996, vol. 371, pp. 129-152; y R. Gattas et al., “Cortical projections of area V2 in the macaque”, Cereb
Cortex 1997 vol. 7, pp. 110-29). En resumen, tras determinar el estudio de comportamiento en tareas de ORM, las
ratas se perfundieron transcardialmente con un fijador que contenia 4% de paraformaldehido, 1.37% L-lisinay 0.21%
meta-periodato, y posteriormente se crioprotegieron con sacarosa el 30%. Las secciones de cerebro fueron incubadas
con anticuerpos especificos para RGS-14 (cfr. M.F. Lépez-Aranda et al., 2006 supra) acoplados con un fluorocromo
verde para visualizar la proteina. Se incubaron secciones coronales y sagitales del cerebro, de un espesor de 30 um
durante toda la noche a 4°C con un anticuerpo purificado de conejo anti-RGS-14 (dilucién 1:30). Las secciones se
incubaron durante 90 minutos con IgG Alexa Fluor 488 de cabra anti-conejo (dilucién 1:1000; Molecular Probes) y se
detect6 por inmunofluorescencia con el microscopio.

Tincion de violeta de cresilo: Las secciones de cerebro se montaron sobre portaobjetos gelatinizados, y fueron
tefiidas durante 15 minutos con 1% de violeta de cresilo. Las secciones se deshidrataron y se montaron para su andlisis
al microscopio.

Se observé que la expresion de la proteina RGS-14 inyectada en el drea V2 estaba principalmente localizada en la
capa 6 (Fig. 2B). El andlisis del sitio de inyeccion en secciones secuenciales de cerebro tanto en cortes coronales (Fig.
2C) como sagitales (Fig. 2D) confirm¢ la localizacién de la proteina RGS-14 en la capa 6 del drea V2.
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Estudio sobre el papel de las neuronas de la capa 6 del drea V2 en la formacion de ORM

Se estudié la importancia de las neuronas de la capa 6 del drea V2 en la formacién de ORM, mediante la eliminacién
selectiva de neuronas de esta capa. Se planted la cuestion de si la eliminacién de esta capa de neuronas podria eliminar
tanto la memoria normal (memoria a corto plazo) como la memoria a largo plazo mediada por la proteina RGS-14. Por
lo tanto, se inyecté Ox7-SAP, una inmunotoxina saporina que elimina neuronas de forma selectiva en la capa 6 del drea
V2 y se evalud el estado de memoria de los animales (cfr. N. Traissard et al., “Combined damage to entorhinal cortex
and cholinergic basal forebrain neurons, two early neurodegenerative features accompanying Alzheimer’s disease:
effects on locomotor activity and memory functions in rats”, Neuropsychopharmacology 2007, vol. 32, pp. 851-71;
y B.C. Nolan et al., “Purkinje cell loss by OX7-saporin impairs excitatory and inhibitory eyeblink conditioning”,
Behavioral Neuroscience 2005, vol. 119, pp. 190-201).

Inyeccion de Ox7-SAP: la inyeccion de Ox7-SAP (0.9 ug en 1 ul) dentro del cerebro se llevo a cabo de forma
similar a la descrita anteriormente para el lentivirus. E1 Ox7-SAP se obtuvo de Advanced Targeting Systems.

La inyeccién de inmunotoxina provocé la pérdida de casi todas las neuronas de este drea, dejando otras células
y estructuras intactas (Fig. 3B). La respuesta comportamental de los animales inyectados con Ox7-SAP en tareas
de ORM mostré una pérdida total de la memoria ORM (demora de 45 minutos en Fig. 3C), sugiriendo un papel
significativo de las neuronas de la capa 6 en la memoria visual. Ademds de facilitar la formacién de memoria a
largo plazo en ORM, las neuronas de la capa 6 son cruciales para el normal funcionamiento de la ORM. Ademds, la
inyeccién de Ox7-SAP en animales inyectados con RGS-14, elimind el incremento en ORM mediado por esta proteina
(demora de 60 minutos en Fig. 3C). Este resultado ademds confirmé la asociacion de las neuronas de la capa 6 en la
formacién de memoria a largo plazo en ORM. Sin embargo, al contrario de lo que ocurre en la corteza visual V2, la
inyeccion de Ox7-SAP en la capa 6 de la corteza parietal, un drea adyacente al drea V2, no produjo ningin efecto en
la ORM normal (demora de 45 minutos en Fig. 3D). De forma similar, la sobreexpresién de la proteina RGS-14 en
otras 4reas tales como las capas 2 y 3 del drea V2, giro dentado y CA1 de hipocampo (Fig. 6), y la capa 6 de la corteza
parietal (Fig. 3D), tampoco tuvo efecto en la memoria a largo plazo en ORM (demora de 60 minutos).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de la proteina RGS-14, también conocida como el regulador de la proteina-G sefializadora 14, para la
fabricacién de un medicamento para potenciar la memoria en un mamifero, incluido un humano.

2. Uso segun la reivindicacién anterior donde la memoria es la memoria visual de reconocimiento de objetos.
3. Uso segun la reivindicacién 1 donde la memoria es la memoria a corto plazo.
4. Uso segtn la reivindicacién 1 donde la memoria es la memoria a largo plazo.

5. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la proteina se administra en forma de acido
nucleico que codifica RGS-14.
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FIG. 1C
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201001048

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 20.01.2011

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-5 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-5 SI
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201001048

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 HEPLER, JR et al. 3™ RGS Protein Colloguium. An ASPET 2008
colloguium.
D02 US 20030119716 Al 26.06.2003

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud divulga el uso de la proteina RGS-14, y de los acidos nucleicos que la codifican, para la fabricaciéon de
un producto potenciador de la memoria a corto y largo plazo de individuos sanos.

El documento DO1 divulga un estudio sobre el papel de la proteina RGS-14 como integrador de las vias de sefializacion a
través de MAP-kinasa y proteinas G en el hipocampo en relacion con procesos de aprendizaje y memoria (ver pagina 12).

El documento D02 divulga métodos de busqueda de compuestos inhibidores de proteinas RGS, o de los acidos nucleicos
que las codifican, asi como el potencial uso de dichos inhibidores en el tratamiento o prevencién de desérdenes
neuropsiquiatricos asociados a niveles anormalmente bajos de transduccion de sefial a través de receptores acoplados a
proteinas G (ver resumen; parrafos 40, 44, 48, 84, 85, 86, 87, 88, 92).

1. NOVEDAD y ACTIVIDAD INVENTIVA ((Art. 6.1y 8.1) LP 11/1986)
1.1. REIVINDICACIONES 1- 5

El documento DO1 se considera el mas cercano en el estado de la técnica a la presente solicitud, y se refiere a la
implicacion de RGS-14 en los mecanismos bioquimicos asociados con la memoria y el aprendizaje en el cerebro e
hipocampo en particular. Los autores estudian el efecto de la supresion de RGS-14 sobre el aprendizaje y memoria de
ratones por medio del test de "Morris Water Maze (MWM)". Los resultados de dicho test indican que el aprendizaje espacial
y la memoria se encuentran potenciados en ratones defectivos en RGS-14 frente a los ratones de tipo salvaje.

De lo expuesto en el parrafo anterior se desprende que existe una clara diferencia entre lo divulgado en D01 y el objeto de la
presente solicitud. En primer lugar, el disefio experimental es distinto, ya que en D01 se estudian el aprendizaje espacial y la
memoria utilizando el test MWM y en la presente solicitud se emplea el test de memoria de reconocimiento de objetos.
Ademas, los solicitantes reivindican el uso directo de RGS-14 como potenciador de la memoria y esta aplicabilidad no podria
haber sido deducida de los resultados obtenidos por los autores de DO1.

Por su parte, el documento D02 se refiere al uso de las proteinas RGS y G-alpha, y en particular de RGS-14, en el
desarrollo de métodos de busqueda de inhibidores de RGS y G-alpha. Estos inhibidores tendrian aplicacién en el
tratamiento y prevencién de desérdenes neuropsiquiatricos asociados con niveles anormalmente atenuados de transduccion
de sefial a través de receptores acoplados a proteinas G. Tales desérdenes comprenden patologias como la esquizofrenia,
el trastorno bipolar y la depresion, los cuales, de acuerdo con el estado de la técnica, pueden estar relacionados con déficits
de memoria a corto y/o largo plazo. Adicionalmente, D02 hace una breve mencion al uso directo de proteinas RGS, y en su
caso de RGS-14, para atenuar la transduccion en estados patolégicos en los que se entiende que ésta se veria
incrementada. Sin embargo, D02 no hace referencia alguna a un posible uso directo de RGS-14 como potenciador de la
memoria en individuos enfermos o sanos, por lo que se considera que no constituye un antecedente de la presente
invencion.

De acuerdo con lo arriba expuesto, el objeto de las reivindicaciones 1-5 de la presente solicitud no se encuentra en el estado
de la técnica y tampoco derivaria del mismo de forma evidente para un experto en la materia tomando en cuenta lo
divulgado en D01 y D02 de forma independiente o combinada.

En conclusion, las reivindicaciones 1-5 cumplen los requisitos de novedad y actividad inventiva ((Art. 6.1y 8.1) LP 11/1986).
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