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DESCRIPCION
Uso de aptameros en el tratamiento y/o diagnostico de enfermedades autoinmunitarias

El sistema inmunitario constituye una parte esencial de los animales. Los mamiferos hacen uso de su sistema
inmunitario en la defensa frente a microorganismos, en la deteccion y la eliminacion de células anémalas del tipo,
por ejemplo, de células tumorales, y en la regeneracion de tejido. De esta forma, el organismo se apoya en dos
mecanismos de defensa interconectados, inmunidad humoral e inmunidad celular.

Los anticuerpos, cuando se unen a su antigeno, son desencadenantes de la respuesta inmunitaria humoral. Los
anticuerpos pueden actuar de multiples maneras. Ademas de la neutralizacion del antigeno, los anticuerpos activan
también el sistema del complemento. Existen también anticuerpos que se dirigen a los antigenos del propio cuerpo.
Como razones para la generacion de los denominados autoanticuerpos, se consideran el mimetismo molecular y/o la
activacion inespecifica. La union especifica de los anticuerpos a los antigenos propios puede activar los linfocitos
citoliticos naturales (linfocitos NK) que son capaces de facilitar la degradacion de estos antigenos.

Las enfermedades autoinmunitarias se basan en dicho reconocimiento especifico y en la unién de los anticuerpos
dirigidos a las propias partes constituyentes del cuerpo que desencadena una respuesta inmunitaria contra las
propias células o tejidos. Ademas de este efecto inmunoestimulatorio, los autoanticuerpos pueden contribuir al
desarrollo de fenotipos patégenos también por otros mecanismos. Se sabe bien que existen también
autoanticuerpos que pueden ser especificos de la parte extracelular de los receptores acoplados a la proteina G
tales como: receptor alfa-1 adrenérgico, receptor beta-1 adrenérgico, receptor beta-2 adrenérgico, receptor ETA de
la endotelina1, receptor M, muscarinico, receptor AT1 de la angiotensina Il y/o receptores activados de la proteinasa
(PAR) que, tras la union especifica, pueden activar o bloquear estos receptores. La presencia de dichos anticuerpos
en un organismo puede conducir a efectos agonistas o antagonistas en el sentido de una activacion permanente o
bloqueo de los receptores respectivos que podria jugar un papel en el desarrollo de la enfermedad.

La cardiomiopatia dilatada (DCM) es una de las enfermedades en la que un alto porcentaje de pacientes presenta
dichos autoanticuerpos activantes que se unen a las partes extracelulares del receptor beta-1 adrenérgico, en
particular al 1°" 0 2" bucle del receptor beta-1 adrenérgico. Por consiguiente, se sugirié una patogénesis autoinmune
de la DCM es estos pacientes. Tras la uniéon de estos autoanticuerpos, los receptores se activan continuamente
(Jahns y col. (2004) Direct evidence for a beta-1-adrenergic receptor-directed autoimmune attack as a cause of
idiopathic cardiomyopathy. J.Clin.Invest. 113, 1419 a 1429).

En estudios recientes, se pudo demostrar que la eliminacion de estos autoanticuerpos de la sangre mediante la
adsorcion de la inmunoglobulina contribuye a la regeneracion del musculo cardiaco (Wallukat G, Reinke P, Dorffel
Wy, Luther HP, Bestvater K, Felix SB, Baumann G. (1996) Removal of autoantibodies in dilated cardiomyopathy by
immunoadsorption. Int J Cardiol. 54:191-195; Muller J, Wallukat G, Dandel M, Bieda H, Brandes K, Spiegelsberger S,
Nissen E, Kunze R, Hetzer R (2000) Immunoglobulin adsorption in patients with idiopathic dilated cardiomyopathy.
Circulation. 101:385-391. W.v. Dérffel, S.B. Felix, G. Wallukat, S. Brehme, K. Bestvater, T. Hofmann, F.K. Kleber, G.
Baumann, P. Reinke (1997) Short-term hemodynamic effects of immunoadsorption in dilated cardiomyopathy.
Circulation 95, 1994-1997 and W.v. Dorffel, G. Wallukat, Y. Dorffel, S.B. Felix, G. Baumann (2004)
Immunoadsorption in idiopathic dilated cardiomyopathy, a 3-year follow-up. Int J. Cardiol. 97, 529-534).

Existen otras enfermedades del sistema cardiovascular para las que se ha sugerido una relacion con la presencia de
autoanticuerpos contra receptores acoplados de la proteina G tales como, cardiomiopatia de Chagas, cardiomiopatia
de periparto, miocarditis, hipertension pulmonar e hipertensiéon maligna. También se han encontrado autoanticuerpos
contra receptores acoplados a la proteina G en pacientes, por ejemplo, con glaucoma, diabetes mellitus, enfermedad
de Alzheimer, hiperplasia prostatica benigna, esclerodermia, sindrome de Raynaud, psoriasis, y preeclampsia y en
enfermedad de Chagas crénica asi como en personas con rechazo al aloinjerto de rifién. Es un objeto de la presente
invencion proporcionar novedosas modalidades para su uso en el tratamiento y/o el diagndstico de enfermedades
autoinmunitarias que se asocian con la presencia de autoanticuerpos en el paciente.

La presente invencion proporciona un aptamero que comprende o consiste en la secuencia del acido nucleico de la
SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3 y/o una secuencia de acido nucleico que es al menos un 80 % idéntica a
una de la SEQ ID No. 1, 2 y 3 para su uso en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias interfiriendo con la
interaccion de autoanticuerpos especificos de los receptores acoplados a la proteina G asociados con enfermedades
autoinmunitarias, en el que la enfermedad autoinmunitaria es cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM),
cardiomiopatia de periparto (PPCM), cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas,
megaesofago de Chagas, neuropatia de Chagas, hiperplasia prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome
de Raynaud, preeclampsia, rechazo al aloinjerto de rifidn, miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertension
pulmonar, hipertension maligna, y/o enfermedad de Alzheimer, y en el que el aptamero se une especificamente y
con elevada afinidad a dichos autoanticuerpos.

Los aptameros para su uso de acuerdo con la invencion se caracterizan por que comprenden o consisten en una
secuencia de acido nucleico de 15 nucledtidos con la SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3 y/o una secuencia
de acido nucleico que es al menos un 80 % idéntica a una de la SEQ ID No. 1, 2y 3. El 15-mero: GGT TGG TGT
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GGT TGG (SEQ ID No. 1), el 26-mero: CGC CTA GGT TGG GTA GGG TGG CG (SEQ ID No. 2) y el 12-mero: GGT
TGG TGT GGT (SEQ ID No. 3) son todos ellos capaces y responsables, independientemente entre si, de la
especificidad diana del aptamero para su uso de acuerdo con la invencion. Se pueden afiadir moléculas o
secuencias de acidos nucleicos adicionales al extremo 5' y/o al extremo 3' de la secuencia de acido nucleico con la
SEQ ID No. 1, 2 y/o 3. Dicho 15-mero (SEQ ID No.1) se ha aislado en primer lugar para su union a la trombina,
véase el documento US 5.543.293 que es también verdadero para el 26-mero (SEQ ID No. 2) que se describe en
primer lugar en el documento WO/2010/033167. El primero mencionado ya se ha usado con el nombre ARC183 en
los ensayos en fase clinica | para la inhibicién de la trombina, es decir, como anticoagulante para uso potencial en
escenarios cardiovasculares agudos. El 26-mero se ha usado con el nombre NU172 (ARC 2172) en un ensayo en
fase clinica Il (identificador gubernamental del ensayo clinico: NCT 00808964). Sin embargo, resulté para el 15-mero
(SEQ. ID No. 1) que la cantidad de aptamero necesaria para conseguir la anticoagulacion deseada dio como
resultado un perfil de dosificacién subéptima.

Se ha encontrado de forma sorprendente que los aptameros para su uso de acuerdo con la invencion se pueden
usar para interferir con la interaccion de anticuerpos, en particular de autoanticuerpos, especificos de los receptores
acoplados a la proteina G asociados con enfermedades autoinmunitarias. En particular, esto demostraria que los
aptameros para su uso de acuerdo con la invencidon son capaces de unirse a autoanticuerpos especificos del
receptor alfa-1 adrenérgico, el receptor beta-1 adrenérgico, el receptor beta-2 adrenérgico, el receptor ETA de la
endotelina 1, el receptor M2 muscarinico, el receptor AT1 de la angiotensina ll, y/o los receptores PAR y de inhibir la
interaccion especifica de estos autoanticuerpos con sus proteinas diana. Inhibiendo estas interacciones, los
aptameros para su uso de acuerdo con la invencién disminuyen o incluso suprimen la activacion permanente de los
receptores acoplados a la proteina G respectiva sin necesidad de eliminacion de estos anticuerpos. De esta manera,
la presente invencion proporciona compuestos que se describieron en un primer momento por su adecuaciéon para
uso en el tratamiento y/o el diagndstico de enfermedades autoinmunitarias, en particular de las enfermedades
autoinmunitarias asociadas con la presencia de autoanticuerpos que reconocen los receptores acoplados a la
proteina G, concretamente las enfermedades autoinmunes asociadas con la presencia de autoanticuerpos
especificos del receptor alfa-1 adrenérgico, el receptor beta-1 adrenérgico, el receptor beta-2 adrenérgico, el
receptor ETA de la endotelina 1, el receptor M, muscarinico, el receptor AT1 de la angiotensina I, y/o los receptores
PAR. Ademas, tras la inmovilizacién, los aptameros para su uso de acuerdo con la invencién son capaces de
capturar los autoanticuerpos indicados anteriormente. De esta forma, se proporciona en 1% lugar una plataforma
para establecer una tecnologia de aféresis para la limpieza del suero del paciente de los autoanticuerpos y en 2°
lugar para desarrollar una herramienta analitica para la medida de los autoanticuerpos. La ultima se puede usar, en
particular, para el diagndstico de las enfermedades autoinmunitarias.

Para el fin de la presente invencion, el término "aptamero” se refiere a un oligonucledtido que comprende o consiste
en la secuencia del acido nucleico SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3 y/o una secuencia de acido nucleico
que es al menos un 80 % idéntica a una de la SEQ ID No. 1, 2 y 3 y es capaz de unirse especificamente y con una
elevada afinidad a una molécula diana concreta, por ejemplo, a un autoanticuerpo dirigido contra un receptor
acoplado a la proteina G similar, por ejemplo, al receptor alfa-1 adrenérgico, al receptor beta-1 adrenérgico, al
receptor beta-2 adrenérgico, al receptor ETA de la endotelina 1, al receptor M, muscarinico, al receptor AT1 de la
angiotensina Il, y/o los receptores PAR.

El aptamero para su uso de acuerdo con la invencién comprende o consiste de una secuencia de moléculas de
acidos nucleico, los nucleétidos. El aptamero para su uso de acuerdo con la invencién comprende preferentemente
nucleétidos D y o L no modificados y/o modificados. De acuerdo con el codigo comun de una letra de las bases de
acidos nucleicos, "C" significa citosina, "A" significa adenina, "G" significa guanina, y "T" significa timina, mientras "U"
significa uracilo. Si no se indica a continuacion lo contrario, el término "nucleétido” se referira a ribonucledtidos y
desoxirribonucledtidos. Respectivamente, los términos "nucleétido modificado con 2'-flior", "nucleétido modificado
con 2'-metoxi", y/o "nucleétido modificado con 2-amino" se refiere a ribonucledtidos modificados y a

desoxirribonucleétidos modificados.

Se considera que un aptamero consiste o comprende una secuencia de acido nucleico que es al menos un 80 %
idéntica a una de la SEQ ID No. 1, 2 y 3, si dicho aptamero comprende una secuencia contigua de nucleétidos que
muestra al menos un 80 % de identidad de la secuencia sobre la longitud completa de la SEQ ID No. 1,20 3 con la
secuencia de nucledtidos de la secuencia de SEQ ID No. 1, 2 o 3, respectivamente. Son bien conocidos en la
materia los medios para determinar la identidad de la secuencia y pueden comprender, por ejemplo, el uso del
algoritmo blastn.

El aptamero para su uso de acuerdo con la invencion puede comprender una secuencia de acido nucleico de 215
nucleétidos a < 160 nucledtidos, preferentemente de = 15 nucleétidos a < 120 nucledtidos.

El aptamero para su uso de acuerdo con la invencién puede comprender o consistir en una secuencia de nucleétidos
de ADN o ARN y, de esta manera, puede denominarse aptamero de ADN o aptamero de ARN, respectivamente. Se
entiende que, si el aptamero para su uso de acuerdo con la invencién comprende una secuencia de nucleétidos de
ARN, dentro de los motivos de la secuencia especificados a lo largo de la presente invencion, la timina se sustituye
por uracilo. Las secuencias de nucleétidos de ARN para su uso de acuerdo con la presente invencion son idénticas
a las secuencias de nucleotidos de ADN para su uso de acuerdo con la invencién con la condicion de que T se
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sustituye por U. En aras de la concision, a lo largo de la presente invencion se hace referencia Unicamente a las
secuencias de nucledtidos explicitas de ADN. Sin embargo, se entiende que las secuencias de nucleotidos de ARN
respectivas estan comprendidas también por la presente invencion.

Se prefiere particularmente el uso de aptameros de ADN. Los aptameros de ADN son normalmente mas estables en
plasma que los aptameros de ARN.

Los aptameros para su uso de acuerdo con la invencion pueden comprender una secuencia de nucleétidos que
contiene los nucledtidos 2' modificados por ejemplo, por ejemplo, nucleétidos modificados con 2'-fluor, 2'-metoxi y/o
2'-amino. El aptamero para su uso de acuerdo con la invencién puede comprender también una mezcla de
desoxirribonucledtidos, desoxirribonucledtidos modificados, ribonucleétidos y/o ribonucleétidos modificados.

El aptamero para su uso de acuerdo con la invencién puede comprender modificaciones. Dichas modificaciones
abarcan, por ejemplo, la alquilacion, es decir, metilacion, arilacion o acetilacion de al menos un nucledtido, la
inclusion de enantidmeros y/o la fusion de aptameros con uno o mas nucledtidos o secuencias de acidos nucleicos
diferentes. Dichas modificaciones pueden comprender por ejemplo modificaciones 5' y/o 3'-CAP- o estructuras 5' y/o
3'-PEG. De forma alternativa, o adicional, el aptamero para su uso de acuerdo con la invencién puede comprender
nucledtidos modificados, seleccionados de acidos nucleicos bloqueados, nucleétidos modificados con 2'-flior, 2'-
metoxi y/o 2'-amino.

Los acidos nucleicos bloqueados (LNA) representan los analogos de los nucleétidos de ARN respectivos en los que
se ha fijado la conformacion. Los oligonucledtidos de los acidos nucleicos bloqueados comprenden uno o mas
ribonucledsidos biciclicos, en los que el grupo 2'-OH esta conectado con el atomo de carbono C4 mediante un grupo
metileno. Los acidos nucleicos bloqueados presentan una estabilidad aumentada frente a las nucleasas en
comparacion con los respectivos homologos de aptameros de ARN sin modificar. También, las propiedades de
hibridaciéon estan mejoradas, los que permite una potenciacion de la afinidad y la especificidad del aptamero. Otra
modificacion preferida es la adiciéon de las denominadas estructuras 3'-CAP-, estructuras 5'-CAP y/o de un nucleétido
de guanosina modificado (por ejemplo, 7-metil-guanosina) en el extremo 3' y/o 5' del aptamero. Dicha modificacion
del extremo 3' y/o 5' tiene el efecto de que el aptdmero se protege de una degradacion rapida mediante las
nucleasas.

De forma alternativa o adicional, el aptamero para su uso de acuerdo con la invencién puede presentar un extremo
5' ylo 3' pegilado. Una madificacion 5-PEG y/o 3'-PEG comprende la adicion de al menos una unidad de
polietilenglicol (PEG), preferentemente, el grupo PEG comprende 1 a 900 grupos etileno, mas preferentemente de 1
a 450 grupos etileno. En una realizacion preferida, el aptamero comprende unidades PEG lineales con HO-
(CH2CH20)n-H, en las que n es un entero de 1 a 900, preferentemente n es un entero de 1 a 450.

El aptamero para su uso de acuerdo con la invencion puede comprender o consistir en una secuencia de acido
nucleico con una estructura de fosfotioato o puede estar completamente o en parte configurado como un acido
nucleico peptidico (PNA). Una ventaja de modificar el aptamero para su uso de acuerdo con la invencién mediante
una o mas de las maneras mencionadas anteriormente es que el aptamero se puede estabilizar contra influencias
perjudiciales similares, por ejemplo, a las nucleasas presentes en el ambiente en el que se usa el aptamero. Dichas
modificaciones son también adecuadas para adaptar las propiedades farmacologicas del aptamero. Las
modificaciones no alteran preferentemente la afinidad o la especificidad del aptamero.

El aptamero para su uso de acuerdo con la invencion puede conjugarse también a una molécula transportadora y/o
a una molécula indicadora. Las moléculas transportadoras comprenden moléculas que, cuando se conjugan al
aptamero, prolongan la vida media en el plasma del aptamero conjugado en plasma humano, potenciando, por
ejemplo, la estabilidad y/o afectando a la velocidad de excrecion. Un ejemplo de una molécula transportadora
adecuada es PEG. Las moléculas transportadoras comprenden moléculas que permiten la deteccion del aptamero
conjugado. Los ejemplos de dichas moléculas indicadoras son GFP, biotina, colesterol, de tipo colorantes, por
ejemplo, colorantes fluorescentes, moléculas y/o compuestos indicadores electroquimicamente activos que
comprenden restos radioactivos, en particular radionucleidos adecuados para deteccion PET (tomografia de emision
de positrones) similares, por ejemplo, a 18F, 11C, 13N, 150, 8Rb 0 ®Ga. La persona experta es bien consciente de los
transportadores y las moléculas indicadoras adecuadas y de los medios para conjugarlas al aptamero para su uso
de acuerdo con la invencion. El aptamero para su uso de acuerdo con la invencién inhibe el efecto agonistico o
blogueante de un anticuerpo. Para el fin de la presente invencion, el término "anticuerpo” se refiere a anticuerpos
que se producen naturalmente, incluyendo, por ejemplo, autoanticuerpos, en particular autoanticuerpos de un
paciente que padece una enfermedad autoinmunitaria relacionada con la presencia de autoanticuerpos especificos
de un receptor acoplado a la proteina G similar por ejemplo, al receptor alfa-1 adrenérgico, el receptor beta-1
adrenérgico, el receptor beta-2 adrenérgico, el receptor ETA de la endotelina 1, el receptor M, receptor muscarinico,
el receptor AT1 de la angiotensina Il, y/o los receptores PAR, y anticuerpos modificados o genomanipulados. Un
autoanticuerpo es un anticuerpo fabricado por el sistema inmunitario de un individuo que se dirige contra una o mas
de las proteinas propias del individuo. Sin embargo, el término anticuerpo no esta limitado a un anticuerpo con la
arquitectura de cadena pesada vy ligera clasica. Los términos "anticuerpo” o "anticuerpos" como se usan en el
presente documento son términos reconocidos en la técnica y se entiende que se refieren a moléculas o fragmentos
activos de moléculas que se unen a antigenos dados, particularmente los términos se refieren a moléculas de
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inmunoglobulina y a porciones inmunoldgicamente activas, es decir, moléculas que contienen un sitio de union que
se une especificamente a un antigeno. Una inmunoglobulina es una proteina que comprende uno o mas polipéptidos
sustancialmente codificados por los genes de la regidon constante de la inmunoglobulina kappa y lambda, alfa,
gamma, delta, épsilon y mu, asi como la miriada de genes de la region variable de la inmunoglobulina. Las cadenas
ligeras se clasifican en kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican en gamma, mu, alfa, delta o épsilon, que
definen a la vez las clases de inmunoglobulina, I1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. También se conocen las
subclases de la cadena pesada. Por ejemplo, las cadenas pesadas de IgG en seres humanos pueden ser cualquiera
de las subclases IgG1, IgG2, IgG3 y IgG4. El anticuerpo puede ser preferentemente de IgM y/o IgG o cualquiera de
sus subclases (IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4).

Se pretende que los anticuerpos comprendidos en el alcance de la presente invencion incluyan autoanticuerpos,
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos quiméricos, monocatenarios, biespecificos,
simianizados, humanos y humanizados asi como sus fragmentos activos. Los ejemplos de fragmentos activos de
moléculas que se unen a antigenos conocidos incluyen las cadenas ligera y pesada separadas, fragmentos Fab,
Fab/c, Fv, Fab', y F(ab')2, incluyendo los productos de una biblioteca de expresiéon de la inmunoglobulina de Fab y
fragmentos de unién a epitopos de cualquiera de los anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

Los aptameros para su uso de acuerdo con la invencion se usan en el tratamiento de enfermedades
autoinmunitarias. Como se usa para el fin de la presente invencioén, el término "enfermedad autoinmunitaria” o
"enfermedades autoinmunitarias" se refiere a enfermedades autoinmunitarias, en particular a enfermedades
autoinmunitarias en un ser humano, en el que las enfermedades autoinmunitarias estan asociadas con la presencia
de autoanticuerpos especificos para un receptor acoplado a la proteina G. Dichos autoanticuerpos pueden estar
implicados preferentemente en la patogénesis de la enfermedad autoinmunitaria y, como tales, pueden estar
presentes en el suero de un paciente que padece dicha enfermedad autoinmunitaria. De forma mas preferente, las
enfermedades autoinmunitarias son enfermedades autoinmunitarias asociadas con la presencia en el suero del
paciente de auto anticuerpos especificos para el receptor alfa-1 adrenérgico, el receptor beta-1 adrenérgico, el
receptor beta-2 adrenérgico, el receptor ETA de la endotelina 1, el receptor M, muscarinico, el receptor AT1 de la
angiotensina 1l, y/o los receptores PAR. En la presente invencion, la enfermedad autoinmunitaria es la
cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia de periparto (PPCM), cardiomiopatia idiopatica,
cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas, mesoesofago de Chagas, neuropatia de Chagas, hiperplasia
prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome de Raynaud, preeclampsia, rechazo al injerto de rifion,
miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar, hipertension maligna, y/o enfermedad de Alzheimer.
Mas preferentemente, el término "enfermedad autoinmunitaria" o "enfermedades autoimnunitarias" se refiere a las
enfermedades autoinmunitarias de cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiopatia de periparto (PPMC), cardiomiopatia
de Chagas, megacolon de Chagas, glaucoma, hipertension, hipertensiéon pulmonar, hipertensién maligna, rechazo al
injerto de rifidn, sindrome de Raynaud y/o enfermedad de Alzheimer.

Es bien conocida en la técnica la fabricacion o produccién en masa de aptameros para su uso de acuerdo con la
invencion y representa una mera actividad rutinaria.

La presente invencion se dirige también a una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencion
que comprende al menos un aptamero para su uso de acuerdo con la invencién y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable. La invencion se dirige también a una composicion farmacéutica para su uso de
acuerdo con la invencion que comprende un aptamero para su uso de acuerdo con la invenciéon o una mezcla de
diferentes aptameros para su uso de acuerdo con la invencién y un excipiente farmacéuticamente aceptable similar,
por ejemplo, a un transportador o diluyente adecuado. Preferentemente, el aptamero para su uso de acuerdo con la
invencion constituye un principio activo de la composicion farmacéutica y/o esta presente en una cantidad eficaz.

El término "cantidad eficaz" denota una cantidad del aptameros para su uso de acuerdo con la invencién que tiene
un efecto profilactico, diagnostico o terapéutico relevante sobre una enfermedad o dolencias patolégicas. Un efecto
profilactico evita la aparicion de una enfermedad. Un efecto terapéuticamente relevante alivia en alguna extension
uno o mas sintomas de una enfermedad o vuelve normales tanto de forma normal como completa uno o mas
parametros fisioldgicos o bioquimicos asociados con o causantes de la enfermedad o dolencias patoldgicas. La
cantidad respectiva para administrar el aptamero para su uso de acuerdo con la invencién es suficientemente
elevada a fin de conseguir el efecto profilactico, diagndstico o terapéutico deseado. La persona experta en la materia
entendera que el nivel de dosis especifico, la frecuencia y el periodo de administracién a cualquier mamifero
concreto dependera de una variedad de factores incluyendo la actividad de los componentes especificos empleados,
la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de administracion, la ruta de administracion, la
combinacion del farmaco, y la gravedad del tratamiento especifico. Utilizando medios y procedimientos bien
conocidos, un experto en la técnica puede determinar la cantidad exacta como materia de experimentacion rutinaria.

En la composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencion, al menos un 20 % del contenido total del
aptamero se prepara de un aptamero para su uso de acuerdo con la invencion, preferentemente al menos un 50 %,
mas preferentemente al menos un 75 %, lo mas preferente al menos un 95 %.

Cuando se usa para tratamiento, se administrara la composicion farmacéutica generalmente como una formulacion
en asociacién con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables. El término "excipiente" se usa en el
presente documento para describir cualquier ingrediente distinto del aptamero parea uso de acuerdo con la
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invencion. La eleccion de excipiente dependera en gran medida del modo particular de administracion. Los
excipientes pueden ser transportadores y/o diluyentes adecuados.

La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencidon puede administrarse por via oral. La
administracion oral puede implicar el tragado, de tal manera que la composicion penetra en el tracto gastrointestinal,
puede emplearse la administracion bucal o sublingual mediante la cual la composicion penetra en el torrente
sanguineo directamente desde la boca.

Las formulaciones adecuadas para la administracion oral incluyen formulaciones sélidas, tales como comprimidos;
comprimidos revestidos, capsulas que contienen particulas, liquidos, o polvos; pastillas para chupar (incluyendo
rellenas de liquidos); y gomas de mascar; multiparticulas y nanoparticulas; geles; soluciones sélidas; liposomas;
peliculas, 6vulos, formulaciones para pulverizacion y liquidas.

Las formulaciones liquidas que incluyen suspensiones, soluciones, jarabes y elixires. Dichas formulaciones se
pueden emplear como rellenos en capsulas blandas o duras y comprenden normalmente un trasportador, por
ejemplo, agua, etanol, polietilenglicol, metilcelulosa, o un aceite adecuado, y uno o mas agentes emulsionantes y/o
agentes suspensores. Las formulaciones liquidas pueden prepararse también mediante la reconstitucion de un
solido, por ejemplo, de un sobrecillo.

Para las formas farmacéuticas de comprimidos, dependiendo de la dosis, el aptamero para su uso de acuerdo con la
invencion se puede preparar desde 0,1 % en peso a 80 % en peso de la forma farmacéutica, mas normalmente
desde 5 % en peso a 60 % en peso de la forma farmacéutica. Ademas con respecto al aptamero para su uso de
acuerdo con la invencion, los comprimidos contienen generalmente un desintegrante. Los ejemplos de
desintegrantes incluyen almidon glicolato de sodio, carboximetilcelulosa de sodio, croscarmelosa de sodio,
crospovidona, polivinilpirrolidona, metil celulosa, celulosa microcristalina, hidroxipropilcelulosa sustituida con alquilo
inferior, almidon, almidén pregelatinizado y alginato de sodio. Generalmente, el desintegrante comprendera desde
1 % en peso a 25 % en peso, preferentemente desde 5 % en peso a 20 % en peso de la forma farmacéutica.

Los comprimidos pueden comprender excipientes adicionales similares, por ejemplo, a aglutinantes, agentes
tensioactivos, lubricantes y/u otros posibles ingredientes similares, por ejemplo a, agentes antioxidantes, colorantes,
agentes aromatizantes, conservantes y/o agentes enmascaradores del sabor.

Las mezclas de comprimidos pueden comprimirse directamente o mediante rodillo para formar comprimidos. Las
mezclas o porciones de mezclas de comprimidos pueden comprimirse alternativamente mediante granulado en
himedo, seco, o fundido, congelarse en fundido, o extruirse antes de la compresién. La formulacién final puede
comprender una o mas capas y puede estar recubierta o no recubierta; incluso puede encapsularse.

Las formulaciones solidas para administracion oral pueden formularse para que sean de liberaciéon inmediata y/o
modificada. Las formulaciones de liberacion modificada incluyen liberacion retardada, continua, pulsada, controlada,
dirigida y programada. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencion se puede administrar
también directamente en el torrente sanguineo, en el musculo, o en un érgano interno. Los medios adecuados para
la administracion parenteral incluyen la administracion intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intratecal,
intraventricular, intrauretral, intaesternal, intracraneal, intramuscular y subcutanea. Los dispositivos adecuados para
administracion parenteral incluyen inyectores de aguja (incluyendo microagujas), inyectores exentos de agujas y
técnicas de infusion.

Las formulaciones parenterales son normalmente soluciones acuosas que pueden contener excipientes tales como
sales, hidratos de carbono, y agentes tamponantes (preferentemente a un pH de entre 3 a 9), pero, para algunas
aplicaciones, pueden formularse de manera mas adecuada como una solucién no acuosa estéril o como una forma
seca que se va a usar junto con un vehiculo adecuado tal como agua estéril exenta de pirdgenos.

La preparacion de las formulaciones parenterales en condiciones estériles, por ejemplo mediante liofilizacion, se
pueden llevar a cabo facilmente mediante técnicas farmacéuticas normalizadas bien conocidas por los expertos en
la materia.

La solubilidad de la composicién farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencién utilizada en la preparacion
de las soluciones parenterales puede aumentarse mediante el uso de técnicas de formulacion adecuadas, tales
como la incorporacion de agentes potenciadores de la solubilidad.

Las formulaciones para administracién parenteral pueden formularse para ser de liberacién inmediata y/o
modificada. Las formulaciones de liberacion modificada incluyen liberacion retardada, continua, pulsada, controlada,
dirigida y programada. De esta manera, los compuestos para su uso de acuerdo con la invencion pueden formularse
para la administracién sélida, semisélida, o liquida tixotrépica como un depésito implantado que proporciona la
liberacion modificada del compuesto activo. Los ejemplos de dichas formulaciones incluyen endoproétesis vasculares
revestidas de farmacos y microesferas de PGLA acido poli(di-lactico-coglicélico) (PGLA).

La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencion puede administrarse también tépicamente a
la piel o a la mucosa, esto es, dérmica o transdérmicamente. Las formulaciones tipicas para este “in incluyen geles,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 589 796 T3

hidrogeles, lociones, soluciones, cremas, pomadas, polvos de empolvado, apésitos, espumas, peliculas, parches
para la piel, obleas, implantes, esponijillas, fibras, vendajes y microemulsiones. También pueden usarse liposomas.
Los transportadores tipicos incluyen alcohol, agua, aceite mineral, vaselina liquida, vaselina blanca, glicerina,
polietilenglicol y propilenglicol. Pueden incorporarse potenciadores de la penetracion. Otros medios de
administracion topica incluyen administracion mediante electroporacion, iontoforesis, fonoforesis, sonoforesis, e
inyeccion con microagujas o exenta de agujas (por ejemplo, Powderject(TM), Bioject(TM), etc.). Las formulaciones
para administracion topica pueden formularse para ser de liberacién inmediata y/o modificada. Las formulaciones de
liberacién modificada incluyen liberacion retardada, continua, pulsada, controlada, dirigida y programada.

Para la administracion a pacientes humanos, la dosis diaria total del aptamero para su uso de acuerdo con la
invencion y/o la composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la invencién esta normalmente en el intervalo
de 0,001 mg a 5000 mg dependiendo, por supuesto, del modo de administracion. Por ejemplo, una dosis diaria
intravenosa puede requerir solo de 0,001 a 40 mg. La dosis diaria total puede administrarse en dosis Unicas o
divididas y puede, a discrecion del médico quedar fuera del intervalo tipico proporcionado en el presente documento.
Estas dosificaciones estan basadas en un sujeto humano medio que tiene un peso de aproximadamente 65 kg a
70 kg. El médico podra determinar con facilidad las dosis para sujetos cuyo peso se encuentre fuera de este
intervalo, tales como nifios y personas mayores.

La presente invencion abarca también un kit para su uso de acuerdo con la invencién que comprende un aptamero
para su uso de acuerdo con la invencion, un recipiente y opcionalmente instrucciones escritas para su uso y/o con
los medios para la administracion.

El aptamero, la composicion farmacéutica y/o el kit para su uso de acuerdo con la invencién se usan en el
tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, en particular de enfermedades autoinmunitarias en un ser humano.
Preferentemente, la enfermedades autoinmunitarias son enfermedades autoinmunitarias asociadas con la presencia
de autoanticuerpos especificos de un receptor acoplado a la proteina G, en el que los autoanticuerpos estan
presentes en el suero de un paciente que padece dicha enfermedad autoinmunitaria. De forma mas preferente, las
enfermedades autoinmunitarias son enfermedades autoinmunitarias asociadas con la presencia en el suero del
paciente de autoanticuerpos especificos del receptor alfa-1 adrenérgico, el receptor beta-1 adrenérgico, el receptor
beta-2 adrenérgico, el receptor ETA de la endotelina 1, el receptor M, muscarinico, el receptor AT1 de la
angiotensina 1l, y/o los receptores PAR. En la presente invencion, la enfermedad autoinmunitaria es la
cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia de periparto (PPCM), cardiomiopatia idiopatica,
cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas, mesoesofago de Chagas, neuropatia de Chagas, hiperplasia
prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome de Raynaud, preeclampsia, rechazo al aloinjerto de rifion,
miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar, hipertension maligna, y/o enfermedad de Alzheimer.
Mas preferentemente, el término "enfermedad autoinmunitaria" o "enfermedades autoimnunitarias" se refiere a las
enfermedades autoinmunitarias de cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiopatia de periparto (PPMC), cardiomiopatia
de Chagas, megacolon de Chagas, glaucoma, hipertension, hipertensiéon pulmonar, hipertensién maligna, rechazo al
injerto de rifidn, sindrome de Raynaud y/o enfermedad de Alzheimer.

Los términos "terapia"”, "tratamiento" y "terapéuticamente", como se usa en el presente documento, se refieren al
acto de tratar, tal como se define "tratar" a continuacion. Como se usa en el presente documento, el término "tratar"
se refiere a invertir, aliviar o inhibir el progreso de una enfermedad, trastorno o dolencia, o uno o mas sintomas de
dicha enfermedad, trastorno o dolencia, a la cual se aplica dicho término. Como se usa en el presente documento,
"tratar" puede referirse también a disminuir la probabilidad o incidencia de la incidencia de una enfermedad, trastorno
o dolencia en un mamifero, en comparacién con una poblacién control no tratada, o en comparaciéon con el mismo
mamifero antes del tratamiento. Por ejemplo, como se usa en el presente documento, "tratar" puede referirse a evitar
una enfermedad, trastorno o dolencia, y puede incluir retrasar o evitar el inicio de una enfermedad, trastorno o
dolencia, o retrasar o evitar los sintomas asociados con una enfermedad, trastorno o dolencia. Como se usa en el
presente documento, "tratar puede referirse también a reducir la gravedad de una enfermedad, trastorno o dolencia
o los sintomas asociados con dicha enfermedad, trastorno o dolencia antes de la afliccion a un mamifero con la
enfermedad, trastorno o dolencia. Dicha prevencion o reduccion de la gravedad de una enfermedad, trastorno o
dolencia antes de la afliccién se refiere a la administracion de la composicién para uso de acuerdo con la presente
invencion, como se describe en el presente documento, a un sujeto que no esta en el momento de la administracion
afligido con la enfermedad, trastorno o dolencia. Como se usa en el presente documento "tratar" puede referirse
también a evitar la reincidencia de una enfermedad, trastorno o dolencia o de uno o mas sintomas asociados con
dicha enfermedad, trastorno o dolencia.

Para el tratamiento y/o el diagnéstico de una enfermedad, sin tener en cuenta la ruta de administracion, el aptamero
para su uso de acuerdo con la invenciéon se administra a una dosis diaria por ciclo de tratamiento de no mas de
20 mg/kg de peso corporal, preferentemente de no mas de 10 mg/kg de peso corporal, de forma mas preferente
seleccionado entre el intervalo de 1 ug/kg a 20 mg/kg de peso corporal, lo mas preferente seleccionado entre un
intervalo de 0,01 a 10 mg/kg de peso corporal. Como aspecto de referencia, se divulga también el uso de un
aptamero para su uso de acuerdo con la invenciéon o una composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la
invencion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o el diagndstico de una enfermedad
autoinmunitaria. Preferentemente, la enfermedad autoinmunitaria es cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM),
cardiomiopatia de periparto (PPCM), cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas,

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 589 796 T3

mesoesofago de Chagas, neuropatia de Chagas, hiperplasia prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome
de Raynaud, preeclampsia, rechazo al aloinjerto de rifidn, miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertension
pulmonar, hipertensién maligna, y/o enfermedad de Alzheimer. Incluso de forma mas preferente, el término
"enfermedad autoinmunitaria”" o "enfermedades autoimnunitarias" se refiere a las enfermedades autoinmunitarias de
cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiopatia de periparto (PPMC), cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas,
glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar, hipertension maligna, rechazo al injerto de rifién, sindrome de
Raynaud y/o enfermedad de Alzheimer.

En otro aspecto de referencia, un procedimiento de tratamiento o diagnostico de una enfermedad autoinmunitaria, en
el que a un individuo que necesita dicho tratamiento recibe una cantidad eficaz de un aptamero para su uso de
acuerdo con la invencidbn o una composicion farmacéutica de la invencidon se divulga adicionalmente.
Preferentemente, la enfermedad autoinmunitaria es cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia
de periparto (PPCM), cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas, mesoesofago de
Chagas, neuropatia de Chagas, hiperplasia prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome de Raynaud,
preeclampsia, rechazo al aloinjerto de rifidn, miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar,
hipertension maligna, y/o enfermedad de Alzheimer. Incluso de forma mas preferente, el término "enfermedad
autoinmunitaria® o "enfermedades autoimnunitarias" se refiere a las enfermedades autoinmunitarias de
cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiopatia de periparto (PPMC), cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas,
glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar, hipertension maligna, rechazo al injerto de rifién, sindrome de
Raynaud y/o enfermedad de Alzheimer.

El aptamero para su uso de acuerdo con la invencion, cuando se usa para el tratamiento o el diagndstico de una
enfermedad autoinmunitaria, no necesita necesariamente administrarse a un individuo o paciente. Puede
conseguirse también el efecto terapéutico o diagndstico mediante el uso del aptamero para su uso de acuerdo con la
invencion para la eliminacion de anticuerpo, de forma similar, por ejemplo, a los autoanticuerpos procedentes del
cuerpo o de los fluidos corporales. Dicha eliminaciéon puede comprender la aplicaciéon del aptamero para su uso de
acuerdo con la invencion en un escenario donde el aptamero para su uso de acuerdo con la invencién se pone en
contacto con un fluido corporal Unicamente ex vivo, por ejemplo, durante la adsorcion inmunitaria y/o aféresis, de tal
manera que el aptamero para su uso de acuerdo con la invencién no penetra en el cuerpo del individuo o paciente
que se va a tratar. De esta manera, se divulga también una columna de aféresis que comprende un aptamero para
su uso de acuerdo con la invencion. La aféresis es una tecnologia médica en la que la sangre de un donante o
paciente se pasa a través de un aparato que separa un constituyente concreto y el resto vuelve posteriormente a la
circulacién del donante o paciente. El aptamero para su uso de acuerdo con la invencién se puede usar como
ingrediente selectivo durante la aféresis. El ingrediente selectivo es responsable de separar especificamente los
constituyentes particulares deseados, concretamente los anticuerpos o autoanticuerpos presentes en la muestra o la
sangre que son diana especifica del aptamero para su uso de acuerdo con la invencioén. El aptamero para su uso de
acuerdo con la invencion se puede usar como ingrediente selectivo en la aféresis terapéutica de sangre o sus partes
derivadas de un paciente que padece una enfermedad autoinmunitaria. La enfermedad autoinmunitaria puede ser
cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia de periparto (PPCM), cardiomiopatia idiopatica,
cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas, mesoesofago de Chagas, neuropatia de Chagas, hiperplasia
prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome de Raynaud, preeclampsia, rechazo al aloinjerto de rifion,
miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertensién pulmonar, hipertension maligna, y/o enfermedad de Alzheimer. El
término "enfermedad autoinmunitaria" o "enfermedades autoimnunitarias" se puede referir a las enfermedades
autoinmunitarias de cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiopatia de periparto (PPMC), cardiomiopatia de Chagas,
megacolon de Chagas, glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar, hipertension maligna, rechazo al injerto de
rifién, sindrome de Raynaud y/o enfermedad de Alzheimer.

La presente invencién se refiere también a un aptamero para su uso de acuerdo con la invencién acoplado a un
soporte soélido. La persona experta en la materia es muy consciente de las técnicas y materiales que se pueden usar
para producir dichos aptameros acoplados a un soporte sélido. En una realizacién preferida, el soporte soélido
comprende un material sélido que es aplicable en ensayos médicos, bioquimicos o biolégicos, de forma similar, por
ejemplo, a los materiales usados en la aféresis o ensayos ELISA. Dicho material sélido comprende polimeros que se
utilizan usualmente como soporte en ensayos médicos, bioquimicos o bioldgicos. En particular, el aptamero para su
uso de acuerdo con la invencion se puede acoplar a un soporte sélido que permite el uso del producto resultantes en
la fabricacién de una columna adecuada para la aféresis, preferentemente una columna que es adecuada para el
uso en una aféresis para eliminar anticuerpos que se pueden unir especificamente por el aptamero para su uso de
acuerdo con la invenciéon de una muestra liquida, preferentemente de un cuerpo fluido.

En un aspecto adicional, la presente invencion se dirige al uso de un aptamero para su uso de acuerdo con la
invencion para la deteccion in vitro de anticuerpos, de forma similar, por ejemplo, autoanticuerpos, siendo especifico
del receptor acoplado a la proteina G, preferentemente los receptores adrenérgicos receptor alfa-1, receptor
adrenérgico beta-1, receptor adrenérgico beta-2, receptor endotelina 1 ETA, receptor muscarinico Mo, receptor de la
angiotensina Il AT1, y/p receptores PAR. Dicho uso puede comprender el ensayo de una muestra en un ensayo de
la frecuencia de un latido de cardiomiocito de rata en presencia y ausencia de una cantidad eficaz de un aptamero
para su uso de acuerdo con la invencion. Dependiendo del efecto de la muestra y del aptamero para su uso de
acuerdo con la invencion sobre la frecuencia del latido, la persona experta puede concluir la presencia de
anticuerpos respectivos. Se pueden obtener también datos sobre el total o la cantidad relativa de dichos anticuerpos
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en la muestra asi como otras propiedades de los mencionados anticuerpos. El denominado ensayo de la frecuencia
del latido del cardiomiocito de rata es un ensayo bien establecido para la deteccidon y la caracterizacion de
anticuerpos, por ejemplo, autoanticuerpos derivados de pacientes, especificos de numerosos receptores acoplados
a la proteina G humana, similares por ejemplo al receptor alfa-1 adrenérgico humano, el receptor beta-1
adrenérgico, el receptor beta-2 adrenérgico, el receptor ETA de la endotelina 1, el receptor Mz muscarinico, el
receptor AT1 de la angiotensina Il, y/o los receptores PAR. El ensayo se describe en detalle en Wallukat y col.
(1987) Effects of the serum gamma globulin fraction of patients with allergic asthma and dilated cardiomyopathy on
chromotropic beta adrenoceptor function in cultured neonatal rat heart myocytes, Biomed. Biochim. Acta 46, 634 639;
Wallukat y col. (1988) Cultivated cardiac muscle cells a functional test system for the detection of autoantibodies
against the beta adrenergic receptor, Acta Histochem. Suppl. 35, 145 149; y Wallukat y col. (2010) Distinct patterns
of autoantibodies against G-protein coupled receptors in Chagas' cardiomyopathy and megacolon. Their potential
impact for early risk assessment in asymptomatic Chagas' patients, J. Am. Coll. Cardiol. 55, 463 468. De esta
manera, la persona experta es muy consciente de la naturaleza de este ensayo y sabe cémo aplicarlo.

El aptamero para su uso de acuerdo con la invencion puede utilizarse concretamente en la deteccion y/o la
caracterizacion de los anticuerpos respectivos, en el que los anticuerpos se presentan en o se derivan de un cuerpo
fluido, preferentemente un fluido del cuerpo humano, mas preferentemente de sangre humana, plasma, suero, orina,
heces, fluido sinovial, fluido intersticial, linfa, saliva, sudor, fluido espinal y/o fluido lacrimal. En una realizacion
preferida, el fluido corporal se toma de un individuo que padece o que es sospechoso de padecer una enfermedad
autoinmunitaria. Preferentemente, la enfermedad autoinmunitaria es cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM),
cardiomiopatia de periparto (PPCM), cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas,
mesoesofago de Chagas, neuropatia de Chagas, hiperplasia prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome
de Raynaud, preeclampsia, rechazo al aloinjerto de rifidn, miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertension
pulmonar, hipertensién maligna, y/o enfermedad de Alzheimer. Incluso de forma mas preferente, el término
"enfermedad autoinmunitaria" o "enfermedades autoimnunitarias" se refiere a las enfermedades autoinmunitarias de
cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiopatia de periparto (PPMC), cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas,
glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar, hipertension maligna, rechazo al injerto de rifién, sindrome de
Raynaud y/o enfermedad de Alzheimer.

Para la deteccion y/o caracterizacion de dichos anticuerpos, el aptamero para su uso de acuerdo con la invencion se
puede usar en solucién o en una forma inmovilizada.

El aptamero para su uso de acuerdo con la invencion se puede usar para la deteccion directa o indirecta y/o la
caracterizacion de dichos anticuerpos.

En lo sucesivo, la invencion se explicara e ilustrara adicionalmente por medio de ejemplos.

Figuras:

La Figura1 muestra las curvas de dosis respuesta de la neutralizacion de la actividad funcional de diferentes AAB
como se ha indicado en la figura.

La Figura2 muestra la influencia de la presencia 1gG-3 [73 nM] humana sobre la curva dosis-respuesta que
neutraliza la actividad funcional del receptor beta1 de los AAB mediante al aptamero de trombina.

La Figura3 muestra la influencia del aptamero-trombina sobre la disminucion mediada por ETA-AB de la
frecuencia del latido de cardiomiocitos de neonatos.

La Figura4 muestra la unién aptamero-trombina (SEQ. ID No. 1) sobre ETA-AB inmovilizada, las subclases de
IgG de conejo inmovilizada y de IgG humana inmovilizada para el control. A y C: 25 nM de cada
proteina inmovilizada, B y D: 250 nM de las proteinas inmovilizadas. A y B: union del aptamero-
trombina de la SEQ. ID No. 1y C y D: unién de su secuencia control mezclada. Se usé el aptamero-
trombina biotinilado, y el resto de biotina sirvié para la deteccion. Se cuantificé la cantidad de biotina
unida mediante NeutravidinaPOD vy la reaccion TMB/H;0x.

La Figura5 muestra la union de la ETA-AB (SP 4122P) sobre el aptamero-trombina inmovilizado (SEQ. ID No. 1)
A: 1 uM de B: 0.1 uM trombina-aptamero para la inmovilizacién. Para la deteccion se usoé el anticuerpo
POD secundario dirigido contra IgG de conejo (1:10.000) y la reaccion TMB/H;O,. La placa no
revestida y la placa revestida con neutravidina sirvieron para el control. (Neutravidina = NA).

La Figura6 muestra la union de la ETA-AB (SP 4122P) sobre el aptamero-trombina inmovilizado (SEQ. ID No. 1) y
el aptamero-trombina mezclado inmovilizado para el control.

La Figura7 muestra la recuperacion de ETA-AB unida tras la elucion de la columna de trombina aptamero y el
correspondiente experimento control (columna control). Se midio la actividad ETA_AB en el bioensayo.

La Figura8 muestra la recuperacion de ETA-AB procedente del suero enriquecido en el experimento ELISA. A:
muestra la curva estandar de ETAAB que se ha tratado de forma comparable con las muestras de
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eluato (dialisis). B: muestra la cantidad de ETA-AB recuperada en el flujo pistén, la solucion de lavado
y los eluatos tras la elucidn de la columna trombina-aptamero (columna ARC183) y la correspondiente
columna control (trombina aptamero mezclados). Para la deteccion sirvio el anticuerpo POD dirigido
contra IgG de conejo (1:10.000) y la deteccion de TMB/H205.

La Figura9 muestra el ensayo de capacidad de neutralizacién de AAB de la trombina-aptamero marcado con 5'-
FITC usando el bioensayo de cardiomiocitos de ratas neonatas que laten espontaneamente. El
aumento de la frecuencia del latido producido por el receptor beta 1 de AAB se redujo en
aproximadamente el 50 % cuando estuvieron presentes 100 nM de FITC-trombina-aptamero. Las
barras son el promedio de dos experimentos independientes (n=2).

La Figura 10 muestra la deteccion de ETA-AAB de una muestra del paciente utilizando un ensayo de tipo sandwich
de trombina-aptamero // FITC-trombina-aptamero. Para el control sirvié una muestra IgG del control y
trombina-aptamero mezclados. Los datos son de un experimento. (FITC-throm-a = FITC-trombina-
aptamero, throm-apta = trombina-aptamero).

La Figura 11 muestra la neutralizacion de la actividad de AAB (receptor betal de AAB, alfal + receptor beta2 de
AAB, receptor beta2 de AAB purificado por afinidad, cada AAB n=1) por 100 nM de dT-trombina-
aptamero, medido en el bioensayo de cardiomiocitos neonatales que laten espontaneamente.

La Figura 12 muestra el ensayo de la funcionalidad de la secuencia de trombina-aptamero truncada (secuencia de
12-mer, SEQ ID No. 3, Throm K1) en comparacioén con la secuencia 15-mer original (ARC183, SEQ ID
No. 1) y la secuencia 26-mer (NU172, SEQ ID No. 2) que neutraliza la actividad cronotrépica positiva
del receptor betal de los AAB en el bioensayo de los cardiomiocitos de rata que laten
espontaneamente.

Ejemplos:
Sumario

Los aptameros que consisten en la secuencia de acido nucleico con la SEQ. ID No. 1 y 2, respectivamente, son
aglutinantes afines y especificos de los autoanticuerpos que se dirigen a los receptores acoplados a la proteina G.
Los aptameros son capaces de neutralizar la funciéon AAB (autoanticuerpo) en el estado soluble. Inmovilizados sobre
superficies, los aptameros son capaces de capturar AAB. Una elucion siguiente eliminara los AAB capturados.

Se ha mostrado, por lo tanto, que los aptameros para su uso de acuerdo con la presente invenciéon son moléculas
adecuadas para fines terapéuticos y diagnosticos para el tratamiento de enfermedades que se asocian con los AAB
activos funcionales contra los receptores acoplados a la proteina G.

Material y procedimientos
Preparacion y cultivo de cardiomiocitos

Se extrajeron los corazones de ratas de 1 a 3 dias de edad en condiciones estériles y se transfirieron a solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia penicilina/estreptomicina. Se separ6 el tejido del ventriculo, se
disecciond en piezas y se lavo dos veces con 10 ml de PBS que contenia penicilina/estreptomicina y al final una vez
con PBS solo. Las piezas del ventriculo se suspendieron en 30 ml de PBS que contenian 0,2 % de tripsina. Tras la
incubacion durante 20 min a 37 °C, se detuvo la tripsinizacién con 10 ml de suero de ternera inactivado
térmicamente frio en hielo. La suspension resultante se centrifugd a 130 x g durante 6 min y a continuaciéon se
transfirié el aglomerado a 20 ml de medio SM20-I. Para la estimacién del recuento de células, se afiadieron 100 pl
de esta suspension a 100 pl de solucién de azul tripan. Para el cultivo de células, se suspendieron 2,4x 10° células
en 2,5 ml de medio SM 20-I que contenia glucosa que se equilibré con aire humedo y se suplementé con 10 % de
suero de ternera inactivado térmicamente, 0,1 mU de insulina, y 2 uyM de fluorodesoxiuridina (evitando el crecimiento
en exceso de los miocitos por no miocitos), se transfirieron a matraces Falcon de ‘I2,5-cm2 y se cultivaron como
monocapas durante 4 dias a 37 °C. El medio se renové después de dos dias.

Principio del bioensayo

Para la identificacion y la cuantificacion del AAB, se utilizé un bioensayo que se establecié en primer lugar para la
medicion del AAB frente a los receptores acoplados a la proteina G por Wallukat y Wollenberger (Wallukat G,
Wollenberger A. Effects of the serum gamma globulin fraction of patients with allergic asthma and dilated
cardiomyopathy on chromotropic beta adrenoceptor function in cultured neonatal rat heart myocytes. Biomed
Biochim Acta 1987;46:5634-9) y que los inventores describen recientemente en detalle para la medicion del AAB
frente a los receptores beta 1 y beta 2 adrenérgicos y los receptores M2 muscarigénicos en la enfermedad de
Chagas cronica (Wallukat G, Munoz Saravia SG, Haberland A, Bartel S, Araujo R, Valda G, Duchen D, Diaz Ramirez
I, Borges AC, Schimke I|. Distinct patterns of autoantibodies against G-protein-coupled receptors in Chagas'
cardiomyopathy and megacolon. Their potential impact for early risk assessment in asymptomatic Chagas' patients. J
Am Coll Cardiol. 2010; 55:463-8).
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En este bioensayo, se registrd la respuesta cronotropica de los cardiomiocitos de rata neonatales cultivados que
laten espontaneamente que es la suma de la cronotropia positiva producida por los AAB estimulantes tales como los
que se dirigen a los receptores beta 1 y beta 2 o el receptor alfa1l adrenérgico y la cronotropia negativa originada
inhibiendo los AAB tales como los receptores directores M2 muscarigénicos o el receptor de la endotelina de tipo A
(receptor ETA) (1 unidad de actividad AAB = 1 cambio de frecuencia de un latido/min).

Para diferenciar las especies de AAB con respecto a su contribucién a la respuesta cronotrépica (cronotropia
positiva o negativa), se llevd a cabo el analisis en presencia de antagonistas especificos tales como I1CI-118.551
para el receptor beta2 de AAB, atropina para M2-AAB, propranolol para el receptor betal1/beta2 de AAB, BQ 610 o
BQ 123 para el receptor ETA-receptor, prazosina para el adrenorreceptor alfal e Ibesartan o Losartan para el
receptor AT1. El cambio de actividad restante esta producido por AAB excepto una vez que se bloqued
especificamente. Se llevd a cabo una caracterizacion adicional de diferentes AAB receptores demostrados
anteriormente utilizando los péptidos que representan los epitopos de AAB que corresponden a los bucles
extracelulares de los receptores.

El bioensayo puede detectar y cuantificar todos los AAB séricos humanos y otras moléculas que dirigen receptores
sobre la superficie celular cuyas secuencias son homélogas a los receptores humanos (en el caso de los AAB
directores) y que se unen a una maquinaria que regula la frecuencia del latido (contractilidad, cronotropia) de las
células tales como el sistema de la proteina G.

Preparacion de muestras de suero para la identificacion y diferenciacion de AAB y la medida de la actividad
de AAB

1 ml de suero control y del paciente y 660 pl de solucién saturada de sulfato de amonio se mezclaron (concentracion
final, sulfato de amonio al 40 %) y se incubaron durante 18 horas a 4 °C. Tras la centrifugacion durante 15 min a
6.000 x g, el aglomerado se volvio a suspender en 750 yl de PBS, se mezcloé con 750 pl de solucion saturada de
sulfato de amonio (concentracion final de sulfato de amonio al 50 %) y se centrifugd de nuevo. Después de esto, el
aglomerado se suspendié en 700 pl de PBS y se dializé frente a un volumen de 100 veces de PBS. La fraccion de
IgG resultante se puede almacenar a -20 °C hasta la medicion.

Resultados

Inhibiciéon de la funcionalidad de AAB de diferentes receptores acoplados a la proteina G por aptameros
especificos

A continuacion, se investigo la neutralizacion de la actividad de anticuerpos (autoanticuerpos de suero de paciente)
por el aptamero de la SEQ. ID No.1 (conocida también como trombina-aptamero de la SEQ ID No.1, o ARC 183,
descrito en el documento US 5.543.293) y por el aptamero de la SEQ. ID No. 2 (conocido también como trombina-
aptamero de la SEQ ID No. 2, 0 ARC 2172 o NU 172, descrito en el documento WO/2007/025049) (Tabla 1).

Haciendo esto, se investigaron los siguientes anticuerpos (autoanticuerpos = AAB): el receptor alfa 1 adrenérgico de
AAB, el receptor beta1l adrenérgico de AAB, el receptor beta2 de AAB, el receptor M, muscarinico de AAB, el
receptor ETA de la endotelina 1 de AAB (ETA-AAB), el receptor AT1 de la angiotensina Il de AAB, y el receptor PAR
de AAB.

Se ha descrito la incidencia de dicho AAB en las siguientes situaciones patoldgicas, no excluyendo otras situaciones
patolégicas que pueden ser también transportadores de los mismos o similares AAB: DCM, cardiomiopatia de
Chagas, enfermedad de Chagas cronica, megacolon de Chagas, cardiomiopatia de periparto, glaucoma,
hipertension pulmonar, hipertension, hipertension maligna, diabetes mellitus, enfermedad de Alzheimer, rechazo al
aloinjerto de rifidn, sindrome de Raynaud. La Tabla 1 muestra que la actividad funcional de todos los autoanticuerpos
analizados dirigidos contra los receptores acoplados a la proteina G se neutralizaron usando el aptamero de la SEC
ID No. 1 o se neutralizaron parcialmente usando el aptamero de la SEQ ID No. 2.

11
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Curvas de dosis-respuesta de la trombina-aptamero mediada por la neutralizacion de AAB

A continuacién se midieron las curvas de dosis-respuesta de las incubaciones individuales de trombina-aptamero
(Fig. 1). Haciendo esto no solo se neutralizaron los receptores acoplados a la proteina G frente a los AAB, sino
también el receptor beta1 de los AAB procedentes de la sangre de las ratas SHR. De hecho, se neutralizaron los
AAB humanos dirigidos contra el primer o segundo bucle del receptor beta1, los AAB dirigidos contra el receptor
AT1, y el receptor alfa1 adrenérgico. El receptor beta1 de AAB en ratas es un AAB formado espontaneamente.

Se hizo evidente que diferentes curvas de dosis-respuesta mostraron ligeras diferencias. Aunque el efecto de
neutralizacion fue mas eficaz para el receptor alfa1l del AAB humano, este mostré la eficacia mas pequefa para el
receptor beta 1 del AAB. Dado que la concentracion de AAB debe ser de alrededor de 0,1 % de la fraccion de 1gG
(informacion personal del Dr. Wallukat) que las concentraciones de aptamero diferentes arrostrarian una
concentracion final de aproximadamente 1,4 nM de AAB (concentracion de IgG normal de aproximadamente 10 g/l =
68,5 uM, dilucion de AAB en el medio de cultivo celular 1:50). Resulta muy Iégico que el efecto de neutralizacion
comience con algun AAB, tal como el receptor alfa 1 de AAB a una concentracion de aptamero de aproximadamente
1 nM, mientras que en general son necesarios 100 nM de aptamero para la inhibiciéon completa de la funcionalidad
de AAB.

Afinidad del aptamero de AAB en presencia de IgG-3 humana competitiva

Los experimentos iniciales que prueban la afinidad de la trombina-aptamero de la SEQ ID No. 1 hacia los subtipos
de IgG humana han mostrado que la trombina-aptamero de la SEQ ID No. 1 tenia una mayor afinidad hacia la 1IgG-3
seguida por IgG-4, 1gG-2, y IgG1. Aunque las diferencias entre los ultimos tres subtipos fueron solo marginales, la
afinidad hacia el subtipo IgG-3 fue sorprendente (no se muestran los datos).

Ahora, a fin de probar, si la afinidad de la trombina-aptamero de la SEQ ID No. 1 hacia el AAB es mayor en
comparacion con su afinidad comin hacia la subclase IgG-3, se llevd a cabo el siguiente experimento de
competicion: midiendo a la vez la curva de dosis-respuesta de la trombina-aptamero de la SEQ ID No. 1 frente a un
AAB de suero de paciente humano (receptor beta-1 del AAB, segundo bucle, dilucion 1:50), en un conjunto
experimental, se afiadieron 73 nM de IgG-3 humana permitiendo competir con el receptor betal de AAB alrededor
de la unién de trombina-aptamero (Fig. 2). Especialmente a la baja concentracion de la trombina aptamero de la
SEQ ID No.1 (1, 5, y 10 nM de trombina-aptamero) a la cual la concentracion de 1gG-3 esta claramente en el exceso
molar de la trombina-aptamero, no se observaron diferencias entre los efectos de neutralizacion del AAB, con y sin
la presencia de 1gG-3.

Demostracion de la unidon entre la trombina-aptamero y el autoanticuerpo utilizando un modelo de
autoanticuerpo: anticuerpo de conejo dirigido contra el receptor de la endotelina humana contra el segundo
bucle extracelular del receptor (anticuerpos acris, SP 41222P)

1. Prueba de funcionalidad de EIA-AB en el bioensayo y la neutralizacion por la trombina-aptamero de la SEQ
ID No.1

Se generd el anticuerpo receptor de la endotelina de conejo (ETA-AB) contra el segundo bucle extracelular del
receptor de la endotelina humana. El anticuerpo mostré actividad funcional en el bioensayo. El ETA-AB produjo una
reduccion de la frecuencia del latido de los cardiomiocitos de rata neonatales que laten espontaneamente (Fig. 3).
La adicion de 100 nM de trombina aptamero produjo la neutralizacion completa de este ETA-AB que produjo un
cambio en la frecuencia del latido (Fig. 3). La adicion de la trombina-aptamero (SEQ No. 1) solo sobre los
cardiomiocitos de rata neonatales no produjo ningun efecto visual sobre las células ni tuvo influencia sobre la
frecuencia basal del latido (no se muestran los datos).

2. Ensayo de la union directa entre la trombina aptamero de la SEQ ID No.1 y el EIA-AB

Se probd el ensayo de la unién directa entre la trombina-aptamero y el ETA-AB en el experimento ELISA de dos
montajes experimentales diferentes. En primer lugar, se inmovilizé el ETA-AB sobre la placa del ELISA y se ensayo
su capacidad para unirse a la trombina-aptamero de la SEQ ID No.1 (Fig. 4). En un segundo conjunto de
experimentos, se inmovilizé la trombina-aptamero de la SEQ ID No.1 y se ofrecié el ETA-AB para la union (Fig. 5).

Para el primer conjunto de experimento, se seleccionaron dos concentraciones diferentes de proteinas para la
inmovilizacién sobre la placa de ELISA: 25 nM (Fig. 4A) y 250 nM (Fig. 4B). Para el control sirvié una IgG de conejo,
subtipos de IgG humana (IgG-1,2,3 y 4) a las mismas concentraciones, y la placa de plastico sin revestir. Un control
adicional era la secuencia de trombina-aptamero mezclada que se ofrecio para la union (Fig. 4C,D).

Un segundo conjunto de experimentos probd la unién entre el ETA-AB y la trombina-aptamero de la SEQ. ID No. 1
en un experimento inverso. Ahora, la trombina-aptamero biotinilada se inmoviliz6 sobre las placas de ELISA
mediante la preinmovilizacion de neutravidina. Después, se ofrecié el ETA-AB para la unién (Fig. 5 A,B).

En comparacion, la extincion entre la Fig. 5B y 5A muestra que un revestimiento de 0,1 yM de trombina-aptamero
(SEQ. ID No. 1) alcanz¢ ya la saturacion en el experimento dado.
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Un control adicional era la unién del ETA-AB sobre la trombina-aptamero mezclada inmovilizada (Fig. 6).

La afinidad del ETA-AB hacia la trombina-aptamero mezclada era aproximadamente del 50 % de la afinidad
alcanzada si la trombina-aptamero (SEQ. ID No. 1) estaba disponible para la unién.

Columna de trombina aptamero para la eliminaciéon del AAB procedente de suero
1 suero humano enriquecido con EIA-AB de conejo

A continuacion, se prepard una columna de trombina-aptamero que sirvié para la eliminacién del AAB del suero.
Para el control sirvié una columna que llevaba la trombina-aptamero mezclada.

Los aptameros (trombina-aptamero de la SEQ ID No. 1) y la secuencia control mezclada se unieron sobre el material
de la columna (NHS activado con sefarosa, GE healthcare) a una concentraciéon de 0,1 pmol. En un primer conjunto
de experimentos se enriquecié suero con el ETA-AB de conejo (50 nM) a fin de obtener la posibilidad no solo de
medir la actividad de ETA-AB mediante el bioensayo (Fig. 7) si no también mediante un ELISA (Fig. 8). Se
administraron los sueros enriquecidos sobre la columna y la columna de control. Se capturd y se almaceno el flujo a
su través. Los ETA-AB se eluyeron utilizando una solucion de KSCN 3 M. Antes de medir la actividad del AAB en los
eluatos, se dializaron las muestras frente a tampon fisiolégico durante 3 dias a 4 °C. En el bioensayo, se midieron
los eluatos, que se capturaron en dos fracciones (Fig. 7). Aunque la columna de trombina-aptamero mostro la
actividad de ETA-AB tras la elucion, la columna no. La principal fraccién de ETA-AB estaba en la segunda fraccién
del eluato que fue acreedora de los volumenes utilizados. El volumen de la columna era de 500 ul mientras que se
seleccionaron 250 ul para todas las etapas de manipulacion.

Para la deteccion del ETA-Ab en el flujo piston o el eluato de las columnas en el ELISA, la curva estandar del ETA-
AB del ELISA tenia también que experimentar el procedimiento de idealizacién, comparable al material del eluato-
muestra (Fig. 8A). Usando este material normalizado, se ensayaron las muestras para la presencia de ETA-AB (Fig.
8B).

Se muestra que solo la columna especifica de trombina-aptamero era capaz de unir el ETA-AB del suero del control
enriquecido, mientras que el aptamero del control mezclado no se une a ETA-AB. Aqui, se encontré el ETA-AB en el
flujo pistéon aunque la columna especifica con las fracciones del eluato contenia el ETA-AB.

Solo para excluir que la IgG humana unida procedente del suero del control puede, mediante reaccién cruzada con
el anticuerpo secundario imitar la presencia de ETA-AB, se aplico también suero (40 % y 100 %) sobre la placa de
ELISA. Se midi6 la cantidad posible maxima de reaccion cruzada, que era mas pequefia que la deteccion del AB
especifico dirigido contra la IgG de conejo. Ademas, se mostré en experimentos independientes que los eluatos
contenian menos de 1/10 de la IgG humana en comparacién con las muestras del flujo piston (no se muestran los
datos) excluyendo una enorme influencia de reactividad cruzada del anticuerpo secundario.

2. suero que contiene AAB humano

En una segunda serie de experimentos, se usd la columna de trombina-aptamero para la eliminacion del AAB del
suero. Para el control sirvié la columna de trombina-aptamero mezclada.

Para este fin, se proporcionaron 250 ul desuero que contenia ETA-AAB y receptor alfa-1 de AAB sobre las
columnas. Se capturaron el flujo piston y los eluatos y se estimé la actividad de AAB usando el bioensayo (lab. 2).
Se llevé a cabo la elucion con KSCN 3 M. Las muestras se dializaron frente a un tampon fisiolégico durante 3 dias
antes de que se llevara a cabo la medicion de la actividad de AAB.

Tabla 2 Medicion de ETA-ABB vy la actividad del alfa1-receptor ABB del suero humano en las fracciones individuales
del experimento de columna

Disminuciéon/aumento en Columna trombina- | Columna de control
el nudmero de latidos aptamero (trombina-aptamero
[latidos/15 s] mezclado)
Flujo piston Receptor alfa 1 AAB -0,17 6,17

Receptor endotelina AAB -0,17 417
1*" eluato Receptor alfa 1 AAB 2,0 0,17

Receptor endotelina AAB -1,83 0,17
1*" eluato Receptor alfa 1 AAB 4,67 -0,17

Receptor endotelina AAB -2,5 -0,17
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(Continuacion)

Disminucién/aumento Columna trombina- | Columna de control
en el numero de latidos aptamero (trombina-aptamero
[latidos/15 s] mezclado)
1*" eluato Receptor alfa 1 AAB 1,0 -0,17

Receptor endotelina AAB -0,5 -0,17

n.d. = no determinado
Posible kit para la purificacion del suero procedente de AAB mediante perlas magnéticas de aptamero

Un kit tanto para la purificacién del suero procedente AAB o para el enriquecimiento de AAB mediante perlas
magnéticas de trombina-aptamero.

Tabla 3 Unién de suero AAB (ser humano y rata) en aptamero-trombina (SEQ ID NO. 1; perlas magnéticas de
estreptavidina y trombina-aptamero biotinilado)

Delta latidos / 15 s Trombina-apta Trombina-mezcla Trombina-apta
(SEQID No. 1) (SEQID No. 1) (SEQID No. 1)
ABB B1-humano ABB B1-humano SHR-rata
Sobrenadante 0 55 0
particulas
1. Solucién lavado 0 n.d. 0
1°" eluato 5,67 (receptor beta 1 AAB) | 1,0 (1* y 2° eluato | 4,67 (receptor beta 1 AAB)
combinados)
-1,83 (receptor M2-AAB)
2° eluato 2,5 (receptor beta 1 AAB) 2,5 (receptor beta 1 AAB)
-2,83 (receptor M2-AAB)

Introduccion de la proteccion de la exonucleasa

A continuacién se probd la influencia de la introduccion de una proteccién 3'-dT sobre la actividad funcional de la
SEQ. ID No. 1. Se cree que una proteccion 3'-dT protege la secuencia nucleotidica de la actividad exonucleasa y
aumenta su estabilidad en los fluidos biolégicos. Se utilizé en del efecto sobre la proteccion 3'-dT sobre la
funcionalidad del aptamero del receptor beta1 de AAB (bucle 2) procedente de un paciente con DCM y el receptor
beta 2 de AAB procedente de un paciente con Alzheimer (Tab 4). Se neutraliz6 la actividad funcional de ambos AAB
cuando se incubd con 100 nM de aptamero modificado con la proteccién 3'-dT. La modificacion de la proteccion 3'
no afecta la actividad funcional del aptamero de la SEQ. ID No. 1.

El aptamero protegido con la PROTECCION no afecta solo la velocidad basal del latido de los cardiomiocitos
neonatales.

Tabla 4 Medicion en un bioensayo de la actividad cronotrépica del ABB en suero [delta latidos / 15 s] de los AAB
tratados con trombina-aptamero de SEQ ID No. 1 modificado mediante 3'-dT-cap o no (sin aptamero).

Enfermedad Tipo AAV Sin aptamero + aptamero-3'-dT protegido
DCM Receptor beta 1 AAB 6,0 0,0
Alzheimer Receptor beta 2 AAB 5,17 0,0

Trombina-aptamero mercado con FITC para la detecciéon de los AAB

Uso de trombina-aptamero marcada directamente con un marcador de fluorescencia para la deteccién de los
AAB séricos

El objetivo de estos experimentos es la generacion de un aptamero marcado directamente que se dirige a los
autoanticuerpos contra los receptores acoplados a la proteina G que se explicaran, al final, para la deteccion de
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dichos AAB.
Para este fin, la trombina-aptamero se marcé en el extremo 5' de FITC.

Se ensayd en los primeros experimentos, si la trombina-aptamero marcada con FITC mostré Ila
funcionalidad/actividad completa para neutralizar los autoanticuerpos en comparacién con su versiéon no marcada.
Esto se probd esto usando el bioensayo.

La Fig. 9 muestra la capacidad de 100 nM de la trombina-aptamero de 5'-FITC para neutralizar el receptor beta 1 de
AAB. La marca FITC redujo la actividad de la trombina-aptamero, pero el 50 % de la actividad del receptor beta 1 de
AAB se neutralizd aun a esta concentracion seleccionada de 100 nM. Se observé una inhibicidon parcial de la
actividad de AAB a esta concentracion del aptamero.

Debido a que la trombina-aptamero marcada con FITC si se compara con el aptdmero no marcado a la misma
concentracion una inhibicion parcial de la actividad de AAB, se capturé la molécula para probar, si seria una
estrategia posible utilizar esta trombina-aptdmero marcada para un ensayo de tipo sandwich. Por este motivo, la
trombina-aptamero biotinilada no marcada se inmovilizé sobre la placa de ELISA mediante la neutravidina y sirvié
para capturar los AAB a la vez que se suponia que la antitrombina-aptamero marcada con FITC sirve al final de la
deteccion del material de AAB adsorbido.

Las muestras se retiraron de los pocillos, los duplicados se unificaron (volumen final de 200 pl) y se diluyeron con
300 yl de PBS y se midio la fluorescencia relativa utilizando el espectrofluorofotémetro RF-5001PC (Shimadzu,
Japon) usando la longitud de onda de excitaciéon y emisioén de 494 nm y 519 nm, respectivamente.

Como se puede observar de la Fig. 10 era posible detectar una muestra del paciente (fraccion IgG que contiene los
ETA-AAB) en comparacion con la muestra de IgG del control. Utilizando la trombina-aptamero mezclada como un
control adicional no muestra también ninguna fluorescencia.

Influencia de la proteccion dT sobre la funcionalidad de la trombina-aptamero

En los siguientes experimentos se ensayo si seria posible la introduccién de un grupo protector tal como la
proteccion dT para la proteccion de la actividad exonucleasa, sin influenciar los anticuerpos neutralizantes de la
actividad trombina-aptamero frente a los receptores acoplados a la proteina G. La introduccién de una proteccion dT
era posible sin influenciar la funcionalidad de la trombina aptamero para neutralizar los AAB frente a los receptores
acoplados a la proteina G (Fig. 11).

Truncamiento de la trombina-aptamero que da como resultado la secuencia de 12mer

En un siguiente conjunto de experimentos se probd si un truncamiento de la trombina-aptamero daria como
resultado productos que son todavia capaces de neutralizar autoanticuerpos contra los receptores acoplados contra
la proteina G. La secuencia de 15-mer de la trombina-aptamero (ARC183) se trunco, por tanto, en una secuencia de
12-mer con la SEQ ID No. 3, denominada Throm-K1. Se probd la secuencia truncada para su capacidad de
neutralizar los AAB en el bioensayo (demostrado por el receptor beta1 de los AAB, Fig. 12).

La secuencia de 12-mer mostré una actividad completa.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Charite Universitatsmedizin Berlin Max-Delbriick-Centrum fir Molekulare Medizin
<120> Uso de aptameros en el tratamiento y/o el diagndstico de enfermedades autoinmunitarias
<130> P08553WO

<150> EP 11 157 229.3
<151> 07-03-2011

<160 >3

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211>15

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero de la secuencia 1
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<400> 1
ggttggtgtg gttgg 15
<210 > 2

<211 > 26

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> aptamero de la secuencia 2

<400> 2
cgcctaggtt gggtaggatg gtggcg 26

<210>3
<211>12
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> 12-mero truncado de la SEQ ID No. 1

<400> 3
ggttggtgtg gt 12
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REIVINDICACIONES

1. Aptamero que comprende una secuencia del acido nucleico de la SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3 y/o
una secuencia de acido nucleico que es al menos un 80 % idéntica a una de la SEQ ID No. 1, 2 y 3 para su uso en
el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias interfiriendo con la interaccién de autoanticuerpos especificos de
los receptores acoplados a la proteina G asociados con enfermedades autoinmunitarias, en el que la enfermedad
autoinmunitaria es cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia de periparto (PPCM),
cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas, megaestfago de Chagas, neuropatia
de Chagas, hiperplasia prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome de Raynaud, preeclampsia, rechazo
al aloinjerto de rifidn, miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar, hipertensiéon maligna y/o
enfermedad de Alzheimer, y en el que el aptamero se une especificamente y con elevada afinidad a dichos
autoanticuerpos.

2. Aptamero que comprende o consiste en la secuencia del acido nucleico de la SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ
ID No. 3 y/o una secuencia de acido nucleico que es al menos un 80 % idéntica a una de la SEQ ID No. 1, 2y 3 para
su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el aptamero es para uso como ingrediente selectivo durante la
aféresis terapéutica de la sangre o sus constituyentes de un paciente que padece una enfermedad autoinmunitaria
asociada con la presencia de autoanticuerpos especificos de un receptor acoplado a la proteina G, en el que los
autoanticuerpos estan presentes en el suero de un paciente que padece dicha enfermedad autoinmunitaria, en la
que la enfermedad autoinmunitaria es cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia de periparto
(PPCM), cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas, megaesdfago de Chagas,
neuropatia de Chagas, hiperplasia prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome de Raynaud,
preeclampsia, rechazo al aloinjerto de rifidn, miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar,
hipertensién maligna y/o enfermedad de Alzheimer.

3. Aptamero para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2, en el que el aptamero se usa en el tratamiento de
un ser humano.

4. Aptamero para el uso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que el aptamero es un
aptamero de ADN.

5. Aptamero para uso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, en el que el aptamero consiste de la
secuencia de acido nucleico de la SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3 o una secuencia de acido nucleico
que es al menos un 80 % idéntica a una de la SEQ ID No. 1, 2y 3.

6. Composicion farmacéutica que comprende un aptamero de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5 y al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias
interfiriendo con la interaccion de autoanticuerpos especificos de los receptores acoplados a la proteina G asociados
con enfermedades autoinmunitarias, en la que la enfermedad autoinmunitaria es cardiomiopatia, cardiomiopatia
dilatada (DCM), cardiomiopatia de periparto (PPCM), cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia de Chagas,
megacolon de Chagas, megaesdéfago de Chagas, neuropatia de Chagas, hiperplasia prostatica benigna,
esclerodermia, psoriasis, sindrome de Raynaud, preeclampsia, rechazo al aloinjerto de rifidn, miocarditis, glaucoma,
hipertension, hipertension pulmonar, hipertension maligna y/o enfermedad de Alzheimer.

7. Kit que comprende al menos un aptamero de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 5 y un recipiente para
su uso en el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias interfiiendo con la interaccién de autoanticuerpos
especificos de los receptores acoplados a la proteina G asociados con enfermedades autoinmunitarias, en el que la
enfermedad autoinmunitaria es cardiomiopatia, cardiomiopatia dilatada (DCM), cardiomiopatia de periparto (PPCM),
cardiomiopatia idiopatica, cardiomiopatia de Chagas, megacolon de Chagas, megaest6fago de Chagas, neuropatia
de Chagas, hiperplasia prostatica benigna, esclerodermia, psoriasis, sindrome de Raynaud, preeclampsia, rechazo
al aloinjerto de rifidn, miocarditis, glaucoma, hipertension, hipertension pulmonar, hipertensiéon maligna y/o
enfermedad de Alzheimer.

8. Uso de un aptamero como se define en una de las reivindicaciones 1 a 5 para la deteccion in vitro de un
anticuerpo que es especifico de un receptor acoplado a la proteina G, preferentemente el receptor acoplado a
proteina G humano receptor alfa-1 adrenérgico, el receptor beta-1 adrenérgico, el receptor beta-2 adrenérgico, el
receptor ETA de la endotelina 1, el receptor M2 muscarinico, el receptor AT1 de la angiotensina Il y/o los receptores
PAR.

9. Uso de la reivindicacién 8, en el que el anticuerpo a detectar es un autoanticuerpo.

10. Uso de la reivindicacién 8 o 9, en el que el anticuerpo esta presente en, o se deriva de, un fluido corporal,
preferentemente un fluido de un cuerpo humano, mas preferentemente de sangre humana, plasma, suero, orina,
heces, fluido sinovial, fluido intersticial, linfa, saliva, fluido espinal y/o fluido lacrimal.

11. Uso de la reivindicacion 10, en el que el fluido corporal se toma de un individuo que padece o se sospecha que
padece una enfermedad autoinmunitaria, preferentemente una enfermedad autoinmunitaria asociada con la
presencia en el suero del paciente de autoanticuerpos especificos de un receptor acoplado a la proteina G, mas
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preferentemente, enfermedades autoinmunitarias asociadas con la presencia en el suero del paciente de
autoanticuerpos especificos del receptor alfa-1 adrenérgico, el receptor beta-1 adrenérgico, el receptor beta-2
adrenérgico, el receptor ETA de la endotelina 1, el receptor M, muscarinico, el receptor AT1 de la angiotensina Il y/o
los receptores PAR.
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