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DESCRIPCION

Uso de la secuencia codificante del dominio carboxilo terminal de la cadena pesada de la toxina tetdnica como
medicamento.

La presente invencidn se refiere al uso de la secuencia codificante del domino del extremo carboxilo terminal de
la cadena pesada de la toxina tetdnica como medicamento, preferentemente en el tratamiento de la Esclerosis Lateral
Amiotréfica (ELA), asi como el polipéptido codificado por dicha secuencia para el tratamiento de la mencionada
enfermedad.

Antecedentes de la invencion

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (enfermedad de Lou Gehrig’s o de Charcot) es una enfermedad progresiva,
incurable y mortal que cursa con la degeneracién de motoneuronas a nivel medular, bulbar y de cortex motor. En el
caso de Espaiia, la enfermedad presenta una incidencia de 2/100.000 y una prevalencia de 1/10.000, lo que indica que
aproximadamente 40.000 espafioles desarrollardn la enfermedad a lo largo de su vida (fuente: Asociacién Espafiola de
Esclerosis Lateral Amiotréfica -ADELA-).

A pesar de ser una enfermedad declarada como tal desde hace largo tiempo, atin no se conocen con exactitud
las causas que la originan y, aunque existen formas genéticas de la misma, también son conocidos casos en los que
no parece tener un origen hereditario. Asi, se estima que el 10% de los casos son de origen genético, las formas
familiares, de los cuales un 15-20% se corresponden con mutaciones a nivel de la enzima Superéxido Dismutasa
(SOD-1.) e incluso también se han observado mutaciones en esta enzima en formas esporadicas de la enfermedad
(Brown. R.H. Jr. (1997). Arch. Neurol. 54(10) 1246-1250). Mutaciones en NFH, gen que codifica para la cadena pesada
de los neurofilamentos, también han sido encontradas de forma excepcional en alglin enfermo de esclerosis lateral
amiotréfica. Consecuentemente, la investigacion de la herencia genética de esta enfermedad presenta gran interés.

En los dltimos afos, la creaciéon de modelos animales de la enfermedad ha sido una de las herramientas mas
relevantes en los estudios de tratamiento experimental, que han servido para aclarar algunas dudas sobre sus causas,
aunque todavia éstas son desconocidas en gran medida. Ni los ratones knockout para la enzima SOD-1, ni los animales
transgénicos para la diferentes mutaciones en la enzima SOD-1 humana han conseguido reproducir un cuadro clinico
similar a la enfermedad en humanos. El animal que mds se aproxima al desarrollo de la enfermedad es un transgénico
que presenta varias copias de la Superéxido dismutasa mutada en su posicién 93, es el llamado SOD1G93A (Tu, P.H.,
et al. (1996.) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93(7): 3155-3160.) que es suministrado por The Jackson Laboratory.

A pesar de los numerosos estudios realizados tanto para conocer su causa como su mecanismo por el momento no
existen tratamientos cldsicos efectivos. Actualmente, se encuentran en desarrollo tres lineas de investigacion basadas
en la aplicacion de antagonistas del glutamato, factores neurotréficos y antioxidantes, aunque hasta la fecha ninguna
de ellas a desembocado en un tratamiento eficaz.

Desde hace unos afios se conoce la capacidad de los factores neurotréficos para rescatar a la motoneuronas de
la degeneracién. De gran interés han resultado las experiencias de terapia génica realizadas en modelos animales,
utilizando vectores adenovirales que expresan diversos factores neurotréficos (GDNF, CNTF, NI-4, IGF-1), que han
ofrecido resultados esperanzadores. Sin embargo, las inyecciones adenovirales presentan el inconveniente de tener que
aplicarse en animales neonatos debido a la gran respuesta inmunitaria que ocasionan. Por tanto, aunque sus resultados
sean esperanzadores resulta imprescindible el desarrollo de nuevos vectores menos inmunogénicos que posibiliten un
tratamiento efectivo de la ELA.

En relacion a los ensayos clinicos que han sido llevados a cabo hasta la fecha, los iniciados en el afio 1996 por el Dr.
Schuelp no obtuvieron resultados satisfactorios (http://www.wiley.co.uk/genetherapy), barajandose como las posibles
causas del fracaso: la naturaleza del factor neurotréfico utilizado en los ensayos (CNTF) y/o su falta de accesibilidad
al Sistema Nervioso Central. En 1999, el grupo del Dr. Axel Kahn comprobé en modelos animales que efectivamente
la via de administracién de dicho factor neurotréfico resulta un factor importante para su efecto terapéutico (Haase et
al. (1999) Ann. Neurol. 45(3) 296-304). Esta falta de especificidad también ha sido propuesta como causa probable
del fracaso en la administraciéon de BDNF en humanos de forma subcutanea.

Por otra parte, cuando los factores neurotréficos son administrados de forma sistémica presentan problemas de to-
xicidad al actuar sobre otros tejidos. A pesar de todos estos inconvenientes las posibilidades terapéuticas de los factores
neurotréficos no han dejado de investigarse debido a sus prometedores resultados en fase preclinica. Concretamente,
el dltimo ensayo clinico que estd teniendo lugar en el Medical Center in Rochester (Minnesota) se basa de nuevo en la
administracion de un factor neurotréfico, IGF-1.

Descripcion de la invencion

Los autores de la presente invencion han descubierto que el dominio carboxilo terminal, no téxico, de la cadena
pesada de la toxina tetdnica (HcTeTx), que hasta la fecha tinicamente habia sido utilizado en el tratamiento de ELA
como vehiculo de diversos factores neurotréficos, asi como de la enzima SOD-1, mediante la creacién de proteinas de

fusidn, es capaz por si solo de prolongar la supervivencia de modelos animales de la enfermedad.
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Muy interesantes han sido los resultados “in vivo” arrojados por la inyeccién de la secuencia codificante de Hc-
TeTx desnuda, que ha conseguido prolongar la supervivencia de los animales modelo tratados de 23 dias, respecto
al tratamiento con HcTeTx. Este hecho presenta a la secuencia codificante de HcTeTx como una alternativa con una
eficacia dos veces superior a la propia terapia con proteina recombinante HcTeTx.

Asi, un primer aspecto de la invencién se relaciona con el uso de un polinucleétido que comprende la secuencia
codificante de HcTeTx aislada, sus variantes alélicas o fragmentos funcionales de las mismas para la elaboracién de un
medicamento, preferentemente para el tratamiento de ELA. En una realizacién preferida de la invencion la secuencia
codificante de HcTeTx abarca desde el triplete codificante del aminodcido V (Valina) del extremo amino terminal de
HcTeTx hasta el triplete que codifica para el aminodcido D (Aspartato), preferentemente del aminoacido V(854) a
D (1315) de la secuencia con ntimero de acceso (NCBI.: PO4958). En una realizacion todavia mds preferida de este
aspecto de la invencion la secuencia codificante de HcTeTx es la SEQ ID NO:1 y el fragmento de HcTeTx es la SEQ
ID NO:5. En adelante este polinucledtido serd denominado como “polinucledtido de la invencion”.

En otra realizacién preferida, el polinucledtido de la invencién puede encontrarse mutado (deleccidn, insercion,
inversion, mutacién puntual, etc.) donde dichas mutaciones no afectan a su capacidad para actuar como medicamento,
concretamente para el tratamiento de ELA. El mantenimiento del efecto terapéutico del polinucledtido de la inven-
cién mutado puede ser comprobado mediante la reproduccién de cualquiera de los ejemplos I y II. A lo largo de la
descripcidn estos polinucletidos mutados serdn considerados también como variantes alélicas.

En una realizacién también preferida el polinucleétido de la invencion puede comprender ademds secuencias pro-
motoras, terminadoras, silenciadoras, secuencias que faciliten su integracién en cromosomas o cualquier tipo de es-
tructura organizativa del material genético, etc.

Un segundo aspecto de la invencidn, estd referido al uso de un vector que comprende al polinucleétido de la in-
vencion para la elaboracion de un medicamento, preferentemente para el tratamiento de ELA, donde dicho vector es
seleccionado del grupo que comprende, sin ningtn tipo de limitacién, plasmidos, fagos, césmidos, fagémidos, cromo-
somas artificiales de levaduras (YAC), cromosomas artificiales de bacterias (BAC), cromosomas humanos artificiales
(HAC), vectores virales, tales como adenovirus, retrovirus o cualquier otro tipo de molécula de DNA o ARN con
capacidad para replicarse en el interior de una célula, procariota o eucariota. En adelante este vector serd denominado
como “vector de la invencion”.

Un tercer aspecto de la invencion esta referido al uso de una célula transgénica para la elaboracién de un medica-
mento, preferentemente para el tratamiento de ELA, donde dicha célula comprende al polinucleétido de la invencién
o al vector de la invencion.

Un cuarto aspecto de la invencién se refiere al uso de un polipéptido aislado que comprende la secuencia de
HcTeTx, sus variantes alélicas o sus fragmentos funcionales de las mismas para la elaboracién de un medicamento
para el tratamiento de ELA. En una realizacién preferida de la invencién la secuencia de HcTeTx abarca desde el
aminoacido V(854) a D(1315) de la secuencia con nimero de acceso (NCBI.: PO4958). En una realizacion todavia
mads preferida de este aspecto de la invencion, la secuencia de HcTeTx es la SEQ ID NO:2 y el fragmento de HcTeTx
es la SEQ ID NO:6. En adelante este polinucledtido serd denominado como “polipéptido de la invencion”.

En otra realizacion preferida, el polipéptido de la invencién estd mutado (deleccién, insercidn, inversion, sustitu-
ciones puntuales de aminodécidos, etc.), aunque dichas mutaciones no afectan a su capacidad para actuar como medi-
camento en el tratamiento de ELA. El mantenimiento del efecto terapéutico del polipéptido de la invencién mutado
puede ser comprobado mediante la reproduccién de los ejemplos 1-2.

Para la administracién del medicamento o la composicién farmacéutica el polinucleétido, los vectores, las células
transgénicas o polipéptido de la invencién se formulardn en una forma farmacéutica adecuada para su administracion,
por la via de administracion elegida. Para ello, dicha composicién farmacéutica incluird los vehiculos y excipien-
tes farmacéuticamente aceptables necesarios para la elaboracién de la forma farmacéutica de administracion elegida.
Informacién sobre excipientes o vehiculos que pueden ser utilizados en la elaboracion de dicha composicién farma-
céutica, asi como sobre formas farmacéuticas de administracién de principios activos, en general, puede encontrarse
en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo, 1* Edicién, 1993, Luzan 5, S.A. de Ediciones.

Dicha composicién farmacéutica comprende, al menos, cualquiera de los elementos del grupo que comprende: el
polinucleétido, los vectores, las células transgénicas o el polipéptido de la invencién deben encontrarse en una can-
tidad terapéuticamente efectiva. En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresién “cantidad terapéuticamente
efectiva” se refiere a la cantidad del elemento seleccionado calculada para producir el efecto deseado y, en general,
vendrd determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias del propio elemento polipéptido y el efecto tera-
péutico a conseguir, las caracteristicas del individuo que vaya a ser tratado, la severidad de la enfermedad que padezca
dicho individuo, etc. En adelante esta composicion farmacéutica serd conocida como “composicion farmacéutica o
medicamento de la invencion”.

La composicién farmacéutica de la invencion puede ser administrada por cualquier via de administracién apro-
piada, por ejemplo, por via oral, parenteral, nasal (mucosa), etc., tipicamente, por via parenteral, ventajosamente,
mediante su administracion intramuscular o subcutdnea. Asimismo, dicha composicién farmacéutica puede presentar-
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se en cualquier forma de presentacién apropiada para su administracién, por ejemplo, en forma de presentacion sélida
(comprimidos, cdpsulas, granulos, etc.), liquida (soluciones, suspensiones, emulsiones, etc.), etc., para su administra-
cién por la via de administracion elegida. En una realizacién preferida, dicha composicién farmacéutica se formula en
forma de una forma farmacéutica de dosificacion unitaria apropiada.

En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica puede estar en una forma farmacéutica de administra-
cioén por via oral, bien en forma sélida, preferentemente liquida, mas preferentemente lista para su administracién via
intramuscular. Ejemplos ilustrativos de formas farmacéuticas de administracién por via oral incluyen comprimidos,
céapsulas, granulados, soluciones, suspensiones, etc., y pueden contener los excipientes convencionales, tales como
aglutinantes, diluyentes, desintegrantes, lubrificantes, humectantes, etc., y pueden ser preparadas por métodos con-
vencionales. En otra realizacion preferida, las composiciones farmacéuticas también pueden ser adaptadas para su
administracién parenteral, en forma de, por ejemplo, soluciones, suspensiones o productos liofilizados, estériles, en
la forma de dosificacion apropiada; en este caso, dichas composiciones farmacéuticas incluirdn los excipientes ade-
cuados, tales como tampones, tensioactivos, etc. En cualquier caso, los excipientes se elegirdn en funcién de la forma
farmacéutica de administracion seleccionada. Una revision de las distintas formas farmacéuticas de administracién de
farmacos y de su preparacion puede encontrarse en el libro “Tratado de Farmacia Galénica”, de C. Fauli i Trillo, 10
Edicién, 1993, Luzin 5, S.A. de Ediciones, citado supra. Ademads, la composicién farmacéutica puede comprender
otros polipéptidos, policleétidos, vectores, o células que aporten una mayor eficacia y a la composicién.

Definiciones

El término “polinucleétido”, tal y como se utiliza en esta memoria, se refiere a una forma polimérica de nucleétidos
de cualquier longitud, ya sean desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos. Este término se refiere exclusivamente a la
estructura primaria de la molécula. Asi, este término incluye DNA bi- y mono-catenario, asi como RNA bi- y mono-
catenario.

El término “aislado” a lo largo de la descripcién cuando se emplea en asociacién con HcTeTx o su secuencia
codificante, no tinicamente estd referido a que éstos se encuentran aislados del cuerpo humano, sino que ademads no se
estan formando parte de proteinas o enzimas de fusién que vayan a ejercer una funcién terapéutica.

La expresion “fragmento funcional de HcTeTx, variantes alélicas de la misma o las secuencias que las codifican”
estd referida a lo largo de la descripcion a un péptido o un polinucleétido que comprende una porcién de HcTeTx,
sus variantes alélicas o sus secuencias codificantes, que mantienen su capacidad para actuar como medicamento, mas
concretamente para el tratamiento de ELA, donde el mantenimiento de su capacidad terapéutica puede ser comprobado
mediante la reproduccién de los ejemplos 1-3.

El término “variante alélica” se refiere a lo largo de la descripcion a un polipéptido sustancialmente homologo
y funcionalmente equivalente al dominio C-terminal de la cadena pesada de la toxina tetdnica. Tal como aqui se
utiliza, un péptido es “sustancialmente homélogo” a dicho dominio cuando su secuencia de aminodcidos tiene un
grado de identidad respecto a la secuencia de aminoécidos de dicho dominio de, al menos, un 60%, 70%, 85% y, mas
preferentemente de, al menos, un 95%. Preferentemente la secuencia aminoacidica del mencionado dominio es la SEQ
ID NO:2. Este término también estd referido en la descripcién a un polinucleétido capaz de codificar un polipéptido
sustancialmente homdlogo y funcionalmente equivalente a HcTeTx. De este modo, el polinucleétido podra tener una
homologia de al menos un 40%, 50%, 60%, 70%, 85% 6 95% con el polinucledtido codificante de HcTeTx, cuya
secuencia nucleotidica es preferentemente la SEQ ID NO:1.

La expresion “funcionalmente equivalente”, tal y como se emplea a lo largo de la descripcidn, significa que el
polipéptido o el polipéptido mantiene su capacidad para actuar como medicamento, mds concretamente para el trata-
miento de ELA, donde el mantenimiento de su capacidad terapéutica puede ser comprobado mediante la reproduccién
del ejemplo I o II.

Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se desprenderdn en parte de
la descripcién y en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion,
y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Amplificacién por PCR para la deteccion de la expresion de HcTeTx. Diez dias tras la inyeccion intra-
muscular del plasmido pPCMV-HcTeTx (n=2, calles 1 y 2) y del pldsmido vacio pCMV (n=2, calles 3 y 4) se extrajo el
RNA del musculo y se procedi6 a la retrotranscripcién. E1 cDNA obtenido se amplific6 por PCR para el gen HcTeTx.
La calle 5 muestra el control positivo (plasmido pCMV-HcTeTx) y en la calle 6 se cargé el blanco de la reaccién. En
la calle M se encuentra el marcador de talla de 100 pb.

Figura 2. Efectos del tratamiento con DNA desnudo codificante para HcTeTx sobre el comienzo de los sintomas
en ratones modelo para la enfermedad de ELA SOD1 G93A. La manifestacion de los sintomas se retrasé significati-
vamente en el grupo tratado con HcTeTx (n=5) con respecto al grupo control (n=10). Las probabilidades acumuladas
se calcularon mediante el andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier (SPSS 13.0).
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Figura 3. Efectos del tratamiento con DNA desnudo codificante para HcTeTx sobre la supervivencia en ratones
modelo para la enfermedad de ELA SOD1 G93A. La supervivencia aument6 notablemente en el grupo tratado con
HcTeTx (n=5) con respecto al grupo control (n=10). Las probabilidades acumuladas se calcularon mediante el anlisis
de supervivencia de Kaplan-Meier (SPSS 13.0).

Figura 4. Efectos del tratamiento con DNA desnudo codificante para HcTeTx sobre La actividad motora se de-
terminé mediante el rotarod a una velocidad constante de 14 rpm, con un tiempo maximo de desarrollo de 180 s. Se
observa una mejor actividad motora en el grupo tratado con HcTeTx (n=5) respecto al control (n=10 control).

Figura 5. Western blot de las muestras de médula espinal de ratones wild type y ratones SOD1 G93A. A) Deteccién
de Akt fosforilado en ratones control (inyectados con pcDNA3.1) e inyectados con HcTeTx. Se midi6 la expresion
de GAPDH para la normalizacién de las medidas de intensidad de banda obtenidas a partir de Akt fosforilado. B)
Representacion gréfica de los niveles de Akt fosforilado en funcién de la intensidad de banda para los distintos gru-
pos de muestras (controles, inyectados con HcTeTx). Los test ANOVA y t-Student revelaron que los niveles de Akt
fosforilado en los ratones inyectados con HcTeTx era significativamente superior que la observada en los controles.

Figura 6. Los niveles de mRNA de caspasa-3, caspasa-1, NCS-1 y Rrad se cuantificaron en médula espinal de
ratones sintomaticos SOD1G93A a los 110 dias de edad. La figura presenta la disminucién de la expresion de los
genes caspasa-3, caspasa-1 y Rrad en los animales tratados con HcTeTx con respecto al grupo control, mientras
que la expresion del gen NCS-1 se encuentra incrementada en el grupo tratado. Los niveles de expresion génica se
normalizaron con la media geométrica de los genes endégenos GAPDH, 18s rRNA y S-actina y se tabularon como
ratio de SOD1 G93A y wild type. (¥* P<0,01, * P <0,05; n=4 por punto).

Figura 7. Efectos del tratamiento intraperitoneal con el polipeptido que contiene el dominio C terminal de la
cadena pesada de la toxina tetdnica (HcTeTx) sobre la supervivencia en ratones modelo para la enfermedad de ELA
SODI1GY93A. La supervivencia aumentd notablemente en el grupo tratado con HcTeTx (n= 3, linea punteada) con
respecto al grupo control (n=3, linea continua). Las probabilidades acumuladas se calcularon mediante el andlisis de
supervivencia de Kaplan-Meier (SPSS 13.0).

Exposicion detallada de modos de realizacion

A continuacién se ilustrard la invenciéon mediante los ensayos realizados por los inventores, que ponen de manifies-
to la eficacia de HcTeTx, asi como de su secuencia codificante, para su uso como medicamento, y mds preferentemente
para el tratamiento de ELA.

Ejemplo 1

La administracion de HcTeTx via inyeccion intramuscular de DNA desnudo retrasa el comienzo de los sintomas y
prolonga la supervivencia en ratones SODI1G93A

La generacion de animales transgénicos que sobreexpresan el gen para la superéxido dismutasa-1 (SOD-1) humana
con distintas mutaciones ha proporcionado modelos animales para el estudio de la enfermedad de ELA. Estos animales
presentan caracteristicas clinicas y patoldgicas propias de los enfermos de ELA. Uno de los modelos mds estudiados y
caracterizados es el ratén transgénico SOD1 G93A, que presenta una mutacion por sustitucién del aminodcido glicina
por alanina en posicién 93 en el gen para la enzima SOD-1. En este modelo animal se han probado con éxito diversos
compuestos terapéuticos. Sin embargo no se ha traducido en una terapia efectiva en ensayos clinicos humanos, ya
sea por una inadecuada ruta de administracién y/o por la escasa biodisponibilidad de las moléculas terapéuticas para
alcanzar las células diana. Algunas estrategias de terapia génica incluyen el uso del virus adenoasociado (AAV), que
es transportado retrégradamente a motoneuronas tras inyeccién intramuscular. Sin embargo existe la posibilidad de
que el uso de vectores virales pueda causar dafios afiadidos en los enfermos tratados. La utilizacién del DNA desnudo
se presenta como una estrategia alternativa mas segura y apropiada para hacer llegar a los enfermos un gen terapéutico
especifico.

Materiales y métodos
1.1 DNA desnudo codificante para HcTeTx

El gen codificante para HcTeTx (dominio C-terminal de la cadena pesada de la toxina tetdnica -SEQ ID NO:2
de 462 aminodcidos-) fue clonado en el pldsmido de expresién eucariota pcDNA3.1 (Invitrogen), bajo control del
promotor del citomegalovirus (CMV). Los vectores se produjeron en bacterias Escherichia coli (DH5«) quimicamente
competentes y se purificaron utilizando el kit GenElute maxiprep de Sigma-Aldrich.
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1.2 Ratones transgénicos

Los ratones transgénicos que sobreexpresan SOD1 humana con la mutaciéon G93A (B6SJL-TgN[SOD1-G93A]
1Gur) se obtuvieron de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Se utilizaron mutantes hemizigdticos en todos los
experimentos (un macho mutante apareado con una hembra no transgénica). Los ratones transgénicos se identificaron
por amplificacién por PCR del DNA extraido de la cola, como se describe en Gumey et al. (Gurney et al., 1994.
Motor neuron degeneration in mice that express a human Cu,Zn superoxide dismutase mutation. Science, 264 (5166):
1772-5). Los animales se conservaron en la Unidad Mixta de Investigacién de la Universidad de Zaragoza. Se les
proporcioné agua y comida ad libitum. Todos los experimentos y cuidados en los animales fueron desarrollados de
acuerdo con las normas de la Universidad de Zaragoza y la guia internacional para el uso de animales de laboratorio.

1.3 Inyeccion intramuscular de DNA desnudo y extraccion de miisculo

A la edad de 8 semanas se inyectaron intramuscularmente ratones transgénicos SOD1 G93A con 300 g de pPCMV-
HcTeTx en los musculos cuddriceps (dos inyecciones de 50 pg por musculo) y en los musculos triceps (una inyeccién
unica de 50 g por miisculo). El grupo de ratones control fue inyectado con las mismas cantidades de pldsmido vacio.

Diez dias después de las inyecciones intramusculares de los pldsmidos, se extrajeron los musculos inoculados que
fueron precongelados en nitrégeno liquido y posteriormente almacenados a -70°C.

1.4 Extraccion de RNA, sintesis de cDNA y amplificacion por PCR

Los tejidos se congelaron en nitrégeno liquido y seguidamente fueron pulverizados en un mortero frio. El RNA
total de los miisculos fue extraido de acuerdo con el protocolo de TRIzol Reagent (Invitrogen). Para la sintesis de
cDNA se empleé el kit SuperScriptTM First-Strand Synthesis System (Invitrogen), partiendo de 1 pug de RNA en
un volumen final de 20 pL. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 20 uL, con 150nM
de cada cebador, 150 uM de dNTPs, 2 mM de MgCl,, IX de buffer, 0,2U Taq pol y 2 uL por reaccién de cDNA
diluido 10 veces para la amplificacién de un fragmento del gen HcTeTx. Todas las reacciones de PCR se realizaron
en GeneAmp® Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Los pardmetros de ciclos termales
fueron los siguientes: incubacién a 94°C durante 3 min y 35 ciclos de 94°C durante 30 s, 61°C durante 30 s y 72°C
durante 30 s. La presencia de la amplificacién del gen HcTeTx se observé en un gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. Las secuencias de los cebadores directo y reverso empleadas fueron las SEQ ID NO: 3 y SEQ ID
NO:4, respectivamente. La talla del amplicon corresponde a 355 pb.

1.5 Test de rotarod, prueba de la rejilla y supervivencia

La prueba de la rejilla se utilizé para determinar la fuerza muscular y el comienzo de los sintomas de ELA. Los
animales realizaron este test una vez por semana desde la edad de 8 semanas. Cada ratén fue colocado sobre una
rejilla que sirve de tapa para las jaulas convencionales. La rejilla fue después girada 180° y mantenida a una distancia
de aproximadamente 60 cm de una superficie blanda para evitar lesiones. Se cronometrd la latencia de cada ratén a
caer. Cada uno de los ratones tuvo hasta tres tentativas para sujetarse en la rejilla invertida durante un maximo de 180
s y se registrd el periodo de tiempo més largo.

El test de rotarod fue empleado para evaluar la coordinacién motora, la fuerza y el equilibrio. Los animales fueron
colocados sobre la barra giratoria del aparato (ROTA-ROD/RS, LE8200, LSI-LETICA Scientific Insturments). Se
registré el tiempo durante el cual un animal podia mantenerse en dicha barra a una velocidad constante de 14 rpm.
Cada rat6n tuvo tres oportunidades y se registré el periodo de tiempo mads largo sin que los animales cayeran de la
barra, tomando arbitrariamente un tiempo limite de 180 s.

El punto final en la vida de los ratones se considero cuando el animal colocado de cubito supino no fue capaz de
volverse sobre si mismo.

Resultados
2.1 Deteccion de la expresion del pldasmido en miisculo

Inicialmente se confirmé la capacidad del vector pPCMV-HcTeTx construido de expresar el gen codificante en
las células musculares de los ratones transgénicos SOD1G93A. Debido a que no existe expresion endégena del gen
HcTeTx en estos ratones, se aplicé a los musculos inyectados la amplificacién por PCR de un fragmento de este gen
para la deteccién de la expresion del mRNA de dicha molécula. Como muestra la Figura 1., no se observa expresion
del gen HcTeTx en el grupo control inyectado con pldsmido vacio. Sin embargo la PCR revela la presencia de la
amplificacion del gen HcTeTx en el misculo inoculado con el vector codificante para el mismo, indicando que el
vector alcanza con éxito las células musculares y que se realiza el proceso de transcripcion de dicho gen.
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2.2 HcleTx retrasa la manifestacion de los sintomas, mejora la capacidad motora y prolonga la supervivencia de
los ratones transgénicos SOD1G93A

El tratamiento intramuscular con DNA desnudo codificante para HcTeTx produce un retraso en el comienzo de los
sintomas, mejora la actividad motora y pospone el punto final de la enfermedad en el ratén modelo para ELA, que
contiene la mutacién G93A en el gen SOD1 humano. La manifestacién de los sintomas se registré como el primer
dia en el que los ratones no pudieron mantenerse sujetos en la rejilla invertida durante tres minutos. El comienzo de
los sintomas se redujo muy significativamente en aproximadamente 17 dias en el grupo de animales inyectados con
HcTeTx, con respecto al grupo control (Figura 2. y Tabla 1.). Como se observa en la Figura 3 y en la Tabla 1, la
méxima supervivencia se detectd en los ratones del grupo tratado con HcTeTx, que alcanzaron una media de 139 dfas;
27 dias més que el grupo control, que representa una prolongacién de la supervivencia de aproximadamente un 16%.
Entre las semanas 12 y 13 se observa un descenso notable en el desarrollo de la actividad sobre el rotarod del grupo
control, mientras que en el grupo de animales tratados no se observan esas deficiencias hasta la semana 16 (Figura 4).

TABLA 1

Tabla donde se recogen los datos de la manifestacion de los sintomas y la supervivencia, tanto en el grupo control
como en el tratado con HcTeTx, asi como el valor P (Log Rank, Mantel-Cox)

Control HcTeTx Valor P
(n=10) (n=5)
Comienzo de
sintomas 975 + 25 1148 + 26 0,001
Mortalidad 116,6 * 4,1 139,0 + 3,8 0,011

Ejemplo 2

Inhibicion de la apoptosis en médula espinal de ratones SOD1G93A tratados mediante inyeccion intramuscular de
DNA desnudo codificante para HcTeTx

Materiales y métodos
1.1 DNA desnudo codificante para HcTeTx

El gen codificante para HcTeTx (dominio C-terminal de la cadena pesada de la toxina tetdnica, SEQ ID NO:1) fue
clonado en el plasmido de expresién eucariota pcDNA3.1 (Invitrogen), bajo control del promotor del citomegalovirus
(CMV). Los vectores se produjeron en bacterias Escherichia coli (DH5@) quimicamente competentes y se purificaron
utilizando el kit Genelute maxiprep de Sigma-Aldrich.

1.2 Ratones transgénicos

Los ratones transgénicos que sobreexpresan SOD1 humana con la mutacién G93A (B6SJL-TgN[SODI1-G93A]
1Gur) se obtuvieron de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Se utilizaron mutantes hemizigéticos en todos los
experimentos (un macho mutante apareado con una hembra no transgénica). Los ratones transgénicos se identificaron
por amplificacién por PCR del DNA extraido de la cola, como se describe en Gurney et al. (Gurney et al., 1994.
Motor neuron degeneration in mice that express a human Cu,Zn superoxide dismutase mutation. Science, 264 (5166):
1772-5). Los animales se conservaron en la Unidad Mixta de Investigacién de la Universidad de Zaragoza. Se les
proporcioné agua y comida ad libitum. Todos los experimentos y cuidados animales fueron desarrollados de acuerdo
con las normas de la Universidad de Zaragoza y la guia internacional para el uso de animales de laboratorio. Se
emplearon un total de 12 animales: wild-type (n=4), ratones SOD1G93A inyectados con pcDNA3.1 (controles, n=4)
y ratones SOD1G93A tratados con HcTeTx (n=4).

1.3 Inyeccion intramuscular de DNA desnudo y extraccion de médula espinal

A la edad de 8 semanas se inyectaron intramuscularmente ratones transgénicos SOD1G93A con 300 ug de pPCM V-
HcTeTx en los musculos cuddriceps (dos inyecciones de 50 ug por misculo) y en los musculos triceps (una inyeccién
dnica de 50 ug por miisculo). El grupo de ratones control fue inyectado con las mismas cantidades de plasmido vacio.

Las médulas espinales se extrajeron 110 dias después de las inyecciones intramusculares de los pldsmidos, que fue-
ron precongelados en nitrégeno liquido y posteriormente almacenados a -70°C. Los tejidos se congelaron en nitrégeno
liquido y seguidamente fueron pulverizados en un mortero frio. La mitad de la muestra se empled para la extraccién
de RNA vy la otra mitad se utiliz6 para la extraccion proteica.
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1.4 Extraccion de RNA de médula espinal y sintesis de cDNA

El RNA total de las médulas espinales fue extraido de acuerdo con el protocolo de RNeasy® Lipid Tissue Mini
Kit (Qiagen). Para la sintesis de cDNA se emple6 el kit SuperScriptTM First-Strand Synthesis System (Invitrogen),
partiendo de 2 ug de RNA en un volumen final de 20 uL.

1.5 PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en un volumen final de 10 uL, con 1X de TagMan®
Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (Applied Biosystems), 1X de la mezcla de cebadores no marcados
y sondas TagMan® MGB (Applied Biosystems) para cada gen a estudio y 1 uL por reaccién de cDNA diluido 10 veces.
Para la normalizacién se emplearon 3 genes endégenos (18s rRNA, GAPDH y S-actina). Las referencias de la mezcla
de cebadores y sondas empleadas para amplificar cada uno de los genes a estudio fueron las siguientes: caspasa-
3 (MmO00438023_m1), caspasa-1 (Mm00438023_m1), NCS-1 (Mm00490552_m1), Rrad (Mm00451053_m1), 18s
rRNA (Hs99999901), GAPDH (4352932E) y -actina (4352933E). Todas las reacciones de PCR se realizaron en un
termociclador ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Los pardmetros de ciclos termales
fueron los siguientes: incubacién a 95°C durante 10 min y 40 ciclos de 95°C durante 15 s y 60°C durante 1 min. La
expresion relativa de caspasa-3, caspasa-1, NCS-1 y Rrad fue normalizada aplicando la media geométrica de los tres
genes enddgenos.

1.6 Extraccion de proteina de médula espinal y andlisis de Western blot

Las muestras de médula espinal de ratones wild type y ratones SOD1G93A tratados con HcTeTx se homogenei-
zaron en nitrégeno liquido con el buffer de extraccién de composiciéon 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH=7,5, 1%
desoxicolato, 0,1% SDS, 1% Tritén X-100, 1 mM NaOVa, 1 mM PMSF, 10 ug/mL leupeptina y aprotinina y 1 ug/mL
pepstatina. Se centrifugé a 4°C, durante 10 minutos a 3000 g. Una vez cuantificada la concentracién de proteina del
sobrenadante de cada muestra mediante el método de BCA (9643 Sigma), se cargaron 25 ug de proteina en un gel al
10% de acrilamida. Se utilizaron membranas de PVDF para el proceso de transferencia, las cuales se bloquearon con
solucién TTBS al 5% de leche desnatada (20 mM Tris base, 0,15M NaCl, pH=7,5, 0,1% Tween) durante una hora.
Mas tarde se incubaron con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C (anti-p-Akt (sc-7985R, Sta. Cruz)). Se utilizé
GAPDH (Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa) para normalizar la medida obtenida con Akt (anti-GAPDH (sc-
25778, Sta. Cruz)). Tras incubar con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron con TTBS y se incubaron con
el anticuerpo secundario 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se procedi6 a revelar mediante quimioluminis-
cencia (Western Blotting Luminol Reagent, sc-2048 Sta. Cruz). Las peliculas se escanearon y se analizaron mediante
el software AlphaEase FC (Bonsai Technologies). El andlisis estadistico se llevé a cabo usando el test de ANOVA y
el test de Student-Neuman-Keuls.

Resultados

En este estudio se presentan los resultados de la aplicacion de HcTeTx sobre ratones SOD1G93A modelo para la
enfermedad de ELA, donde existe una degeneracion de las motoneuronas. El estudio transcripcional (Figura 6) a nivel
de médula espinal de estos ratones, en edad sintomdtica, revela una disminucién de la expresién génica de caspasa-3
(p<0,01) y caspasa-1 (p<0,05) en aquellos ratones tratados con HcTeTx con respecto a los inyectados con plasmido
vacio. Esto indica una reduccién de la apoptosis en médula espinal debida al tratamiento. Ademds, el gen NCS-1
se encuentra significativamente aumentado (p<0,05) en el grupo de animales tratados, indicando un aumento de la
supervivencia celular en la médula de los mismos. Por otro lado, la expresion del gen Rrad (Ras related associated
with diabetes), descrito como una proteina de unién al calcio, también se encuentra aumentado en médula espinal de
estos animales con respecto al wild type. Tras el tratamiento con HcTeTx se observa que el efecto es revertido llegando
a niveles mds proximos a los de los animales no transgénicos (Figura 6).

media + desviacién standard
wild type (control) 0264+004 a
G93A (control) 0242+003b
Hc-TelTx 0378x004c

En la tabla se expresa la media y la desviacién estdndar de los valores de densidad de banda medidos en cada
grupo de muestras. Los subindices a, b y ¢, que representan al grupo de los individuos salvajes (wild type; WT), de los
inyectados con pcDNA3.1 (G93A, control) y de los inyectados con HcTeTx respectivamente, difieren entre si con una
significacién p < 0,05.
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Los resultados obtenidos mediante Western blot mostraron que la presencia de Akt fosforilado en ratones inyecta-
dos con HcTeTx es mayor que la obtenida en los controles. El test de ANOVA y de Student-Neuman-Keuls indicé la
existencia de diferencias significativas (p<0,05) entre el grupo de los controles y el grupo de los ratones inyectados con
HcTeTx, confirmando que la activacién de la via de supervivencia de Akt en ratones inyectados con HcTeTx puede
favorecer la inhibicién de la apoptosis y, por tanto, la supervivencia neuronal, con respecto a los controles (Figura 5).

Ejemplo 3

Incremento de supervivencia en ratones SOD1G93A modelos para la esclerosis lateral amiotrdfica tras la adminis-
tracion via inyeccion intraperitoneal de un polipéptido que comprende el dominio C-terminal de la cadena pesada de
la toxina tetdnica (HcTeTXx)

Materiales y Métodos

1.1 Extraccion del polipéptido que comprende el dominio C-terminal de la cadena pesada de la toxina tetdnica
(HcTeTx)

El polipéptido utilizado (denominado HcTeTx) utilizado corresponde al dominio C-terminal de la cadena pesada
de la toxina tetdnica y comprende la secuencia de 451 aminodcidos (SEO ID NO:1) de la SEQ ID N° 2, y ha sido
obtenido siguiendo el protocolo descrito por Gil et al.(Gil et al., 2003. Biochem. J. 373,613-620).

1.2 Ratones transgénicos

Los ratones transgénicos que sobreexpresan SOD1 humana con la mutacion G93A (B6SJL-TgN[SODI1-G93A]
1Gur) se obtuvieron de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Se utilizaron mutantes hemizigéticos en todos los
experimentos (un macho mutante apareado con una hembra no transgénica). Los ratones transgénicos se identificaron
por amplificacién por PCR del DNA extraido de la cola, como se describe en Gurney et al. (Gurney et al., 1994.
Science, 264 (5166): 1772-5). Los animales se conservaron en la Unidad Mixta de Investigacién de la Universidad de
Zaragoza. Se les proporcion6 agua y comida ad libitum. Todos los experimentos y cuidados animales fueron desarro-
Ilados de acuerdo con las normas de la Universidad de Zaragoza y la guia internacional para el uso de animales de
laboratorio.

1.3 Inyeccion intraperitoneal del polipéptido en los animales

A la edad de 12 semanas se inyectaron intraperitonealmente los ratones transgénicos SOD1G93A con 250 ul a una
concentracion de 0.5 uM del polipéptido que comprende el dominio C terminal de la toxina tetdnica (HcTeTx). La
inyeccidn fue repetida semanalmente durante toda la vida.

1.4 Medida de la supervivencia en los animales

El punto final en la vida de los ratones se considero cuando el animal colocado de cubito supino no fue capaz de
volverse sobre si mismo.
Resultados

1.1.- HcTeTx prolonga la supervivencia de los ratones transgénicos SOD1G93A

Como se observa en la Figura 7 y en la Tabla 2, la maxima supervivencia se detect6 en los ratones del grupo tratado

con HcTeTx, que alcanzaron una media de 135 dias; 9 dias mds que el grupo control.

TABLA 2

Tabla donde se recogen los datos de la supervivencia, tanto en el grupo control como en el tratado
con HcTeTx, asi como el valor P

Control HcTeTx Valor P
(n=3) (n=3)
Mortalidad 126 = 4 135 t 2 0,021
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REIVINDICACIONES
1. Uso de un polinucleétido aislado que comprende la secuencia codificante del dominio carboxilo terminal de la
subunidad pesada de la toxina tetdnica (HcTeTx), sus variantes alélicas o fragmentos funcionales de las mismas para
la elaboracién un medicamento.

2. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el HcTeTx es codificado por la SEQ ID NO: 1.

3. Uso segtin la reivindicacién 1 donde el fragmento de la secuencia codificante del dominio carboxilo terminal de
la subunidad pesada de la toxina tetdnica tiene la SEQ ID NO: 6.

4. Uso de un vector que comprende cualquiera de los polinucleétidos de las reivindicaciones anteriores para la
elaboracién de un medicamento.

5. Uso de una célula transgénica que comprende cualquiera de los polinucledtidos de las reivindicaciones 1-3 para
la elaboracién de un medicamento.

6. Uso segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el medicamento es para el tratamiento de la
esclerosis lateral amiotrdfica (ELA).

7. Uso de un polipéptido aislado que comprende el dominio carboxilo terminal de la subunidad pesada de la toxina
tetdnica (HcTeTx), sus variantes alélicas o fragmentos funcionales de los mismos para la elaboracién un medicamento
para el tratamiento de ELA.

8. Uso segtin la reivindicacién anterior donde HcTeTx tiene 1a SEQ ID NO: 2.

9. Uso segtin la reivindicacion 7 donde el fragmento funcional de HcTeTx tiene la SEQ ID NO: 5.

10. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde el medicamento estd destinado a su administra-
cion via oral, parenteral, intramuscular o nasal.

10
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Gly

His

val

GIn

115

Ser

Leu

Phe

val

Ile

195

Ile

Asn

Thr

Asn

20

Leu

Ser

Lys

Lys

Ser

100

Tyr

Leu

Ile

Arg

Phe

180

Asn

Arg

Asn

Pro

Glu

ASp

val

Ala

Ala

85

Phe

Gly

Ser

Trp

Gly

Glu

GIn
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Ile

Glu

Ile

Ile

Ile

70

Met

Trp

Thr

Ile

Thr

150

Leu

Thr

val

ASp

Tyr
230

Pro

Asp

Asn

Thr

55

His

Asp

Leu

Asn

Gly

Leu

Pro

Ile

Leu

Asn

215

val

Phe

Ile

Asn

40

Tyr

Leu

Ile

Arg

Glu

120

Ser

Lys

Asp

Thr

Met

200

Asn

Ser

ser

Asp

25

Asp

Pro

val

Glu

val

105

Tyr

Gly

Asp

Lys

Asn

185

Gly

Ile

Ile

Tyr

10

val

Ile

Asp

Asn

Ser

Trp

Ser

Phe

170

Asp

Ser

Thr

Asp

Ser

Ile

Ile

Ala

Asn

75

Asn

Lys

Ile

Ser

Ala

155

Asn

Arg

Ala

Leu

Lys

Lys

Leu

Ser

GlIn

60

Glu

Asp

val

Ile

val

140

Gly

Ala

Leu

Glu

Lys

220

Phe

Asn

Lys

Asp

45

Leu

ser

Met

ser

Ser

125

Ser

Glu

Tyr

ser

Ile

205

Leu

Arg

Leu

val

ser

Phe

Ala

110

Ser

Leu

val

Leu

Ser

190

Thr

ASp

Ile

Asp

15

Ser

Ser

Pro

Glu

Asn

95

Ser

Met

Lys

Arg

Ala

175

Ala

Gly

Arg

Phe

Ccys

Thr

Gly

Gly

val

80

Asn

His

Lys

Gly

Gln

160

Asn

Asn

Leu

Cys

Cys
240
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<210> 3
<211> 21

Lys

Ser

Thr

Leu

Thr

305

Lys

val

Glu

ASp

385

Glin

Thr

Ala

Asp

<212> DNA

<213> Secuencia artificial (cebador)

<400> 3

Ala

Ile

Glu

Lys

290

Asn

phe

Lys

His

Lys

Leu

His

Ser

Trp

Leu

Thr

Tyr

275

Asn

Gly

Ile

Ser

Ile

355

Ile

Met

Lys

Asn

Asn

435

Tyr

Asn

Phe

260

Tyr

Ile

LyS

Ile

Gly

340

val

Leu

Glu

Leu

Trp

Phe

Pro

245

Leu

Leu

Thr

Leu

Lys

Asp

Gly

Arg

Ala

Tyr

val
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Lys Glu ITe Glu Lys

Arg

Ile

ASp

Asn

310

Arg

Phe

Tyr

val

val

390

ASp

Ile

Phe

Pro

agattccgcg ggagaagtta ¢

<210>4
<211>21

Asp

Pro

TYyr

295

Ile

Tyr

Ile

Pro

Gly

Lys

ASDp

Gly

Asn

Thr
455

Phe

val

280

Met

TYyr

Thr

Lys

Lys

Tyr

Leu

Lys

Asn

His

440

ASp

Trp

265

Ala

Tyr

Tyr

Pro

Leu

345

Asp

Asn

Arg

Asn

ASp

Leu

Glu

250

Gly

Ser

Leu

Arg

Asn

330

Tyr

Gly

Ala

Asp

Ala

410

Pro

Lys

Gly

Leu

Asn

Ser

Thr

Arg

Asn

val

Asn

Pro

Leu

395

ser

Asn

Asp

Trp

Tyr

Pro

Ser

Asn

300

Leu

Glu

Ser

Ala

Gly

Lys

Leu

Arg

Lys

Thr
460

Thr

Leu

Lys

285

Ala

Tyr

Ile

Tyr

Phe

365

Ile

Thr

Gly

Asp

Ile

445

Asn

ser

ASp

Pro

Asn

Asp

Asn

350

Asn

Pro

Tyr

Leu

Ile

430

Leu

Asp

Tyr

255

Tyr

val

ser

Gly

Ser

335

Asn

Asn

Leu

Ser

val

415

Leu

Gly

Leu

Asp

Glin

Tyr

Leu

320

Phe

Asn

Leu

Tyr

val

400

Gly

Ile

Cys

21
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<212> DNA

<213> Secuencia artificial (cebador)

<400> 4
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tcgtaaaggg tttccccaga a

<210> 5
<211> 451

<212> PRT
<213> Clostridium tetani

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(451)

<223> Fragmento de la SEQ ID NO:2

<400> 5

Lys

Leu

Ser

Gln

Glu
65

Asp

val

Ile

val

Leu

Glu

Asn

Lys

Asp

Leu
50

ser

Met

sSer

Ser

Ser
130
Glu
Tyr

Ser

Ile

Leu

Lys

Ile
35

val

Ser

Phe

Ala

Ser
115

Leu

val

Leu

Ser

Thr

Asp
ser

20

Ser

Pro

Glu

Asn

ser
100

Met

Lys

Arg

Ala

Ala
180

Gly

cys
5

Thr
Gly

Gly

val

Asn
85

His
Lys
Gly
Gln
Asn

165

Asn

Leu

Trp val

Ile Leu

Phe Asn

Ile Asn
55

Ile val
70

Phe Thr

Leu Glu

Lys His

Asn Asn
135

Ile Thr
150

Lys Trp

Leu Tyr

Gly Ala

Asp

Asn

Ser
40

Gly

His

val

Glin

Ser

120

Leu

phe

val

Ile

Ile

Asn

Leu
25

ser

Lys

Lys

Ser

Tyr
105

Leu

Ile

Arg

Phe

Asn
185

Arg

Glu
10

ASp

val

Ala

Ala

Phe
90

Gly
Ser
Trp
Asp
Ile
170

Gly

Glu

Glu

Ile

Ile

Ile

Met
75

Trp

Thr

Ile

Thr
Leu
155

Thr

val

Asp

Asp

Asn

Thr

His
60

Asp

Leu

Asn
Gly
Leu
140
Pro

Ile

Leu

Asn

Ile

Asn

Tyr
45

Leu

Ile

Arg

Glu

Ser
125

Lys

Asp

Thr

Met

Asn

Asp

ASp
30

Pro

val

Glu

val

Tyr
110
Gly
Asp
Lys
Asn
Gly

190

Ile

val
15

Ile

Asp

Asn

Tyr

Pro
95

Ser

Trp

ser

Phe

Asp

Ser

Thr

Ile

Ile

Ala

Asn

Asn
80

Lys

Ile

Ser

Ala
Asn
160
Arg

Ala

Leu

21
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Lys

Phe

225

Tyr

Pro

Ser

Asn

Leu

305

Glu

Ser

Ala

Gly

Arg

Lys

Thr

<210> 6
<211> 1359

Leu

210

Arg

Thr

Leu

Lys

Ala

290

Tyr

Ile

Tyr

Phe

Ile

370

Thr

Gly

Asp

Ile

Asn
450

195

Asp

Ile

Ser

Arg

Asp

Pro

Asn

Asp

Ash

Asn

355

Pro

Tyr

Leu

Ile

Leu

435

Asp

Arg

Phe

Tyr

Tyr

260

val

ser

Gly

Ser

Asn

340

Asn

Leu

Ser

val

Leu

420

Gly

Cys

cys

Leu

245

ASp

Gln

Tyr

Leu

Phe

325

Asn

Leu

Tyr

val

cys

Asn

LysS

230

Ser

Thr

Leu

Thr

Lys

310

val

Glu

Asp

Lys

Gln

390

Thr

Ala

Asp
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Asn

215

Ala

Ile

Glu

Lys

Asn

295

Phe

Lys

His

Arg

Lys

375

Leu

His

Ser

Trp

200

Asn

Leu

Thr

Tyr

Asn

280

Gly

Ile

Ser

Ile

Ile

360

Met

Lys

Asn

Asn

Tyr
440

Asn
Asn
Phe
Tyr
265
Ile
Lys
Ile
Gly
val
345
Leu
Glu
Leu
Gly

Trp

pPhe

Glin

Pro

Leu

250

Leu

Thr

Leu

Lys

Arg

Ala

Tyr

Gln

410

Tyr

val

Tyr

LysS

Arg

Ile

ASp

Asn

Arg

315

Phe

Tyr

val

val

395

Ile

Phe

Pro

val

220

Glu

Asp

Pro

Tyr

Ile

300

Tyr

Ile

Pro

Gly

Lys

ASp

Gly

Asn

Thr

205

Ser

Ile

Phe

val

Met

285

Tyr

Thr

Lys

Lys

Tyr

365

Leu

Lys

Asn

His

Ile

Glu

Trp

Ala

270

Tyr

Tyr

Pro

Leu

350

Asn

Arg

Asn

Asp

Leu

430

Glu

Asp

Lys

Gly

Ser

Leu

Arg

Asn

Tyr

335

Gly

Ala

Asp

Ala

Pro

415

Lys

Gly

Lys

Leu

240

Asn

Ser

Thr

Arg

AsSn

320

val

Asn

Pro

Leu

Ser

400

Asn

AsSp

Trp



5

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<212> DNA
<213> Clostridium tetani

<400> 6

atgaaaaatc
agtacaattt
tcatctgtaa
catttagtaa
aatgatatgt
agtcatttag
agtctatcaa
ttaaaagatt
aatgcttatt
gctaatttgt
attagagagg
gtttctattg
ttatacacaa
tatgatacag
aatataacag
atatattata
aatgaaatag
aataatgagc
attctaagag
aaattgcgtg
tctttaggac
ttaattgcaa

tactttgtac

tggattgttg
taaatttaga
taacatatcc
acaatgaatc
ttaataattt
aacaatatgg
taggatctgg
€cgcgggaga
tagcaaataa
atataaatgg
ataataatat
ataaatttag
gttatttatc
aatattattt
attatatgta
gaaggttata
attcttttgt
acattgtagg
taggttataa
atttaaaaac
tagtaggtac
gcaactggta

ctacagatga

ES 2 332 628 Bl

ggttgataat
tattaataat
agatgctcaa
ttctgaagtt
taccgttagc
cacaaatgag
ttggagtgta
agttagacaa
atgggttttt
agtacttatg
aacattaaaa
gatattttgc
tataaccttt
aataccagta
tttgacaaat
taatggacta
taaatcaggt
ttatccgaaa
tgccccaggt
ctattctgta
ccataatggt

ctttaatcat

gggatggaca

gaagaagata
gatattatat
ttggtgceccg
atagtgcata
ttttggttga
tattcaataa
tcacttaaag
ataactttta
ataactatta
ggaagtgcag
ctagatagat
aaagcattaa
ttaagagact
gcttctagtt
gcgccategt
aaattratta
gattttatta
gatggaaatg
atccctcttt
caacttaaat
caaataggca
ttaaaagata

aatgattaa

tagatgttat
cagatatatc
gaataaatgg
aagctatgga
gggttcctaa
ttagctctat
gtaataactt
gggatttacc
Cctaatgatag
aaattactgg
gtaataataa
atccaaaaga
tctggggaaa
ctaaagatgt
atactaacgg
taaaaagata
aattatatgt
cctttaataa
ataaaaaaat
tatatgatga
acgatccaaa

aaattttagg

attaaaaaag
tgggtttaat
caaagcaata
tattgaatat
agtatctgct
gaaaaaacat
aatatggact
tgataaattt
attatcttct
tttaggagct
taatcaatac
gattgaaaaa
ccctttacga
tcaattgaaa
aaaattgaat
tacacctaat
atcatataac
tcttgataga
ggaagcagta
taaaaatgca
tagggatata
atgtgattgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1359
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DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria

Documentos citados

Reivindicaciones
afectadas

WO 2005025592 A2 (CENTRE NAT. RECH. SCIENT. y otros) 24.03.2005,
paginas 5-6; ejemplos 1-2; reivindicaciones 17-25.

WO 9909057 A2 (INSTITUT PASTEUR) 25.02.1999, pagina 4,
linea 10 - pagina 5, linea 11; pagina 10, linea 4 - pagina 11,
linea 8; reivindicaciones 17-27.

EP 0057140 A2 (INSTITUT PASTEUR) 04.08.1982, pagina 5,
linea 28 - pagina 6, linea 9; pagina 12, linea 22 - pagina 13,
linea 27.

LARSEN, K.E. et al. "A glial cell line-derived neurotrophic

factor (GDNF):tetanus toxin fragment C protein conjugate
improves delivery of GDNF to spinal cord motor neurons in
mice.", BRAIN RESEARCH, 2006, Vol. 1120, No. 1, paginas 1-12,
Materiales y Métodos; Resultados.

BORDET, T. et al., "Neuronal targeting of cardiotrophin-1 by

coupling with tetanus toxin C fragment.", MOLECULAR AND CELLULAR
NEUROSCIENCE, 2001, Vol. 17, No. 5, paginas 842-854, Materiales

y Métodos; Resultados.

FRANCIS, J.W. et al., "CuZn Superoxide Dismutase (SOD-1):Tetanus
Toxin Fragment C Hybrid Protein for Targeted Delivery of SOD-1

to Neuronal Cells.", THE JOURNAL OF BIOLGICAL CHEMISTRY, 1995,
Vol. 270, No. 25, paginas 15434-15442, Materiales y Métodos;
Resultados.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia
Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la

misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita
P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud
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INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

Ne¢ de solicitud: 200702621

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

A61K, CO7K

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biusqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de

blusqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, EMBL-EBI
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OPINION ESCRITA

Ne¢ de solicitud: 200702621

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 27.01.2010

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

Si
NO

si
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita)
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200702621

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 WO02005025592 A2 (CENTRE NAT. RECH. SCIENT. Y OTROS) 24-03-2005
D02 W09909057 A2 (INSTITUT PASTEUR) 25-02-1999
D03 EP0057140 A2 (INSTITUT PASTEUR) 04-08-1982
D04 Larsen, KE. et al., Brain Res., (2006), 1120(1): 1-12. 2006
D05 Bordet, T. et al., Mol. Cell. Neurosci., (2001), 17(5): 842-54. 2001
D06 Francis, J.W. et al., J. Biol. Chem., (1995), 270(25): 15434-42. 1995

Observaciones sobre documentos:

En D1-D6 se divulga el uso de un polipéptido que comprende el dominio carboxilo terminal de la subunidad pesada de la toxina
teténica (HcTeTx) para la elaboracién de un medicamento, asi como el correspondiente polinucleétido codificador de dicho
polipéptido.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion 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 declaracion

1. NOVEDAD (Art. 4.1. y Art. 6.1. de la Ley de Patentes) y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 4.1. y Art. 8.1. de la Ley de Patentes).

1.1. Reivindicaciones independientes 1y 7.

En cualquiera de los documentos D1-D6 se describe una composiciéon farmacéutica Util para el tratamiento de patologias que
afectan al sistema nervioso central (SNC) que comprende una proteina de fusion caracterizada por contener el fragmento C
no toxico de la toxina tetanica, es decir, el extremo C-terminal de dicha proteina, y una construccién genética que codifica a
dicha proteina de fusién (c.f. D1: paginas 5-6; ejemplos 1-2; reivindicaciones 17-25. D2: pagina 4, linea 10 - pagina 5, linea
11; pagina 10, linea 4 - pagina 11, linea 8; reivindicaciones 17-27. D3: pagina 5, linea 28 - pagina 6, linea 9, pagina 12, linea
22 - pagina 13, linea 27. D4-D6: Materiales y Métodos; Resultados). El objeto de la reivindicaciéon 1 consiste en el uso de un
polinucleétido para la elaboracién de un medicamento que comprende la secuencia codificadora del dominio C-terminal de la
subunidad pesada de la toxina tetanica. El objeto de la reivindicacion 7 consiste en el uso del polipéptido codificado por el
polinucleétido de la reivindicacion 1 para la elaboracion de un medicamento.

Por consiguiente, el objeto de proteccién de las reivindicaciones independientes 1y 7 se considera que no es nuevo ni tiene
actividad inventiva sobre la base de los documentos D1-D6. Segln lo expuesto anteriormente, el objeto de las reivindicaciones
dependientes 2-6, 8-10 también se considera que no es nuevo ni tiene actividad inventiva.

1.2. La presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Art. 4.1. de la Ley de Patentes, pues el objeto de las
reivindicaciones 1-10 no es nuevo ni tiene actividad inventiva de acuerdo con los Arts. 6.1. y 8.1. de la Ley de Patentes,
respectivamente.

Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinidn escrita) Pagina 4/4




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias
	IET

