ES 2 582 200 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @Namero de publicacion: 2 582 200
Gint. cl.;

A61K 35/76 (2015.01)
A61K 38/44 (2006.01)
C12N 15/864 (2006.01)
A61K 48/00 (2006.01)
A61P 25/28 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  11.09.2008 E 08804014 (2)
Fecha y numero de publicacion de la concesién europea: 13.04.2016 EP 2187898

Tl’tulo: Utilizacién de vectores viricos portadores del gen CYP46A1 para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer

Prioridad: @ Titular/es:

12.09.2007 US 971624 P INSERM (INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET
DE LA RECHERCHE MEDICALE) (100.0%)

L, L, 101, rue de Tolbiac
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la 75654 Paris Cedex 13, FR
traduccion de la patente:

09.09.2016 ( Inventor/es:

AUBOURG, PATRICK;
CARTIER-LACAVE, NATHALIE y
HUDRY, ELOISE

Agente/Representante:
CURELL AGUILA, Mireia

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 582200 T3

DESCRIPCION
Utilizacion de vectores viricos portadores del gen CYP46A1 para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la utilizacion del gen CYP46A1 para la utilizacion en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer. Méas particularmente, la invencion se refiere a la utilizacion de un vector virico,
preferentemente un vector virus adenoasociado (VVA) para la transferencia del gen CYP46A1 al cerebro de un
paciente afectado por la enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas prevalente de todos los trastornos neurodegenerativos.
Aproximadamente 100.000 victimas mueren y se diagnostican 360.000 nuevos casos de enfermedad de Alzheimer
cada afio. Actualmente no existe ningln tratamiento eficaz para la enfermedad de Alzheimer. La investigacion ha
sugerido varios posibles enfoques al tratamiento, tales como las estrategias colinérgicas: los inhibidores de la
acetilcolinesterasa (por ejemplo Tacrine®, Cognex® o Exelon®) y los agonistas de receptores muscarinicos M,
factores neurotréficos (por ejemplo el factor de crecimiento nervioso), los inhibidores de oxidacion (por ejemplo la
vitamina E), los agentes quelantes de metales, farmacos inmunotropicos, analgésicos no narcéticos (por ejemplo
ibuprofeno), inhibidores de la agregacion de beta-A4, estrogeno, etc. Sin embargo, hasta el momento, no se ha
demostrado que ninguno de dichos enfoques cause una mejora significativa en la mayoria de pacientes afectados
por la enfermedad de Alzheimer. De esta manera, existe una necesidad médica antigua y acuciante de nuevos
farmacos con un nuevo modo de accion para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Los mecanismos exactos que conducen a la EA no se entienden por completo, pero desde el aislamiento de la
isoforma E4 de ApoE como el factor de riesgo mas significativo de EA (Strittmatter W.J. et al., 1993), se ha
establecido una conexion mecanicista entre el metabolismo del colesterol y la formacién de las placas amiloides. En
el ser humano, un nivel elevado de colesterol a mediana edad se asocia a un riesgo mas alto de EA (Kivipelto M. et
al., 2002) y las concentraciones de colesterol se encuentran incrementadas en los cerebros con EA (Cutler R.G. et
al., 2004). La ApoE, que se une al colesterol y podria regular el transporte de los lipidos al interior de las neuronas,
se observa en las placas seniles (Namba Y. et al., 1991) conjuntamente con el colesterol mismo (Mori T. et al.,
2001). En la enfermedad de Niemann-Pick de tipo C, debido a una mutacion del gen NPC1 que codifica una proteina
que participa en el transporte intracelular de colesterol a destinaciones postlisosémicas, el colesterol se acumula en
las neuronas conjuntamente con el péptido AR en los endosomas tardios (Jin L.W. et al., 2004). En el modelo de
ratén de EA, el colesterol en la dieta acelera la deposicion de AR, mientras que los farmacos reductores del
colesterol lo reducen (Refolo L.M. et al., 2001). La inhibicion de la acil-coenzima A colesterol aciltransferasa (ACAT),
un enzima que controla el equilibrio entre el colesterol libre y los ésteres de colesterilo se ha demostrado que reduce
la patologia amiloide (Hutter-Paier B. et al., 2004). Sin embargo, la inactivacion de los genes que participan en el
transporte del colesterol (ApoE, ABCA1 y receptor de LDL) en diversos ratones con EA transgénicos ha conducido a
resultados divergentes, probablemente debido a que los cambios en el metabolismo del colesterol también
resultaron inducidos durante el desarrollo, causando mecanismos compensatorios incontrolables. In vRTIo, los
cambios en el contenido de colesterol de la membrana induce cambios paralelos en la secrecion de A (Simons M.
et al., 1998; Ehehalt R. et al., 2003). Se cree que dicha modulacién se produce al nivel de las balsas lipidicas. Un
contenido elevado de colesterol podria facilitar la agregacion de la § secretasa incluidas en las balsas con PPA
(Ehehalt R. et al., 2003), la traslocacion del complejo de la y-secretasa a la balsa podria presentar una consecuencia
similar (Vetrivel K.S. et al., 2005). Por otra parte, existe un mecanismo de retroalimentacion negativa entre el
procesamiento de la PPA y el metabolismo de los lipidos neuronales ya que AB40 inhibe la actividad de la HMG-CoA
reductasa y, de esta manera, la sintesis del colesterol (Grimm M.O. et al., 2005).

La solicitud de patente internacional n°® W0O2004/055201 describe la colesterol 24-hidroxilasa como diana terapéutica
para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

La colesterol 24-hidroxilasa es un enzima neuronal que se encuentra codificado por le gen CYP46A1. Convierte el
colesterol en 24-hidroxicolesterol y presenta un papel critico en el flujo de salida del colesterol del cerebro (Dietschy
J.M. et al., 2004). El colesterol cerebral es producido esencialmente, aunque no puede ser degradado, in situ, y una
barrera hematocefalica intacta restringe el transporte directo del colesterol desde el cerebro (Dietschy J.M. et al.,
2004). El 24-hidroxicolesterol puede cruzar la membrana plasmatica y la barrera hematocefalica y alcanza el higado,
en donde es degradado. Durante los estadios tempranos de la EA, las concentraciones de 24-hidroxicolesterol son
elevadas en el liquido cerebroespinal (LCE) y en la circulacion periférica. En estadios posteriores de la EA, las
concentraciones de 24-hidroxicolesterol pueden caer, reflejando probablemente la pérdida neuronal (Kolsch H. et al.,
2004). CYP46A1 se expresa en el entorno del nicleo amiloide de las placas neuriticas en el cerebro de los
pacientes de EA (Brown J. Ill et al., 2004).
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Sumario de la invenciéon

La presente invencidon proporciona un vector virico para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer,
comprendiendo el vector un acido nucleico codificante de colesterol 24-hidroxilasa, para la utilizacion en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto, en el que el vector debe administrarse directamente en el
cerebro del sujeto, 0 mediante inyeccion intravenosa o intratecal.

Preferentemente, el vector puede administrarse en el nucleo rojo, cuerpo amigdaloide, cortex entorrinal y neuronas
en el ventral lateral, o en los ndcleos anteriores del tAlamo, mediante microinyeccion estereotaxica.

El vector virico preferentemente comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de
aminoacidos SEC ID n° 2. Més preferentemente, el vector virico comprende la secuencia SEC ID n° 1.

En una forma de realizacion preferida, el vector virico puede ser un vector virus adenoasociado (VAA),
preferentemente el vector VAAS.

Descripcion detallada de la invencién

Los inventores han demostrado que la administracién de un vector adenoasociado que expresa el gen CYP46A1 en
el cerebro de ratones PPA23, un modelo de ratén de la enfermedad de Alzheimer, resulta en una reduccién marcada
de la neuropatologia y en una mejora de los déficits cognitivos.

Sobre esta base los inventores proporcionan un vector virico para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, en
el que el vector expresa CYP46AL1 en las células del sistema nervioso central.

Las secuencias de CYP46A1

El término "gen" se refiere a un polinucledtido que contiene por lo menos un marco de lectura abierto que puede
codificar un polipéptido o proteina particular tras ser transcrito o traducido.

La expresion "secuencia codificante” o "una secuencia que codifica una proteina particular”, se refiere a una
secuencia de acidos nucleicos que es transcrita (en el caso de ADN) y traducida (en el caso de ARNm) en un
polipéptido in VRTIo o in vivo al situarse bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Las limites de la
secuencia codificante estan determinados por un codén de inicio en el extremo 5'(amino)-terminal y un codon de
parada traduccional en el extremo 3'(carboxi)-terminal. Una secuencia codificante puede incluir de manera no
limitativa ADNc de ARNm procariotico o eucariético, secuencias de ADN gendémico de ADN procariético o eucariotico
e incluso secuencias de ADN sintético.

El gen CYP46AL1 codifica la colesterol 24-hidroxilasa. Este enzima es un miembro de la superfamilia de enzimas de
la citocromo P450. Se da a conocer una secuencia de ADNc para CYP46A1 en GenBank nimero de acceso
NM_006668 (SEC ID n° 1). Se muestra la secuencia de aminoacidos en SEC ID n° 2.

La invencion utiliza un constructo de acidos nucleicos que comprende la secuencia SEC ID n° 1 o una variante de la
misma para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Entre las variantes se incluyen, por ejemplo, variantes naturales debido a variaciones alélicas entre individuos (por
ejemplo polimorfismos), formas de procesamiento alternativo, etc. El término variante incluye ademas secuencias del
gen CYP46A1 de otros origenes u organismos. Las variantes preferentemente son sustancialmente homélogas
respecto a SEC ID n° 1, es decir, muestran una identidad de secuencia de nucle6tidos de tipicamente por lo menos
aproximadamente 75%, preferentemente de por lo menos aproximadamente 85%, mas preferentemente de por lo
menos aproximadamente 90%, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 95% respecto a SEC ID n°
1. Las variantes del gen CYP46A1 incluyen ademdas secuencias de acidos nucleicos que se hibridan con una
secuencia tal como se ha definido anteriormente (0 una cadena complementaria de la misma) bajo condiciones
restrictivas de hibridacion. Entre las condiciones restrictivas de hibridacion tipicas se incluyen las temperaturas
superiores a 30°C, preferentemente superiores a 35°C, mas preferentemente superiores a 42°C, y/o una salinidad
inferior a aproximadamente 500 mM, preferentemente inferior a 200 mM. Las condiciones de hibridacién pueden ser
ajustadas por el experto en la materia mediante la modificacion de la temperatura, salinidad y/o concentracion de
otros reactivos, tales como SDS, SSC, etc.

Los vectores viricos

Los vectores viricos de administracion génica utiles en la practica de la presente invencidon pueden construirse
utilizando métodos bien conocidos en la ciencia de la biologia molecular. Tipicamente, se ensamblan vectores
viricos que portan transgenes a partir de polinucleétidos codificantes del transgén, elementos regualdores
adecuados y elementos necesarios para la produccién de proteinas viricas que median en la transduccion celular.
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La expresion "transferencia génica" o "administracion génica" se refiere a métodos o sistemas para insertar
fiablemente ADN extrafio en las células hospedadoras. Dichos métodos pueden resultar en la expresion transitoria
de ADN transferido no integrado, replicacion extracromosomica y expresion de replicones transferidos (por ejemplo
episomas) o la integracién de material genético transferido en el ADN gendmico de las células hospedadoras.

Entre los ejemplos de vectores viricos se incluyen vectores adenoviricos, retroviricos, virus herpes y virus
adenoasociados (VAA).

Dichos virus recombinantes pueden producirse mediante técnicas conocidas, tal como mediante transfeccion de
células empaquetadoras o mediante transfeccién transitoria con plasmidos ayudante o virus. Entre los ejemplos
tipicos de células empaquetadoras de virus se incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPenv', células
293, etc. Los protocolos detallados para producir dichos virus recombinantes sin capacidad de replicacion pueden
encontrarse en, por ejemplo, los documentos n® W095/14785 y n° W096/22378, en las patentes US n° 5.882.877, n°
6.013.516, n° 4.861.719 y n°® 5.278.056, y en el documento n°® W094/19478.

En una forma de realizacion preferida, se utilizan vectores viricos adenoasociados (VAA). En una forma de
realizacion mas preferida, el vector VAA es VAAS.

La expresion "vector VAA" se refiere a un vector derivado de un serotipo de virus adenoasociado, incluyendo,
aungue sin limitacion, VAA-1, VAA-2, VAA-3, VAA-4, VAA-5, VAA-6, VAA9, VAALO, etc. Los vectores VAA pueden
presentar uno o mas de los genes de tipo salvaje de VAA delecionados totalmente o en parte, preferentemente los
genes rep y/o cap, aunque conservan secuencias RTI flanqueantes funcionales. Las secuencias RTI funcionales
resultan necesarias para el rescate, replicacion y empaquetamiento del virion de VAA. De esta manera, un vector
VAA se define en la presente memoria para que incluya por lo menos aquellas secuencias requeridas en cis para la
replicacion y empaquetamiento (por ejemplo las RTI funcionales) del virus. Las RTI no son necesariamente
secuencias de nuclettidos de tipo salvaje y pueden alterarse, por ejemplo mediante la insercion, deleciéon o
sustitucién de nucledtidos, con la condicion de que las secuencias proporcionen el rescate funcional, la replicacion y
el empaguetamiento. Los vectores de expresién VAA se construyen utilizando técnicas conocidas para proporcionar
por lo menos como componentes unidos funcionalmente en la direccidn de transcripcion, incluyendo los elementos
de control una region de inicio de traduccion, el ADN de interés (es decir, el gen CYP46Al) y una region de
terminacion de la transcripcion.

Los elementos de control se seleccionan para que resulten funcionales en una célula de mamifero. El constructo
resultante que contiene los componentes unidos operablemente se encuentra unido (5'y 3') a secuencias RTI del
VAA funcionales. La expresion "repeticiones terminales invertidas de virus adenoasociado” o "RTI de VAA" se refiere
a las regiones reconocidas en la técnica que se observan en cada extremo del genoma del VAA que funcionan
conjuntamente en cis como origenes de la replicacion del ADN y como sefiales de empaquetamiento para el virus.
Las RTI de VAA, conjuntamente con la region codificante rep del VAA, proporcionan una extraccién y rescate
eficientes y la integracion de una secuencia de nucledtidos interpuesta entre dos RTI flanqueantes en un genoma de
célula de mamifero. Las secuencias de nucledtidos de las regiones RTI del VAA son conocidas. Ver, por ejemplo,
Kotin, 1994; Berns K.I., "Parvoviridae and their Replication”, en: Fundamental Virology, 2a edicion (B.N. Fields y D.M.
Knipe, editores) para la secuencia VAA-2. Tal como se utiliza en la presente memoria, una "RTI de VAA" no
comprende necesariamente la secuencia de nucledtidos de tipo salvaje, pero puede resultar alterada, por ejemplo,
mediante la insercion, delecion o sustitucion de nucledtidos. Ademas, la RTI de VAA puede obtenerse de cualquiera
de entre varios serotipos de VAA, incluyendo de manera no limitativa VAA-1, VAA-2, VAA-3, VAA-4, VAA-5, VAA-6,
etc. Ademas, las RTI 5' y 3' que flanquean una secuencia de nucleétidos seleccionada en un vector VAA no deben
ser necesariamente idénticas u obtenerse del mismo serotipo o aislado de VAA, con la condicidon de que funcionen
tal como se requiere, es decir, que permitan la extraccion y rescate de la secuencia de interés de un genoma de
células hospedadoras o vector, y que permitan la integracién de la secuencia heterdloga en el genoma de la célula
receptora en el caso de que se encuentren presentes productos génicos Rep del VAA en la célula.

Resultan particularmente preferidos los vectores obtenidos de serotipos de VAA que presentan tropismo y una
eficiencia de transduccion elevada en células del SNC de mamifero, en particular neuronas. Se proporciona una
revision y comparacion de las eficiencias de transduccién de los diferentes serotipos en Davidson et al., 2000. En un
ejemplo preferido, se ha demostrado que los vectores basados en VAA2 dirigen la expresion a largo plazo de los
transgenes en el SNC, preferentemente transduciendo neuronas. En otros ejemplos no limitativos, entre los vectores
preferidos se incluyen vectores derivados de los serotipos VAA4 y VAAS, los cuales también se ha demostrado que
transducen células del SNC (Davidson et al.,, supra). En particular, el vector puede ser un vector VAA que
comprende un genoma derivado de VAAS5 (en particular las RTI son RTI de VAAS) y una cépside derivada del VAAS.

En una forma de realizacién particular de la invencion, el vector es un vector VAA pseudotipado. Especificamente un
vector VAA pseudotipado comprende un genoma del VAA derivado de un primer serotipo del VAA y una capside
derivada de un segundo serotipo del VAA. Preferentemente, el genoma del vector VAA se deriva de VAA2. Ademas,
la capside preferentemente se deriva del VAAS5. Entre los ejemplos no limitativos especificos de vectores VAA
pseudotipados se incluyen un vector VAA que comprende un genoma derivado de VAA2 en una capside derivada de
VAAS5, un vector VAA que comprende un genoma derivado de VAA2 en una capside derivada de VAALO, etc.
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La secuencia de nucledtidos seleccionada se encuentra ligada funcionalmente a elementos de control que dirigen la
transcripcion o expresion de la misma en el sujeto in vivo. Dichos elementos de control pueden comprender
secuencias de control normalmente asociadas al gen seleccionado. En particular, dichos elementos de control
pueden incluir el promotor del gen CYP46A1, en particular el promotor del gen CYP46A1 humano (Ohyama Y et al.,
2006).

Alternativamente, pueden utilizarse secuencias de control heter6logas. Entre las secuencias de control heter6logas
utiles generalmente se incluyen las derivadas de secuencias codificantes de genes de mamifero o viricos. Entre los
ejemplos se incluyen de manera no limitativa el promotor de fosfoglicerato cinasa (PKG), el promotor temprano del
SV40, el promotor LTR del virus del tumor mamario del raton, el promotor tardio principal de adenovirus (Ad MLP),
un promotor del virus del herpes simple (HSV), un promotor del citomegalovirus (CMV), tal como la region promotora
inmediata temprana del CMV (CMVIT), el promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), los promotores sintéticos,
los promotores hibridos, y similares. Ademas, también encuentran utilidad en la presente memoria las secuencias
derivadas de genes no viricos, tales como el gen murino de la metalotioneina. Dichas secuencias de promotor se
encuentran disponibles comercialmente de, por ejemplo, Stratagene (San Diego, CA). En el contexto de la presente
invencion, resultan de particular utilidad ambos promotores heterdlogos y otros elementos de control, tales como
promotores especificos del SNC e inducibles, intensificadores y similares.

Entre los ejemplos de promotores heter6logos se incluyen el promotor del CMV. Entre los ejemplos de promotores
especificos del SNC se incluyen los aislados de genes de la proteina basica de mielina (MBP), la proteina acida
fibrilar glial (GFAP) y la enolasa especifica neuronal (NSE).

Entre los ejemplos de promotores inducibles se incluyen los elementos sensibles al ADN para la ecdisona, la
tetraciclina, y la andaufina de la hipoxia.

El vector de expresion VAA que aloja la molécula de ADN de interés unida mediante RTI del VAA, puede construirse
mediante la insercién directa de la secuencia o secuencias seleccionadas en un genoma del VAA del que se han
extraido los marcos de lectura abierta ("MLA") principales del VAA. Otras partes del genoma del VAA también
pueden eliminarse, con la condicidon de que permanezca una parte suficiente de las RTI para permitir las funciones
de replicacién y empaquetamiento. Dichos constructos pueden disefiarse utilizando técnicas bien conocidas. Ver,
por ejemplo, las patentes US n° 5.173.414 y n° 5.139.941; las publicaciones de patente internacional n°® WO
92/01070 (publicada el 23 de enero de 1992) y el documento n® WO 93/037 69 (publicada el 4 de marzo de 1993);
Lebkowski et al., 1988; Vincent et al., 1990; Carter, 1992; Muzyczka, 1992; Kotin, 1994; Shelling y Smith, 1994; y
Zhou et al., 1994. Alternativamente, pueden extraerse los RTI de VAA del genoma virico o de un vector VAA que los
contiene y fusionado en 5'y 3' de un constructo de acidos nucleicos seleccionado que se encuentra presente en otro
vector, utilizando técnicas de ligacion estandares. Se han descrito vectores VAA que contienen RTI en, por ejemplo,
la patente US n° 5.139.941. En particular, se describen en dicha patente varios vectores VAA que se encuentran
disponibles de la American Type Culture Collection ("ATCC") bajo los niUmeros de acceso 53222, 53223, 53224,
53225 y 53226. Ademas, pueden producirse genes quiméricos sintéticamente para que incluyen secuencias de RTI
de VAA dispuestas 5' y 3' respecto a una o mas secuencias de acidos nucleicos seleccionados. Pueden utilizarse
codones preferidos para la expresion de la secuencia del gen quimérico en las células del SNC de mamifero. La
secuencia quimérica completa se ensambla a partir de oligonucleétidos solapantes preparados mediante métodos
estandares. Ver, por ejemplo, Edge, 1981; Nambair et al., 1984; Jay et al., 1984. Con el fin producir viriones VAAr,
se introdujo un vector de expresion VAA en una célula huésped adecuada utilizando técnicas conocidas, tal como
mediante transfeccion. Se conocen generalmente en la técnica varias técnicas de transfeccién. Ver, por ejemplo,
Graham et al., 1973; Sambrook et al., Molecular Cloning, a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratories, New
York, 1989; Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier, 1986, y Chu et al., 1981. Entre los métodos
de transfeccion particularmente adecuados se incluyen la coprecipitacion de fosfato de calcio (Graham et al., 1973),
la microinyeccion directa en células en cultivo (Capecchi, 1980), la electroporacion (Shigekawa et al., 1988), la
transferencia génica mediada por liposomas (Mannino et al., 1988), la transducciéon mediada por lipidos (Felgner et
al., 1987) y la administracion de &cidos nucleicos utilizando microproyectiles de alta velocidad (Klein et al., 1987).

Por ejemplo, un vector preferido, tal como VAA5-CYPwt utilizado en los ejemplos, posteriormente, comprende,
ademas de una secuencia de acidos nucleicos codificante de colesterol 24-hidroxilasa, el esqueleto del vector VAA
con RTI derivado de VAA-5, el promotor del gen PGK (fosfoglicerato cinasa) de ratdn y el elemento regulador post-
transcripcional del virus de la hepatitis de la marmota (WPRE).

Administracién de los vectores viricos

En la presente memoria se proporciona un método para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto,
comprendiendo dicho método:

(a) proporcionar un vector virico tal como se ha definido anteriormente, que comprende un &cido nucleico
codificante de colesterol 24-hidroxilasa, y
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(b) administrar el vector virico en el sistema nervioso central (SNC) del sujeto, en el que dicho vector transduce
células en el SNC, y en el que la colesterol 24-hidroxilasa es expresada por las células transducidas a un
nivel terapéuticamente eficaz.

Se proporciona ademas la utilizacion de un vector tal como se ha definido anteriormente, que comprende un acido
nucleico codificante de la colesterol 24-hidroxilasa, para la preparacion de una composicién farmacéutica destinada
al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto, en el que el vector debe administrarse en el sistema
nervioso central (SNC) del sujeto, preferentemente directamente en el cerebro del sujeto o mediante inyeccion
intravenosa o intratecal.

Se proporciona ademds el vector tal como se ha definido anteriormente, que comprende un acido nucleico
codificante de colesterol 24-hidroxilasa, para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto, en el que el
vector debe administrarse en el sistema nervioso central (SNC) del sujeto, preferentemente directamente en el
cerebro del sujeto 0 mediante inyeccidn intravenosa o intratecal.

Los métodos de administracion de vectores viricos en neuronas y/o astrocitos incluyen generalmente cualquier
método adecuado para vectores de administracion en las neuronas y/o astrocitos de manera que se transduzca por
lo menos una parte de las células de una poblacidn celular conectada sinapticamente seleccionada. El vector puede
administrarse en cualesquiera células del sistema nervioso central, células del sistema nervioso periférico, 0 ambas,
Generalmente, el vector se administra en las células del sistema nervioso central, incluyendo, por ejemplo, células
de la médula espinal, tallo cerebral (médula, puente troncoencefalico y mesencéfalo), cerebelo, diencéfalo (talamo,
hipotalamo), telencéfalo (cuerpo estriado, cortex cerebral o, dentro del cortex, los I6bulos occipital, temporal, parietal
o frontal), o combinaciones de los mismos, o preferentemente cualquier subpoblacion de los mismos. Entre los sitios
preferidos adicionales para la administracion se incluyen el nacleo rojo, el cuerpo amigdaloide, el cértex entorrinal y
las neuronas del ventral lateral, o en los nlcleos anteriores del tdlamo.

Para administrar el vector especificamente en una regidn particular y en una poblacion particular de células del SNC,
el vector puede administrarse mediante microinyeccion estereotactica. Por ejemplo, en el paciente se fija (se atornilla
al craneo) el marco estereotactico. Se obtienen imagenes del cerebro con el marco estereotactico (MRl compatible
con marcas de referencia) utilizando la MRI de alta resolucion. A continuacion, las imagenes de MRI se transfieren a
un ordenador que ejecuta software estereotactico. Se utiliza una serie de imagenes coronales, sagitales y axiales
para determinar la diana (sitio de inyeccion de vector VAA) y la trayectoria. El software traduce directamente la
trayectoria en coordenadas tridimensionales apropiadas para el marco estereotactico. Se taladran unos orificios de
trépano en la parte superior del sitio de entrada y se sitla el aparato estereotactico con la aguja implantada a la
profundidad dada. Seguidamente el vector VAA se inyecta en los sitios diana. Debido a que el vector VAA se integra
en las células diana en lugar de producir particulas viricas, la posterior extension del vector es menor y
principalmente una funcién de la difusion pasiva desde el sitio de inyeccion y evidentemente el transporte trans-
sinaptico deseado, previamente a la integracion. El grado de difusiéon puede controlarse mediante el ajuste de la
proporcion de vector a portador liquido.

Las vias adicionales de administracién pueden comprender ademas la aplicacion local del vector bajo visualizacion
directa, por ejemplo la aplicacion cortical superficial u otra aplicacion no estereotactica. El vector puede
administrarse generalmente por via intratecal, para aplicaciones especificas.

Las células diana de los vectores de la presente invencion son células del sistema nervioso central de un sujeto
afectado por la enfermedad de Alzheimer, preferentemente células neurales. Preferentemente, el sujeto es un ser
humano, generalmente un adulto.

Sin embargo, la invencién comprende administrar el vector en modelos bioldgicos de la enfermedad. En este caso,
el modelo biolégico puede ser cualquier mamifero en cualquier estadio de desarrollo en el momento de la
administracion, por ejemplo embrionaria, fetal, infantil, juvenil o adulta, preferentemente adulta. Ademas, las células
diana del SNC pueden ser esencialmente de cualquier origen, especialmente primates no humanos y mamiferos de
los 6rdenes Rodenta (ratones, ratas, conejos y hamsters), Carnivora (gatos y perros) y Arteriodactyla (vacas, cerdos,
ovejas, cabras y caballos), asi como cualquier otro sistema no humano (por ejemplo el sistema modelo de pez
cebra).

Preferentemente, el método de la invencién comprende la administracion intracerebral, por ejemplo directamente en
los ventriculos cerebrales.

Sin embargo, también pueden adaptarse otros métodos de administracion conocidos de acuerdo con la invencion.
Por ejemplo, para una distribucién méas generalizada del vector en el SNC, puede inyectarse en el liquido
cerebroespinal, por ejemplo mediante puncion lumbar. Para dirigir el vector al sistema nervioso periférico, puede
inyectarse en la médula espinal o en los ganglios periféricos, o en los tejidos (por via subcutéanea o intramuscular) de
la parte corporal de interés. En determinadas situaciones, el vector puede administrarse por via intravascular. Por
ejemplo, el vector puede administrarse intraarterialmente (cardtida) en situaciones en las que la barrera
hematocefélica se encuentra perturbada. Ademas, para una administracion mas global, el vector puede
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administrarse durante la "apertura” de la barrera hematocefélica que se consigue mediante la infusién de soluciones
hiperténicas que incluyen manitol.

Los vectores viricos utilizados en la presente memoria pueden formularse en cualquier vehiculo adecuado para la
administracion. Por ejemplo, pueden introducirse en una suspension, solucién o emulsion farmacéuticamente
aceptable. Entre los medios adecuados se incluyen la solucion salina y las preparaciones liposémicas. Mas
concretamente, entre los portadores farmacéuticamente aceptables pueden incluirse soluciones estériles de
soluciones, suspensiones y emulsiones no acuosas. Son ejemplos de solventes no acuosos, el propilenglicol, el
polietilenglicol, aceites vegetales tales como el aceite vegetal y ésteres organicos inyectables tales como el oleato de
etilo. Entre los portadores acuosos se incluyen el agua, las soluciones alcohdlicas/acuosas, las emulsiones o
suspensiones, incluyendo la solucién salina y los medios tamponados. Entre los vehiculos intravenosos se incluyen
los reabastecedores de liquidos y nutrientes, los reabastecedores de electrolitos (tales como los basados en
dextrosa de Ringer) y similares.

También pueden encontrarse presentes conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes y similares.

También puede utilizarse un sistema de dispersion coloidal para la administracion génica dirigida. Entre los sistemas
de dispersion coloidal se incluyen los complejos macromoleculares, las nanocapsulas, las microesferas, las perlas y
los sistemas basados en lipidos, incluyendo las emulsiones de aceite en agua, las micelas, las micelas mixtas y los
liposomas.

Las dosis preferidas y el régimen podran ser determinados por el médico, y dependen de la edad, sexo y peso del
sujeto, y del estadio de la enfermedad. A titulo de ejemplo, para la administracién de colesterol 24-hidroxilasa
utilizando un vector de expresion virico, cada dosis unitaria de vector que expresa colesterol 24-hidroxilasa puede
comprender entre 2,5 y 25 pl de una composicion que incluye un vector de expresion virico en un liquido
farmacéuticamente aceptable y que proporciona de 10 10 y hasta 10 15 particulas viricas que expresan colesterol
24-hidroxilasa por cada ml de composicion.

Las figuras y ejemplos son ilustrativos de la invencion.
Leyendas de las figuras

Las figuras 1A a 1C muestran que la expresion de la forma mutante de PPA en las células neuronales murinas
resulta en la produccion de péptidos AR y la regulacion negativa del gen CYP46Al. La figura 1A es un gréfico,
acompafiado de una transferencia western, que muestra la expresion del péptido AB40 en diversas lineas celulares
neuroblastoides. La figura 1B es una transferencia western que muestra que la expresion de CYP46A1 resulta
anulada en la linea celular neuroblastoide que expresa la forma mutante de PPA. La figura 1C es un grafico que
muestra la reduccion del nivel de 24S-hidroxicolesterol en la linea celular N2A-hPPAsI que expresa la forma mutante
de PPA.

La figura 2A es un gréafico que muestra que la reexpresion transitoria del gen CYP46ALl en la linea celular neuronal
murina que expresa la forma mutante de PPA resulta en una secrecion reducida de los péptidos AR40 y AR42. Las
figuras 2B, 2C y 2D son gréaficos que muestran que la re-expresion estable del gen CYP46A1 en la linea celular
neuronal murina que expresa la forma mutante de PPA resulta en la secrecion reducida de los péptidos AB40 y AB42
de una manera dependiente de la dosis génica, con un incremento del 24S-hidroxicolesterol sin cambios en el
contenido de colesterol.

La figura 3 es un grafico que muestra que la expresion de CYP46ALl en el cerebro de ratones PPA resulta en un
incremento del 24-hidroxicolesterol.

La figura 4 muestra unas placas amiloides en el hipocampo de los ratones PPA. La expresion de CYP46A1 resulta
en un numero reducido de placas amiloides en los ratones PPA.

Las figuras 5A a 5C muestran una comparacion entre ratones transgénicos para PPA tratados con VAA-CYPPmt y
ratones tratados con VAA-CYPPwt en la etapa de adquisicion (longitud de trayectoria y latencia de escape) (figura
5A), velocidad de nado (figura 5B) y ensayo de prueba ("probe trial", figura 5C).

Las figuras 6A a 6C muestran que las inyecciones del vector VAA5-CYP46A1 en el cortex cerebral el hipocampo
incrementan los niveles de 24S-hidroxicolesterol. (A) Expresion representativa de las formas de tipo salvaje
(CYP46A1wt) y mutante (CYP46A1mt) de la proteina CYP46A1 humana en el cerebro de ratones PPA23 de 12
meses de edad tras la inyeccion del vector VAA. GD: giro dentado, Sbcl: subiculo, CA: Cornu Ammonis. Barra de
escale=200 um. (B) Marcaje inmunitario de proteina CYP46A1lwt etiquetada con HA en neuronas (TNeu, tincion
neuronal, panel superior) y colocalizacion con el marcador Grp78 Bp del reticulo endoplasmaético (panel inferior). La
proteina CYP46mt etiquetada con HA presenta una localizacion subcelular idéntica (no mostrada). Barra de
escala=200 pm. (C) Concentraciones de colesterol y de 24S-hidroxicolesterol en el cortex cerebral e hipocampo de
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ratones PPA23 de 12 meses de edad en los que se ha inyectado el vector VAA5-CYP46Alwt o el vector VAA5-
CYP46A1mt (n=5 ratones en cada grupo) (prueba U de Mann-Whitney, ***P<0,0005, NS: no significativo.

Las figuras 7A a 7G muestran que la administracién intracerebral de CYP46A1 reduce marcadamente la patologia
amiloide en ratones PPA23. (A) Tincion inmunoldgica representativa de depdsitos amiloides con anticuerpo NT2 en
ratones PPA23 de 12 meses de edad en los que se ha inyectado el vector VAA5-CYP46A1mt (panel superior) o el
vector VAA5-CYP46A1wt (panel inferior). Barra de escala=200 pum. (B) Analisis estereoldgicos del nimero y
superficie de depdsitos amiloides en el cortex e hipocampo de ratones PPA23 en los que se ha inyectado el vector
VAA5-CYP46A1mt o el vector VAA5-CYP46A1wt a los 12 meses (3 niveles de seccion diferentes en cada raton, con
3-5 secciones en cada nivel, n=5 ratones en cada grupo). (C) Concentraciones de los péptidos AB40 y AB42 en el
cortex e hipocampo cerebrales agrupados de ratones PPA23 de 12 meses de edad en los que se habia inyectado el
vector VAA5-CYP46A1wt o el vector VAAT-CYP46A1lmt. Se cuantificaron los péptidos AR utilizando un ELISA tras
una etapa de solubilizacion en guanidina-HCI 5 M (n=5 ratones en cada grupo). (D) Cuantificacion de los
monomeros, trimeros, hexameros y dodecameros de péptidos AR mediante transferencia western tras la extraccion
en los tampones Tris-HCI 10 mM (Tris), Tris-HCI 10 mM/Triton al 2% (Triton) y Tris-HCI 10 mM/SDS al 0,5% (SDS)
(n=5 ratones en cada grupo). (E) Transferencia western representativa de PPA de longitud completa (PPAIc),
BACEL, PSENL1 y los FTC (C83, C99 y dominio intracelular de la PPA (DICP)) en muestras agrupadas de cortex e
hipocampo cerebrales procedentes de ratones PPA23 de 12 meses de edad en los que se habian inyectado los
vectores VAA5-CYP46A1wt y VAA5-CYP46A1mt (n=5 ratones en cada grupo). (F) Cuantificacion de los fragmentos
C-terminales de las a-secretasas y [(-secretasas (C83 y C99) en muestras agrupadas de cortex e hipocampo
cerebrales procedentes de ratones PPA23 de 12 meses de edad en los que se habian inyectado los vectores VAA5-
CYP46A1lwt y VAAT-CYP46Almt. Las cantidades de los fragmentos C-terminales se normalizaron respecto al nivel
de actina (n=5 ratones en cada grupo). U.A.=unidad arbitraria. (G) Expresion cuantitativa de los genes de 3-hidroxi-
3-metilglutaril-coenzima A reductasa murina (Hmgcr), proteina 2 de unién a esterol (Srebp2), acil-coenzima A:
colesterol aciltransferasa 1 (Acatl), Cyp46A1 y Cyp27Al en ratones PPA23 en los que se habian inyectado los
vectores VAA5-CYP46Alwt o VAA5-CYP46Almt (n=5 ratones en cada grupo) (prueba U de Mann-Whitney).
*P>0,05; **P<0,005. U.A.=unidades arbitrarias.

Las figuras 8A a 8E muestran que se observé una microgliosis reducida y una mejora de los rendimientos cognitivos
en los ratones PPA23 tratados con el vector VAA5-CYP46A1wt (A, B). Nimero de células positivas para Iba-1 en el
cortex, hipocampo y cerebelo de ratones PPA23 en los que se habia inyectado el vector VAA5-CYP46A1wt o el
vector VAA5-CYP46A1mt. Barra de escala=100 um (n=5 ratones en cada grupo; se analizaron 3 niveles de seccion
de cada ratén) (prueba U de Mann-Whitney). *P<0,05; NS: no significativo. (C) Longitud de trayectoria. (D) Latencia
de escape. (E) Curvas de velocidad de nado durante la etapa de adquisicion del procedimiento de laberinto acuatico
de Morris en ratones PPA23 tratados con el vector VAA5-CYP46A1wt (n=5, simbolos blancos) o con el vector VAA-
CYP46A1mt (de control) (n=4, circulos negros). Los puntos de datos representan resultados de sumas medias
(xEEM) de cuatro ensayos diarios. (F) El presente panel representa la proporcion del tiempo total en que
permanecen en cada cuadrante del laberinto acuatico de Morris durante el ensayo de prueba en ratones PPA23
tratados con el vector de control frente a los vectores terapéuticos. Las barras representan el porcentaje medio
(EEM) del tiempo total en un cuadrante especifico.

Las figuras 9A a 9D muestran que la expresion del gen CYP46A1 reduce la secrecion del péptido ABaoa2 €n células
N2a neuroblastoides murinas que expresan PPA humano mutado (PPAsI). (A) Secrecion de péptidos ABao y ABa2 Y
niveles de ARNm/proteina de PPAsI en las lineas celulares N2a y N2a-hPPAsI (clones 11, 12 y 17). Se detectd una
sefial débil correspondiente a la proteina PPA murina no mutada en las células N2a. (B) Nivel intracelular de
colesterol y 24S-hidroxicolesterol en células N2a y N2a-PPA17. (C) Niveles intracelulares de colesterol y 24S-
hidroxicolesterol en dos clones N2a-PPA17 que expresan el gen CYP46A1 humano (N2a-PPA-CYP-A y -B). (D)
Secrecion reducida de los péptidos AB40/42 en células N2a-PPA-CYP-A y -B. Las cantidades de los péptidos
AB40/42 se normalizaron respecto a 100% en células N2a-PPA17. Todos los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado (ANOVA y pruebas t de Student post-hoc). *P<0,05, **P<0,005, ***P<0,0005, NS: no significativo.

Las figuras 10A a 10C se refieren a la cuantificacion de los fragmentos C-terminales en células N2a-PPA17 que
expresan el gen de la colesterol-24-hidroxilasa y la medicion del colesterol, PPA y PSEN1 en membranas resistentes
a detergente (MRD). (A) Transferencia western representativa y cuantificacion de los fragmentos C-terminales de las
secretasas a, By y (C83, C99 y DICP) en extractos en bruto de células N2a-PPA17, N2a-PPA-CYP-A y N2a-PPA-
CYP-B. Columnas negras: N2a-PPA17, columnas grises: N2a-PPA-CYP-A, columnas blancas: N2a-PPA-CYP-B.
Las cantidades de fragmentos C-terminales se normalizaron respecto al nivel de actina, U.A.: unidades arbitrarias.
(B) Contenido de colesterol en MRD aisladas tras ultracentrifugacion en gradiente de yodixanol de células N2a-
PPA17, N2a-PPA-CYP-A y N2a-PPA-CYP-B. Tal como se esperaba, el contenido mas alto de colesterol se observo
en fracciones positivas para flotilina-2 (FLOT-2) de células N2a-PPA17. Columnas negras: N2a-PPA17, columnas
grises: N2a-PPA-CYP-A, columnas blancas: N2a-PPA-CYP-B. (C) Analisis de transferencia de proteinas de PPA,
BACEL, PSEN1 y FLOT-2 en células N2a-PPA17, N2a-PPA-CYP-A y N2a-PPA-CYP-B. Los porcentajes de PPA y
PSEN1 asociados a las fracciones positivas para FLOT-2 n°® 1 y n°® 4 se muestran a la derecha. Todos los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado (ANOVA y pruebas t de Student post-hoc). *P<0,05, **P<0,005, NS:
no significativo.
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Ejemplos
Materiales y métodos

Lineas celulares y condiciones de cultivo

Las células se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con suero de feto
bovino al 10%, glutamina al 1% y penicilina y estreptomicina al 1% (todos de Gibco Laboratories). Se obtuvo ADNc
PPAs| (que contenia las mutaciones sueca K670NM671L y London V717]) mediante PCR a partir de ratones
PPA/PS (L. Pradier, Sanofi-Aventis, Francia) y se clon6 bajo un promotor de pCMV en un plasmido pIRES-PURO
(Invitrogen). Tras la transfeccion utilizando el kit de transfeccion Effectene (Qiagen), se seleccionaron las células
N2a-hPPAslI resistentes a puromicina mediante el método de dilucion limitante y se sometieron a ensayo mediante
PCR. A continuacion, las células N2a-PPAsl se transfectaron establemente con un pldsmido pcDNA-pCMV-
CYP46A1 que contenia un casete de seleccion de resistencia a la neomicina. EI ADNc CYP46Al fue
generosamente proporcionado por L. Pradier (Sanofi-Aventis, Francia).

Determinacién del colesterol y el 24S-hidroxicolesterol

La cuantificacion del colesterol celular se llevd a cabo utilizando el kit de ensayo de colesterol Amplex Red
(Invitrogen). Para la determinacion del 24S-hidroxicolesterol, se afiadi6 el estandar interno 24-hidroxicolesterol-2H7
(Medical Isotopes) a homogenados de cerebro y celulares. Tras la hidrélisis y la extraccion, se sulfataron las
muestras y se cuantifico el 24S-hidroxicolesterol mediante HPLC-espectrometria de masas en tandem (Quattro I,
Micromass, Manchester, Reino Unido) utilizando una curva de calibracidon con ionizacion por electropulverizacion
(IEP) en el modo de iones negativos. Se cargaron las muestras en una columna analitica a un caudal de 0,3 ml/min
(Alltima C18, 250x2,1 mm, 5u Altech). La fase movil consistia de amonio al 0,1% en MilliQ (A) y acetonitrilo:H20, 9:1,
v/v (B). El gradiente siguiente migré durante un tiempo total de 25 min.: 0 a 10 min. de 85% de A a 50% de A, 10 a
20 min. 100% de A, 20 a 20,1 min. hasta 85% de A, 20,1 a 25 min. 85% de A. Los parametros de la espectrometria
de masas fueron los siguientes: nitrégeno como gas nebulizante; argén como gas de colisién (2,5x10° mBar),
energia de colision: 20 eV, voltaje capilar: 3 kV, temperatura de la fuente: 80°C, voltaje del cono: 25V. Se utilizaron
las transiciones siguientes para detectar el 24S-hidroxicolesterol: m/z 280,1—m/z 97 y m/z 283,6—m/z 97 para el
estandar interno.

Determinacién de los niveles de AB mediante ELISA

Se midieron in vitro los péptidos AR secretados en el medio 48 horas después de sembrar en placa las células. El
cortex y el hipocampo diseccionados in vivo en primer lugar se homogeneizaron en tampoén Tris-HCI 10 mM (pH
6,8), se ajusto la concentracion a 6 mg de proteina/ml y se extrajeron 50 pl en guanidina-HCI 5 M. Se cuantificaron
los péptidos AB4o y AB42 utilizando kits ELISA disponibles comercialmente (Biosource e Innogenetics).

Transferencia western

Se llevaron a cabo experimentos de transferencia western utilizando un protocolo estandar (electroforesis en PAGE-
SDS al 10%), excepto los analisis de los oligdmeros AB, los cuales se llevaron a cabo utilizando geles Bis-Tris al
12% CRITERION premoldeados (Bio-Rad) en tamp6n de migracion MES NuPAGE (Invitrogen). Todas las muestras
se extrajeron en tampoén de lisis que contenia céctel inhibidor de proteasas (Complete, Roche). Los anticuerpos
primarios (Tabla 1) se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente, seguido de anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa especificos de especie. Se utilizd el método de quimioluminiscencia mejorada (GE
Healthcare) para el revelado. La cuantificacion de la sefial se llevd a cabo utilizando andlisis densitométrico de los
autorradiogramas escaneados con el software ImageJ 1.38x NIH.

Tabla 1. Lista de anticuerpos primarios

Antigeno detectado Anticuerpo Dilucion Proveedor
Placas amiloides Monoclonal de ratén, clon 4G8 1/200 Chemicon
Suero de conejo NT12 1/1000 Staufenbiel M et al., Novartis
Oligébmeros AR Monoclonal de ratén, clon 6E10 1/1000 Sigma-Aldrich
PPAfl Monoclonal de ratén, clon 22C11 1/500 Chemicon
PPA CTF Policlonal de conejo 1/1000 Calbiochem
BACE-1 Policlonal de conejo EE17 1/500 Sigma-Aldrich
Presenilina Policlonal de conejo 1/100 Abcam
Flotillina-2 Monoclonal de ratén, clon A-3 1/200 Santa-Cruz biotechnology
Hemaglutinina Monoclonal de ratén, clon 16B12 1/200 Covance
Policlonal de conejo Y-11 1/100 Santa-Cruz biotechnology
GRP78 Bip Policlonal de conejo 1/500 Abcam
NeuN, neurona Monoclonal de ratén NeuN biotina 1/200 Chemicon
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Ibal, microglia Policlonal de conejo IBA-1 1/200 Wako
GFAP, astrocito Policlonal de conejo GFAP 1/500 SIGMA-ALDRICH
B-actina Policlonal de conejo 1/1000 Abcam

Analisis de oligémeros AB solubles

En primer lugar se homogeneizd el cortex e hipocampo diseccionados en un homogeneizador Dounce en Tris-HCI
10 mM, pH 6,8, complementado con céctel inhibidor de proteasas (Complete, Roche). Se ajustod la concentracion de
proteinas a 6 mg/ml para todas las muestras. Se llevd a cabo una primera etapa de ultracentrifugacion (100.000g a
4°C) para recoger el sobrenadante Tris y el sedimento se disolvié en un tampon de Tris-HCI 10 mM, Triton al 2% (pH
6,8). Otra etapa de ultracentrifugacion (100.000g, 4°C) permitié eliminar el sobrenadante de Triton y se resuspendio
el sedimento en un tampoén de Tris-HCI 10 mM, SDS al 0,5% (pH 6,8). Tras una ultima etapa de ultracentrifugacion
(100.000g a temperatura ambiente), se recogio el sobrenadante de SDS y el sedimento se disolvio directamente en
solucién Blue Laemmli.

Aislamiento de membranas resistentes a detergentes (MRD)

Se aislaron balsas lipidicas tal como se ha descrito previamente (Vetrivel et al., 2004). En primer lugar se lis6 un
sedimento de diez millones de células en tampon MBS (MES 25 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, pH 6,5) que
contenia Triton X-100 al 1% y coctel inhibidor de proteasas (Complete, Roche).

Todas las etapas se llevaron a cabo a 4°C. Se ajustd la concentracion de proteinas a mg/ml y se introdujeron los
lisados celulares en yodixanol al 40% (gradiente de densidad OptiPrep, Sigma) diluido en un tampo6n apropiado
(sacarosa 0,25 M, EDTA 6 mM, tricina 120 mM, pH 7,6). Se superpusieron dos capas de tampo6n de yodixanol al
30% seguido de al 20% en la parte superior del tubo de ultracentrifuga. Tras la ultracentrifugacion a 39.000 rpm
durante 20 h a 4°C, se recogieron fracciones (de 1 ml) y se analizaron mediante transferencia western siguiendo el
protocolo estandar. SE utilizé la deteccion de flotilina-2 para identificar las fracciones de MRD.

RT-PCR cuantitativa

Se llevo a cabo la extraccion del ARN mensajero de células o tejidos utilizando el kit RNAble (Eurobio Laboratories).
Se llev6 a cabo la RT-PCR cuantitativa en tiempo real en el sistema de deteccion de secuencias ABI Prism 7700
(Perkin-Elmer Applied Biosystems) tal como se ha descrito (Bieche et al., 2004).

Como control de ARN enddgeno, los presentes inventores cuantificaron los transcritos del gen de proteina de unién
a caja TATA (PUT). Se normalizé la cantidad de transcrito diana (Ngiana) baséndose en el contenido de PUT en cada
muestra y posteriormente se normaliz6 respecto a un nivel basal de ARNm utilizando la ecuacion: Ngiana=2ACtmyestra,
en la que ACt es el valor Ct del gen diana menos el valor Ct del gen PUT. Se listan los cebadores en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de cebadores utilizados para la RT-PCR en tiempo real

Gen Cebador Secuencia
Thp For tgcacaggagccaagagtgaa (SEC ID n° 3)
Rev cacatcacagctccccacca (SEC ID n° 4)
Cyp46al For ggctaagaagtatggtcctgttgtaaga (SEC ID n° 5)
Rev ggtggacatcaggaacttcttgact (SEC ID n° 6)
CYP46A1 For agaagtatggacctgttgtgcgg (SEC ID n° 7)
Rev tggttgacatcaggaacttcttaacc (SEC ID n° 8)
PPA For cacaccgtcgccaaagagaca (SEC ID n° 9)
Rev ggcagcaacatgccgtagtca (SEC ID n° 10)
Bacel For agccgtcatcatggaaggtttctat (SEC ID n°® 11)
Rev gaactcatcgtgcacatggcaa (SEC ID n° 12)
Adam9 For ggcgaccagacttggaacagac (SEC ID n° 13)
Rev tggatgacgtaagagatctgctgtg (SEC ID n° 14)
Adam10 For cggggctgggaggtcagtat (SEC ID n° 15)
Rev gcacgctggtgtitttggtgta (SEC 1D n° 16)
Adam17 For tggcaaaactattctcacaaaggaag (SEC ID n° 17)
Rev agggtcatgttctgctccaaaatta (SEC 1D n° 18)
Psenl For gagatacctgcacctttgtcctactt (SEC 1D n° 19)
Rev gttcttggctgtcattctggcet (SEC ID n° 20)
Hmgcr For ccccacattcactcttgacgctct (SEC ID n° 21)
Rev gctggcggacgcectgacat (SEC ID n° 22)
Abcal For caacccctgcttcegttatccaa (SEC ID n° 23)
Rev gagaacaggcgagacacgatggac (SEC ID n° 24)
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Abca? For caatatgccaactccacggtcac (SEC ID n° 25)
Rev ggtcgcactgggtcgaacaa (SEC ID N° 26)
Abcgl For tctccaatctegtgecgtatctga (SEC ID N° 27)
Rev ctgatgccacttccatgacaaagtct (SEC ID N° 28)
Abcg4 For tcgccgagagctgattggeat (SEC 1D N° 29)
Rev cccttcatccccgactecctgta (SEC ID N° 30)
ApoE For gtcacattgctgacaggatgccta (SEC ID N° 31)
Rev gggttggttgctttgccactc (SEC ID N° 32)

Disefio de plasmido del VAA y produccién de vectores

Los plasmidos pcADN de CYP46A1 de tipo salvaje y mutante fueron generosamente proporcionados por L. Pradier
(Sanofi-Aventis, Francia). Se clonaron tres fragmentos generados mediante PCR que contenian las secuencias
completas del promotor de la fosfoglicerato cinasa (PGK) murina de 0,6 kb, el ADNc de CYP46A1 de 1,5 kb y el
elemento regulador de 0,6 kb del elemento regulador post-transcripcional del virus de la hepatitis de la marmota
(WPRE), generando los plasmidos pVAA5/PGK-CYP46A1h-WPRE. La funcionalidad de cada plasmido del VAA se
comprob6 mediante transfeccion transitoria de células 293T. Se utilizaron estos plasmidos para generar los vectores
VAA5/PGK-HACYP46A1 (denominados VAA5-CYP46Alwt o VAA5-CYPwt) y VAAS/PGK-HACYP46A1mut
(denominados VAA5-CYP46A1mt o VAA5-CYPmt). Se generaron reservas de vector VAA mediante la transfeccion
transitoria de células 293T y se purificaron utilizando un gradiente de ultracentrifugacion de CsCI (Sevin et al., 2006).
Los titulos eran de entre 4x10 **y 9x10" vg/ml.

Linea de ratén transgénico e inyecciones intracerebrales de vectores VAA

La linea de raton transgénico PPA23 (Thyl-hPPAswe) (Sturchler-Pierrat et al., 1997) fue generosamente
proporcionada por Matthias Staufenbiel (Novartis Pharma). Estos ratones sobreexpresan el gen PPA751 humano
mutado que contiene la doble mutacion sueca (K670N-M671L) bajo el promotor especifico neuronal Thy-1. Los
animales se alojaron en unas instalaciones animales libres de patdégenos. Estos experimentos fueron aprobados por
el comité veterinario del INSERM vy se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices de cuidado y utilizacion de
animales de laboratorio (NIH publicacion n°® 85-24) y la European communities Council Directive (86/609/EEC).
Ademaés, el protocolo de cribado comportamental fue aprobado por el Animal Ethics Committee de la Universidad of
Antwerp. Los ratones PPA23 se anestesiaron mediante la inyeccién intraperitoneal de quetamina/xilazina (0,1/0,05
mg/g de peso corporal) y se situaron en un marco estereotactico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, USA). Se
llevaron a cabo inyecciones de vectores en el cortex cerebral (dos depositos) y en el hipocampo (un depdsito) de
cada hemisferio con 2 pl de preparacion virica (12x10° vg) utilizando una micropipeta roma de calibre 30 incorporada
en una jeringa Hamilton de 10 pl (Reno, NV, USA) a un caudal de 0,2 pl/min. Las coordenadas estereotacticas de los
sitios de inyeccién del bregma eran 1) AP:-0,3, ML: £2, DV: -1,5 mm; 2) AP: -2, ML: £1,2, DV: -1,2 mm, y AP: -2, ML:
+1,2, DV: -2 mm.

Los ratones se sacrificaron a los 6 o 12 meses. Se utilizé un hemisferio cerebral para la histoquimica. El hipocampo
y cortex cerebral del otro hemisferio se diseccionaron para la bioquimica, expresion génica y andlisis de proteinas
utilizando la transferencia western.

Analisis del comportamiento

El laboratorio acuatico de Morris (LAM) consistia de una piscina circular (diametro: 150 cm, altura: 30 cm) llena de
agua opacificada (pintura natural no toxica), mantenida a 25°C y circundada de sefiales visuales invariables en el
exterior del laboratorio. Se introdujo una plataforma de vidrio acrilico redonda (diametro: 15 cm) 1 cm bajo la
superficie del agua en una posicion fija en uno de los cuadrantes. La etapa de adquisicion comprendio 8 bloques de
prueba de 4 pruebas diarias iniciadas semi-aleatoriamente desde cuatro posiciones diferentes en el borde del
laberinto con intervalos entre pruebas de 15 in. En el caso de que un raton no pudiese alcanzar la plataforma en 120
s, se colocaba sobre la plataforma durante 15 s antes de devolverlo a su jaula de origen. Se registraron las
trayectorias de nado utilizando un sistema de seguimiento en video computerizado (Ethovision, Noldus, Paises
Bajos), registrando la trayectoria del camino, la latencia de escape y la velocidad de nado. Cuatro dias después de
finalizar la etapa de adquisicion, se llevo a cabo un ensayo de prueba. Se retir6 la plataforma del laberinto y se dejé
que cada ratén nadase libremente durante 100 s. La exactitud espacial se expresa como porcentaje del tiempo
pasado en cada cuadrante del LAM y el nimero de cruces a través de la posicion diana, es decir, la localizacion
especifica de la plataforma durante la etapa de adquisicion.

Estadisticos para el andlisis del comportamiento: el analisis de la varianza de dos factores con medidas repetidas
(RM-ANOVA), con tratamiento y bloque de prueba como posibles fuentes de variacidon, en combinacion con el
procedimiento post-hoc de HSD de Tukey, sirvié para evaluar la significancia de las diferencias entre puntuaciones
medias durante la etapa de adquisicion. Se sonded la agudeza espacial durante el ensayo de prueba utilizando un
ANOVA de dos factores con prueba HST de Tukey. Se utilizaron pruebas t de Student de dos factores (prueba t)
para evaluar las diferencias en el nUmero de entradas a través de la posicion diana anterior y la longitud de
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trayectoria durante el ensayo de prueba. Todos los célculos estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software
Sigmastat (SPSS Inc., Erkrath, Alemania) con el nivel de probabilidad fijado en 95%.

Inmunohistoquimica y andlisis de microscopia

Los animales anestesiados se infusionaron transcardicamente con PBS. Para los andlisis bioquimicos, se disecciono
el cortex izquierdo y el hipocampo, se pesaron y se congelaron en nitrégeno. El hemicerebro derecho se fijé
posteriormente en paraformaldehido al 4% en PBS durante 24 horas y se incluy6 en parafina. Las secciones de
cinco micrémetros secuencialmente (a) se desparafinaron en xileno, (b) se rehidrataron en etanol, (c) se
permeabilizaron en saponina en PBS al 0,05%, (d) se bloquearon en saponina en PBS al 0,01% y suero de cabra
normal al 5%, y (d) se incubaron durante la noche con el anticuerpo primario. Para el marcaje de las placas
amiloides con el anticuerpo monoclonal de ratén 4G8, se llevd a cabo un tratamiento con &cido férmico al 80%
durante 30 minutos. Resulté necesaria una etapa de recuperacion del antigeno en tampoén de acido citrico (0,1
M)/citrato sodico (0,1 M) para varios anticuerpos. Se aplicaron anticuerpos secundarios durante una hora a
temperatura ambiente. Se listan todos los anticuerpos en la tabla complementaria 1. Las imagenes se obtuvieron
con un microscopio Nikon (Eclipse 800) y una camara QIMAGING digital (CCD QICAM enfriada mas filtro RGB pixel
4,65x4,65 um). Las secciones de control y de ensayo se procesaron el mismo dia y bajo las mismas condiciones.

Se llevaron a cabo analisis estereolégicos en 3 niveles de seccidn en cada ratén, con 3 a 5 secciones contiguas en
cada nivel. Para determinar la superficie y numero de depoésitos amiloides en la region anatémica de interés, se
configuré el software analizador de imagenes Histolab® (Microvision Instruments, Paris, Francia) para detectar
autométicamente de modo ciego los depositos marcados con DAB. Las placas en las que la intensidad no era
suficientemente superior al fondo para la fijacion correcta de umbrales no fueron consideradas. La configuracion de
parametros no se modificé en ninguno de los andlisis. Cada objeto positivo para DAB se consider6 que era una
placa amiloide y el analizador de imagenes midi6 directamente su superficie o nimero. Para cada seccion,
seguidamente se informé de la cuantificacion de depoésitos amiloides respecto a la superficie de cortex y de
hipocampo de la seccion respectiva. El recuento de células positivas para GFAP e Iba-1 se llevo a cabo siguiendo el
mismo procedimiento.

Analisis estadisticos

Todos los procedimientos estadisticos, excepto los andlisis del comportamiento, se llevaron a cabo utilizando el
software StatView 5.0 y JMP 7.0 para Macintosh. Los datos in vitro se analizaron mediante ANOVA seguido de
comparaciones multiples post-hoc con pruebas t de Student en el caso apropiado. Debido a que los grupos de
animales eran pequefios, se analizaron los datos de los experimentos in vivo utilizando la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney. El error de los valores medios en el texto y en las columnas de los graficos representa el error
estandar de la media (EEM).

Resultados

La expresion del gen CYP46A1 presenta una marcada regulacién negativa en una linea celular neuronal murina que
produce los péptidos ABaoy ABaz.

Los inventores disefiaron lineas celulares N2A neuroblastoides murinas (a continuacién denominadas N2A-hPPAsI)
que expresan constitutivamente el gen PPA mutado humano que aloja las mutaciones sueca y London y secreta los
péptidos ABao y ABa2 (figura 1A).

La linea celular N2A-hPPAs| respondié a diferentes tratamientos hipocolesterolémicos (metil-B-ciclodextrina, medio
sérico deficiente en lipoproteinas), resultando en una reduccion de la secrecion de los péptidos ABao y ABaz.

Tal como se observo en la RT-PCR, la expresion del gen CYP46A1 murino se redujo marcadamente en N2A-hPPAs|
(figura 1B), mientras que la expresion de los otros genes que participan en el metabolismo del colesterol
permanecieron sin cambios. Estos resultados fueron confirmados por los estudios de RT-PCR cuantitativa.

De acuerdo con la regulacién negativa del gen CYP46A1, el nivel de 24-hidroxicolesterol se encontraba
marcadamente reducido en la linea celular N2A-hPPAs|, mientras que el contenido intracelular de colesterol no
experimentd cambios (figura 1C).

Reexpresion del gen CYP46A1 en la linea celular neuronal murina que expresa la forma mutante de PPA resulta en
una secrecién reducida de los péptidos AB4o Y AB42 de una manera dependiente de la dosis génica

La transfeccion de la linea celular N2A-hPPAs| con un plasmido pcADN codificante del ADNc CYP46A1 humano
resultd en una secrecién reducida de los péptidos ABao y AB42 (figura 2A). A continuacion, los inventores disefiaron
tres lineas celulares N2A-hPPAs| que expresan constitutivamente el gen CYP46A1 humano (a continuacion
denominado N2A-hPPAsI-CYP-A, B y C). La expresion forzada del gen CYP46A1 resultd en un incremento de los
niveles intracelulares de 24-hidroxicolesterol sin cambios en el colesterol intracelular (figura 2C y D).
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La expresion del gen CYP46Al1 se asocié a una secrecion reducida de los péptidos ABs Y ABs2, que se
correlacionaba con los niveles de expresion del gen CYP46AL1 (figura 2B).

El corte inicial de PPA que genera fragmentos C-terminales (FTC) y péptidos AR es producido por la aspartil-
proteasa B-secretada, también conocida como enzima de corte PPA en el sitio B (BACE). Para determinar si la
secrecion reducida de los péptidos ABso y AB42 en la linea celular N2A-hPPAsI-CYP se encontraba asociada a la
modificacion de la agrupacion de BACE en las balsas lipidicas, los inventores evaluaron el nivel de proteina BACE1
en fracciones de membranas resistentes a detergentes (MRD) que se encuentran enriquecidas en colesterol. No se
observaron cambios en la cantidad de BACE en las fracciones de MRD en las que se encontraba presente proteina
anti-flotilina.

La administracion de VAA-CYP46A1 reduce la patologia de tipo Alzheimer en ratones PPA transgénicos

El ratén PPA23 (Thyl-hPPA751sl denominado en adelante raton PPA) desarrolla a los 6 meses placas que son
similares a las placas seniles en la EA humana (Sturchler-Pierrat et al., 2000) y desarrollan desde los 3 meses de
edad declive cognitivo que precede a la deposicién amiloide (Van Dam et al., 2003).

Las formas de tipo salvaje (wt) y mutada (mt) del ADNc CYP46 humano etiquetado con epitopo HA se clonaron en
plasmidos de virus adenoasociado, generando los vectores VAA5/PGK-hCYP46A1 (denominado VAA5-CYPwt [tipo
salvaje]) y VAA5/PGK-hCYP46Almut (denominado VAA5-CYPmt [formas mutantes]) (6x10™ vp/ml). La forma
mutada de CYP46 humana contiene una mutacion sin sentido que destruye su estructura de heme, conduciendo a la
ausencia completa de la actividad de 24-hidroxilasa. La funcionalidad de los plasmidos del VAA se comprobo
mediante transfeccion transitoria de células 293T. Se inyectaron los vectores VAA5-CYPwt y VAA5-CYPmt en el
hipocampo y cortex cerebral de ratones PPA de un mes y medio de edad, los cuales todavia no muestran déficits
cognitivos y placas amiloides.

La inmunohistoquimica con un anticuerpo contra HA demostr6 que la expresion neuronal de CYP-wt y CYP-mt en el
neocortex y el hipocampo de ratones tratados de 6 meses de edad. En el hipocampo, la expresién mas alta de
CYPwt o CYPmt se detecté en todo el giro dentado, CA2 y CA3. Las proteinas CYP-wt y CYP-mt se expresaron
mayoritariamente en las neuronas positivas para NeuN y se colocalizaban, tal como se esperaba, con la proteina
GRP 78 BiP, que se expresa en el reticulo endoplasmatico.

En comparacion con los ratones PPA23 no tratados o los ratones PPA23 tratados con el vector VAA5-CYPmt, los
ratones PPA23 tratados con el vector VAA5-CYPwt mostraron unos niveles incrementados de 24-hidroxicolesterol
en el hipocampo y el neocortex (figura 3).

Con el fin de investigar los efectos de la sobreexpresion de CYP46Al con el vector VAA5-CYPwt sobre el
procesamiento de PPA y la patogénesis amiloide en los ratones PPA23 transgénicos, los inventores utilizaron el
andlisis inmunohistoquimico para AR (figuras. 4A y 4B). En comparacion con los ratones transgénicos para PPA
tratados con VAA-CYPmt, los ratones de 6 meses de edad tratados con VAA-CYPwt mostraron una reduccion
significativa (reduccién de 55%, n=6 en cada grupo, p<0,05) del porcentaje de area ocupada por placas AB-
inmunorreactivas en el hipocampo y el neocortex (sitios de inyeccién) pero no en otras regiones cerebrales, tales
como el tdlamo, en donde no se administraron vectores VAA.

Con el fin de determinar si los efectos neuroprotectores de VAA-CYPwt estaban asociados con la mejora de los
déficits cognitivos y del rendimiento en ratones transgénicos para PPA, se sometieron a ensayo los animales en el
ensayo de laberinto acuatico de Morris de plataforma oculta para explorar el aprendizaje espacial y los déficits de
memoria, un resultado que recuerda las perturbaciones observadas en los pacientes de EA. En comparacion con los
ratones transgénicos para PPA tratados con VAA-CYPmt, los ratones tratados con VAA-CYPwt mostraron una
mejora significativa en la etapa de adquisicién (longitud de trayectoria y latencia de escape (figura 5A), velocidad de
nado (figura 5B) y ensayo de prueba (figura 5C).

Deposicién amiloide reducida y produccién de péptidos AB en ratones PPA23 en los que se habia inyectado vector
VAA5-CYP46A1

Los vectores VAA que expresaban ADNc CYP46A1 de tipo salvaje (VAA5-CYP46A1wt, n=11 hembras) o mutado
(VAA5-CYP46A1mt, n=11 hembras) etiquetado con epitopo hemaglutinina (HA) se inyectaron en el hipocampo,
cortex frontal y parietal de ambos hemisferios de ratones PPA23 de 2 meses de edad. La proteina CYP46A1
mutante contiene una mutacion que resulta en la ausencia total de actividad de colesterol 24-hidroxilasa.

Las proteinas CYP46A1 de tipo salvaje (wt) o mutantes (mt) en ratones de 6 meses (n=12) y de 12 meses (n=10)
mostraron una expresion comparable en las neuronas del cortex cerebral y del hipocampo (figura 6A), en donde se
colocalizaban con el marcador GRP78 Bip en el reticulo endoplasmatico, al igual que la colesterol-24-hidroxilasa
endogena (Ramirez et al., 2008) (figura 6B). Con la RT-PCR cuantitativa, se encontr6 que el nivel de ARNm de
CYP46A1 era ocho veces superior que el nivel de CYP46A1 de ratdn en ratones PPA23 no inyectados. El nivel de
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24S-hidroxicolesterol se incrementé en dos veces en el cortex cerebral e hipocampo diseccionados de ratones en
los que se habia inyectado el vector VAA5-CYP46Alwt, mientras que el colesterol total no experimenté cambios
(figura 6C).

La expresion del gen CYP46A1 estaba asociada a una reduccién marcada del nimero de placas amiloides (63% a
68%) y del porcentaje de area ocupada por depositos amiloides (71%) en el hipocampo y cortex cerebral (figura 7A,
B). La mayoria de los depdsitos amiloides remanentes se concentraron en regiones en las que muy pocas o0 ninguna
célula expresaba la proteina CYP46A1lwt. Los péptidos ABso Y ABa2 evaluados mediante ELISA se redujeron en
50+3% y 57+4%, respectivamente, en muestras agrupadas de cortex cerebral e hipocampo (figura 7C). La cantidad
de oligbmeros A hexaméricos y dodecaméricos se encontraba ligeramente reducida sin alcanzar la significancia
estadistica. En contraste, los oligdmeros A triméricos se redujeron en 30% a 50% (P<0,05, figura 7D). El analisis de
transferencia western mostrd que la cantidad de producto C83 de corte de la a-secretasa permanecia sin cambios,
mientras que el producto C99 de corte de la B-secretasa se incrementaba en 40% en ratones en los que se habia
inyectado VAA5-CYP46Alwt (figura 7E, F). Los fragmentos DICP generados por corte y eran practicamente
indetectables (figura 7E), sugiriendo que la expresién de CYP46A1 inducia una reduccién del corte de FTC por la y-
secretasa in vivo.

La expresion de Adam9, 10, 17, Bacel y Psenl y, mas inesperadamente, de los genes diana LXR (Abcal, Abca2,
Abcgl, Abcg4, Abcg5 y ApoE) no result6 modificada. La expresion de los genes de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A reductasa (Hmgcr) y de la proteina 2 de union a esterol (Srebp2) se increment6 en 1,6 veces (figura 7G)
sin cambios en la expresion de los genes de la acil-coenzima A:colesterol aciltransferasa 1 (Acatl), del receptor de
lipoproteina de baja densidad (LdIr), de la proteina 1 relacionada con lipoproteinas de baja densidad (Lrpl), de
lecitina:colesterol aciltransferasa (Lcat) y de C1 de la enfermedad de Niemann-Pick (Npcl).

La expresion de CYP46A1 reduce la microgliosis y mejora los déficits cognitivos antes de la aparicion de depdsitos
amiloides

Los depésitos amiloides inducen una respuesta microglial y la astrocitosis en ratones PPA23 (Bornemann et al.,
2001). Se redujo el nimero de células microgliales positivas para Iba-1 en 41+7% y 46+4%, respectivamente, en el
cortex cerebral y el hipocampo de ratones en los que se habia inyectado vector VAA5-CYP46A1wt (figura 8A, B). De
manera similar, se redujo el nimero de células positivas para GFAP en practicamente el 50% en ratones PPA23 en
los que se habia inyectado el vector VAA5-CYP46A1wt.

Los ratones PPA23 desarrollan déficits cognitivos a los 3 meses de edad, mientras que los depdsitos amiloides s6lo
se detectan en el cerebro de los mismos a los 6 meses (Van Dam, 2003). Con el fin de evaluar los efectos de la
inyeccion del vector VAA5-CYP46A1wt sobre las funciones cognitivos, los ratones fueron sometidos a ensayo a los 6
meses utilizando el procedimiento del laberinto acuatico de Morris (LAM). Todos los ratones que habian recibido
inyecciones de vector VAA5-CYP46A1lwt o VAA5-CYP46A1lmt mostraron rendimientos mejorados durante la etapa
de adquisicion (P<0,001) (figura 8C, D). Sin embargo, los inventores observaron un efecto significativo de la
inyeccion de VAA5-CYP46A1wt sobre el parametro longitud de trayectoria (P=0,054, RM-ANOVA de dos factores)
sin ninguna interaccion significativa entre la inyeccion del vector y el bloque de ensayo (P=0,583) (figura 8C). La
ausencia de efectos de tratamiento sobre la velocidad de nado (figura 8E) indica que la mejora de la longitud de
trayectoria no se debe a un mejor rendimiento motor. Los inventores no observaron ningun efecto significativo de la
inyeccion de vector sobre la latencia de escape (figura 8D). Durante el ensayo de prueba, los ratones en los que se
habia inyectado vector VAA5-CYP46A1lwt no permanecieron mas tiempo en el cuadrante diana (figura 8F) pero
cruzaron la posicion anterior de la plataforma mas frecuentemente (1,4+0,4) que los ratones PPA23 con tratamiento
simulado (010, P=0,018), indicando que su memoria espacial habia mejorado.

La expresiéon de CYP46A1 reduce la cantidad de colesterol y presenilina-1 en membranas resistentes a detergentes
aisladas a partir de células neuroblastoides murinas gue expresan PPA humano mutado

Con el fin de obtener mas informacién sobre los mecanismos por los que la sobreexpresion de CYP46A1 reduce los
fragmentos DICP generados por el corte y in vivo, los inventores construyeron lineas celulares N2a neuroblastoides
murinas para sobreexpresar constitutivamente el gen PPA humano que incluye las mutaciones sueca y London
(PPAsI). Los inventores seleccionaron el clon 17 (en lo sucesivo denominado en la presente memoria N2a-PPA17),
que se encontrd que secretaba los niveles mas altos de péptidos ABaouz (figura 9A) y demostraron que dicho clon
presentaba una expresion reducida del gen CYP46A1 murino y una reduccién de 43% del contenido de 24S-
hidroxicolesterol (figura 9B).

A continuacion, los inventores restauraron la expresion de la colesterol-24-hidroxilasa mediante la construccion de
células N2a-PPA17 para sobreexpresar el gen CYP46A1 humano. Obtuvieron dos lineas celulares, denominadas
N2a-PPA-CYP-A y -B, que mostraron un incremento del 24S-hidroxicolesterol sin cambios significativos en el nivel
de colesterol total (figura 9C). En estas células, se observd una reduccién de la secrecion de los péptidos ABso y
ABa2, que era inversamente proporcional al contenido incrementado de 24S-hidroxicolesterol (r°=0,91) (figura 9D).
Los péptidos AB42 eran practicamente indetectables en las células que expresaban el nivel mas alto de gen
CYP46A1. Este efecto no se debia a modificaciones de la expresion del transgén PPAs| ni de Adam9, Adam10,
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Adaml7, Bacel y Presenilinl (Psenl) murinos que participan en el procesamiento de PPA, ni del gen de la 3-
hidroxi-3-metilglutaril-Coenzima A reductasa (Hmgcr), el enzima limitante de la velocidad de la sintesis del colesterol,
y tampoco de los genes del casete transportador A1 de uniéon a ATP (Abcal) y de la apolipoproteina E (ApoE).

Con el fin de caracterizar el procesamiento de PPA por las secretasas en las células N2a-PPA-CYP, los inventores
cuantificaron los fragmentos C-terminales (FTC) de la PPA mediante transferencia western en extractos celulares
brutos. El contenido del producto C83 de corte de la a-secretasa no resulté modificado en las células N2a-PPA-CYP-
Ay N2a-PPA-CYP-B. El péptido C99 producto del corte de la B-secretasa se increment6 en 37% en las células N2a-
PPA-CYP-A y se redujo en 34% en las células N2a-PPA-CYP-B. El producto DICP de corte de la y-secretasa se
redujo en 50% a 65% tanto en células N2a-PPA-CYP-A como células N2a-PPA-CYP-B (figura 10A). La reduccion
concomitante de DICP y el incremento de B-FTC en las células N2a-PPA-CYP-A son consistentes con el hecho de
que la sobreexpresion de CYP46AL1 actia principalmente al nivel del corte de FTC por la y-secretasa. Al nivel mas
alto de expresion, CYP46A1 aparentemente también reduce el B-FTC sin modificar la cantidad de BACEL en las
MRD, lo que sugiere un efecto adicional sobre la actividad de la B-secretasa.

Existen cada vez mas pruebas de que las balsas lipidicas, definidas bioquimicamente como membranas resistentes
a detergentes (MRD), son los microdominios de membrana principales en los que se produce el procesamiento
amiloidogénico de la PPA (Cordy et al., 2006). Las balsas lipidicas se encuentran enriquecidas en colesterol y el
complejo de y-secretasa co-reside con la PPA 'y la B-secretasa en estos microdominios (Li et al., 2000; Wahrle et al.,
2002; Vetrivel et al., 2004). Los cambios en el contenido de colesterol en las balsas lipidicas puede influir
marcadamente sobre la produccion de AB (Ehehalt et al., 2003; Won et al., 2008).

En las células N2a-PPA17 que sobreexpresan el gen CYP46A1, la cantidad de colesterol se redujo en 28% y 45%
en las dos fracciones de MRD positivas para flotilina-2 de células N2a-PPA-CYP-A y N2a-PPA-CYP-B,
respectivamente (figura 10B). La PPA reside tanto en dominios de balsa como en dominios no de balsa y el
porcentaje de PPA localizado en las dos fracciones de MRD positivas para flotilina-2 de las células N2a-PPA17
representa el 40% de la cantidad total de PPA (figura 10C). En las mismas fracciones enriquecidas en colesterol de
las células N2a-PPA-CYP-A y N2a-PPA-CYP-B, la cantidad de BACE1 no resulté modificada pero la PPA se redujo
en 32% y 45%, mientras que PSEN1, un componente de la y-secretasa, se redujo en 25% y 67%, respectivamente
(figura 10C). Conjuntamente, estos resultados sugieren que la reduccion del corte de FTC por la y-secretasa en
células N2a-PPA17 que sobreexpresan CYP46Al resulta de una reduccion del colesterol en las MRD que se
asociaba a un menor reclutamiento o a una estabilizacion de la PPA'y de PSEN1 en los mismos microdominios.
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<210>5
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 5

405

Pro

Cys

Lys

Gly

Thr
485

20

Lys

Ile

Leu

Leu

470

Leu

21

ggctaagaag tatggtcctg ttgtaaga 28

<210> 6
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6

Pro
Gly
Leu
455

Gln

Arg

ES 2 582200 T3

Arg

Gln

440

Gln

Glu

Pro

Phe

425

Glin

Arg

Gln

Arg

410

Thr

Phe

Leu

Ala

Gly

Tyr

Ala

Glu

Thr

475

Trp

21

Phe

Gln

Phe

460

Leu

Gln

Pro

Met

445

Arg

Lys

Pro

Phe

430

Glu

Leu

Pro

Ala

415

Ser

val

val

Leu

Pro
495

Leu

Lys

Pro

480

Pro
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ggtggacatc aggaacttct tgact 25

<210>7
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 7
agaagtatgg acctgttgtg cgg

<210> 8
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
tggttgacat caggaacttc ttaacc

<210>9
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
cacaccgtcg ccaaagagac a

<210> 10
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
ggcagcaaca tgccgtagtc a

<210> 11
<211>25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11

agccgtcatc atggaaggtt tctat 25

<210> 12
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 12
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gaactcatcg tgcacatggc aa 22

<210> 13
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 13
ggcgaccaga cttggaacag ac 22

<210> 14
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
tggatgacgt aagagatctg ctgtg 25

<210> 15
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15
cggggctggg aggtcagtat 20

<210> 16
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
gcacgctggt gtttttggtg ta 22

<210> 17
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17
tggcaaaact attctcacaa aggaag 26

<210> 18
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
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agggtcatgt tctgctccaa aatta 25

<210> 19
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 19
gagatacctg cacctttgtc ctactt 26

<210> 20
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> cebador

<400> 20
gttcttggct gtcattctgg ct 22

<210> 21
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
ccccacattc actcttgacg ctct 24

<210> 22
<211> 19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
gctggeggac gectgacat 19

<210> 23
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23
caacccctgc ttccgttatc caa 23

<210> 24
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
gagaacaggc gagacacgat ggac 24

24
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<210> 25
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
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caatatgcca actccacggt cac 23

<210> 26
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
ggtcgecactg ggtcgaacaa

<210> 27
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
tctccaatct cgtgecgtat ctga

<210> 28
<211> 26
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28

ctgatgccac ttccatgaca aagtct

<210> 29
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 29
tcgccgagag ctgattggea t

<210> 30
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 30
cccttcatce cecgactecct gta

20

24

26

21

23

25
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<210> 31
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31

gtcacattgc tgacaggatg ccta 24

<210> 32
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
gggttggttg ctttgccact ¢

21
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REIVINDICACIONES
1. Vector virico que comprende un &cido nucleico codificante de la colesterol 24-hidroxilasa para su utilizacion en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer en un sujeto, en el que dicho vector virico debe administrarse
directamente en el cerebro del sujeto 0 mediante inyeccion intravascular o intratecal.

2. Vector virico segun la reivindicacion 1, que comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica la
secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 2.

3. Vector virico segun la reivindicacion 2, que comprende la secuencia de SEC ID n° 1.

4. Vector virico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se selecciona de entre el grupo que consiste en
vectores de adenovirus, retrovirus, herpesvirus y virus adenoasociado (VAA).

5. Vector virico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es un vector VAA.

6. Vector virico segun la reivindicacion 5, que es un vector VAA5, VAAG, VAA9 o VAALO.

7. Vector virico segun la reivindicacion 5, que es un vector VAA pseudotipado.

8. Vector virico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el vector debe administrarse en el nicleo
rojo, cuerpo amigdaloide, cortex entorrinal, I6bulo temporal del cértex, cértex cerebral, neuronas en el ventral lateral

o los nucleos anteriores del tAlamo, mediante microinyeccion estereotactica.

9. Vector virico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el vector debe administrarse mediante
inyeccion intravenosa o intraarterial.

10. Vector virico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el vector debe administrarse mediante
inyeccion intratecal.

11. Vector virico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el vector debe administrarse mediante
inyeccion en el liquido cefalorraquideo.

12. Vector virico para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, comprendiendo dicho vector un acido nucleico
codificante de la colesterol 24-hidroxilasa y que es un vector VAA.

13. Vector virico segun la reivindicacion 12, que es un vector VAA5, VAAG, VAA9 o VAA10.
14. Vector virico segun la reivindicacion 12, que es un vector VAA pseudotipado.

15. Vector virico segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, que comprende una secuencia de control virica o
un promotor especifico del SNC.

16. Vector virico segun cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, que comprende una secuencia de control
heter6loga seleccionada de entre el grupo que consiste en un promotor de la fosfoglicerato cinasa (PKG), un
promotor temprano del SV40, un promotor LTR del virus del tumor mamario de raton, un promotor tardio principal de
adenovirus (Ad MLP), un promotor del virus del herpes simple (HSV), un promotor del citomegalovirus (CMV), un
promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), un promotor de la proteina basica de la mielina (MBP), un promotor
de la proteina &cida fibrilar glial (GFAP) y un promotor de la enolasa especifica neuronal (NSE).
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