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DESCRIPCION
Usos de BNIPXL-beta en la canicie prematura

Anular o hacer que puedan atenuarse los efectos del envejecimiento es una preocupacion en constante aumento. En
este contexto, ocultar el cabello blanco, considerado poco agraciado, mediante lavados con champu con tratantes
colorantes es, a partir de ahora, una actividad muy difundida. Por tanto, es obvio que, incluso si esta técnica permite
anular eficazmente los efectos del fendémeno, no esta destinada a anular las causas. De hecho, esta solucion es
temporal y debe repetirse con frecuencia.

El blanqueamiento del cabello (canicie) se debe a una desaparicion progresiva de melanocitos del foliculo piloso
(Commo S, Gaillard, O. & Bernard, B.A, 2004). Este proceso afecta al mismo tiempo a los melanocitos de la unidad
de pigmentacion situados en la base del foliculo y responsables directos de la pigmentacion de la fibra, asi como a
los melanocitos progenitores situados en parte distal de la vaina externa del foliculo piloso que sirven como
reservorio a partir del cual se renueva la unidad de pigmentacion en cada ciclo piloso (Commo, S. & Bernard, B.A.
2000).

Aunque esta desaparicion progresiva de los melanocitos parece estar relacionada con la ausencia de la expresion
de la enzima dopacromo tautomerasa (Commo S., Gaillard O., Thibaut S. & Bernard B.A., 2004, patentes
FR2840530, FR2840531, FR2863484), los autores de la invencidon han elegido explorar la aparicién del cabello
blanco, o canicie, bajo un angulo totalmente nuevo, el de la genética, investigando la identificacion, mediante una
estrategia genética global, de otros genes eventualmente relacionados con la canicie prematura.

En efecto, explorar la canicie desde el punto de vista genético permite detectar con profundidad los mecanismos de
la despigmentacion. Esto también permite identificar los genes que estan implicados en la canicie. Esta identificacion
abre la puerta a numerosas aplicaciones, en el campo del cuidado del cabello, tanto cosméticas como terapéuticas o
de diagnéstico.

Con esta finalidad, los autores de la invencion han elegido centrar sus investigaciones en primer lugar sobre la
canicie prematura (CP) o aparicion de cabello blanco en etapas tempranas de la vida, cuyo caracter hereditario se
conoce y que esta relacionado con determinadas enfermedades autoinmunitarias. Para explorar la canicie desde un
punto de vista genético, se ha realizado un estudio de segregacion de ADN en familias donde la canicie aparece en
etapas tempranas de la vida. Para garantizar las mejores probabilidades de éxito para esta busqueda de genes, el
fenotipo CP se atribuyd a aquellos individuos que presentaban cabellos blancos antes de 25 afios y en los que la
mitad de su cabellera era gris a los 30 afios. Para participar en un estudio de relacion se incluyeron doce familias.

Los resultados de estos trabajos han permitido a los autores de la invencion definir, en primer lugar, zonas
cromosomicas y/o gendmicas que comprenden genes implicados en la canicie con una fuerte probabilidad. De este
modo se han identificado cinco loci en los cromosomas 3, 5 y 11 (solicitudes de patentes FR2842105 vy
WO04/007764) y en los cromosomas 6 y 9 (solicitudes de patentes FR2842104, FR2853532, FR2865217 y
WO04/007742).

Entre los genes asociados con la canicie prematura, el gen de DDX31 (Gl: 20336296; n° de acceso NM_022779) se
ha propuesto como un supuesto gen relacionado con la canicie prematura, situado en 9q34 y descrito en las
solicitudes de patentes de L'Oréal FR2853532 y FR2865217. El gen DDX31 es una probable helicasa de ARN
dependiente de ATP, que pertenece a la familia de las helicasas con motivo DEAD (“DEAD- box protein 31”).

Para explorar mas adelante la funciéon de DDX31 en los procesos de la canicie prematura, los autores de la
invencion han buscado identificar, mediante una estrategia del sistema del doble hibrido de levaduras, los
homélogos proteicos eventuales susceptibles de interaccionar con DDX31.

De manera sorprendente e inesperada, los autores de la invencion han descubierto que la BNIPXL-beta (proteina 2
que interacciona con BCI2/proteina de 19 kDa del adenovirus E1B) era una presa de DDX31, preferentemente de la
forma larga de DDX31. La puntuacién de confianza en la interaccion es particularmente buena.

Las diferentes funciones de la BNIPXL beta aiun no se conocen bien. Esta proteina se produce por empalme
alternativo de KIAA0367 (alias: molécula que contiene el motivo BCH en la regiéon C terminal 1, molécula que
contiene el motivo BNIP2 en la region 1 C terminal; N © de acceso Q58A63, Gl: 125987727).

Por homologia de dominios (dominio CRAL-TRIO o Sec14; el dominio se presenta en BNIP2), se supone que la
BNIPXL-beta esta implicada en el transporte y metabolismo de fosfolipidos, que tiene una funcién pro-apoptética
relacionada con una interaccion con bcl2, y que participa en la circulacion celular; podria desempeiiar una funcion en
la formacién de protusiones membranosas (Machida et al, 2006; Zhou et al, 2005; Shang et al 2003; Qin et a., 2003;
Belcredito et al., 2001; Sirokmany et al., 2006; Mousley et al., 2007).
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Por tanto, la interaccién entre DDX31 y BNIPXL-beta es aparentemente muy importante en la circulacién vesicular,
debido a su papel en la migracién y transferencia de melanosomas y por tanto en la implicaciéon en la canicie
particularmente la canicie prematura.

En la presente solicitud, los términos que se indican a continuacién tienen mas particularmente el siguiente
significado:

Grado de identidad: el grado de identidad entre dos secuencias (de proteinas o de acidos nucleicos) se
determina particularmente alineando las dos secuencias para maximizar los puntos de concordancia
minimizando al mismo tiempo los espacios (“gap”); se obtiene dividiendo el nimero de aminoacidos o de acidos
nucleicos comunes entre la longitud de las dos secuencias mas largas.

ARNi (en inglés RNAIi): ARN de interferencia: una molécula de ARN que puede dirigir una secuencia particular
en una molécula de ARN y conducir la escision de este ARN a un sitio determinado dentro de la secuencia
diana. La molécula de ARN que puede escindir el ARN de interferencia se denomina, por extension, ARN
interferente o ARNi. Cuando esta reaccion se produce en el interior de una célula y cuando el ARN escindido es
ARN mensajero (ARNm), la escision de la molécula de ARNm conduce después a la degradacién de la
molécula, impidiendo asi cualquier etapa ulterior, tal como la traduccion del ARNm en proteina. Segun el tipo de
ARNIi, la secuencia diana es la secuencia complementaria del ARN interferente (particularmente ARNip) o una
secuencia casi complementaria del ARN interferente, no obstante con algunas posiciones no concordantes
(particularmente ARNmi).

ARNip: ARN interferente pequefio, un anglicismo que significa ARN interferente de pequefio tamafo. Se trata
de una secuencia de ARN bicatenario que comprende aproximadamente de 21 a 23 nucleétidos (Dykxhoorn et
al, Nature Reviews, 2003, vol 4, p.457). Los ARNip pueden provenir de la escision de ARN bicatenario de
tamafio mas grande por una proteina denominada dicer. Después, los ARNip asi producidos se integran en un
complejo de inhibicion multiproteico inducido por el ARN (complejo silenciador inducido por RISC-ARN). El
ARNm diana se escinde en un solo sitio en medio de la regién duplex formada entre el ARNip (que sirve de
guia) y el ARNm diana, de 10 nucleétidos del extremo 5 'del ARNip.

Para obtener los ARNip, en una célula, pueden contemplarse varios métodos.

1. es posible introducir directamente en la célula los ARNip obtenidos por sintesis quimica; en este caso no se
realiza la reaccion de dicer.

2. también puede contemplarse introducir en la célula fragmentos de ARN bicatenario de gran tamafio que
después escinde en ARNip la proteina dicer.

3. es posible introducir o expresar en la célula un duplex de ARN en horquilla, por ejemplo un ARNhp (por ARN
en horquilla pequefio o corto), que a continuacién escinde la proteina dicer en ARNip.

Por fragmento polinucleotidico se entiende cualquier molécula resultante del encadenamiento lineal de al menos
dos nucleétidos, pudiendo ser esta molécula monocatenaria, bicatenaria o tricatenaria. También puede tratarse de
una molécula de ADN bicatenaria, de un ADN monocatenario, de un ARN, de un duplex ARN monocatenario - ADN,
de un triplex ADN-ARN o de cualquier otra combinacion. El fragmento polinucleotidico puede estar aislado de
manera natural, recombinante o sintética. Cuando el fragmento polinucleotidico comprende hebras
complementarias, la complementariedad no es necesariamente perfecta, pero la afinidad entre las diferentes hebras
es suficiente para permitir el establecimiento de enlaces estables de tipo Watson Crick entre las dos hebras.

Asi como el apareamiento de las bases deben ser preferentemente de tipo Watson-Crick, no se excluyen otros tipos,
tales como un apareamiento de tipo Hoogsteen o Hoogsteen inverso. Segin un primer aspecto, la presente
invencion se refiere a la proteina BNIPXLb, o a una parte de BNIPXLb, para una aplicacion terapéutica o cosmética,
particularmente para el tratamiento o la prevencion de la canicie prematura en el ser humano. En efecto, debido a su
interaccion con DDX31, en un proceso implicado en la canicie prematura, esta proteina estd de por si misma
relacionada con la canicie, particularmente con la canicie prematura.

La secuencia de la proteina BNIPXLb se ilustra en la Figura 2A y corresponde a la secuencia SEC ID N° 1. Una
parte de BNIPXLDb, en el ambito de la presente solicitud, es un polipéptido que comprende al menos 30 aminoacidos
consecutivos de la SEC ID N°: 1.

En todo el ambito de la presente descripcion, por cosmética se entiende cualquier aplicacion que solo tiende a
modificar la estética y que no tiene ninguna intencién terapéutica.

La invencion también se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de BNIPXLb o que comprende una
parte de BNIPXLb, siendo dicha parte tal y como se ha definido anteriormente, para una aplicacion terapéutica o
cosmética.

La invencion también se refiere a cualquier polipéptido que comprenda una regiéon que tenga al menos una identidad
del 90% con BNIPXLb o con una parte de BNIPXLb para una aplicacién terapéutica, particularmente en el campo de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2401 137713

la canicie prematura. Dicha parte de BNIPXLb comprende al menos 30 aminoacidos.

El polipéptido descrito comprende por tanto una regién cuya secuencia comparte un fuerte porcentaje de identidad
con BNIPXLb o con una parte de BNIPXLb, pero también puede comprender otras secuencias, ademas de la
mencionada anteriormente, en el extremo N terminal o bien C terminal, o bien en los dos.

Preferentemente, en la region del polipéptido que presenta un fuerte porcentaje de identidad con BNIPXLb o con una
parte de BNIPXLb, el porcentaje de identidad es superior al 90%, preferentemente incluso por encima del 95%, o
98%.

De acuerdo con una realizacion preferida, dicho polipéptido comprende una parte de la proteina BNIPXLb,
comprendiendo esta parte al menos 30 aminoacidos o mas.

De manera también preferente, el polipéptido comprende una secuencia que comparte un fuerte porcentaje de
identidad con una parte de BNIPXLb de al menos 40, o 50 amino&cidos consecutivos, o incluso 75 o 100, sobre los
732 aminoacidos de la proteina BNIPXLb. Preferentemente, la parte de BNIPXLb es una parte que corresponde a un
dominio que tiene una importancia biolégica, por ejemplo, un sitio de fijacion con una proteina homdloga. Existen
programas bien conocidos por el experto en la materia para determinar dominios particularmente interesentes dentro
de la secuencia SEC ID N°: 1.

Las aplicaciones terapéuticas o cosméticas mencionadas pertenecen a la terapia del cabello, particularmente al
tratamiento o la prevencioén de la canicie prematura, preferentemente hereditaria.

La presente invencion también se refiere a la utilizacion de BNIPXLb, de una parte de BNIPXLb tal y como se
describe anteriormente o de un polipéptido tal y como se describe, para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento o la prevencion de la canicie prematura en el ser humano.

Por otro lado, los autores de la invencion han demostrado la importancia de la interaccién entre DDX31 y BNIPXLb y
por consiguiente el efecto beneficioso de una disminucion del nivel de la expresion de BNIPXLb, que puede
obtenerse por ARNI. Dicho efecto beneficioso puede estar particularmente en el fenotipo de la canicie prematura.

La presente invencion también se refiere por tanto a una molécula que comprende una secuencia de ARNi que tiene
una identidad de al menos un 90% con toda o parte de la secuencia de ARNm que corresponde a BNIPXLb, para un
uso terapéutico o cosmético en el ser humano, comprendiendo dicha parte al menos 18 nucledtidos.
Preferentemente, la parte en cuestion comprende al menos 20, 25 o 30 nucledtidos.

La aplicacion terapéutica consiste en el tratamiento o la prevencién de la canicie prematura. La secuencia de ARNm
es equivalente a la secuencia de ADNc de BNIPXLb, ilustrada en la Figura 2B, como secuencia SEC ID N°: 2.

En el ambito de la presente solicitud, durante la determinacion del grado de identidad entre una secuencia de ARN y
una secuencia de ADN, se considera que la guanina del ARN es equivalente a la timina del ADN; por consiguiente
una secuencia de ADN proporcionada por un lado y la secuencia de ARN derivada de esta secuencia de ADN
reemplazando las T por G, por otro lado, presentan una identidad del 100% en el sentido de la presente solicitud.

El ARNi mencionado anteriormente consiste preferentemente en un fragmento de ARN bicatenario, pudiendo
encontrarse las dos secuencias emparejadas dentro de una misma molécula, formando asi una estructura en
horquilla, o bien dentro de dos moléculas distintas de ARN monocatenario.

Por tanto, la molécula que comprende la secuencia de ARNi puede estar constituida por un solo fragmento de ARN
que se repliega o bien por dos moléculas de ARN. Esta molécula puede comprender otras secuencias, de ARN o de
ADN, simple o bicatenario, de extremo 3’ 0 5’ 0 de dos extremos de secuencias que se emparejan, o también entre
las secuencias que se emparejan, por ejemplo, en el bucle para el caso en el que la molécula esta constituida por
una sola molécula de ARN que se empareja.

El ARNi mencionado puede ser un ARNip o un ARNhp. Preferentemente, la molécula que comprende la secuencia
de ARNIi es tal que puede escindirse por la proteina Dicer para dar un ARNhp interferente con el ARNm de BNIPXLb.

La presente invencion también se refiere a la utilizacion de una molécula, tal y como se ha definido anteriormente,
para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la canicie prematura en el ser
humano.

La invencién se refiere adicionalmente a procesos de seleccién y particularmente a un proceso de seleccion de
moléculas que modulan la expresion del gen que codifica BNIPXL-beta para identificar un agente para una
utilizacion con fines cosméticos o terapéuticos en el campo de la pigmentacion.

Un gen que codifica la proteina BNIPXLB (o BNIPXL-beta) es, por ejemplo, el gen BMMCC1 (sinénimos BNIPXL,
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KIAAQ367), en el que uno de los niumeros de acceso en las bases es ENSG00000106772 (conjunto génico ID). De
este gen, por empalme alternativo, se producen al menos tres variantes; la isoforma 1 candénica que corresponde a
un polipéptido de 2724 aminoacidos; la isoforma 3 que corresponde a BNIPXL-beta, polipéptido 732 aminoacidos
que se diferencia esencialmente de la isoforma 1 candnica por la ausencia de los aminoacidos 1-1959.

La modulacion de la expresion de un gen puede provenir particularmente de la modulacion de su transcripcion o de
su traduccion.

Una seleccién de acuerdo con el procedimiento de la invencién permite por tanto detectar moléculas que impiden,
inhiben o retrasan la transcripcién y/o la traducciéon del gen, o bien que aumentan o disminuyen el nivel de
transcripcion y/o de traduccién del gen, o bien que modifican las proporciones de los diferentes isémeros en la
expresion del gen BMMCC1. Una molécula susceptible de ser identificada por la seleccion de acuerdo con la
invencion es por tanto, por ejemplo, una molécula que disminuye considerablemente la expresién de la isoforma 3 a
favor de la isoforma 1 del gen BMMCCA1.

Por aumento, disminucion, modulacién, inhibicion o modulacién, debe comprenderse variaciones de amplitud
significativa, es decir, superiores al ruido y a la imprecisién de la medida, cuyas variaciones significativas, desde un
punto de vista significativo, son superiores a la desviacion tipica.

Debe observarse que se disefia un procedimiento de seleccién de acuerdo con la invencién especialmente para
realizarse ex vivo, por ejemplo, en cultivos celulares. De manera preferente, se realiza in vitro.

Un procedimiento de acuerdo con la invencién comprende preferentemente las siguientes etapas:

- poner la molécula a ensayar en presencia del gen que codifica BNIPXL-beta en condiciones que permitan la
expresion de dicho gen en ausencia de la molécula a ensayar y

- detectar una variacion en el nivel de expresién de dicho gen o bien en la naturaleza de los productos de
expresion de dicho gen, debido a la presencia de la molécula a ensayar.

Se entiende por “naturaleza de los productos de expresién”, como se ha explicado anteriormente, por ejemplo, las
proporciones respectivas de diferentes isoformas, o bien por ejemplo la apariciéon o la desaparicién de una isoforma
proporcionada.

Las moléculas a ensayar pueden ser de cualquier naturaleza quimica. Se trata preferentemente de moléculas de
pequefio tamario, susceptibles de atravesar las paredes celulares. Son moléculas particularmente preferidas las
moléculas quimicas artificiales que comprenden esencialmente los elementos C, H, O, N, eventualmente con los
elementos Cl o F. Como alternativa, las moléculas a ensayar pueden ser moléculas biolégicas, tales como proteinas,
polipéptidos, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, ARNi, ARN antisentido, ribozimas, aptameros, moléculas que
son susceptibles de sintetizarse en el interior de una célula eucariota.

Las moléculas a ensayar particularmente preferidas son proteinas, ARNi, ribozimas o ARN antisentido que dirigen a
BNIPXLb o dirigen al gen que codifica BNIPXL-beta, por ejemplo, anticuerpos dirigidos contra BNIPXLb, o bien los
ARNi contra el ARNm correspondiente a BNIPXLb.

Las condiciones que permiten la expresion de dicho gen implican particularmente la presencia de diferentes enzimas
necesarias, tales como la ARN polimerasa, nucleétidos y aminoacidos, ribosomas o cualquier otra estructura que
permita la transcripcion y la traduccion de dicho gen. Estos diferentes elementos se encuentran, por lo general,
naturalmente dentro de las células y deben afiadirse si el procedimiento se realiza in vitro.

La deteccion de una variacion en el nivel de expresion de dicho gen o bien en la naturaleza de los productos de
dicho gen, después de la adiciéon de la molécula a ensayar, puede realizarse por cualquier medio considerado como
apropiado por el experto en la materia. Puede tratarse de la dosificacion, por ejemplo dosificacion enzimatica o bien
por la utilizacion de medios de deteccién basados en inmunologia (dosificacion inmunoldgica) o bien por cualquier
otro medio conocido basado, por ejemplo, en las propiedades funcionales de los productos de expresiéon, sus
propiedades fisico-quimicas (punto isoeléctrico, masa molecular, etc.), inmunoldgicas u otras.

Las proporciones de las diferentes isoformas pueden determinarse sobre el mismo principio. Particularmente pueden
usarse diferentes anticuerpos que reconozcan especificamente una isoforma proporcionada y que no interaccionen
con las otras isoformas.

En el ambito de la presente invencién, debe observarse que la modulacion de la expresion particularmente buscada
es una inhibicién de la expresion, particularmente una inhibicion de la transcripcion o de la traduccion del gen
BMMCCH1, o bien una disminucién de la proporcion de la isoforma 3 entre los productos de expresion del gen
BMMCC1.
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La inhibicién puede ser total o bien parcial, en cualquier caso, implica una disminucién de la produccién del
polipéptido BNIPXLb a partir del gen BMMCC1, siendo dicha disminucion significativa desde un punto de vista
estadistico. Se trata preferentemente de una disminucién del nivel de expresion de BNIPXLb a partir del gen
BMMCC1 de al menos el 20%, preferentemente de al menos el 35, o el 50% y preferentemente aiun de una
disminucion superior al 60%.

Puede entenderse que un procedimiento tal como el descrito anteriormente comprende una o mas etapas
adicionales, anteriores, posteriores y/o intermedias. Se contempla particularmente, en el caso en el que el
procedimiento permita detectar una molécula que module significativamente la expresion del gen BMMCCA1, realizar
una etapa de identificacion de la molécula y después eventualmente la produccion en cantidades mas grandes de
dicha molécula. También puede contemplarse ensayar otras moléculas diferentes de estructura mas proxima a
aquellas que permiten obtener una modulacion de la expresion de dicho gen.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento de seleccion de moléculas capaces de modular la
actividad del polipéptido BNIPXL-beta, para la identificacion de un agente para una utilizacién con fines cosméticos o
terapéuticos en el campo de la pigmentacién. Las moléculas a ensayar pueden ser de cualquier naturaleza como se
ha explicado anteriormente o bien pueden ser totalmente artificiales o bien estar presentes naturalmente en los
sistemas bioldgicos.

Al igual que el procedimiento de seleccién descrito anteriormente, este procedimiento de exploracion se realiza
preferentemente ex vivo, y preferentemente in vitro.

Por modulacion de la actividad, se entiende cualquier modificacion significativa de los parametros que definen la
actividad, particularmente la naturaleza de la seleccion y la velocidad de reaccion en el caso de una actividad
enzimatica y la afinidad y avidez en el caso de una interaccion.

El caracter “significativo” de una maodificacion ya se ha explicado anteriormente, cuando el parametro que se
modifica es cuantificable.

Un procedimiento de seleccion tal y como el que se describe comprende preferentemente las siguientes etapas:

- poner la molécula a ensayar en contacto con el polipéptido BNIPXL-beta, en condiciones que permitan la
deteccion de la actividad de dicho polipéptido en ausencia de la molécula a ensayar y
- detectar una variacion en la actividad de dicho polipéptido debido a la presencia de la molécula a ensayar.

Las condiciones que permitan detectar la actividad de BNIPXLb implican particularmente la presencia de diferentes
homdlogos que interaccionen con BNIPXLb en el ambito de esta actividad asi como las condiciones fisico-quimicas
adaptadas, tales como temperatura, caracter oxidante o reductor del medio.

Estos diferentes elementos y condiciones se encuentran naturalmente, por regla general, dentro de las células, o
cuando menos de algunas, y deben afiadirse o adaptarse si el procedimiento se realiza in vitro.

La actividad en la que se detecta una variacion puede ser por ejemplo la interaccién con DDX31, preferentemente
con la forma larga.

El polipéptido BNIPXL-beta utilizado en el ambito de este procedimiento es un polipéptido que tiene la secuencia
SEC ID N° 1 y que, preferentemente, ha sufrido las mismas modificaciones post-traduccionales que las de la
proteina BNIPXL-b cuando esta se produce in vivo en las células humanas, que tienen particularmente el mismo
perfil de glucosilaciéon. Sin embargo, en el ambito del procedimiento de la invencién, ademas de polipéptidos que
consisten en la secuencia SEC ID N°: 1, también puede contemplarse utilizar polipéptidos que tengan una secuencia
no del todo idéntica a la SEC ID N°: 1, bien porque esta es mas larga aunque contiene la SEC ID N°: 1, o porque es
mas corta porque comprende al menos 100 aminoacidos consecutivos de la SEC ID N°: 1 o porque comprende una
secuencia que tiene al menos un 90% de identidad con la SEC ID N° 1 o una parte de la SEC ID N° 1,
preferentemente al menos un 95% de identidad, teniendo dicha parte preferentemente al menos 50 aminoacidos, o
al menos 100 aminoacidos; las diferencias con respecto a la SEC ID N° 1 pueden ser acumulativas. También se
contempla utilizar un polipéptido cuyas modificaciones post-traduccionales no sean idénticas a las de la proteina
BNIPXL-b producida una célula humana. En el caso en el que el procedimiento de seleccion de la invencién se
realice con una proteina que presente algunas modificaciones con respecto a la proteina BNIPXL-b humana natural,
el experto en la materia sabra que, en este caso, es importante confirmar la modulacion observada por este
procedimiento repitiendo el procedimiento con la proteina BNIPXL-b humana natural.

La deteccion de una variacién en la actividad de dicho polipéptido, después de la adicidon de la molécula a ensayar,
puede realizarse por cualquier medio considerado como apropiado por el experto en la materia. Puede detectarse un
parametro directamente relacionado con la actividad de dicho polipéptido (por ejemplo la aparicién de un producto
resultante directamente de la actividad enzimatica de BNIPXL-b) o bien un parametro indirectamente relacionado
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con esta actividad, particularmente en el caso del desencadenamiento de cascadas enzimaticas.

Puede tratarse de dosificacion, por ejemplo dosificacion enzimatica del producto de reaccién, o por utilizaciéon de
medios de deteccion basados en inmunologia (dosificacion inmunolégica) de un complejo formado entre el
polipéptido y su diana, pudiendo ser su diana DDX31, o bien cualquier otro medio conocido basado, por ejemplo, en
las propiedades funcionales del producto resultante de la actividad del polipéptido, es decir, por ejemplo,
propiedades fisicoquimicas (punto isoeléctrico, masa molecular, etc...), inmunoldgicas, u otras de un polipéptido o
complejo resultante de la actividad de BNIPXLb.

De acuerdo con una realizacién preferida de este procedimiento de la invencion, la modulacién de la actividad de
BNIPXLb que se esta buscando es una inhibicién total o parcial de esta actividad.

Una inhibicién parcial es preferentemente una inhibicion de al menos un 10% de la actividad de dicho polipéptido por
referencia al nivel de actividad antes de la adicién de la molécula a ensayar.

De manera preferencial, la modulacion de la actividad se realiza por secuestro de dicho polipéptido. De esta manera
el polipéptido BNIPXLb ya no esté disponible para ninguna otra interaccion salvo con la de la molécula secuestrante
0 bien se secuestra en un compartimento celular donde sus homélogos de interaccion estan ausentes. El experto en
la materia puede definir, sobre la base de la estructura y de la secuencia de BNIPXL-b, las moléculas o las
condiciones susceptibles de tener el efecto del secuestro buscado.

Para la realizacion del procedimiento de la invencién tal como se describe, es particularmente ventajoso utilizar,
como moléculas a ensayar, anticuerpos dirigidos contra el polipéptido BNIPXL-beta o contra una parte del mismo.
Estos programas permiten definir qué parte de BNIPXL-beta es susceptible de ser inmundgena y por tanto permite la
obtencién de anticuerpos. Por otro lado, actualmente la tecnologia de anticuerpos, monoclonales y policlonales, esta
bien desarrollada, asi mismo en lo que respecta a la humanizacién de anticuerpos murinos, lo que permite al experto
en la materia producir sin esfuerzo y ensayar rapidamente una gran cantidad de moléculas de esta categoria en un
procedimiento segun la invencion.

Como ya se ha mencionado anteriormente, los procedimientos de seleccion, tales como los descritos en la presente
invencion, pueden comprender ventajosamente una o mas etapas adicionales ademas de las ya mencionadas,
particularmente etapas anteriores, posteriores y/o intermedias.

Para los dos tipos de procedimientos de seleccidon que se han descrito, el objetivo es la identificacion, entre las
moléculas ensayadas, de un agente para una utilizaciéon con fines cosméticos o terapéuticos, en el campo de la
pigmentacién. La pigmentacion es por tanto en cuestion la pigmentacion del cabello.

La presente invencion también se refiere a diversas utilizaciones, particularmente la utilizacion de agentes que se
han seleccionado por los procedimientos anteriormente descritos, con fines cosméticos, en el campo de la
pigmentacién, bien con fines terapéuticos, de tratamiento o prevencién, en el campo de la pigmentacién.

La presente invencidon también trata la utilizacién de un agente que modula la expresion del gen que codifica
BNIPXL-beta, con fines cosméticos, en el campo de la pigmentacién, asi como la utilizacion de un agente que
modula la expresion del gen que codifica BNIPXL-beta, para la fabricacién de un medicamento para una utilizacion
terapéutica en el campo de la pigmentacion.

La definicién de lo que es preciso entender por las expresiones “modular la expresion” ya se ha proporcionado en el
ambito de los procesos de seleccién de la invencion. Este término incluye particularmente la modulacién de la
transcripcion y la modulacion de la traduccion del gen en cuestién. La modulacion es preferentemente una
disminucion, o una inhibicion, total o parcial, de dicha expresion, transcripcién o traduccion, del gen.

Un agente corresponde a cualquier tipo de moléculas quimicas, naturales o artificiales. Los agentes particularmente
preferidos son los que son susceptibles de ser identificados o que se han identificado por un procedimiento de
seleccion segun la invencion tal como se ha descrito anteriormente, es decir, un procedimiento de seleccién de
moléculas que modulen la expresion del gen que codifica BNIPXL-b. La presente solicitud se refiere adicionalmente
a un agente que modula la expresion del gen que codifica BNIPXL-beta, para una utilizacion terapéutica en el campo
de la pigmentacion. También se describen las utilizaciones de un agente que modula la actividad de un polipéptido
derivado de la traduccién del gen que codifica BNIPXL-beta, con fines cosméticos, en el campo de la pigmentacion,
asi como la utilizacion de un agente que modula la actividad de un polipéptido derivado de la traduccién del gen que
codifica BNIPXL-beta, para la fabricacién de un medicamento para una utilizacion terapéutica en el campo de la
pigmentacion.

Preferentemente, un polipéptido derivado de la traduccién del gen que codifica BNIPXL-beta es justamente BNIPXL-
beta.
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La definicién de lo que es preciso entender por las expresiones “modular la actividad” ya se ha proporcionado en el
ambito de los procedimientos de seleccion de la invencion. La modulacion es preferentemente una disminucion o
una inhibicion, total o parcial, de dicha actividad.

Un agente que modula la actividad de un polipéptido derivado de la traduccion del gen que codifica BNIPXL-beta,
puede ser cualquier tipo de molécula quimica, natural o artificial. Los agentes particularmente preferidos son los que
son susceptibles de ser identificados o que se han identificado por un procedimiento de seleccién segun la invencién
tal y como se ha descrito anteriormente, es decir, un procedimiento de seleccién de moléculas capaces de modular
la actividad del polipéptido BNIPXL-beta.

La presente solicitud de divulgacién describe adicionalmente un agente que modula la actividad de BNIPXL-beta,
para una utilizacién terapéutica en el campo de la pigmentacion.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion también se dirige hacia la utilizacion de al menos un fragmento
polinucleotidico que comprende al menos 18 nucledtidos consecutivos cuya secuencia corresponde a todo o parte
del gen que codifica BNIPXL-beta o del transcrito de BNIPXL-beta, con fines cosméticos, en el campo de la
pigmentacion.

El fragmento polinucleotidico al cual se hace referencia en el ambito de la invencién corresponde a un fragmento de
un cromosoma. Este fragmento tiene una longitud minima de 18 nucledtidos y una longitud maxima que puede ir
hasta la longitud total del gen que codifica BNIPXLb. Preferentemente, el fragmento tiene una cantidad de
nucleétidos superior a 18. Una longitud particularmente preferida estda comprendida entre 18 y 10.000 nucleétidos,
preferentemente entre 30 y 8.000 nucledtidos.

De acuerdo con variantes preferidas de la invencion, se hace referencia a fragmentos cuya longitud esta
comprendida entre 30 y 5.000 nucleétidos, preferentemente entre 50 y 3.000 nucleétidos, por ejemplo entre 100 y
2.000 nucledtidos, o entre 200 y 1.000 nucledtidos. Los autores de la presente invencién han detectado la
interaccion entre el polipéptido BNIPXLb y un polipéptido derivado de la traduccién del gen DDX31, estando esta
interaccion implicada en el fenémeno de la canicie prematura. La presente invencion también se refiere por tanto a
procedimientos de seleccion de moléculas que modulan la interaccion entre un polipéptido BNIPXL-beta y un
polipéptido derivado de la traduccién del gen DDX31 que permiten la identificacion de un agente para una utilizacion
con fines cosméticos o terapéuticos, en el campo de la pigmentacion.

Las diferentes utilizaciones cosméticas o terapéuticas en el sentido de la presente invencion ya se han detallado, asi
como lo que es necesario entender para el dominio de la pigmentacién, es decir principalmente la pigmentacion de
faneras, preferentemente las del cabello. Por modulaciéon de interaccion se entiende una modificacion de los
parametros que caracterizan esta interaccion, y mas particularmente la afinidad. Por modulacién se entiende una
variacion significativa desde un punto de vista estadistico.

Un polipéptido derivado de la traduccién del gen DDX31 corresponde a la forma larga (1-851) o corta (1-585) de
DDX31. Preferentemente, se trata de la forma larga de DDX31.

Segun una realizacién preferida dicha modulaciéon es una alteracion de la asociacién entre los dos polipéptidos,
preferentemente una alteracion total.

Segun otra realizacidon de seleccion, la modulacidon que se busca es una modificacién de la constante de asociacion
entre los dos polipéptidos. Como se ha indicado anteriormente, por modificacion de la constante de asociaciéon se
entiende una variacion significativa de esta constante, desde un punto de vista estadistico.

Preferentemente, para realizar el procedimiento, es posible identificar un agente que sea un inhibidor competitivo de
la asociacion entre los dos polipéptidos.

Mediante este procedimiento, es por tanto posible detectar agentes que modulen la interaccién entre BNIPXLb y un
polipéptido derivado de la traduccion del gen DDX31 por ejemplo uniéndose a BNIPXLb e impidiendo de esta
manera su interaccion con dicho polipéptido, o bien uniéndose al polipéptido derivado de la traduccion del gen
DDX31 e impidiendo de esta manera su interaccion con BNIPXLb.

La presente invencion incluye también los agentes identificados mediante el procedimiento anteriormente descrito.
Un agente que modula la interaccién entre BNIPXL-beta y un polipéptido derivado de la traduccién del gen DDX31,
tal como se define en el ambito de la presente invencién, puede contemplarse en una aplicacion cosmética o
terapéutica, preferentemente en el campo de la pigmentaciéon. Dicho agente puede identificarse o se identifica
mediante el procedimiento de seleccion descrito anteriormente.

La divulgacién también describe la utilizacién de un agente que modula la interaccion entre BNIPXL-beta y un
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polipéptido derivado de la traduccién del gen DDX31, para la fabricacion de un medicamento para una utilizacion
terapéutica en el campo de la pigmentacion.

Son agentes preferidos, capaces de modular dicha interaccion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos,
preferentemente dirigidos contra BNIPXLb o contra un polipéptido derivado de la traduccion del gen DDX31. Dichos
anticuerpos pueden ser monoclonales o policlonales; preferentemente, se trata de anticuerpos monoclonales.

Para todas las utilizaciones o aplicaciones de acuerdo con la invencién en el campo de la cosmética, el polipéptido,
la molécula, el agente o el fragmento polinucleotidico que se usa, puede estar acondicionado bajo diferentes formas
apropiadas, sélo o en combinacién con otros agentes. En particular, son formas preferidas las destinadas a las
aplicaciones locales y éstas se refieren a cremas, lociones, geles, emulsiones, pomadas y champus. También
pueden contemplarse otras formas para las utilizaciones de acuerdo con la invencién, en particular en forma de
pildoras para una administracion oral.

En todas las diferentes intenciones cosméticas en el ambito de la presente invencién, un dominio particularmente
preferido es el de la pigmentacién. La pigmentacion puede ser de la piel o bien de las faneras. Puede tratarse tanto
del color de la pigmentacién como de la ausencia de pigmentacioén; los problemas en cuanto a la calidad y a la
intensidad de la pigmentacion también conciernen a la presente invencion.

En particular, el objeto de la invencion se relaciona con la utilizacién de al menos un polipéptido, molécula, agente o
fragmento polinucleotidico tal como se ha definido anteriormente, para prevenir y/o limitar y/o limitar el desarrollo de
la canicie.

El objeto de la invencion también se relaciona con la utilizacion de al menos un polipéptido, molécula, agente o
fragmento polinucleotidico tal como se ha definido anteriormente, para favorecer la pigmentacién natural del cabello
y/o del pelo gris o blanco.

Otro objeto de la presente invencion se relaciona con un procedimiento de tratamiento cosmético de la canicie
caracterizado porque sobre la zona a tratar se aplica una composicion que comprende al menos un polipéptido, una
molécula, un agente o un fragmento polinucleotidico, tal como se ha definido anteriormente.

La invencidon también se relaciona con un procedimiento de tratamiento cosmético destinado a favorecer la
pigmentacion natural del cabello y/o del pelo gris o blanco, caracterizado porque sobre la zona a tratar se aplica una
composicion que comprende al menos un polipéptido, una molécula, un agente o un fragmento polinucleotidico, tal
como se ha definido anteriormente.

Las zonas a tratar pueden ser, por ejemplo y sin ninguna limitacion, el cuero cabelludo, las cejas, el bigote, la barba
y/o todas las areas pilosas el cuerpo.

Mas particularmente, los procedimientos de tratamiento de la canicie y de pigmentacién natural del cabello y/o pelo
gris 0 blanco consisten en aplicar una composicién que comprende al menos un polipéptido, una molécula, un
agente o un fragmento polinucleotidico, tal como se ha definido anteriormente.

En lo que respecta a las diferentes utilizaciones o aplicaciones terapéuticas de la invencion, debe observarse en
efecto que las afecciones en cuanto al sistema de pigmentacion, ya sea el de la piel o el de las faneras, puede tener
graves consecuencias sobre la salud de las personas afectadas. En efecto, la pigmentaciéon de la piel desempenia la
funciéon de barrera protectora frente a las agresiones luminicas, en particular, las personas que padecen albinismo
carecen de proteccion frente a los rayos solares lo que para ellos constituye un peligro importante. Otras afecciones
que comprometen la pigmentacion también conciernen a la presente invencion.

En el ambito de las utilizaciones terapéuticas y cosméticas que tienden a modificar una caracteristica de la
pigmentacion, se trata preferentemente de la pigmentacion de la piel. De acuerdo con otros casos contemplados por
la presente invencion, el tipo de pigmentacion que debe modificarse concierne a la pigmentacion de faneras, en
particular las ufias o el pelo. De acuerdo con un caso particular preferido de la presente invencion, la pigmentacion
que se busca para modificar las caracteristicas es la del sistema piloso en general y en particular la de la cabellera,
bigote y cejas. La presente invencion permite modificar el fendmeno de detencidn de la pigmentacion del cabello, es
decir la canicie, en particular cuando esta aparece de manera prematura en una persona y cuando se habla de
canicie prematura.

Para todas las utilizaciones en terapéutica, los productos activos que se incorporan en la composicion de un
medicamento estan preferentemente asociados con excipientes farmacéuticamente aceptables. En el ambito de la
invencion, pueden utilizarse todas las vias de administracion consideradas como aceptables, en particular la via
intradérmica, intravenosa, muscular, oral, ética, nasal, 6ptica. La formulacion esta preferentemente adaptada a la via
de administracion seleccionada.

Las utilizaciones para la fabricacién de un medicamento de acuerdo con la invencion pueden comprender, en su
formulacién, otros principios activos. Incluso, la administracion de un medicamento como se define en la invencion,
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puede combinarse con la administracién de otro medicamento, de manera que esta administracion sea simultanea,
secuencial o individual.

Incluso, los diferentes polipéptidos, moléculas, agentes o fragmentos polinucleétidos tales como los definidos
anteriormente, que se utilizan en el ambito de las utilizaciones en terapia, pueden combinarse e introducirse en la
composicion de un solo medicamento o también pueden servir para la fabricacion de diferentes medicamentos. En
particular, si se introducen en la composicion de distintos medicamentos, pueden administrarse a diferentes
frecuencias y/o a distintos momentos.

De manera particularmente preferida, las aplicaciones terapéuticas o cosméticas contempladas en el ambito de la
presente invencién conciernen a la prevencién o al tratamiento de la canicie y mas particularmente a la canicie
prematura.

La presente invencién también concierne a procedimientos de diagndstico de una predisposicion a la canicie
prematura. En efecto, la canicie prematura es un fenotipo que los autores de la invenciéon han definido como que
esta, entre otras cosas, caracterizado por la aparicién prematura de los primeros cabellos blancos y preferentemente
hacia los 18 o 20 afios. Como este fenotipo se transmite a la siguiente generacién, para los individuos cuyo
progenitor o allegado esta afectado, puede parecer importante determinar, antes de la aparicion de los sintomas, si
estaran o no afectados. El procedimiento de diagndstico de acuerdo con la invencién esta perfectamente adaptado a
individuos con una edad menor de 18 afios, 0 menor de 20 o 25 afos.

Como es muy probable que los factores ambientales jueguen un papel en el fenotipo “canicie” asi como en el de
"canicie prematura", gracias a los procedimientos de la invencién, se trata de evaluar los riesgos de desarrollar dicho
fenotipo, es decir, de una predisposicién a la canicie prematura hereditaria.

En particular, la invencién se dirige hacia un procedimiento para el diagnéstico de una predisposicion a la canicie
prematura en un individuo, que comprende las siguientes etapas:

- dosificacion del nivel de expresion del transcrito BNIPXL-beta a partir de una muestra corporal procedente de
dicho individuo, y
- comparacion a un nivel de referencia.

La muestra corporal puede ser sangre, siendo una sola gota suficiente para realizar un procedimiento de acuerdo
con la invencion. En el ambito de la invencién pueden utilizarse otras muestras corporales tales como cabello, pelo,
orina o sudor. También puede contemplarse utilizar algunas células procedentes del individuo. El experto en la
técnica sabra determinar qué muestra podra utilizarse en el ambito de este ensayo, reduciendo al minimo las
molestias para dicho individuo. Preferentemente, la muestra corporal utilizada en el procedimiento de diagndstico
descrito comprende o esta constituida por células melanocitarias.

Los procedimientos de la invencion no estan limitados a las dos etapas descritas y pueden contener una o mas
etapas anteriores, posteriores y/o intermedias distintas a las de las dos etapas mencionadas.

El nivel de referencia es un valor que refleja el nivel de expresion del transcrito BNIPXL-beta en los individuos
notoriamente exentos de una predisposicion a la canicie prematura. A la inversa, por supuesto es posible definir
como nivel de referencia un nivel que refleje el nivel de expresion del transcrito BNIPXL-beta en los individuos
notoriamente afectados por canicie prematura o bien predispuestos a tal afeccion.

Leyenda de las figuras
FIG. 1: parametros clinicos para la atribuciéon del fenotipo canicie prematura en los individuos sometidos a
ensayo. La Figura 1 ilustra la escala de referencia para el indice clinico canitico.
FIG. 2 (2A y 2B): secuencias relativas a la proteina BNIPXLb.
La Figura 2A ilustra la secuencia de aminoacidos de la proteina BNIPXLb, que corresponde a la SEC ID N°: 1.
La Figura 2B ilustra la secuencia nucleotidica del transcrito (ADNc) que corresponde a la SEC ID N°: 2; la parte
estrictamente codificante se indica en mayusculas (que codifica de 163 a 2361).

Seccion experimental:

Significado de los acrénimos utilizados:
CNC: region conservada no codificante («conserved non coding»),
IVS: region intrénica («intervening sequencey),
SNP: polimorfismo de un Unico nucleétido («single nucleotide polymorphismy).

Introduccién

La canicie en el hombre es un rasgo fisico corriente fuertemente ligado al envejecimiento. En la poblacién europea,
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la canicie comienza generalmente hacia los 45 a 55 afios comenzando por las entradas.

Ya se han constatado sindromes monogénicos en el hombre con un proceso de blanqueamiento prematuro del
cabello (o canicie prematura) de manera localizada. El piebaldismo, por ejemplo, que es un rasgo asociado al
sindrome de Waardenburg, se caracteriza por un blanqueamiento de la zona frontal de manera prematura y ya se ha
asociado con los genes PAX3y MITF en los cromosomas 3 y 2 respectivamente (Baldwin et al, 1994 et Tassabehji
et al, 1994).

Ademas, frecuentemente se ha observado que el blanqueamiento prematuro del cabello era un caracter hereditario.
El inicio de la canicie se produce en la infancia; aparece antes de los 25 afios y en algunos casos antes de los 18
afos. La canicie prematura se ha descrito como que esta asociada a determinadas afecciones autoinmunitarias tales
como la anemia de Biermer o la tiroiditis. Los autores de la presente invencion han identificado alelos relacionados
con un riesgo de predisposicién a la canicie prematura (CP). Utilizando analisis de relacién y asociacion para
muestras de cohortes de familias seleccionadas y de controles, se ha podido identificar una variable dentro de la
region cromosoémica que comprende los genes DDX31 y GTF3C4 en el cromosoma 9q. Ademas, usando analisis
doble hibrido en levaduras, los autores de la invencion también han podido detectar la implicacién funcional de la
proteina DDX31 en la cascada responsable de la pigmentacién de las faneras y la de la proteina BNIPXL-b.

Resultados

Determinacion del fenotipo

En este estudio, el fenotipo “canicie prematura” (CP) se atribuyé Unicamente a individuos (i) que presentaban
cabellos blancos antes de 25 afios y (ii) cuya mitad de la cabellera era gris a los 30 afios y que (iii) presentaban
antecedentes familiares de CP.

Estas caracteristicas se evaluaron segun una muestra clinica para obtener, para cada individuo, una puntuacion
fenotipica global (fuerte para las puntuaciones de 5 y 4, media para las puntuaciones de 3 y 2 y débil para una
puntuacién de 1; véase la Fig. 1 que define el indice de canicie prematura y la Tabla 1).

Tabla 1: Método de atribucién de puntuacién clinica para la canicie prematura.

Para cada individuo, se determinaron los tres parametros. La puntuacion fenotipica global se obtuvo sumando
cada uno de los parametros.

Parametros clinicos Puntuacion
Inicio del blanqueamiento Antes de 18 afios 2
Antes de 25 afos 1
Blanqueamiento significativo de toda la cabellera Indice de canicie 3 2
a los 35 anos indice de canicie 2 1
Caracter hereditario si 1
no 0

Andlisis de relacion en 12 familias:

Para el estudio de relacion sobre el genoma global utilizando marcadores microsatélite, se incluyeron 12 familias que
comprendian 95 individuos (30 afectados de CP, 51 no afectados y 11 con fenotipos inciertos) sobre la base de
calculos de potencia de sus pedigries. Estos trabajos se describen mas particularmente en las solicitudes
WO04/007742 y FR2 865 217.

En el cromosoma 9, los autores de la invencion han determinado un intervalo de relacién en la posicién 9q31-qgter,
entre los marcadores D9S290 y D9S158, con una puntuacion Lod maxima en la posicion 151cM para el marcador
D9S158.

Estudio de asociacién

Se realizd un estudio de asociacién (afectado con respecto al control) sobre el ADN de un grupo de individuos
afectados de CP (puntuaciones 3-5) y sin relacion entre ellos y un grupo de controles. Este estudio ha permitido
detectar 33 SNP en el cromosoma 9 (los SNP rs2096071 a rs1378955) que muestran una frecuencia alélica
diferente entre los individuos afectados de CP y los individuos controles (ensayo de Chi-2, p<0,05).

La siguiente etapa fue el genotipificado individual de los SNP positivos en el cromosoma 9 cuya frecuencia alélica

diferia sensiblemente entre los afectados y los controles. Los autores de la invencién también detectaron 4 SNP que
tenian valores p significativos (véase la Tabla 2).
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Tabla 2: Los SNP del cromosoma 934 muestran una asociacion significativa con la canicie prematura.

Nombre del SNP Valor p
rs306534 4,25x 107
rs3739902 6x10°
rs575916 3,5x107
rs365297 2x10°

Por otra parte, el haplotipo “B86-92” (rs418320 y rs25260008) muestra una asociacion significativa (p=0,0057) con el
rasgo CP. Esta region “B86-92” se ha reducido con la adicion de 35 SNP complementarios. EI SNP rs3739902,
localizado en el intron 3 del gen DDX31 (IVS3+268), parece ser el mas significativo (p=6x10").

El haplotipo HAP86-88 es también particularmente significativo, se define por los SNP: rs3739902, rs2583805 y
rs377090. El valor estadistico p de asociacion de este haplotipo con la canicie prematura es inferior a 107,

Los autores de la invencién observaron un bloque importante en desequilibrio en el conjunto de la regién que
comprendia los SNP positivos. Dos genes_ DDX31, un miembro de la familia proteica de las helicasas con motivo
DEAD y GTF3C4, un factor de transcripcion potencial_ se encontraban dentro de este bloque en desequilibrio de
relacion.

Estos trabajos se describen mas ampliamente en las solicitudes W0O04/007742 y FR2 865 217.

Andlisis de secuencia de genes candidatos y de regiones conservadas no codificantes en la regién
comprendida en el haplotipo HAP86-88.

Se secuenciaron los exones, sitios de empalme, las regiones 5’ no traducidas (5 UTR) y las regiones conservadas
no codificantes en la regiéon del haplotipo HAP86-88 para una seleccion de ADN de individuos afectados. En los
individuos afectados de canicie prematura se identificaron seis variantes a nivel de la region codificante y cuatro
variantes intrénicas préximas a un sitio de empalme (véase la Tabla 3).

Tabla 3: Variantes identificadas durante el analisis de secuencia de los genes DDX31 y GTF3C4, en 12 individuos
afectados de canicie prematura.

gen localizacion Exén/intrén variante de ADN Significado funcional
DDX31 exon 2 c.413G>A sinénimo
intrén 3 c.723+15G>C significado
desconocido
intréon 4 c.767+15_17delCTC | significado
desconocido
intrén 4 Cc.767+55C>T sinénimo, SNP
rs4498679
intron 11 c.1176-16_13 significado
delCTTA desconocido
exon 13 c.1674C>T sinénimo, SNP
rs306537
exon 20 c.2398G>A p.Ala800Thr
exon 20 c.2395A>G p.lle799Val, SNP
rs306547
GTF3C4 exon 1 c.36G>A sinébnimo
exon 3 c.1560A>G sinénimo

La variante p.lle799Val (c.2395A>G, conocida como SNP rs306547), se encontré en 6 de las 12 secuencias de ADN
de los individuos afectados en estado heterocigoto y 6 afectados, en estado homocigoto (p.V799). El 2° cambio
antisentido p.Ala800Thr (c.2398G>A) se encontro en el estado heterocigoto en un individuo afectado. Para calcular
el posible efecto de esta variante, los autores de la invencién analizaron una poblacion mas grande de individuos
afectados (62) y controles (64). No se encontrd ningun otro portador de esta mutacién, ni en personas afectadas de
CP, ni en los controles. Dado que el resto A800 no se ha conservado durante la evolucion de los mamiferos, ya que
el resto homadlogo en el ratén es la treonina, como en la variante p.A800T, en lugar de la alanina en el gen humano,
este acontecimiento es muy probablemente silencioso desde un punto de vista bioldgico.

Otra variante detectada es la delecion de CTC en el motivo constituido de la repeticion CTCCTC en el intrén 4 del

gen DDX31 (IVS4+15_17delCTC).
No se ha detectado ninguna variante en la secuencia intergénica situada en las dos regiones 5’'UTR (regiones no
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traducidas) de los genes GTF3C4 y DDX31, que estan orientadas (“al revés”) con respecto a los codones ATG.
En el gen GTF3C4, los autores de la invencién han identificado dos variantes exdnicas (exones 2 y 3).

Los autores de la invenciéon también analizaron 20 secuencias conservadas y no codificantes (CNC) dentro de este
locus. Entre ellas, se ha identificado una sola variante, transiciéon ¢.2141-2018C>T, también conocida, como SNP
rs509762, situada en el intron 18 del gen DDX31 (posicion 134479481, NCBI build126). La comparacién de las
frecuencias genotipica y alélica ha mostrado que el genotipo CP estaba sobre representado en los individuos
afectados con una puntuacién de 5 (45% en afectados de canicie prematura con respecto al 32% para los controles).
Esta region conservada no codificante CNC esta conservada en el raton, pollo y en el pez globo fugu.

Doble hibrido en levaduras

Para investigar un poco mas la implicacién biolégica de DDX31 como gen de la canicie prematura y GTF3C4, los
autores de la invencion utilizaron la tecnologia denominada “doble hibrido” (o dos hibridos) de levaduras para
determinar posibles compafieros de interaccion con las isoformas tales como los transcritos de estos genes.

Brevemente los ADNc de las formas larga (variante 1 completa, aminoacidos 1-851) y corta (variante 2, truncada en
la parte C-terminal, aminoacidos 1-586) de DDX31 se amplificaron por reaccién de polimerizaciéon en cadena a partir
de ARNm de melanocito humano y se clonaron en dos tipos de vectores, en pB27 (LexA, fusién en C-terminal) y pB6
(Gal4, fusiéon en C-terminal). La variante 2 de DDX31 codifica un polipéptido de 585 aminoacidos que es una forma
truncada en la region C-terminal codificada por los exones 16 a 20 de la variante 1.

Estas construcciones se utilizaron como cebos para explorar una biblioteca de presas (107 clones independientes)
especificas de melanocito humano. Como cebo, en las mismas condiciones, también se utilizo el ADN Unico de
GTF3C4.

La clonacion de los cebos, la construccion de la biblioteca y el establecimiento de mapas de interaccion se confiaron
a la sociedad Hybrigenics (Paris, Francia). El analisis de las interacciones se realizé usando un programa
informatico PMRider® segun los procedimientos descritos en Rain J.C. et al., 2001.

Para las variantes 1y 2 de DDX31, con las construcciones pB27, se ensayaron, respectivamente, 1,90.10° y 38.10°
interacciones y con las construcciones pB6 se ensayaron las interacciones 45.1 0° y 1191 0°.

Entre las 21 proteinas que posiblemente interaccionan con la variante 1 de DDX31 y las 15 proteinas que
posiblemente interaccionan con la variante 2 de DDX31, se identific6 a PAX3 como una proteina susceptible de
interaccionar con DDX31, con una puntuacion bioldgica prevista en la clase “E” (PBS® “predicted biological score"
definida y determinada por el programa informatico PMRider®). Esta interaccion se identifico con las dos formas,
larga y corta de DDX31. Esta interaccién esta centrada sobre el dominio denominado “homeobox” DEAD de la
proteina PAX3. Debe observarse que se sabe que las mutaciones en la proteina PAX3 estan asociadas al sindrome
de Waardenburg de tipo 1.

Para GTF3C4 también se identificd una interaccion significativa con el gen PAX3. De manera sorprendente e
inesperada, los autores de la invencion también detectaron que la proteina BNIPXL-beta (proteina 2 que
interacciona con BCl2/proteina de 19 kDa del adenovirus E1B) era una presa de la forma larga de DDX31, (variante
1). La puntuaciéon de confianza, tal como define el programa, era “C” (buena confianza en la interaccién), con la
variante 1 de DDX31. En la Tabla 4 se muestran los resultados.

Tabla 4: (*) segun Rain et al., 2001

Nombre de la Longitud del cebo Nombre de la Puntuaciéon Actividad biologica
proteina (cebo) (AA) proteina (presa) biolégica global
PIM® (*)

DDX31 Forma 1-852 PAX3 E Factor de

larga (exones 1-20) transcripcion del gen

NM 022779 3 dominio
relacionado
Mutaciones
asociadas al
sindrome de
Waardenburg de tipo
1.

DDX31 Forma 1-585 PAX3 E idem

corta (exones 1-15)

NM 138620
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Nombre de la Longitud del cebo Nombre de la Puntuacién Actividad biologica
proteina (cebo) (AA) proteina (presa) biolégica global
PIM® (*)

DDX31 Forma 1-852 BNIPXLb C Proteina que

larga (exones 1-20) interacciona con

NM_022779 Bcl2 y la proteina de
19 kDa de
adenovirus E1B.
Implicada en la
supresion de la
muerte celular

DISCUSION

La canicie prematura representa un estado clinico particularmente informativo en la compresién de las bases
genéticas relacionadas con el blanqueamiento del cabello, un rasgo generalmente asociado con el envejecimiento.

Después de un estudio de asociacion, los autores de la invencion han detectado un locus de relacién con la CP en el
cromosoma 9. Los analisis de asociacion con los SNP han permitido reducir el intervalo de relacién inicialmente de
10 Mpb con una regidon mucho mas pequefia de aproximadamente 100 kpb. Esta region esta organizada como un
solo bloque en desequilibrio de relacién que contiene dos genes: DDX31 y GTF3C4.

Considerando que la canicie prematura podria ser un rasgo probablemente multigénico, y que este locus se ha
obtenido incluso siendo limitado el nimero de individuos afectados analizados, se puede llegar a la conclusion de
que, segun todas las apariencias, este locus es susceptible de jugar un papel principal en la canicie prematura.

Debe observarse que los resultados de la estrategia doble hibrido revelaron que BNIPXLb era una presa comun de
las isoformas alternativas larga y corta de DDX31. BNIPXLb es ademas un factor implicado en el proceso de
apoptosis (Vegeto et al, 1999).

La secuenciacion de las secuencias codificantes, de empalme y conservadas no codificantes (CNC) del ADN de 12
individuos afectados de CP con los fenotipos mas rigurosos, ha permitido identificar diversas variantes. En DDX31,
la variante p.Ala800Thr en el exén 20, no inscrita en el repertorio como polimorfismo, podria estar en el origen de un
efecto funcional relacionado con la canicie prematura. La variacion IVS4+15_17delCTC se situa en una region no
conservada entre los mamiferos y no se ha previsto que esta regién pueda alterar el empalme del intrén 4 (analisis
denominado “splice-view”). Esta variante podria estar asociada con la variacién genética responsable del rasgo
fenotipico.

La variacion dentro de CNChs8, en el intron 18 del gen DDX31 presenta un mejor potencial fenotipico debido a que
se sitla en una parte de secuencias que se consideran muy conservadas en el ratén (sin espacio, sin cambio sobre
una sobre una distancia de 100 pares de bases). De manera interesante, la estrategia doble hibrido ha permitido
demostrar que DDX31 y GTC3C4, ambos situados en la regién implicada en la canicie prematura, tienen una
interaccion comun con PAX3, proteina que desde hace tiempo se sospecha que forma parte del proceso de
pigmentacion.

También debe observarse que DDX31 codifica una helicasa. El sindrome de Werner, que corresponde a un estado
de envejecimiento acelerado en el que se observa un blanqueamiento prematuro del cabello, se ha descrito que el
gen responsable codifica una helicasa (WRN) (Yu et al, 1996).

De manera sorprendente e inesperada, los autores de la invencién han descubierto que BNIPXL-beta (proteina 2
que interacciona con BCl2/proteina de 19 kDa del adenovirus E1B) era una presa de DDX31. La puntuacién de
confianza en la interacciéon es particularmente buena.

La interaccién entre DDX31 y BNIPXL-beta es por tanto probablemente importante en la circulacién vesicular, de ahi
un papel en la migracion y en la transferencia de melanosomas y por tanto en la canicie y en la canicie prematura.

MATERIAL Y METODOS
Individuos afectados, estudio de relacién y Estudio de asociacion

La eleccion de los individuos y su clasificacion se realizaron como se indica en las solicitudes FR2842104,
FR2853532, FR2865217 y el documento WO04/007742.

En estas solicitudes de patente también se han descrito estudios de relacion y asociacién asi como en los
resumenes de Blouin et al, 2006 y de Lacharriére et al, 2007.
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Como recordatorio, en una primera etapa, los autores de la invencion han genotipificado muestras reagrupando los
ADN de individuos afectados con respecto a los controles emparejados para una seleccion de los SNP
comprendidos en el intervalo del cromosoma 9 mostrando una relacion significativa con el rasgo canicie prematura.

La region correspondiente al intervalo de relacion en el cromosoma 9934 se ha definido entre los marcadores SNP
rs2096071 y rs1099298 (Entre las posiciones 123'405'258 pb y 132'547'291 pb, expresadas en funcién de la version
de 2001 (es decir NCBI Build28); entre las posiciones 130565549 y 139'5656'369 segun la version 37;
genome.cse.uscsc.edu).

Se considera que un SNP determinado es “positivo” si muestra una desviacién significativa en la frecuencia de los
alelos. Para la fase de genotipificado individual se selecciona cada regidon que cumple al menos una de las
siguientes condiciones: (i) al menos 2 SNP positivos contiguos y (ii) 2 SNP positivos separados por un solo SNP
negativo.

Para ensayar la asociaciéon de los SNP seleccionados con el fenotipo CP en cada ADN genotipificado
individualmente (fase 2 del andlisis), los autores de la invencion han comparado la frecuencia alélica o la frecuencia
genotipica de cada SNP en las poblaciones de afectados y de controles.

Para registrar cualquier variacion genética de esta regién, los autores de la invencion también procedieron a un
analisis de haplotipo, utilizando una ventana mévil (que siempre comprendia 5 SNP, con un incremento de 1), para
reconstruir eficazmente el haplotipo.

Secuenciacion:

El ADN de los individuos afectados de CP se amplifico a nivel de los exones de los genes GTF3C4 y DDx31, de la
pequefia regioén intergénica entre estos genes, y a nivel de las regiones que comprendian las secuencias CNC que
presentaban al menos un 70% de identidad entre el hombre y el ratén (sin espacio) y se secuencié por los métodos
clasicos.

Doble-hibrido:

La clonacién de cebos, la construccion de la biblioteca y el establecimiento de mapas de interaccion se confiaron a
la sociedad Hybrigenics (Paris, Francia). El analisis de las interacciones se realizé usando un programa informatico
PMRider® segun los procedimientos descritos en Rain J.C. et al., 2001. Las variantes de empalme larga y corta de
DDX31 (numeros de acceso a GenBank NM_022779 y NM_138620, respectivamente) la proteina STX17 humana
(numeros de acceso a GenBank NM_017919) se clonaron en pB27 en fase con LexA y en pB6 en fase con el
dominio de union al ADN de Gal4. Las cuatro posiciones se utilizaron como cebo explorar una biblioteca de ADNc
especifico de melanocito humano, construido en pP6. Los plasmidos pB27, pB6 y pP6 derivaron de los plasmidos
pBTM116 (Vojtek y Hollenberg, 1995), pAS2DD (Fromont-Racine et al., 1997) y pGADGH (Bartel et al, 1993),
respectivamente.

Para cada cebo se exploré una media de 73 millones de clones (7 veces la complejidad de la biblioteca), utilizando
una estrategia de cruzamiento con cepas de levaduras L40-Gal4 (mat a) e Y187 (mat a) como se ha descrito
anteriormente en (Fromont-Racine et al., 1997). Se seleccionaron colonias His+ sobre un medio sin triptéfano,
leucina e histidina. Los fragmentos de presas de clones positivos se amplificaron por PCR y se secuenciaron en sus
uniones 3’ y 5" sobre un secuenciador PE3700. Las secuencias resultantes se utilizaron para identificar las proteinas
de interaccion correspondientes en el banco de datos GenBank (NCBI), utilizando un procedimiento totalmente
automatizado. A cada interaccion se le atribuy6 una puntuacion de confianza de la manera ya descrita (Formstecher
et al., 2005).

La puntuacion local es la probabilidad de obtener un dominio de interaccién determinado (“Selected interacting
domain”, SID®) realizando la hipétesis de igualdad de probabilidades, es decir debida al ruido aleatorio. Se puede
deducir, combinando las probabilidades p (utilizando una ley binomial) de cada uno de los fragmentos
independientes que lo define. Después de poner en comun los resultados de cada seleccion, para cada una de las
proteinas de interaccién, se calcula una puntuacién (global) biolégica prevista (“PBS”). Realizando la hipétesis de
independencia de acontecimientos, las puntuaciones de las diferentes selecciones se combinaron a la vez cuando
resultaba afectado el mismo par de dominios proteicos. La PBS resultante representa por tanto la probabilidad de
que una interaccion proteina-proteina determinada se deba al ruido.

Las puntuaciones son numeros reales, comprendidos entre 0 y 1, pero en la practica se reagruparon en cuatro
categorias (clases A, B, C y D). Finalmente, se analiz6 la conectividad global del mapa de interaccion para etiquetar
por separado (categoria E) los SID (dominio de interaccion seleccionado) encontrados como una presa a una
frecuencia superior a un umbral fijo: la PBS de cada interaccion proteina-proteina que implicaba los SID muy
fuertemente relacionados se fij6é a 1. A la vez, los umbrales entre las categorias y el umbral de fuerte relacion se
definen manualmente, teniendo en cuenta la naturaleza del organismo estudiado, la biblioteca utilizada y la presente
cobertura del proteoma (A<1°610<B<1°-5<C<1°-2,5<D; la categoria E corresponde a presas SID seleccionadas con
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mas de cuatro cebos y se atribuyd de manera arbitraria el valor 1.
La presente solicitud concierne mas particularmente a los puntos u objetos siguientes:

A. un polipéptido que comprende una secuencia que presenta al menos un 90% de identidad con toda o parte
de la secuencia SEC ID N°: 1, para una utilizacién terapéutica en el tratamiento o prevenciéon de la canicie
prematura en el ser humano, comprendiendo dicha parte al menos 30 aminoacidos;

B. una molécula que comprende una secuencia de ARNi que tiene al menos un 90% de identidad con toda o
parte de la secuencia SEC ID N°: 2, para una utilizacién terapéutica en el tratamiento o prevencién de la canicie
prematura en el ser humano, comprendiendo dicha parte al menos 18 nucleétidos;

C. un procedimiento de seleccién de moléculas que modulan la expresion del gen que codifica BNIPXL-beta
para identificar un agente para una utilizacion con fines cosméticos o terapéuticos, en el campo de la
pigmentacion;

El procedimiento de seleccion C puede comprender las siguientes etapas:

- poner la molécula a ensayar en presencia del gen que codifica BNIPXL-beta en condiciones que permitan la
expresion de dicho gen en ausencia de la molécula a ensayar y
- detectar una variacion en el nivel de expresién de dicho gen, debido a la presencia de la molécula a ensayar.

En el procedimiento de seleccion (C), la modulacion de la expresiéon puede ser una inhibicion de la transcripcion o de
la traduccién del gen que codifica BNIPXL-beta.

En el procedimiento de seleccion (C) las moléculas a ensayar pueden ser proteinas, ARNi, ribozimas o ARN
antisentido que dirigen al gen que codifica la BNIPXL-beta.

D. Un procedimiento de seleccién de moléculas que modulan la actividad del polipéptido BNIPXL-beta, para la
identificacion de un agente para una utilizacion con fines cosméticos o terapéuticos, en el campo de la
pigmentacion;

El procedimiento de seleccion (D) puede comprender las siguientes etapas:

- poner la molécula a ensayar en presencia del polipéptido BNIPXL-beta, en condiciones que permitan detectar la
actividad de dicho polipéptido en ausencia de la molécula a ensayar y
- detectar una variacion en la actividad de dicho polipéptido, debido a la presencia de la molécula a ensayar.

En el procedimiento de seleccion (D) la modulacién de la actividad puede ser una inhibicién, total o parcial.

En el procedimiento de seleccién (D) la modulacion de la actividad puede realizarse por secuestro de dicho
polipéptido.

En el procedimiento de seleccién (D) las moléculas a ensayar pueden ser anticuerpos dirigidos contra el polipéptido
BNIPXL-beta o una parte del mismo.

En los procedimientos de seleccion (C) y (D), la pigmentacion es la del cabello.

E. La utilizacion de un agente que module la expresion del gen que codifica BNIPXL-beta, con fines cosméticos,
en el campo de la pigmentacion.

F. La utilizacién de un agente que module la expresion del gen que codifica BNIPXL-beta, para la fabricacion de
un medicamento para una utilizacién terapéutica en el campo de la pigmentacion.

I. La utilizacion de al menos un fragmento polinucledtidico que comprende al menos 18 nucledtidos
consecutivos cuya secuencia corresponde a todo o parte del gen que codifica BNIPXL-beta o del transcrito
BNIPXL-beta, con fines cosméticos, en el campo de la pigmentacion.

Las utilizaciones (E), (F) E (I) conciernen a la prevencion o al tratamiento de la canicie, particularmente la canicie
prematura.

J. Un procedimiento para el diagnéstico de una predisposicion a la canicie prematura en un individuo, que
comprende las siguientes etapas:

(i) Dosificacion del nivel de expresion del transcrito BNIPXL-beta a partir de una muestra corporal
procedente de dicho individuo,
(if) Comparacion con un nivel de referencia.

En el procedimiento (J), el nivel de referencia es el nivel de expresion del transcrito BNIPXL-beta en un individuo no
afectado.
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En el procedimiento (J), la muestra corporal puede comprender o estar constituida por células melanocitarias.
K. Un procedimiento de seleccion de moléculas que modulan la interaccién entre un polipéptido BNIPXL-beta y
un polipéptido derivado de la traduccion del gen DDX31 que permite la identificacién de un agente para una
utilizacién con fines cosméticos o terapéuticos, en el campo de la pigmentacion.

En el procedimiento de seleccion (K), la modulacion puede ser una alteracion de la asociacion entre los dos
polipéptidos.

En el procedimiento de seleccion (K), la modulacion puede ser una modificaciéon de la constante de disociacion entre
los dos polipéptidos.

En el procedimiento de seleccion (K), el agente identificado puede ser un inhibidor competitivo de la asociacién entre
los dos polipéptidos.

En el procedimiento de seleccioén (K), la pigmentacion es la del cabello.
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<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Ser Lys
1

Gly Asp Leu

Asp

Arg

ASp

65

ser

Gly

Leu

Lys

ASp

145

Ser

Pro

s5er

Ile

Arg

225

Ser

Phe

Glu
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ser

Tyr

Ser

Ser

Asn
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Pro

Pro

Ala

Glu

Lys

210

His

His

Glu
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Pro

Leu

Ile

Pro

Ala

115

Arg

Glu

Ser

Gly

Leu

195

ser

Ala

ser
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Gly

20

Tyr

Glu
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Thr

Glu
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Gly

Glu

Glu
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Gln

Glu

85

Asp
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Pro

val

val
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Asp

Glu

Tyr

His

Pro
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Leu

GIn

val

Phe

ser

70

Pro

Glu

Asp

Gly

Tyr

150

Asp

Ile

Glu

Lys

Met

230

Glu

Ser

Asp

Met

Leu
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Leu

Ala
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Arg

Ser

135

Leu
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Gly
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Glu
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Glu
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Leu

Leu

Lys

Ser

305

Ser

Trp

Gly

Ala

sSer
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Glu

Glu

Arg

Glu

Pro

463

Thr

Leu

Asp
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Glu

Ala

Gly
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Glu
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Pro

Leu
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Arg
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Ala
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Glu

Glu

Leu
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Pro
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Gly
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LYS

Cys

280

Met

ASp
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530 535 540

Ile pPro Glu Tyr Thr Ala Glu Glu Glu Arg Glu Asp Asn Arg Leu Trp
545 550 555 560

Aarg Thr val val Ile Gly Asp GIn Glu GIn Arg Ile Asp Met Lys val
565 570 575

1le Glu Pro Tgr Arg Arg val Ile Ser His Gly Gly Leu Arg Gly Tyr
580 585 590

Tyr Gly Asp Gly Leu Asn Ala Ile Ile val Phe Ala Ala Cys Phe Leu
595 600 605

Pro Asp Ser Ser Arg Ala Asp Tyr His Tyr val Met Glu Asn Leu Phe
610 615 620

Leu Tyr val Ile Ser Thr Leu Glu Leu Met val Ala Glu Asp Tyr Met
625 630 635 640

Ile val Tyr Leu Asn Gly Ala Thr Pro Arg Arg Arg Met Pro Gly Leu
645 65 65

Gly Trp Met Lys Lys Cys Tyr Gln Met Ile Asp Arg Arg Leu Arg Lys
660 665 670

Asn Leu Lys Ser Phe Ile Ile val His Pro Ser Trp Phe Ile Arg Thr
675 680 685

Ile Leu Ala val Thr Arg Pro Phe Ile Ser Ser Lys Phe Ser Ser Lys
690 695 700

Ile Lys Tyr val Asn Ser Leu Ser Glu Leu Ser Gly Leu Ile Pro Met
705 710 715 720

Asp Cys Ile His Ile Pro Glu Ser Ile Ile Lys Tyr
725 730
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende una secuencia que presenta al menos un 90% de identidad con toda o parte de la
secuencia SEC ID N° 1, para una utilizacién terapéutica en el tratamiento o prevencion de la canicie prematura en
seres humanos, comprendiendo dicha parte al menos 30 aminoacidos.

2. Una molécula que comprende una secuencia ARNi que tiene al menos un 90% de identidad con toda o parte de la
secuencia SEC ID N°: 2 para una utilizacion terapéutica en el tratamiento o prevencion de canicie prematura en
seres humanos, comprendiendo dicha parte al menos 18 nucledétidos.

3. Un procedimiento de seleccion de moléculas que modulen la expresion del gen que codifica el polipéptido
BNIPXL-beta que tiene la secuencia SEC ID N° 1, para identificar un agente para una utilizacion con fines
cosmeéticos o terapéuticos, en el campo de la pigmentacién del cabello, que comprende las siguientes etapas:

- poner la molécula a ensayar en presencia del gen que codifica BNIPXL-beta, en condiciones que permitan la
expresion de dicho gen en ausencia de la molécula a ensayar; y

- detectar una variacion en el nivel de expresion de dicho gen, debida a la presencia de dicha molécula a
ensayar.

4. Un procedimiento segun la reivindicacién 3, en el que dicha modulacién de la expresién es una inhibicién de la
transcripcion o de la traduccién del gen que codifica el polipéptido BNIPXL-beta que tiene la secuencia SEC ID N°: 1.

5. Un procedimiento segun una de las reivindicaciones 3 a 4, en el que las moléculas a ensayar son proteinas, ARNi,
ribozimas o ARN antisentido que dirigen el gen que codifica el polipéptido BNIPXL-beta que tiene la secuencia SEC
ID N°: 1.

6. Un procedimiento de seleccion de moléculas que modulen la actividad del polipéptido BNIPXL-beta que tiene la
secuencia SEC ID N°: 1, para la identificacién de un agente para una utilizacion con fines cosméticos o terapéuticos,
en el campo de la pigmentacion del cabello, que comprende las siguientes etapas:

- poner la molécula a ensayar en presencia del polipéptido BNIPXL-beta, en condiciones que permitan la
deteccién de la actividad de dicho polipéptido en ausencia de la molécula a ensayar; y
- detectar una variacion en la actividad de dicho polipéptido, debida a la presencia de la molécula a ensayar.

7. Un procedimiento segun la reivindicacion 6, en el que las moléculas a ensayar son anticuerpos dirigidos contra el
polipéptido BNIPXL-beta que tiene la secuencia SEC ID N°: 1 o una parte del mismo.

8. La utilizacién del agente que module la expresion del gen que codifica el polipéptido BNIPXL-beta que tiene la
secuencia SEC ID N°: 1, con fines cosméticos, en el campo de la pigmentacion para la prevencion o el tratamiento
de la canicie, en el que dicho agente es una molécula segun la reivindicacion 2.

9. Un agente que module la expresion del gen que codifica el polipéptido BNIPXL-beta que tiene la secuencia SEC
ID N°: 1 para una utilizacion terapéutica en el campo de la pigmentacion del cabello, en el que dicho agente es una
molécula segun la reivindicacion 2.

10. La utilizacién de al menos un fragmento polinucleotidico que comprende al menos 18 nucleétidos consecutivos
cuya secuencia corresponde a todo o a parte del gen que codifica el polipéptido BNIPXL-beta que tiene la secuencia
SEC ID N° 1 o del transcrito BNIPXL-beta que tiene la SEC ID N°: 2, con fines cosméticos, en el campo de la
pigmentacion, para la prevencion o el tratamiento de la canicie.

11. Un procedimiento para el diagndstico de una predisposicion a la canicie prematura en un individuo, que
comprende las siguientes etapas:

i) Dosificacion del nivel de expresion del transcrito BNIPXL-beta que tiene la secuencia SEC ID N°: 2 a partir de
una muestra corporal procedente de dicho individuo;

if) Comparacioén con un nivel de referencia, en el que el nivel de referencia es el nivel de expresion del transcrito
BNIPXL-beta en un individuo no afectado por canicie prematura.

12. Un procedimiento de seleccion de moléculas que modulen la interaccién entre un polipéptido BNIPXL-beta que
tiene la secuencia SEC ID N° 1 y un polipéptido derivado de la traduccion del gen DDX31 que permita la
identificacion de un agente para una utilizacion con fines cosméticos o terapéuticos en el campo de la pigmentacion
del cabello.

13. Un procedimiento segun la reivindicacion 12, en el que dicha modulacién es una modificacion de la constante de
asociacion entre los dos polipéptidos.
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N°de acceso:  AY439214, AAR15151

Gl : 38259615
Localizacion: cromosoma/hebra: 9q21.31

SEC ID N° 1

MSKLTLSEGHPETPVDGDLGKQDICSSEASWGDFEYDVMGONIDEDLLREPEHFLYGGDPPL
EEDSLKQSLAPYTPPFDLSYITEPAQSAETIEEAGSPEDESLGCRAAEIVLSALPDRRSEGN
QAETKNRLPGSQLAVLHIREDPESVYLPVGAGSNILSPSNVDWEVETDNSDLPAGGDIGPPN
GASKEISELEEEKTIPTKEPEQIKSEYKEERCTEKNEDRHALHMDYILVNREENSHSKPETC
EERESIAELELYVGSKETGLQGTQLASFPDTCQPASLNERKGLSAEKMSSKSDTRSSFESPA
QDQSWMFLGHSEVGDPSLDARDSGPGWSGKTVEPFSELGLGEGPQLQILEEMKPLESLALEE
ASGPVSQSQKSKSRGRAGPDAVTHDNEWEMLS PQPVQKNMIPDTEMEEETEFLELGTRISRP
NGLLSEDVGMDIPFEEGVLSPSAADMRPEPPNSLDLNDTHPRRIKLTAPNINLSLDQSEGST
LSDDNLDSPDEIDINVDELDTPDEADSFEYTGHEDPTATKDSGQESESIPEYTAEEEREDNR
LWRTVVIGDQEQRIDMKVIEPYRRVISHGGLRGYYGDGLNAI IVFAACFLPDSSRADYHYVM
ENLFLYVISTLELMVAEDYMIVYLNGATPRRRMPGLGWMKKCYQMIDRRLRKNLKSFIIVHP
SWFIRTILAVTRPFISSKFSSKIKYVNSLSELSGLIPMDCIHIPESIIKY

FIG. 2A
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gctttgtttgatggtgatccacatttatccacagagaatcctgeecttggttecctgatgettt
gctagcectcagacacttgtctggatataagcgaagetgectttgaccacagtttcagegatg
cctcaggtctcaacacatccacgggaacaatagatgacATGAGTAAACTGACATTATCCGAA
GGCCATCCGGAAACGCCAGTTGATGGGGACCTAGGGAAGCAAGATATCTGCTCATCTGAAGC
CTCGTGGGGTGATTTTGAATATGATGTAATGGGCCAGAATATCGATGAAGATTTACTGAGAG
AGCCTGAACACTTCCTGTATGGTGGTGACCCTCCTTTGGAGGAAGATTCTCTGAAGCAGTCG
CTGGCACCGTACACACCTCCCTTTGATTTGTCTTATATCACAGAACCTGCCCAGAGTGCTGA
AACAATAGAGGAAGCTGGGTCTCCAGAGGATGAATCTCTGGGATGCAGAGCAGCAGAGATAG
TGCTTTCTGCACTTCCTGATCGAAGAAGTGAGGGAAACCAGGCTGAGACCAARAACAGACTG
CCTGGATCCCAGCTGGCTGTGCTGCATATTCGTGAAGACCCTGAGTCCGTTTATTTGCCGGT
AGGAGCAGGCTCCAACATTTTGTCTCCATCAAACGTTGACTGGGAAGTAGAAACAGATAATT
CTGATTTACCAGCAGGTGGAGACATAGGACCACCAAATGGTGCCAGCAAGGAAATATCAGAA
TTGGAAGAAGAARRAACAATTCCTACCAAAGAGCCTGAGCAGATAAAATCAGAATACAAGGA
AGAAAGATGTACAGAGAAGAATGAAGATCGTCATGCACTACACATGGATTACATACTTGTAA
ACCGTGAAGAAAATTCACACTCAAAGCCAGAGACCTGTGAAGAAAGAGAAAGCATAGCTGAA
TTAGAATTGTATGTAGGTTCCAAAGAAACAGGGCTGCAGGGAACTCAGTTAGCAAGCTTCCC
AGACACATGTCAGCCAGCCTCCTTAAATGAAAGAAAAGGTCTCTCTGCAGAGAARATGTCTT
CTAAAAGCGATACGAGATCATCTTTTGAAAGCCCTGCACAAGACCAGAGTTGGATGTTCTTG
GGCCATAGTGAGGTTGGTGATCCATCACTGGATGCCAGGGACTCAGGGCCTGGGTGGTCCGG
CAAGACTGTGGAGCCGTTCTCTGAACTCGGCTTGGGTGAGGGTCCCCAGCTGCAGATTCTGG
AAGAAATGAAGCCTCTAGAATCTTTAGCACTAGAGGAAGCCTCTGGTCCAGTCAGCCAATCA
CAGAAGAGTAAGAGCCGAGGCAGGGCTGGCCCGGATGCAGTTACCCATGACAATGAATGGGA
AATGCTTTCACCACAGCCTGTTCAGAAAAACATGATCCCTGACACGGAAATGGAGGAGGAGA
CAGAGTTCCTTGAGCTCGGARCCAGGATATCAAGACCARATGGACTACTGTCAGAGGATGTA
GGAATGGACATCCCCTTTGAAGAGGGCGTGCTGAGTCCCAGTGCTGCAGACATGAGGCCTGA
ACCTCCTAATTCTCTGGATCTTAATGACACTCATCCTCGGAGAATCAAGCTCACAGCCCCAA
ATATCAATCTTTCTCTGGACCAAAGTGAAGGATCTATTCTCTCTGATGATAACTTGGACAGC
CCAGATGAAATTGACATCAATGTGGATGAACTTGATACCCCCGATGAAGCAGATTCTTTTGA
GTACACTGGCCATGAAGATCCCACAGCCACCAAAGATTCTGGCCAAGAGTCAGAGTCTATTC
CAGAATATACGGCCGAAGAGGAACGGGAGGACAACCGGCTTTGGAGGACAGTGGTCATTGGA
GACCAAGAGCAGCGCATTGACATGAAGGTCATCGAGCCCTACAGGAGAGTCATTTCTCACGG
AGGACTTAGAGGATACTATGGGGACGGTCTAAATGCCATCATTGTGTTTGCCGCCTGTTTTC
TGCCAGACAGCAGTCGGGCGGATTACCACTATGTCATGGAAAATCTTTTCCTATATGTAATA
AGTACTTTAGAGTTGATGGTAGCTGAAGACTATATGATTGTGTACTTGAATGGTGCAACCCC
AAGAAGGAGGATGCCAGGGCTAGGCTGGATGAAGAARATGCTACCAGATGATTGACAGACGGT
TGAGGAAGAATTTGAAATCATTCATCATTGTTCATCCATCTTGGTTCATCAGAACAATCCTT
GCTGTGACACGACCTTTTATAAGTTCAAAATTCAGCAGTAAAATTAAATATGTCAATAGCTT
ATCAGAACTCAGTGGGCTGATCCCAATGGATTGCATCCACATTCCAGAGAGCATCATCAAAT
ATTGActtgaagctgaaagaaaagccttagtitggccatgctggaagaag

SECID N°2

FIG. 2B
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