ES 2732499 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 732 499
Eint. a1

A61P 25/28 (2006.01)
A61K 48/00 (2006.01)
C12N 15/864 (2006.01)
CO7K 14/47 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 10.06.2016 ~ PCT/EP2016/063362
Fecha y numero de publicacion internacional: 15.12.2016 W016198645

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  10.06.2016 E 16732520 (8)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 29.05.2019  EP 3307392

T|’tu|o: Métodos para el tratamiento y diagnostico de la enfermedad de Alzheimer y lesiones
cerebrales trauméticas

Prioridad: @ Titular/es:

12.06.2015 EP 15305913 INSERM (INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET
DE LA RECHERCHE MEDICALE) (33.3%)

101, rue de Tolbiac

75013 Paris Cédex 13, FR;

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE -CNRS- (33.3%) y

SORBONNE UNIVERSITE (33.3%)

@ Inventor/es:

LEVEILLARD, THIERRY;
SAHEL, JOSE-ALAIN Yy
CAMARA, HAWA

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
22.11.2019

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




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 732 499 T3

DESCRIPCION
Métodos para el tratamiento y diagndstico de la enfermedad de Alzheimer y lesiones cerebrales traumaticas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para el tratamiento y diagnostico de taupatias tales como la enfermedad
de Alzheimer y lesiones cerebrales traumaticas.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer representa del 60% al 70% de los casos de demencia. Es una enfermedad
neurodegenerativa crénica que por lo general comienza lentamente y empeora con el tiempo. El sintoma inicial mas
comun es la dificultad para recordar hechos recientes (pérdida de memoria a corto plazo). A medida que avanza la
enfermedad, los sintomas pueden incluir: problemas con el lenguaje, desorientacion (que incluyen perderse con
facilidad), cambios de humor, pérdida de motivacion, la falta de manejo del autocuidado, y problemas de
comportamiento. A medida que la afeccion de una persona disminuye, €l o ella a menudo se aleja de la familia y la
sociedad. Poco a poco, se pierden las funciones corporales, en Ultima instancia se conduce a la muerte. Si bien la
velocidad de progresion puede variar, la esperanza promedio de vida tras el diagnostico es de tres a nueve afios.

En 2010, habia entre 21 y 35 millones de personas en todo el mundo con la enfermedad de Alzheimer. Con el
envejecimiento de la poblacion, en los paises desarrollados, la enfermedad de Alzheimer es una de las
enfermedades econémicamente mas costosas.

En los cerebros de pacientes que sufren de la enfermedad de Alzheimer, se hallé que la proteina Tau (una proteina
asociada a microtubulos que tiene un papel en el montaje y la estabilizacion de los microtubulos) estaba
hiperfosforilada, lo que lleva a la agregacion de la proteina y a una disminuciéon de la uniéon de Tau a los
microtubulos, lo que da como resultado la muerte celular. La Tau fosforilada también es téxica para las células
neuronales.

Se han reportado otras enfermedades neurodegenerativas asociadas con la agregacion patoldgica de Tau, y se
designan de manera colectiva como "taupatias".

Se estan haciendo progresos en la comprension de los mecanismos subyacentes a las taupatias, tales como la
enfermedad de Alzheimer.

Sin embargo, sigue habiendo una necesidad en la técnica de terapias eficaces y de biomarcadores de la
enfermedad que permitan la deteccion de la enfermedad en una etapa muy temprana.

Compendio de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para el tratamiento y diagnostico de taupatias tales como la enfermedad
de Alzheimer y lesiones cerebrales traumaticas. Mas en particular, la presente invencién se basa en el
descubrimiento de que el silenciador de corte y empalme, HNRNPC, juega un papel en el corte y empalme aberrante
del gen NXNL2 en el cerebro de pacientes que sufren de la enfermedad de Alzheimer y que dicho corte y empalme
aberrante esta asociado con la enfermedad de Alzheimer.

La invencién se refiere a un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica una

ribonucleoproteina heterogénea nuclear C (HNRNPC, por su sigla en inglés) para su uso en un método para la '

prevencion y/o el tratamiento de una taupatia.

La invencién también se refiere a una composicidon farmacéutica que comprende un vector de expresion que
comprende un acido nucleico que codifica HNRNPC.

En otro aspecto, la invencién se refiere también a un método para la deteccién de un riesgo de desarrollar una
taupatia en un paciente que comprende el paso de la deteccién del nivel de HNRNPC en una muestra obtenida de
dicho paciente.

Descripcion detallada de la invencién
Vectores de expresion, composicion farmacéutica y métodos terapéuticos de la invencion

De acuerdo con lo utilizado en la presente memoria, el término "HNRNPC" o "ribonucleoproteina heterogénea
nuclear C" se refiere a la proteina de unién al ARN codificada por el gen HNRNPC e identificada por Stone et al.,
(JBC, 2002, 277, 15621-8). Abarca tanto isoformas como HNRNPC1 y HNRNPC2, que difieren en 13 aminoacidos.

La invencion se refiere a un vector de expresion que comprende una acido nucleico que codifica HNRNPC para su
uso en un método para la prevencion y/o el tratamiento de una taupatia. La invencion también se refiere a una
composicion farmacéutica que comprende un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica
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HNRNPC.

De acuerdo con lo utilizado en la presente memoria, el término "taupatia" tiene su significado general en la técnica.
Se refiere a la clase de enfermedades neurodegenerativas asociadas con la agregacion patolégica de la proteina
Tau en el cerebro. Las taupatias incluyen, pero no se limitan a, la enfermedad de Alzheimer, una lesién cerebral
traumatica, la demencia frontotemporal, que incluyen el subtipo de demencia frontotemporal y parkinsonismo ligado
al cromosoma 17 (FTDP-17, por su sigla en inglés), la paralisis supranuclear progresiva, la degeneracion
corticobasal, la enfermedad de Pick, y la enfermedad de granos argirofilos.

En una forma de realizacion particular, dicha taupatia se selecciona entre el grupo que consiste en la enfermedad de
Alzheimer y una lesion cerebral traumatica.

De acuerdo con lo utilizado en la presente memoria, los términos "prevencion” y "prevenir” se refieren al hecho de la
detencidén/retraso de la aparicién de una taupatia, la reducciéon del riesgo de una taupatia, o la ralentizacion del
desarrollo de dicha taupatia. También se puede referir a la prevencién o la ralentizacién de uno o mas sintomas de
una taupatia (tal como la agregacion patoldgica de la proteina Tau).

De acuerdo con lo utilizado en la presente memoria, el término "vector de expresion" se refiere a una molécula de
acido nucleico capaz de dirigir la expresion de una secuencia de acido nucleico dada, que esta unida de manera
operativa a una secuencia o promotor de control de la expresion. En particular, un vector de expresiéon de acuerdo
con la invencion es un vector que permite la expresion de una secuencia de acido nucleico dada en la proteina
codificada por dicha secuencia de acido nucleico en una célula huésped eucariota. El promotor de dicho vector de
expresion de manera tipica es un promotor eucariota.

Los vectores de expresion de la presente invencion pueden ser un plasmido o un vector viral. Un plasmido es un
bucle de ADN de doble cadena circular que es capaz de la replicacion autdénoma. Un vector viral es una molécula de
acido nucleico que comprende secuencias virales que se pueden empaquetar en particulas virales. Una variedad de
vectores virales son conocidos en la técnica y se pueden adaptar a la practica de esta invencién, que incluyen por
€j., adenovirus, AAV, retrovirus, adeno-AAV hibrido, lentivirus y otros. Al llevar a cabo una experimentacion rutinaria,
aquéllos con experiencia en la técnica puede elegir entre la variedad de vectores disponibles, aquellos que son
adecuados para llevar a cabo el método de la invencion.

En una forma de realizacion particular, el vector de expresidon es un vector adeno-asociado (AAV, por su sigla en
inglés).

Los AAV se han sido descritos de manera amplia en la técnica como vectores adecuados para la administracion de
genes.

De hecho, los AAV no son patdgenos y exhiben una amplia gama de especificidad de tejido. De manera tipica, los
AAV de acuerdo con la presente invencion son los AAV que son capaces de dirigir el acido nucleico que codifica
HNRNPC al cerebro.

Los ejemplos incluyen, pero no estan limitados a, AAV2, AAV2/8, AAV9, y AAV7mS.

El vector de expresion de la invenciéon se puede combinar con excipientes aceptables para uso farmacéutico, y, de
manera opcional, matrices de liberacion sostenida, tales como polimeros biodegradables, para formar
composiciones terapéuticas.

Los términos "farmacéuticamente" o "aceptable para uso farmacéutico” se refiere a entidades moleculares y
composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra cuando se administra a un mamifero, en
especial un ser humano, de acuerdo con lo apropiado. Un portador o excipiente aceptable para uso farmacéutico se
refiere a un sdlido no téxico, un agente de carga semi-sélido o liquido, un diluyente, un material de encapsulacion o
un auxiliar de formulacion de cualquier tipo.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para administracion oral, sublingual, subcutanea,
intramuscular, intravenosa, transdérmica, local o de la mucosa, el principio activo, solo o en combinacién con otro
principio activo, se puede administrar en una forma unitaria de administracién, como una mezcla con soportes
farmacéuticos convencionales, a animales y seres humanos. Las formas unitarias de administracion apropiadas
comprenden las formas por via oral tales como comprimidos, capsulas de gel, polvos, granulos y suspensiones o
soluciones orales, formas de administracion sublingual y bucal, aerosoles, implantes, formas de administracion
subcutanea, transdérmica, topica, intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, subdérmica, transdérmica, intratecal e
intranasal y formas de administracion rectal.

Con preferencia, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son aceptables para uso farmacéutico
para una formulacion capaz de ser inyectada. Estos pueden ser, en particular soluciones isoténicas, salinas estériles
(fosfato de monosodio o disodio, cloruro de sodio, potasio, calcio o0 magnesio y similares, o mezclas de tales sales),
0 composiciones secas, en especial liofilizadas que tras la adicion, dependiendo del caso, de agua esterilizada o de
suero fisioldgico, permiten la constitucion de soluciones inyectables.
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Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser
estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil inyectabilidad. Debe ser estable en las condiciones de
fabricacion y almacenamiento y se debe preservar contra la accién contaminante de microorganismos, tales como
bacterias y hongos.

Las soluciones que comprenden compuestos de la invencion como base libre o sales aceptables para uso
farmacoldgico se pueden preparar en agua mezclada de manera adecuada con un tensioactivo, tal como
hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también se pueden preparar en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y mezclas
de los mismos y en aceites. Bajo condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen
un conservante para evitar el crecimiento de microorganismos.

Las soluciones inyectables estériles se preparan por medio de la incorporacion del vector de expresion en la
cantidad requerida en el disolvente apropiado con uno o varios de los otros componentes enumerados con
anterioridad, de acuerdo con lo requerido, seguido por la esterilizacion por medio de filtracion. Por lo general, las
dispersiones se preparan por medio de la incorporacion de los diversos componentes activos esterilizados en un
vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros componentes requeridos de los enumerados
con anterioridad. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos
preferidos de preparacion son las técnicas de secado al vacio vy liofilizacion que producen un polvo del componente
activo mas cualquier componente adicional deseado de una solucidon previamente esterilizada por medio de la
filtracion del mismo.

Tras la formulacion, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulaciéon de dosificacion y
en tal cantidad que sea efectiva para uso terapéutico. Las formulaciones se administran con facilidad en una
variedad de formas de dosificacion, tales como el tipo de soluciones inyectables descritas con anterioridad, pero
también se pueden emplear capsulas de liberacion de farmaco y similares.

Para la administracion parenteral en una solucion acuosa, por ejemplo, la solucién se debe tamponar de manera
adecuada si es necesario y el diluyente liquido primero hacerse isotonico con suficiente solucién salina o glucosa.
Estas soluciones acuosas particulares son en especial adecuadas para la administracion intravenosa, intramuscular,
subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, los medios acuosos estériles que se pueden emplear seran conocidos
por aquéllos con experiencia en la técnica a la luz de la presente revelacion. Por ejemplo, una dosificacién se podria
disolver en 1 ml de solucion isoténica de NaCl y afadirse a 1.000 ml de fluido de hipodermoclisis o inyectarse en el
sitio propuesto de infusién. Alguna variacion en la dosificacion ocurrira necesariamente dependiendo de la condicién
del sujeto que esta siendo tratado. La persona responsable de la administracion, en cualquier caso, determinara la
dosis apropiada para el sujeto individual.

Ademas de los compuestos de la invencion formulados para la administracion parenteral, tal como inyeccion
intravenosa o intramuscular, otras formas aceptables para uso farmacéutico incluyen, por ej., comprimidos u otros
soélidos para administracion oral; formulaciones liposémicas; capsulas de liberacion en el tiempo; y cualquier otra
forma actualmente en uso.

En una forma de realizacion particular, el vector de expresidon que comprende un acido nucleico que codifica
HNRNPC se administra en combinacién con otro agente activo.

De manera tipica, el vector de expresion se puede administrar en combinacién con un agente utilizado para evitar
las taupatias, tal como un agente antioxidante. Los agentes antioxidantes adecuados incluyen, pero no se limitan a,
antioxidantes naturales tales como acido ascorbico (AA, E300) y tocoferoles (E306), asi como también antioxidantes
sintéticos, tales como galato de propilo (PG, E310), butilhidroquinona terciaria (TBHQ), hidroxianisol butilado (BHA,
E320) e hidroxitolueno butilado (BHT, E321).

De manera tipica, el agente utilizado para evitar taupatia puede incluir, pero no se limita a, inhibidores de la
colinesterasa tales como donepezil, galantamina y rivastigmina, y antagonistas de NMDA tales como memantina.

De manera tipica, el vector de expresion y el otro agente activo se pueden formular por separado. De manera
alternativa, se pueden formular juntos en una composicion farmacéutica.

Métodos de diagnéstico de la invencion

En otro aspecto, la invencién se refiere también a un método para la deteccién de un riesgo de desarrollar una
taupatia en un paciente que comprende el paso de la deteccién del nivel de HNRNPC en una muestra obtenida de
dicho paciente.

De acuerdo con lo utilizado en la presente memoria, el término "paciente" se refiere a un mamifero, tal como un
roedor, un felino, un canino, un bovino, un equino, una oveja, un cerdo y un primate. Con preferencia, un paciente de
acuerdo con la invencion es un ser humano.
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La muestra biolégica adecuada para llevar a cabo la invencion puede ser un fluido corporal, tal como suero, plasma,
sangre u orina. También puede ser una biopsia cerebral o una muestra de liquido cefalorraquideo.

De acuerdo con lo utilizado en la presente memoria, el “nivel de expresion de HNRNPC” tiene su significado general
en la técnica. Se puede referir a la actividad enzimatica de HNRNPC, a la cantidad de proteina HNRNPC o la
cantidad de ARNm que codifica HNRNPC en dicha muestra biologica.

De acuerdo con lo utilizado en la presente memoria, una "disminuciéon del nivel de HNRNPC" es un nivel de
HNRNPC que es mas baja que la observada en la poblacion general. Se considera que un nivel de HNRNPC es
mas bajo que la poblacién por lo general, cuando es inferior al normal, por un factor de 1,5, con preferencia 2,
incluso con mayor preferencia 2, 3... 10, o cuando no es detectable.

En una forma de realizacion, el nivel de HNRNPC se puede referir a nivel de actividad enzimatica HNRNPC, es
decir, a la capacidad de regular el corte y empalme del gen Nxni2.

En un aspecto, la invencién se refiere por lo tanto a un método para la deteccidon de una predisposiciéon a una
taupatia en un paciente que comprende el paso de la deteccién del nivel de actividad enzimatica de HNRNPC en
una muestra biolégica obtenida de dicho paciente.

De manera tipica, la actividad enzimatica de HNRNPC se puede medir de acuerdo con las pruebas enzimaticas
disponibles. Las pruebas enzimaticas adecuadas de los niveles HNRNPC pueden incluir, pero no se limitan a la
medicion del efecto de HNRNPC en el corte y empalme de los productos génicos de Nxn/2.

De hecho, los inventores han demostrado que el nivel de HNRNPC se correlacioné con la cantidad de RACVF2Lv2
aberrante empalmado de manera alternativa.

Sin desear estar ligado por la teoria, se cree que la introducciéon de un retrotransposén (AluSx) 3' al gen NXNL2 en
los resultados de linaje de los primates por medio de la exonizaciéon en la produccion del transcripto aberrante
empalmado NXNL2v2 de manera alternativa con el exén 2' en lugar del exén 2 que se traduce como una proteina
RACVF2Lv2 que ya no es capaz de interactuar con Tau contrariamente a RACVF2Lv1. Este mecanismo se llama
exonizacion.

Los inventores han demostrado que NXN2Lv2 se expresa de manera predominante en el cerebro de pacientes que
sufren de la enfermedad de Alzheimer en comparacion con los controles de la misma edad.

De manera tipica, la relacion de expresion Nxnl2 v2 / (v1 + v2) se puede medir por medio de la realizacion de la
siguiente prueba:

El ARN total de muestras de cerebro congeladas se purifica por medio de la centrifugacion de cloruro de cesio
(Delyfer et al., 2013). La cuantificacion se lleva a cabo por el uso de Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). La relacion
de absorbancia 260/280 nm se utiliza para controlar las contaminaciones de proteinas. La integridad del ARN se
controla por el uso de un Bioanalizador (Bioanalyzer 2100, Agilent). EI ARN se valida cuando la relacién de las dos
bandas correspondientes al ARN ribosomal 28 Svedberg (S) y 18S es 2/1 y cuando el numero de integridad del ARN
(RIN, por su sigla en inglés) esta cerca de 10. EI ADNc se produce por el uso del kit de transcriptasa Superscript Il
inversa (Life Technologie) por el uso de 2,5 ug de ARN. PCR se realiza por el uso de cebadores especificos. Los
datos se normalizan con la expresion del gen ribosomal RPS6.

Las secuencias de los cebadores son las siguientes:
NXNL2v1 F: AAGTGGTCTTCGTGTAGCC (SEC. ID Num. 1)
NXNL2v1 R: CCTCTTCCTCAGCTCATGCC (SEC ID Num. 2)
NXNL2v2 F: GCCTGGCTGGCGCTG (SEC. ID Num. 3)
NXNL2v2 R: AGGCTAAGGCTAGTTCCTCA (SEC. ID Num. 4)
RPS6 F: TGCATTGTGGATGCAAATCT (SEC. ID NUm. 5)
RPS6 R: CTGGCGGACATCATCTTCTT (SEC ID Num. 6)

En una forma de realizacion particular, la invencion se refiere a un método para la prediccion de un riesgo de
desarrollar una taupatia en un paciente que comprende el paso de la deteccién de la relacion de expresion Nxni2 v2
/ (v1 + v2) en una muestra biolégica obtenida de dicho paciente. De manera tipica, un incremento en dicha relacion
en comparacion con una relacion estandar observada en una poblacion de control o en la poblacion general se
asocia con un mayor riesgo de desarrollar una taupatia.

De manera tipica, se considera que el nivel de actividad de HNRNPC disminuye si el nivel de actividad de HNRNPC
medida en la muestra del paciente es inferior a un cierto umbral.
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En otra forma de realizacién, el nivel de HNRNPC es el nivel de la proteina HNRNPC hallado en la muestra
bioldgica.

En un aspecto, la invencion se refiere por lo tanto a un método para la deteccion de una predisposicion a taupatia en
un paciente que comprende el paso de la deteccion del nivel de la proteina HNRNPC en una muestra bioldgica
obtenida de dicho paciente.

En una forma de realizacion particular, los métodos de la invencidon comprenden la puesta en contacto de la proteina
HNRNPC biolégica presente en la muestra bioldgica. La pareja de unién puede ser un anticuerpo que puede ser
policlonal o monoclonal, con preferencia monoclonal. En otra forma de realizacion, la pareja de union puede ser un
aptamero.

Los anticuerpos policlonales de la invencion o un fragmento de los mismos se pueden elevar de acuerdo con
métodos conocidos por la administracion del antigeno o epitopo apropiado a un animal huésped seleccionado, por
ej., de cerdos, vacas, caballos, conejos, cabras, ovejas y ratones, entre otros. Diversos adyuvantes conocidos en la
técnica se pueden utilizar para mejorar la produccion de anticuerpos. Si bien los anticuerpos Utiles en la practica de
la invencién pueden ser policlonales, se prefieren los anticuerpos monoclonales.

Los anticuerpos monoclonales de la invencion o un fragmento del mismo se pueden preparar y aislar por el uso de
cualquier técnica que proporcione la produccion de moléculas de anticuerpo por lineas celulares continuas en el
cultivo. Las técnicas para la produccion y el aislamiento incluyen, pero no se limitan a la técnica del hibridoma
descrita originalmente por Kohler y Milstein (1975); la técnica del hibridoma de células B humanas (Cote et al.,
1983); y la técnica de hibridoma de EBV (Cole et al., 1985).

De manera alternativa, las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos de cadena unica (véase por €j., la
Patente de los Estados Unidos NUm. 4.946.778) se pueden adaptar para producir anticuerpos de cadena sencilla
anti-HNRNPC. Los anticuerpos Utiles en la practica de la presente invencion también incluyen fragmentos anti-
HNRNPC que incluyen, pero no se limitan a, fragmentos F(ab’)2, que se pueden generar por medio de la digestion
con pepsina de una molécula de anticuerpo intacta, y fragmentos Fab, que se pueden generar por medio de la
reduccion de los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab’)2. De manera alternativa, las bibliotecas de expresion de
Fab y/o scFv se pueden construir para permitir la rapida identificacion de fragmentos que tienen la especificidad
deseada a HNRNPC. Por ejemplo, se puede utilizar la presentacion en fagos de anticuerpos. En tal método, los
fragmentos Fv (scFv) de cadena uUnica o Fab se expresan en la superficie de un bacteriéfago adecuado, por ej.,
M13. De manera breve, se eliminan las células de bazo de un huésped adecuado, por ej., ratén, que se ha
inmunizado con una proteina. Las regiones codificantes de las cadenas VL y VH se obtienen de aquellas células que
estan produciendo el anticuerpo deseado contra la proteina. Estas regiones codificantes se fusionan a continuacion
a un terminal de una secuencia del fago. Una vez que el fago se inserta en un portador adecuado, por €j., las
bacterias, el fago muestra el fragmento de anticuerpo. La presentacion en fagos de anticuerpos también se puede
proporcionar por medio de métodos combinatorios conocidos por aquéllos con experiencia en la técnica. Los
fragmentos de anticuerpo que se muestran por un fago se pueden utilizar entonces como parte de un
inmunoensayo.

Los anticuerpos contra HNRNPC estan disponibles, por ejemplo, a partir del nombre:
El anticuerpo anti-hnRNP C1 + C2 (4F4) de ratén monoclonal (Abcam ref: ab10294)

En otra forma de realizacion, la pareja de union puede ser un aptamero. Los aptameros son una clase de molécula
que representa una alternativa a los anticuerpos en términos de reconocimiento molecular. Los aptameros son
secuencias de oligonucledtidos o de oligopéptidos con la capacidad de reconocer virtualmente cualquier clase de
moléculas diana con alta afinidad y especificidad. Tales ligandos pueden ser aislados a través de Evolucion
Sistematica de Ligandos por medio de enriquecimiento EXponencial (SELEX) de una biblioteca de secuencias al
azar, de acuerdo con lo descrito en Tuerk C. 1997. La biblioteca de secuencia aleatoria se puede obtener por medio
de sintesis quimica combinatoria de ADN. En esta biblioteca, cada miembro es un oligomero lineal, eventualmente
modificado quimicamente, de una secuencia Unica. Las posibles modificaciones, usos y ventajas de esta clase de
moléculas se han revisado en Jayasena S.D., 1999. Los aptameros peptidicos consisten en regiones variables de
anticuerpos conformacionalmente limitadas mostradas por una proteina de plataforma, tal como la Tiorredoxina A de
E. coli, que se seleccionan de bibliotecas combinatorias por medio de dos métodos hibridos (Colas et al., 1996).

Las parejas de union de la invencion, tales como anticuerpos o aptameros, se pueden etiquetar con una molécula
detectable o sustancia, tal como una molécula fluorescente, una molécula radiactiva o cualquier otra etiqueta
conocida en la técnica. En la técnica se conocen las etiquetas que por lo general proporcionan (de manera directa o
indirecta) una sefal.

De acuerdo con lo utilizado en la presente memoria, el término "etiquetado”, con respecto al anticuerpo, pretende
abarcar el etiquetado directo del anticuerpo o aptamero por medio del acoplamiento (es decir, la unién fisica) de una
sustancia detectable, tal como un agente radiactivo o un fluoréforo (por €j., isotiocianato de fluoresceina (FITC) o
ficoeritrina (PE) o de indocianina (Cy5)) para el anticuerpo o aptamero, asi como también el etiquetado indirecto de
la sonda o anticuerpo por medio de la reactividad con una sustancia detectable. Un anticuerpo o aptamero de la
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invencion se puede etiquetar con una molécula radiactiva por medio de cualquier método conocido en la técnica. Por
ejemplo, las moléculas radiactivas incluyen, pero no se limitan a, atomos radioactivos para estudios gammagraficos
tales como 1123, 1124, In111, Re186, Re188.

Los ensayos mencionados con anterioridad por lo general implican la unién de la pareja de union (es decir, el
anticuerpo o el aptamero) a un soporte solido. Los soportes solidos que se pueden utilizar en la practica de la
invencion incluyen sustratos tales como nitrocelulosa (por ej., en forma de pocillos de membrana o de
microtitulacion); cloruro de polivinilo (por ej., laminas o pocillos de microtitulacion); latex de poliestireno (por ej.,
perlas o placas de microtitulacion); fluoruro de polivinilideno; papel diazotado; membranas de nylon; perlas
activadas, perlas magnéticamente sensibles, y similares.

El nivel de la proteina HNRNPC se puede medir por el uso de técnicas de inmunodiagnoéstico estandar, que incluyen
inmunoensayos tales como competicion, reaccion directa, o ensayos de tipo sandwich. Tales ensayos incluyen, pero
no se limitan a, pruebas de aglutinacion; inmunoensayos etiquetados y mediados por enzimas, tales como ELISA;
ensayos de tipo biotina/avidina; radioinmunoensayos; inmunoelectroforesis; inmunoprecipitacion.

Mas en particular, se puede utilizar un método de ELISA, en el que los pocillos de una placa de microtitulaciéon se
recubren con un conjunto de anticuerpos contra HNRNPC. Después se afiade la muestra bioldgica a los pocillos
recubiertos. Después de un periodo de incubacion suficiente para permitir la formacién de complejos anticuerpo-
antigeno, las placas se pueden lavar para eliminar restos no unidos y afiadirse una molécula de unién secundaria
etiqguetada de forma detectable. Se deja que la molécula de unién secundaria reaccione con cualquier proteina
marcadora de muestra capturada, la placa se lava y la presencia de la molécula de union secundaria se detecta por
el uso de métodos muy conocidos en la técnica.

En una forma de realizacion particular, el método para la deteccion de un riesgo de desarrollar una taupatia de
acuerdo con la presente invencion comprende el paso de la deteccion de un fragmento de HNRNPC por Western
blot semi-cuantitativa en una muestra de liquido cefalorraquideo obtenida de dicho paciente.

Se han llevado a cabo enfoques similares con éxito para otros biomarcadores de enfermedades neurodegenerativas
(véase Huhmer et al., 2006).

En una forma de realizacion alternativa, el nivel de HNRNPC se puede medir por medio de la mediciéon de la
cantidad de ARN mensajero (ARNm) que codifica HNRNPC.

En un aspecto, la invencion se refiere por lo tanto a un método para la deteccidon de un riesgo de desarrollar una
taupatia en un paciente que comprende el paso de la detecciéon del nivel de ARNm que codifica HNRNPC en una
muestra bioldgica obtenida de dicho paciente.

De manera tipica, dicho método puede comprender un paso de aislamiento de ARN total o ARNm total de dicha
muestra biolégica, antes de la deteccion del nivel de ARNm que codifica HNRNPC.

Aquéllos con experiencia en la técnica saben cémo llevar a cabo tales pasos de aislamiento por el uso de
procedimientos estandar.

Los métodos para la detecciéon de la presencia de ARNm son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, el acido
nucleico contenido en las muestras se extrae primero de acuerdo con métodos estandar, por ejemplo, por el uso de
enzimas liticas o soluciones quimicas o se extrae por resinas de unién a acido nucleico siguiendo las instrucciones
del fabricante. EIl ARNm extraido se detecta entonces por medio de hibridacion (por €j., analisis de Northern blot) y/o
amplificacion (por ej., RT-PCR). En una forma de realizacion preferida, la expresion del gen HNRNPC o se detecta
por RT-PCR, con preferencia RT-PCR cuantitativa o semi-cuantitativa, incluso con mayor preferencia RT-PCR
cuantitativa o semi-cuantitativa en tiempo real.

Otros métodos de amplificacion incluyen la reaccion en cadena de la ligasa (LCR, por su sigla en inglés), la
amplificacion mediada por transcripcion (TMA, por su sigla en inglés), la amplificacién por desplazamiento de cadena
(SDA, por su sigla en inglés) y la amplificacion basada en secuencias de acido nucleico (NASBA, por su sigla en
inglés).

Los acidos nucleicos que tienen por lo menos 10 nucleétidos y que exhiben complementariedad u homologia de
secuencia con el ARNm de interés en la presente memoria encuentran utilidad como sondas de hibridacion o
cebadores de amplificacion. Se entiende que tales acidos nucleicos no tienen que ser idénticos, pero de manera
tipica son por lo menos aproximadamente 80% idénticos a la region homéloga de tamafio comparable, con mayor
preferencia 85% idénticos y aun con mayor preferencia de 90 a 95% idénticos. En ciertas formas de realizacién, sera
ventajoso emplear acidos nucleicos en combinacién con medios apropiados, tales como una etiqueta detectable,
para la deteccion de la hibridacién. Una amplia variedad de indicadores apropiados son conocidos en la técnica,
estos incluyen, ligandos fluorescentes, radiactivos, enzimaticos u otros ligandos (por €j., avidina/biotina).

Las sondas de manera tipica comprenden acidos nucleicos monocatenarios de entre 10 y 1000 nucleétidos de
longitud, por ejemplo, de entre 10 y 800, con mayor preferencia de entre 15 y 700, de manera tipica de entre 20 y
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500. Los cebadores de manera tipica son acidos nucleicos monocatenarios cortos, de entre 10 y 25 nucledtidos de
longitud, disefiados para adaptarse perfectamente a, o casi a la perfeccion a, un acido nucleico de interés, a
amplificar. Las sondas y los cebadores son "especificos" para los acidos nucleicos que se hibridan a, es decir, con
preferencia se hibridan en condiciones de hibridacion de rigurosidad alta (correspondiente a la temperatura mas alta
de fusién Tm, por €j., 50% de formamida, 5x o0 6x SCC. SCC es un 0,15 M de NaCl, 0,015 M de Na-citrato).

Los cebadores de acido nucleico o sondas utilizadas en el método de amplificacion y deteccion con anterioridad
pueden ser ensamblados como un kit. Dicho kit incluye cebadores de consenso y sondas moleculares. Un kit
preferido también incluye los componentes necesarios para determinar si se ha producido la amplificacion. El kit
también puede incluir, por ejemplo, tampones y enzimas de PCR; secuencias de control positivas, cebadores de
control de reaccion; e instrucciones para la amplificacion y deteccion de las secuencias especificas.

En una forma de realizacion preferida, dicho kit comprende oligonucledtidos para la determinacion del nivel de
ARNm de HNRNPC por PCR cuantitativa. De manera tipica, dicho kit puede comprender oligonucledtidos
especificos para el ARNm de HNRNPC vy los oligonucleétidos de normalizacion internos (genes constitutivos).

En una forma de realizacion adicional, el nivel de HNRNPC se puede ensayar indirectamente por medio del
genotipado del gen HNRNPC.

En un aspecto, la invencion se refiere por lo tanto a un método para la deteccidon de un riesgo de desarrollar una
taupatia en un paciente que comprende el paso de la deteccion de el nivel de HNRNPC en una muestra biolégica
obtenida de dicho paciente, en el que dicho nivel de HNRNPC se ensaya de manera indirecta por medio del
genotipado del gen HNRNPC.

De manera tipica, dicho método puede comprender un paso de aislamiento de ADN a partir de dicha muestra
bioldgica, antes de la deteccion de mutaciones en el gen que codifica HNRNPC.

Aquéllos con experiencia en la técnica saben cémo llevar a cabo tales pasos de aislamiento por el uso de
procedimientos estandar.

Una disminucion de la expresion del gen HNRNPC que da como resultado niveles mas bajos de ARNm que codifica
HNRNPC y/o niveles mas bajos de proteina HNRNPC puede ser debido a mutaciones en el promotor de HNRNPC o
en la secuencia de codificacion de HNRNPC. De manera alternativa, cierta disminucion de la actividad de HNRNPC
puede ser debido a mutaciones en la secuencia codificadora que no influyen en los niveles de expresion.

De acuerdo con lo utilizado en la presente memoria, la expresion "riesgo de desarrollar una taupatia” se refiere a la
susceptibilidad o la propensién de un paciente para desarrollar una taupatia de cualquier tipo.

Dicho riesgo de desarrollar una taupatia puede ser predisposicion puramente hereditaria (una mutacion heredada,
por ejemplo) o adquirida (mutaciones espontaneas, regulaciones epigenéticas etc.). Se ha demostrado que ciertas
condiciones ambientales (tales como la exposiciéon al estrés oxidativo) incrementan el riesgo de un paciente de
desarrollar una taupatia. Un "riesgo de desarrollar una taupatia" se puede definir como un incremento del riesgo de
desarrollar una taupatia, cuando se compara con la poblacion general.

La invencién se describira de manera adicional por medio de los siguientes ejemplos y figuras, que no estan
destinados a limitar el alcance de la proteccién definido por las reivindicaciones.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Expresion disminuida de proteina inhibidora de HNRNPC de corte y empalme en el cerebro de
pacientes con Alzheimer.

Western blot de HNRNPC1/C2 en extractos de proteinas cerebrales obtenidos a partir de pacientes que sufren de la
enfermedad de Alzheimer (filas 13 a 22) y controles emparejados por la edad (filas 1 a 12).

Las dos bandas corresponden a las dos isoformas de C1y C2 de la proteina HNRNPC.
Figura 2: Correlacion entre la expresion de HNRPNC y la de NXNL2v2.

La relacién de los transcritos de la expresion v1/(v1 + v2) del gen NXNL2 se correlaciona con el nivel de expresion
de HNRNPC en muestras de cerebro obtenidas a partir de pacientes que sufren de la enfermedad de Alzheimer. La
linea de trazos representa la curva de regresion (R2 = 0,7513) con base en los valores obtenidos para los pacientes
con Alzheimer, con la exclusion de los 2 pacientes que presentaron un perfil diferente (véase los 2 circulos con una
relacion v2 / (v1 + v2) de aproximadamente 0,2).

Los niveles de expresion de isoformas NXNL2v1 y NXNL2v2 se evaluaron por medio de RT-PCR cuantitativa.
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Ejemplos

Los inventores han demostrado la implicacién del gen Nxn/2 en la enfermedad de Alzheimer, con base en el
comportamiento anormal de la Nxn/2-/- de ratén. La Nxnl2-/- de ratones envejecidos tienen déficit visual y olfativo
(Jaillard et al., 2012), pero curiosamente, estos ratones tienen déficits cognitivos que pueden ser calificados a los 2
meses de edad antes de que los animales muestren disfuncion visual y olfativa (Jaillard et al., Manuscrito en
preparacion). Estos fenotipos no se observaron en el Nxnl1-/- de ratén de acuerdo con su expresion restringida a la
retina. El Nxn/2-/- de ratén esta hiperactivo de acuerdo con lo demostrado por la prueba de campo abierto, y tiene
ansiedad incrementada de acuerdo con lo mostrado por la prueba del laberinto elevado. Este raton tiene déficits
adicionales en la memoria de funcionamiento que se observa en la prueba del laberinto Y, el déficit de memoria
contextual de acuerdo con lo observado en el condicionamiento del miedo, y en la memoria espacial en la prueba del
laberinto de agua de Morris. Sin embargo, este raton no tiene déficit motor, de acuerdo con lo juzgado por la prueba
de rotarod. El laberinto de agua de Morris es un método estandar para la evaluacion de la capacidad de aprendizaje
y memoria espacial, y refleja directamente los defectos cognitivos asociados con la disfuncion del hipocampo.

En cuanto a RACVFL, uno de los productos del gen Nxn/1, Tau interactia con la proteina RACVF2L similar a
tiorredoxina, y no con el factor tréfico RACVF2. RACVF2L inhibe la fosforilacion de Tau. A los 18 meses de edad, se
puede observar astrogliosis en el hipocampo del cerebro de Nxn/2-/-. A la misma edad, el andlisis de extractos de
cerebro enteros muestra la presencia de agregados de Tau de acuerdo con lo observado por un ensayo de unién de
filtro, asi como también formas oligoméricas de Tau. Si bien la expresion de Tau no se modifica por la inactivacion
del gen Nxni2, Tau se fosforila en el cerebro del Nxnl2-/- de raton de acuerdo con lo mostrado por el uso de dos
anticuerpos anti-fosfoTau distintos, AT8 y AT100. Curiosamente, la expresion de NXNL2 se reduce en un 48% en la
corteza frontal de pacientes fallecidos por la enfermedad de Alzheimer en comparacién con los controles de la
misma edad.

La expresion del gen NXNL2 en muestras cerebrales de pacientes fallecidos por la enfermedad de Alzheimer se
investigd y se comparo con las muestras de control. Los inventores observaron que el gen NXNL2 en los tejidos del
cerebro humano expresé una isoforma adicional e insospechada de corte y empalme. Con base en estas
observaciones, se estudio la regulacion de corte y empalme del gen NXNL2. La introduccion de un retrotransposon
(AluSx) en orientacioén inversa, 3' al gen NXNL2 en los resultados del linaje de primates en la exonizacion en la
produccién del transcripto NXNL2v2 aberrante empalmado de manera alternativa con el exén 2' procedente de la
secuencia AluSx en lugar del exdn normal 2. Esta transcripcién se traduce como una proteina RACVF2Lv2 que ya no
es capaz de interactuar con Tau contrariamente a RACVF2Lv1. La seleccion del sitio de corte y empalme se produce
a través del reconocimiento coordinado de multiples elementos en cis: el punto de ramificacion, el 5' del sitio de corte
y empalme (sitio del donante), el tracto de polipirimidina (PPT, por su sigla en inglés), el 3' del sitio de corte y
empalme (sitio aceptor), y una variedad de elementos auxiliares (Hertel, 2014). El patréon de expresion NXNL2v2
surge de la PPT muy eficiente rica en timidinas, proporcionada por la secuencia de AluSx en orientacion inversa.
Este mecanismo se llama exonizacion y se sabe que esta regulado por el factor inhibidor de HNRNPC de corte y
empalme (Zamack et al., 2013). NXN2Lv2 se expresa de manera predominante en el cerebro de pacientes con
enfermedad de Alzheimer en comparacion con muestras de cerebro de control emparejadas por la edad y
examinadas. Los inventores observaron una reduccion de la expresién de HNRPPC en la corteza de los pacientes
con Alzheimer que se correlaciona con la relacion de la expresion (v2/v1 + v2). Ellos confirmaron la reduccion de la
expresion de HNRNPC por medio de inmunohistoquimica. Curiosamente, en células HEK293 el agente oxidante
diamida incrementa la relacion de la expresion (v2/v1 + v2). Ademas, los inventores hallaron que los resultados del
tratamiento con diamida en la exclusion nuclear de HNRNPC. La electroforesis en gel de 2D mostré que este agente
induce una modificacion post-traduccional de la proteina HNRNPC, muy probablemente por una fosforilacion
inhibitoria (Stone y Collins, 2002). El incremento de la exonizacion de los genes NXNL2 por el estrés oxidativo no
alcanza la relacion (v2/v1 + v2) y en consecuencia la expresion relativa de la RACVF2Lv2 que ya no es capaz de
interactuar con Tau (Camara et al., Manuscrito en preparacion). Esta es una clara demostracion de un mecanismo
epigenético de la progresion de la enfermedad de Alzheimer, donde la reduccién del nivel de HNRNPC va a alterar la
expresion de muchos genes con un retrotransposon Alu.

En conclusion, los inventores han demostrado que el inhibidor de corte y empalme HNRNPC es regulado por
disminucion en el tejido cerebral de pacientes que sufren de la enfermedad de Alzheimer, en comparaciéon con
pacientes de control emparejados por la edad (Figura 1).

También han demostrado, por el uso de transfeccion transitoria de siARN dirigido contra HNRNPC, que la
disminucion de la expresion de HNRNPC induce un incremento de NXNLv2 (datos no mostrados).

La relacion de expresion v1 / (v1 + v2) se correlaciona con el nivel de expresion de HNRNPC (Figura 2).
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REIVINDICACIONES

1.  Un vector de expresion que comprende un acido nucleico que codifica una ribonucleoproteina heterogénea
nuclear C (HNRNPC) para su uso en un método para la prevencion y/o el tratamiento de una taupatia.

2. El vector de expresion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicho vector de expresion es
un vector adeno-asociado (AAV).

3. El vector de expresién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicha taupatia es la
enfermedad de Alzheimer o una lesion cerebral traumatica.

4. Una composicion farmacéutica que comprende un vector de expresion que comprende un acido nucleico que
codifica una ribonucleoproteina heterogénea nuclear C (HNRNPC) y un excipiente aceptable para uso farmacéutico
para su uso en un método para la prevencion y/o el tratamiento de una taupatia en un paciente.

5. Un método para la deteccion de un riesgo de desarrollar una taupatia en un paciente que comprende el paso
de la deteccion del nivel de HNRNPC en una muestra biologica obtenida de dicho paciente, en el que una
disminucion del nivel de HNRNPC en comparacion con la poblacion general se asocia con un mayor riesgo de
desarrollar un taupatia.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que dicha muestra biolodgica es una muestra de cerebro o
una muestra de liquido cefalorraquideo.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 5 o 6, en el que dicho nivel de HNRNPC es el nivel de la proteina
HNRNPC.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 5 o 6, en el que dicho nivel de HNRNPC es el nivel de ARNm que
codifica HNRNPC.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en el que dicho nivel de HNRNPC se ensaya de manera
indirecta por medio del genotipado del gen HNRNPC.

10. Un método para la prediccion de un riesgo de desarrollar una taupatia en un paciente que comprende un paso
de la deteccion de la relacion de expresion Nxnl2 v2 / (v1 + v2) en una muestra biolégica obtenida de dicho paciente
en el que una relaciéon incrementada en comparacion con una relacion estandar observada en una poblacién de
control o en la poblacion general se asocia con un mayor riesgo de desarrollar una taupatia.
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