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DESCRIPCION

COMPOSICION FARMACEUTICA QUE COMPRENDE UN VECTOR EN EL QUE
SE HA CLONADO EL GEN DE Bcl3, USO DE LA MISMA'Y VECTOR

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un compuesto util para prevenir el envejecimiento
prematuro en humanos. En concreto, dicho compuesto es un vector que aumenta la
expresion de Bcl3, evitando el descenso o de la expresion de Klotho, una hormona

antienvejecimiento.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Klotho es una hormona antienvejecimiento que se expresa en los tubulos celulares del rifidn.
El déficit genético de Klotho en ratones causa envejecimiento acelerado y muerte por
enfermedades asociadas a la vejez en la adolescencia. El rifidn es el principal érgano que
expresa Klotho. El defecto genético especifico de Klotho en rifiones de ratones y el defecto
adquirido de Klotho en la enfermedad renal humana se asocian a envejecimiento acelerado
y mortalidad prematura. La inflamacion es responsable del descenso adquirido de la
expresion renal de Klotho. En concreto, la inflamacion sistémica causada por TNF o
TWEAK, citoquinas de la superfamilia del TNF, baja la expresién renal de Klotho. En la
actualidad no hay ninguna terapia que aumente la expresion de Klotho o evite el descenso

de la expresion de Klotho.

Bcl3 es un regulador de NF-kappaB perteneciente a la familia de I-kappaB. La expresion de
Bcl3 aumenta en presencia de TWEAK. Bcl3 se une a NF-kappaB en el nucleo formando
complejos de unién con los sitios NF-kappaB de los promotores de los genes diana de NF-

kappaB regulando su expresion.

En el documento Moreno, J.A., et al., The inflammatory cytokines TWEAK and TNFa reduce
renal klotho expression through NFkB. J Am Soc Nephrol, 2011, Vol. 22, N° 7, paginas 1315-
25 se identifican a las citoquinas inflamatorias TNFalfa y TWEAK como responsables de la
disminucién de Klotho a través de un mecanismo dependiente de NF-kappaB. Como Klotho

es una proteina expresada principalmente en el rifidn con propiedades antienvejecimiento,
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los autores muestran la relacion entre la inflamacién y las enfermedades caracterizadas por

un envejecimiento de otros érganos, como la enfermedad renal crénica.

La identificacion de la inflamacion, y, en concreto, de las citoquinas TNF (factor de necrosis
tumoral) y TWEAK como las causas de la disminucion de Klotho en las enfermedades

renales abre las puertas al disefio de nuevas estrategias de tratamiento del envejecimiento.

Varios documentos del estado de la técnica describen Bcl3 como un regulador de NF-
kappaB a nivel transcripcional y que tiene propiedades antiinflamatorias en células del
sistema inmune (Riemann M, Endres R, Liptay S, Pfeffer K, Schmid RM. J Immunol.
2005,175(6):3560-8.) asi como en diferentes érganos (Song L, Wérmann S, Ai J, Neuhofer
P, Lesina M, Diakopoulos KN, Ruess D, Treiber M, Witt H, Bassermann F, Halangk W,
Steiner JM, Esposito |, Rosendahl J, Schmid RM, Riemann M, Algil H. Gastroenterology
2016, 150(2):499-512.e20). También se han descrito propiedades antiapoptoticas para Bcl3
(Chang TP, Vancurova |. Biochim Biophys Acta. 2014. 1843(11):2620-30).

Pero en el estado de la técnica no se describe que la sobreexpresion de Bcl3 tenga un

efecto de prevencion y aumento de la expresion de Klotho, ni su uso para prevenir el

envejecimiento prematuro debido al déficit de expresion de Klotho.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona una composicion que comprende un vector que
comprende el gen Bcl3 clonado, donde dicho vector esta identificado por la SEQ ID NO:1
para su uso en la prevencion del envejecimiento prematuro en humanos causado por un

déficit de expresion de la hormona antienvejecimiento de Klotho

El vector identificado por la secuencia SEQ ID NO:1 comprende el gen Bcl3 clonado. Al
haber sido clonado el gen Bcl3, se produce una sobreexpresion de Bcl3, entendiéndose el
término sobreexpresién como la produccién de un producto génico que excede los niveles
de produccion normales. Gracias a esta sobreexpresion se evita el descenso de la expresion
de la hormona antienvejecimiento de Klotho, previniendo el envejecimiento prematuro en

humanos causado por un déficit de expresion de dicha hormona.
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En otro aspecto, la invencidén es la composicion farmacéutica, que comprende ademas

excipientes farmacéuticamente aceptables.

El término “excipientes” hace referencia a compuestos que estabilizan y favorecen la
absorcion de los principios activos, colorantes, endulzantes, saborizantes, protectores frente

al aire y/o humedad, aglutinantes, etc.

La composicion farmacéutica puede ser formulada con excipientes farmacéuticamente
aceptables, asi como con cualquier otro tipo de portadores o diluyentes farmacéuticamente

aceptables, de acuerdo con técnicas convencionales en la practica farmacéutica.

La composicion farmacéutica puede ser administrada por si sola o en combinacion con otros

principios activos.

La composiciéon farmacéutica puede ser administrada en dosis simples o multiples.

La composicion farmacéutica del primer aspecto de la invencion puede ser administrada por
cualquier via de administracion (por ejemplo, oral, sublingual, perioral, parenteral,
intraperitoneal, intramuscular, intranasal, intravenosa, intraarterial, transdérmica,
subcutanea, tépica, etc.) para lo cual dicha composicion se formulara en la forma

farmacéutica adecuada a la via de administracion elegida.

La composicion farmacéutica puede ser formulada para proporcionar la liberacion controlada
del ingrediente activo como por ejemplo liberacién sostenida o prolongada de acuerdo con
meétodos que son bien conocidos en la técnica.

Otra realizacion es el uso la composicion descrita anteriormente para la fabricacion de un
medicamento para prevenir el envejecimiento prematuro en humanos causado por un déficit

de expresion de la hormona antienvejecimiento Klotho.

Otra realizacién es el vector identificado por la secuencia SEQ ID NO: 1.

La presente invencion previene el envejecimiento en los seres humanos mediante el

mantenimiento de la expresion normal de Klotho.

La presente invencion previene el envejecimiento en los pacientes que tienen inflamacion

sistémica de cualquier causa.
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TEXTO LIBRE DE LA LISTA DE SECUENCIAS

A continuacion, se aporta una traduccion del texto libre en inglés que aparece en la lista de

secuencias.

cloning site: sitio de clonacion

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Resultados de la sobreexpresion de Bcl3 que muestran una reduccion de muerte
celular por apoptosis en las células tubulares expuestas a un ambiente caracterizado por la

presencia de citoquinas inflamatorias.

Figura 2. Muestra una mayor disminucién en la expresion Klotho inducida por TWEAK a 24

horas en las células tubulares renales silenciadas para Bcl3.
Figura 3. Resultados de la sobreexpresion de Bcl3. Muestra la prevencion de la disminucion
en la expresion Klotho inducida por TWEAK a 24 horas en las células tubulares renales.

Resultados de expresion de proteina Klotho por Western blot.

MODOS DE REALIZACION PREFERENTE

Ejemplo 1. Sobreexpresion de Bcl3

Cultivo celular y reactivos

Para los estudios in vitro se cultivaron células renales de tubulo proximal de raton (MCT).
Estas células se cultivaron en medio RPMI 1640 (Life Technologies, Grand Island, NY) con
10% de suero bovino fetal inactivado por calor, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina en una atmésfera con 5% de diéxido de carbono a 37°C. Para
los experimentos, el suero bovino fetal fue retirado 24 horas antes de los estudios y durante

todo el experimento.
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Estudios de expresion de proteinas por Western blot

La membrana fue incubada durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti-Klotho a una
dilucién 1:1000. Tras esto, se lavé la membrana y se incubd con un anticuerpo secundario
unido a peroxidasa a una dilucion 1:2000 (Amersham, Aylesbury, Reino Unido). El siguiente
paso fue incubar la membrana con anti-tubulina a una dilucién 1:10000 (Sigma, St. Louis,
MO) y su correspondiente anticuerpo secundario. Se ha utilizado la tubulina como control de
carga de la técnica. Tras esto, las membranas se revelaron con el método de
quimioluminiscencia potenciada (ECL) siguiendo las instrucciones del fabricante

(Amersham).

Transfeccion de pequefios ARN de interferencia

Las células se cultivaron en placas de seis pocillos (Costar) y se transfectaron con una
mezcla de 35 nmol / ml de siRNA de Bcl3 (Santa Cruz Biotechnology, CA), medio sin
suplementos Opti-MEM | y reactivo de transfeccién Lipofectamina RNAIMAX (Invitrogen, Life
Technologies, NY). Después de 18 horas las células se lavaron y se cultivaron durante 24
horas en medio completo y durante 24 horas en medio sin suero antes de la estimulacion.
Un siRNA aleatorio (Ambion Applied Biosystems, Foster City, CA) se utiliz6 como control.
Las células fueron silenciadas para Bcl3 y 48 horas después se estimularon con TWEAK
durante 24 horas. Estos siRNAs fueron posteriormente utilizados para la caracterizacion
morfolégica de apoptosis.Transfeccion del gen Bcl3

Las células descritas en el apartado “Cultivo celular y reactivos” se cultivaron en placas de

seis pocillos (Costar) y se transfectaron con una mezcla de 0,5 pg de un vector identificado
por la secuencia SEQ ID NO: 1, este vector es el resultado de clonar

Bcl3 en el vector pCMV6 (Origene, MD), medio sin suplementos Opti-MEM | y reactivo de
transfeccion Lipofectamina 3000 (Invitrogen, NY) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Al haber sido clonado el gen Bcl3 en el vector pCMV6, se produce una sobreexpresion de
Bcl3.

Las células transfectadas se seleccionaron con neomicina. Posteriormente las células fueron
tratadas con TWEAK 100 ng/ml (Millipore, MA) durante 24 horas.

Muerte celular
La caracterizacién morfolégica de apoptosis se evalué mediante la fijacion de las células con

formalina y la tincion de los nucleos con 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma Aldrich)
para observar los cambios morfolégicos tipicos. Para la evaluacion de la apoptosis por
citometria de flujo, las células fueron cultivadas, en medio libre de suero durante 24 horas y
después se estimularon durante 24 horas con un cdctel de citoquinas letal (TWEAK 100 ng /
ml, TNFa 30 ng /mly IFN y 30 Ul /ml) durante 24 horas.
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Las células adherentes se combinaron con células levantadas de forma espontanea y se
incubaron en yoduro de propidio (PI) 100 pg /ml, NP-40 0,05%, RNAsa A 10 pug /ml en PBS
a 4 °C durante mas de 3 horas. Este ensayo permeabiliza las células, lo que permite a Pl
tefir tanto las células vivas y muertas. El porcentaje de células apoptéticas con disminucion
de la tincién de ADN (células hipodiploides) fue contado por citometria de flujo utilizando el

software CellQuest BD (BD Biosciences, San Jose, CA).

Resultados de la supresion de la expresion de Bcl3 mediante siRNA

Bcl3 fue suprimido tal como se ha descrito en el apartado “Transfeccion de pequenos ARN

de interferencia”. La supresion de Bcl3 disminuyd la expresion basal de Klotho. Ademas, se

observé una mayor disminucion en la expresion Klotho inducida por TWEAK a 24 horas en
las células tubulares renales silenciadas para Bcl3 (Figura 2).

Resultados de la sobreexpresion de Bcl3

Bcl3 fue sobreexpresado tal como se ha descrito en el apartado “Transfeccién del gen Bcl3”.

La regulacion de Bcl3 no modifico la proliferacion o las tasas de apoptosis basales. Sin
embargo, en las células que sobreexpresan Bcl3 la respuesta inflamatoria a TWEAK fue
mas suave. Con el fin de confirmar el papel de Bcl3 en la apoptosis, las células tubulares se
expusieron a un coctel letal de citoquinas TWEAK-TNF-IFN durante 24 horas. El aumento de
expresion de Bcl3 protegié a las células de la apoptosis inducida por TNF-TWEAK-IFN
(Figura 1).

Resultados sobre la prevencion de la disminucion en la expresion de Klotho inducida por

TWEAK en las células tubulares renales.

Se cultivaron células tubulares renales segun lo descrito en el apartado “Cultivo celular y
reactivos”. A 24 horas se observa una disminucion de proteina Klotho en células tubulares
cultivadas en presencia de TWEAK 100 ng/ml (Millipore, MA) y en las células transfectadas
con el vector identificado por la secuencia SEQ ID NO: 1 se evita este efecto (Figura 3). Se
encontré que los estimulos inflamatorios inducen la expresion de Klotho y por tanto
contribuyen a la regulacién de la respuesta inflamatoria a los estimulos inflamatorios en las

células tubulares.
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REIVINDICACIONES

1. Composiciéon farmacéutica caracterizada por que comprende un vector en el que se ha
clonado el gen Bcl3, donde dicho vector esta identificado por la secuencia SEQ ID NO: 1
5 para su uso en la prevencién del envejecimiento prematuro en humanos causado por un

déficit de expresion de la hormona antienvejecimiento Klotho.

2. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 1, caracterizada por que comprende
ademas excipientes farmacéuticamente aceptables.

10
3. Uso de una composicion segun las reivindicaciones 1 a 2 para la fabricacion de un
medicamento para prevenir el envejecimiento prematuro en humanos causado por un déficit

de expresion de la hormona antienvejecimiento Klotho.

15 4. Vector identificado por la secuencia SEQ ID NO: 1.
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cgcacccggc
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ctttactacc

ccgctgectga

Artificial Sequence

tagggcggcc

ccatgccccg
ccaagggcac
cagagcccgc
acgtcccggt
agggaccttt

acctgcctac

gggaattcgt
atgccccgceg
ccecgggegcec
aaccacgcgc
tgtccctggg
gatgcccatt

tcacccctac

cgactggatc cggtaccgag
ggggccatgg acgaggggcc
gcgctgeccac tccgcaaacg
agccccgectg gacccctgga
cccccccact gtgtggccag
tactctaccc cgacgatggc

tccatgatat gccccatgga
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acaccccctt
tctccacatc
caagcttggg
ggctgtcatc
catggccctg
cagctgcctg
caattatgaa
tctgectgctc
cccactcatc
cggcgccaac

ccgegggctt

gaactgtcac
aaggggegaag
tgccaccaac
aagctcctca

aaactttttc
aggccctggc
gctcgagcag

ggatgacgac

tcagctgata
gctgtggtcc
agccgcgaag
accacattac
gatcgtcacg
caggccctgc
gggctcactg
ctggagcgtg
cacgccgtgg
gtgaacgctc
ctgecctctgg
aatgacacac
gcctctcggg
tcccccgaga
ccctcgetgt
cttcccacaa
cggcccgtac
aaactcatct

gataaggttt

ttgccatggc
agaataacat
tagacgtcca
cagacatggt
gccagactgc
tggacagcgc
ccctgcacgt
gcgcggacat
agaacaacag
agatgtattc
tgcgcacgct
ctctcatggt
ctgcttcagg
gcagcagtcg
ctcccccgaa
catctacacc
ccccttcccc
cagaagagga
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cactcgggtg
agccgctgtc
taacaacctg
ccggctcttg
aattcacctg
aacctcaggc
ggccgtgaac
cgatgcagtg
cctgaacatg
tggcagctcg
ggtgcgcagc
ggcgegeage
gtcacagcct
tctcagctcc
agatgctcct
tgccttcctg
agctccagga

tctggcagca

gatgaggatg
taccgaatac
cggcagaccc
gtgacagctg
gcatgcgagc
tccgtggacc
accgggtgcc
gatatcaaga
gtgcaactcc
gctctgcatt
ggggctgaca
cgcagggtca
gagccatccc
aatggcctcc
ggcttccccg
cccttcccag
agcagcacgc

aatgatatcc

gagacacgcc
tcagecctttt
cgctccacct
gtgccagccc
accgcagccc
tggaggttcg
aggaggctgt
gcggecgctc
tgctgctgca
ctgcgtctgg
gcggcectcaa
ttgatatctt
cagaccaaag
agtcctcgcc
cgactcccca
gagtcctccg
gtacgcggcc

tggattacaa

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1522
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201631183

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 Khan K. A. et al. J Immunol, Vol. 182, N° 12, Paginas 7784-7794 15.06.2009
D02 Izquierdo M. C. et al. Nefrologia, Vol. 32, N° 6, Paginas 715-23 2012
D03 US 5883229 A 16.03.1999

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

D01 investiga la composicion del complejo NF-kB en MDMs y fibroblastos infectados con HCMV.

D02 expone que existe una relacion entre el fracaso renal agudo, la inflamacién y la regulacion del envejecimiento,
produciéndose un aumento de la expresion renal de Fn14 y la quimiocina transmembrana CXCL16, asi como un descenso
en la expresion de la hormona Klotho antienvejecimiento secretada por el rifion, todo ello originado por una activaciéon de
TWEAK. Ademas, se origina una activacion mediada por NF-kB de las vias de inflamacién y la supresion de las vias
antiinflamatorias y antienvejecimiento. Tiene lugar una produccién de citoquinas inflamatorias, por ejemplo IL-10, las cuales
promueven la sintesis de proteinas, como Bcl-3, que pueden reprimir la transcripcion de genes inflamatorios.

D03 divulga nuevas moléculas bcl-y, homélogas de la proteina bcl-2, y su uso en la modulaciéon de procesos asociados a la
muerte celular programada, como es el envejecimiento. También anticipa los vectores de clonacion y los vectores de
expresion que contienen las secuencias, como pCl y pRc/CMV.

NOVEDAD (ART. 6.1 LP 11/1986) Y ACTIVIDAD INVENTIVA (ART. 8.1 LP11/1986)
REIVINDICACIONES 1,2Y 4

D01 investiga la composicién del complejo NF-kB en MDMs vy fibroblastos infectados con HCMV, demostrando que Bcl-3
estaba sobreexpresado y se asociaba con p52, lo que indica que los complejos p52 / Bcl-3 son el componente principal del
complejo NF-kB en los MDM. Para el estudio se llevo a cabo la construccion del vector de expresion pCMV6-XL4-Bcl-3.

D01 anticipa el objeto de las reivindicaciones 1, 2 y 4 y, por consiguiente, dichas reivindicaciones no son nuevas ni
presentan actividad inventiva.

REIVINDICACION 3

Como demuestran los documentos citados, en el estado de la técnica es perfectamente conocido que la activacion de
TWEAK provoca un descenso en la expresion de la hormona Klotho antienvejecimiento secretada por el rifidén a través de un
mecanismo dependiente de NF-kappaB, y que Bcl3 es un regulador de NF-kappaB. Asi mismo, la expresién de otras
moléculas con significado clinico en linfoma, como bcl-2, que juegan un papel en el control de la apoptosis 0 muerte celular
programada, se ha modulado con el fin de tratar aquellos procesos que tienen que ver con el envejecimiento. Sin embargo,
en la busqueda que se ha realizado no se ha encontrado el uso de bcl-3 para prevenir el envejecimiento prematuro en
humanos causado por un déficit de expresion de la hormona antienvejecimiento Klotho. Asi pues, la reivindicacién 3 se
considera que seria nueva y tendria actividad inventiva.
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