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DESCRIPCION

Uso de agentes inductores GSE24.2 para la elaboracién de composiciones farmacéuticas para el tratamiento de
enfermedades que cursan con senescencia celular.

Sector de la técnica

Sector biotecnoldgico con aplicaciones en salud humana, y mas concretamente compuestos bioldgicos - secuencias
de nucleétidos, péptidos y células humanas transformadas - con aplicaciones terapéuticas para los seres humanos que
padecen enfermedades relacionadas con el envejecimiento y la senescencia.

Estado de la técnica

Los telémeros estan formados por miltiples repeticiones de la secuencia TTAGGG' los cuales se acortan en cada
ciclo celular debido a la incapacidad de las DNA polimerasas de replicar el final de los cromosomas. El mantenimiento
dedos telémeros al final de los cromosomas se lleva a cabo por el complejo telomerasa. El componente proteico de
este complejo, la transcriptasa telomerasa reversa humana (hTERT), contiene motivos cataliticos transcriptasa reversa,
mientras que el componente telémero RNA dirige la accién de los trifosfatos desoxinucleétido (ANTPs) por medio
de un molde interno complementario a la secuencia telomérica repetida TTAGGG >*. Recientemente, se ha descrito
que el complejo enzimdtico telomerasa humano estd compuesto Gnicamente por dos componentes proteicos, hTERT
y disquerina, y un componente RNA, hTR 7. La disquerina es una pseudouridina sintasa putativa perteneciente a
las ribonucloproteinas de clase “H/ACA box”, mientras que el motivo H/ACA esta presente en la hTR. El complejo
comprende finalmente dos moléculas de cada hTERT, hTR y disquerina.

La expresion de telomerasa estd reprimida en la mayoria de las células somadticas de los tejidos adultos pero se
mantiene alta en la mayoria de los canceres, contribuyendo al fenotipo inmortal en esta células, ya que asegura la
integridad de los cromosomas.® Los niveles de telomerasa (WTERT) se regulan sobre todo a nivel transcripcional® y en
humanos se controla por una regién reguladora en la region 5° del gen hTERT, la cual es requerida para una maxima
activacion y contiene un sitio de unién para myc (E-box) 8. El factor de transcripcion c-MYC estimula la expresion
de hTERT mientras que la expresion reforzada de madi reprime hTERT.'""!! La regulacién transcripcional de c-myc
involucra muiltiples promotores, de los cuales los mds importantes son P1 y P2.'? El elemento de hiper-sensibilidad TIT
(NHEIII) a nucleasa del promotor de c-MYC controla entre el 85-90% de la transcripcién de c-MYC y se identifico
originalmente como el sitio mds hipersensible a DNAsal '* NHEIII contiene un sitio rico en purinas en una hebra del
DNA que es capaz de establecer un equilibrio entre una estructura de duplex-hélice asi como formas no-B en el DNA. !4
La cadena de DNA enriquecida en purinas puede formar 2 estructuras intramoleculares de cuartetos G diferentes'® los
cuales puesto que actiian como represores de la transcripcion se han utilizado como dianas en terapia antitumoral.

El acortamiento de los telémeros, o la pérdida de su estructura secundaria, provoca que las células entren en
senescencia y/o apoptosis. Estos dos procesos actian como puntos de control bioldgicos que previenen la divisién
celular descontrolada y la inestabilidad genética*™. Los defectos en la regulacion de la longitud de los telomeros estdn
implicados en la patologia de diferentes enfermedades como sindromes de envejecimiento prematuro y cancer.®

Las células senescentes son células viables que detienen la sintesis de DNA, se aplanan y presentan un citoplasma
rico de vacuolas, tienen un perfil de expresiéon génica distintivo y pueden identificarse por un ensayo bioquimico
que visualice la actividad incrementada de la 5-galactosidasa §-gal) asociada a senescencia a un pH 4cido y por la
incapacidad de duplicar las poblaciones en el tiempo.

La senescencia en células humanas se correlaciona con la erosién de los teldmeros. Las células normales no
transformadas son mortales debido al acortamiento de los telémeros en cada uno de los procesos de division celular.
Por el contrario, las células cancerosas que expresan telomerasa estabilizan la longitud de los telémeros y se convierten
en inmortales. Estos hallazgos inducen a la sugerir la hipétesis en la cual los telémeros actian como un reloj biolégico
regulando el envejecimiento celular.

Uno de los sindromes de envejecimiento prematuro asociados a la erosién de los telémeros es la disqueratosis
congenita (DC). Esta es una enfermedad rara, hereditaria y esta caracterizada por fallo en la médula 6sea y una mayor
susceptibilidad a céncer; '*"'® que son las causas mas importantes de muerte en estos pacientes. La forma ligada al
cromosoma (X-DC) esté causada principalmente por mutaciones puntuales en el gen DKC %, Este gen codifica por
la disquerina, una proteina de 58 Kd que contiene un dominio pseudouridina sintasa, que a su vez es componente
del complejo de la telomerasa. La disquerina se une a las cajas H/ACA presentes en los SnoRNAs (pequefios RNAs
nucleolares) y a hTR en vertebrados *'. Los SnoRNas funcionan como molde para la pseudouridilacién del RNA
mediada por la disquerina. Los RNAs H/ACA contienen dos horquillas de longitud variable, separadas por una regién
de cadena sencilla que incluye la caja H seguida por una secuencia corta que contiene el trinucledtido ACA 2. Hay tres
proteinas diferentes que se asocian con la DKC en la H/ACA de los SnoRNAs: Nap2, Garl y NOP10 **7*, DKC, Nap2
y NOPI0 estdn intimamente asociados y estdn involucrados en la estabilidad del complejo de ribonucleoproteinas,
mientras que la interaccién con Garl es mds 14bil y transitoria > =28, Por tanto, se requiere de la disquerina para
la actividad telomerasa ya que es esencial para la acumulacién de hTR. 27 y la pseudouridilacién de los RNA
ribosémicos *°. En los pacientes con DC, la inestabilidad cromosémica aumenta con la edad como una consecuencia de
la disminucioén en actividad telomerasa y la incapacidad de mantener la estructura de los telémeros. En los linfoblastos
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y fibroblastos de pacientes X-DC, la actividad telomerasa y los niveles de hTR estén disminuidos ?! y los telémeros
son mds cortos que en las células que no estdn afectadas. El defecto en la actividad telomerasa se puede rescatar por
expresion de hTERT y hTR.?! *! Otras formas de disqueratosis congénita ocurren como el resultado de mutaciones o
deleciones en hTR lo cual tiene como consecuencia en un aceleramiento en el acortamiento de los teldmeros y muerte
prematura. Este defecto sélo se puede rescatar por re-expresion de hTR.!

Recientemente, se ha descrito un elemento supresor genético (GSE) denominado 24-2, codificante de un dominio
sintasa pseudouridina de la proteina disquerina que permite la recuperacion de la actividad telomerasa en células de
pacientes con DC-X lo que ha posibilitado el desarrollo de nuevas aproximaciones terapéuticas de esta enfermedad
y de otras que cursen con alteracion del complejo telomerasa (WO2007090911; SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
Y PEPTIDOS GSE 24.2 DE LA DISQUERINA INDUCTORES DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA, PROCE-
DIMIENTO DE OBTENCION, COMPOSICIONES TERAPEUTICAS Y SUS APLICACIONES). Sin embargo, el
conocimiento de nuevas actividades de este elemento GSE24.2 permitiria el desarrollo de nuevas herramientas tera-
péuticas y de investigacion.

Descripcion de la invencion

Descripcion breve

Un aspecto de la invencién lo constituye el uso de un compuesto inductor o activador GSE24.2, en adelante uso de
la invencidn, en la elaboracién de un medicamento o composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad
o situacién patoldgica, preferentemente humana, causada por un proceso de senescencia.

Un aspecto particular de la invencién lo constituye el uso de la invencion donde el agente inductor GSE24.2 es una
secuencia de nucleétidos, en adelante secuencia génica GSE 24.2 de la presente invencién, que permite la expresion
de una proteina o péptido inductor de la recuperacion de la senescencia en el interior de las células de un mamifero,
preferentemente humanas, y que estd constituida por una o varias secuencias de nucleétidos GSE 24.2 pertenecientes
al siguiente grupo:

a) una secuencia de nucleétidos constituida por una secuencia de nucleétidos GSE 24.2 humana (SEQ ID NO1),

b) una variante de la secuencia de nucleétidos de a) que muestra una identidad en la secuencia de nucledtidos de
al menos 90% con la SEQ ID NO1,

¢) un fragmento de una cualquiera de las secuencias de a) y b), y
d) una secuencia de nucleétidos, construccion genética, que comprende una secuencia cualquiera de a), b) y ¢).

Un aspecto mds particular de la presente invencion lo constituye el uso de la invencién en la que la secuencia de
nucledtidos de la secuencia GSE 24.2 de a) estd constituida por la SEQ ID NO1.

Otro aspecto mds particular de la presente invencion lo constituye el uso de la invencién en la que la secuencia de
nucledtidos de la secuencia GSE 24.2 de c) estd constituida por la SEQ ID NO3 6 la SEQ ID NOS5, que codifican los
dominios peptidicos Trub I y Trub II, respectivamente.

Ademds, otro aspecto particular de la invencién lo constituye el uso de la invencién en el que el agente inductor
GSE24.2 es una proteina o péptido, en adelante proteina GSE 24.2 de la presente invencidn, que presenta actividad de
reversion de la senescencia en el interior de las células de un mamifero, preferentemente humanas, y que comprende
una o varias secuencias de aminoécidos pertenecientes al siguiente grupo:

a) una secuencia de aminodacidos constituida por una secuencia de aminoacidos GSE 24.2 humana (SEQ ID NO2),

b) una variante secuencia de aminodcidos segiin la secuencia de a) que muestra una identidad en la secuencia
aminoacidica de al menos 90% con el polipéptido de SEQ ID NO2,

¢) un fragmento de una cualquiera de las secuencias de a) y b), y
d) una secuencia de aminoacidos que comprende una secuencia cualquiera perteneciente de a), b) y c).

Otro aspecto mds particular de la presente invencién lo constituye el uso de la invencién en el que el agente inductor
GSE24.2 es una proteina cuya secuencia de aminoécidos de a) estd constituida por la SEQ ID NO2.

Otro aspecto mds particular de la presente invencién lo constituye el uso de la invencién en el que el agente inductor
GSE24.2 es una proteina cuya secuencia de aminodcidos de c) estd constituida por la SEQ ID NO4 6 la SEQ ID NOG6.

Otro aspecto de la presente invencién lo constituye una composicion farmacéutica o medicamento para el trata-
miento de una enfermedad o patologia que cursa con alteraciones de la senescencia, en adelante composicion farma-
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céutica de la presente invencién, que comprende un compuesto 6 agente compuesto activador GSE 24.2, en cantidad
terapéuticamente efectiva junto con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente acepta-
bles y que es capaz de disminuir o revertir el proceso de senescencia, y obtenida mediante el uso de la invencién.

Otro aspecto de la presente invencion lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la invencién en un
procedimiento de tratamiento de una enfermedad o situacion patoldgica, preferentemente humana, causada por un
proceso de senescencia alterado.

Otro aspecto particular de la invencion lo constituye una célula eucariota, preferentemente una célula humana, con
el proceso de senescencia revertido o disminuido y que comprende el elemento GSE24.2 utilizado en la invencién.

Descripcion detallada

La presente invencidn se basa en que los inventores han observado que la expresion de la proteina GSE24-2 (SEQ
ID NO1), un fragmento aislado de la disquerina (ver patente WO2007090911), era capaz de inducir la recuperacién de
la actividad telomerasa regulando los niveles de RNA de hTERT y hTR en distintos tipos de células; tanto en aquellas
de enfermos de DC que expresan la forma mutada de disquerina (patente WO2007090911) como en aquellas (VA13)
con un alelo tipo salvaje de DKC y con baja actividad de la telomerasa (Ejemplo 4). En este sentido, ademds en la
presente invencién se ha llevado a cabo por primera vez el uso del péptido GSE 24.2 directamente (no mediante su
expresion génica), demostrandose su capacidad de reactivar la actividad telomerasa (Ejemplo 1).

Por otro lado, se ha observado que la proteina GSE24-2 activa la transcripcion de la proteina hTERT modulando la
expresion c-myc, ya que una molécula hibrida myc/mad abole completamente la activacién transcripcional de hTERT.
Mediante anélisis de delecion y mutagénesis se ha observado que la regién activadora diana en el promotor del gen c-
myc humano de la proteina GSE24-2 era el dominio NHEIII localizado mas alld de la regiéon P1. Mds concretamente
es una secuencia polipurina (Pu27) que se encuentra ademds en promotores de otros genes como el CCRS y PDGFA,
la cual se asocia a menudo con estructuras inusuales en el DNA.®!, y que debe de mantenerse intacta para estimular la
transcripcioén de c-myc (Ejemplo 3). Por lo tanto, la alteracién de la estructura secundaria de cuartetos de G del sitio
NHEIII altera la actividad de la proteina GSE24-2 por esta secuencia. Hay que destacar que existen pocas proteinas
conocidas que interactiien y activen sitios NHE por lo que la proteina GSE24.2 puede representar una opcién de
regulacién de genes en cuyos promotores se encuentre dicho dominio NHE. Uno de ellos en NM23-H2 6 NDP quinasa
B, una proteina que se une a secuencias especificas del DNA y que tiene afinidad por el sitio NHE del promotor de c-
myc. También activa la expresion de otros genes como el de 1a mieloperoxidasa, CD11b, CCRS5 y reprime la expresion
de otros como PDGFA.%'~%* Esta proteina también se puede unir in vitro a secuencias enriquecidas en G~ tales como
las que se encuentran el NHE del promotor de c-myc y los telémeros en humanos. Por lo tanto, un posible mecanismo
por el cual el GSE24-2 puede activar la transcripcién a través del NHE mediante la asociacién con proteinas como
NM?23H2 las cuales faciliten su interaccién con el DNA vy, por tanto, producir un aumento en la transcripcion.

Los resultados obtenidos en células X-DC y VA13 indican que el péptido GSE24-2 incrementa la actividad te-
lomerasa a través de una combinacién de dos mecanismos distintos: 1) activando la transcripcién de hTERT y 2)
aumentando los niveles de hTR mediante la estabilizacién de este RNA, sin que se afecte la actividad de su promotor.
Adicionalmente, el GSE24-2 podria facilitar el ensamblaje de otras proteinas como hNafl o Nop10 en la caja H/ACA,
adn en presencia de una disquerina defectiva.?®

Finalmente, y de forma sorprendente, en la presente invencion se ha observado que el incremento de esta actividad
telomerasa mediante la proteina GS24.2 provoca el rescate de la senescencia prematura de fibroblastos de pacientes
con X-DC de tal forma que estas células recuperan la capacidad de multiplicarse, manteniendo dicha actividad hasta
140 dias (Ejemplo 4, ver Figura 5). Esto estaria mediado por un aumento tanto en los niveles de hTERT como hTR. En
este sentido, la proteina o el gen GSE24.2 pueden constituir una aproximacion terapéutica de enfermedades y procesos
patolégicos que cursen con senescencia celular o constituir una herramienta para inmortalizar células eucariotas o para
incrementar su capacidad proliferativa. En este sentido, Por otro lado, los resultados de la presente invencién indican
que la expresién de GSE24-no induce tumorogenicidad y que no provocaria un crecimiento celular aberrante (Ejemplo
3).

Por todo ello, GSE24.2 puede ser utilizado en la elaboracién de un medicamento o reactivo de laboratorio Ttil
para el tratamiento de enfermedades o procesos patoldgicos que cursen con un proceso de senescencia celular alterado
o acelerado, incluyendo células que expresan la disquerina normal como las células VA13, o células que expresan
formas mutadas como la disqueratosis congenita (DC) autosémica dominante o la anemia anapldsica.

Por tanto, un aspecto de la invencién lo constituye el uso de un compuesto inductor o activador GSE24.2, en
adelante uso de la invencion, en la elaboracién de un medicamento o composicién farmacéutica para el tratamiento
de una enfermedad o situacién patoldgica, preferentemente humana, causada por un proceso de senescencia. En la
presente invencion el término “composicidn farmacéutica” incluye ademds composiciones que comprende el agente
GSE24.2 descrito y utilizado en la invencién y que se utiliza en el campo de la investigacién (como reactivo de
laboratorio) o actividad industrial biotecnoldgica).

Tal como se utiliza en la presente invencién el término “compuesto inductor o activador GSE24.2” se refiere a una
secuencia de nucleétidos del fragmento GSE 24.2 de la disquerina o una secuencia proteinica o peptidica codificado
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por dicha secuencia de nucleétidos y que es capaz de disminuir o revertir el proceso de senescencia en el interior
de las células de un mamifero, preferentemente humanas. En esta definicion se incluye ademds aquellos compuestos
o moléculas que permiten la expresion de una secuencia de nucleétidos codificante de una proteina GSE 24.2. Un
compuesto activador puede estar constituido por un péptido, una proteina o una secuencia de nucleétidos, un anticuerpo
y un polisacarido.

Tal como se utiliza en la presente invencion el término “enfermedad o situacion patolégica causada por un proceso
de senescencia ya sea normal o acelerado” se refiere a una enfermedad en la que las células y tejidos presentan
una disminucién, ya sea natural por envejecimiento o acelerada, de su capacidad proliferativa (véase concepto de
senescencia descrito en el estado de la técnica de la presente invencidn). Asi, este término tal como se utiliza en
la presente invencion se refiere también a situaciones fisioldgicas alteradas por el envejecimiento natural de células
humanas, preferentemente epiteliales o de alto nivel de proliferacién, pertenecientes, a titulo ilustrativo y sin que
limite el alcance de la invencidn, al siguiente grupo: células de la piel, preferentemente, de la epidermis, epitelio
intestinal, cérnea, higado, pulmén, bulbo piloso, etc. o células del sistema hematopoyético, preferentemente, linfocitos,
macrdfagos y eritrocitos; células germinales de testiculos y ovarios, etc., respectivamente, ya sean células somadticas,
células troncales o embrionarias. Ejemplos de enfermedades o procesos patolégicos humanos en los que el control del
proceso de senescencia y/o actividad telomerasa pueden encontrarse, a titulo ilustrativo y no limitativo, en la revisién
de Blasco MA (Blasco MA, Telomere length, stem cells and aging. Nature Chemical Biology 3 (10): 640-649, 2007,
Crabbe L, Jauch A, Naeger CM, Holtgreve-Grez H., and Karlseder J. Telomere dysfunction as a cause of genomic
instability in Werner syndrome. PNAS 104 (7): 2205-2210, 2007).

La reversion o la disminucion del proceso de senescencia celular puede utilizarse terapeuticamente en aquellas
células con capacidad de dividirse que mantienen la homeostasis de los 6rganos, incrementandose de esta forma la ca-
pacidad celular regenerativa de tejidos, independiente de su causa, ya sea por envejecimiento, dafio tisular por téxicos,
tras intervenciones quirtrgicas, e incluso en tejidos hipoplasicos de origen congénito o hereditarios, por ejemplo, hipo-
plasia pulmonar. Ademads, esta reversion o la disminucidn del proceso de senescencia celular puede ser utilizada para
aumentar la capacidad de supervivencia de poblaciones de células madre, somaticas o embrionarias, en tratamientos
de trasplante o terapia celular. En estos tratamientos, aunque las células madre expresan telomerasa, no pueden man-
tener la longitud de los telémeros por un periodo de tiempo prolongado ® por lo que la transformacion celular o el
tratamiento con el péptido GSE24.2 incrementardn la vida operativa de estas células y por tanto la eficacia de estos
tratamientos celulares. Asi, por ejemplo, la presente composicién farmacéutica puede utilizarse para la regeneracién
de la epidermis en personas ancianas o utilizarse para promover la regeneracion de la piel en heridas o quemaduras de
la piel, o en la estimulacion de las células hematopoyéticas autélogas que se implantan a un paciente sometido a un
tratamiento quimioterdpico.

Asi, un aspecto particular de la invencién lo constituye el uso de la invencién donde el agente inductor GSE24.2
es una secuencia de nucledtidos, en adelante secuencia génica GSE 24.2 de la presente invencion, que permite la
expresion de una proteina o péptido inductor de la recuperacion de la senescencia en el interior de las células de
un mamifero, preferentemente humanas, y que estd constituida por una o varias secuencias de nucleétidos GSE 24.2
pertenecientes al siguiente grupo:

a) una secuencia de nucledtidos constituida por una secuencia de nucleétidos GSE 24.2 humana (SEQ ID NO1),

b) una variante de la secuencia de nucleétidos de a) que muestra una identidad en la secuencia de nucleétidos de
al menos 90% con la SEQ ID NO1,

¢) un fragmento de una cualquiera de las secuencias de a) y b), y
d) una secuencia de nucleétidos, construccién genética, que comprende una secuencia cualquiera de a), b) y ¢).

En el sentido utilizado en esta descripcion, el término “variante” pretende incluir cualquier secuencia de nucleé-
tidos que pueda ser aislada o construida en base a la secuencia SEQ ID NOI1, por ejemplo, mediante la introduccién
de sustituciones de nucle6tidos conservativas o no conservativas, incluyendo la insercién de uno o més nucleétidos, la
adicién de uno o mds nucleétidos en cualquiera de los extremos de la molécula o la delecion de uno o mas nucleétidos
en cualquier extremo o en el interior de la secuencia, y que permita la codificaciéon de un péptido o proteina capaz de
mimetizar la actividad de la secuencia GSE 24.2 (SEQ ID NO2) o de fragmentos de los mismos (SEQ ID NO4 y SEQ
ID NOG6).

La enzima disquerina pertenece a una familia de pseuridina sintasa presente en varios organismos (ver Figura 3B,
Mitchel et al, 1999). A partir de la informacién descrita en la presente invencion - y en la patente WO2007090911- de
distintos organismos existentes en la naturaleza un técnico experto en el sector de la técnica puede aislar o construir
una secuencia de nucleétidos andloga a las descritas en la presente invencion.

Tal como se utiliza en la presente invencién el término “secuencia de nucledtidos” se refiere a una secuencia de
DNA, cDNA o mRNA.

Un aspecto mds particular de la presente invencién lo constituye el uso de la invencion en la que la secuencia de
nucledtidos de la secuencia GSE 24.2 de a) esta constituida por la SEQ ID NO1.
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Otro aspecto mds particular de la presente invencion lo constituye el uso de la invencién en la que la secuencia de
nucledtidos de la secuencia GSE 24.2 de c) estd constituida por la SEQ ID NO3 6 la SEQ ID NOS, que codifican los
dominios peptidicos Trub I y Trub II, respectivamente.

La secuencia de nucledtidos GSE 24.2 identificada como d) se corresponde con una construccién génica GSE 24.2.
Esta construccion génica GSE 24.2 de la invencidn, también puede comprender, en caso necesario y para permitir un
mejor aislamiento, deteccion o secrecion al citoplasma del péptido expresado, a una secuencia de nucleétidos que
codifica para un péptido susceptible de ser utilizado con fines de aislamiento, deteccion o secrecién de dicho péptido.
Por tanto, otro aspecto particular de la presente invencidn lo constituye el uso de la invencién en el que la secuencia de
nucledtidos es una construccion genética GSE 24.2 que comprende, ademads de la secuencia de nucleétidos GSE 24.2,
cualquier otra secuencia de nucledtidos codificante de un péptido o secuencia peptidica que permita el aislamiento,
la deteccién o la secrecion al citoplasma celular del péptido expresado, por ejemplo, a titulo ilustrativo y sin que
limite el alcance de la invencion, una secuencia de polihistidina (6xHis), una secuencia peptidica reconocible por
un anticuerpo monoclonal (por ejemplo, para su identificacion, o cualquier otra que sirva para purificar la proteina
de fusién resultante por cromatografia de inmunoafinidad: péptidos etiqueta tales como c-myc, HA, E-tag) (Using
antibodies: a laboratory manual. Ed. Harlow and David Lane (1999). Cold Spring Harbor Laboratory Press. New
York. Capitulo: Tagging proteins. Pp. 347-377).

La secuencia de nucleétidos GSE 24.2 y 1a construccion genética GSE 24.2 descritas previamente pueden obtenerse
por un experto mediante el empleo de técnicas ampliamente conocidas en el estado de la técnica (Sambrook et al.
“Molecular cloning, a Laboratory Manual 2nd ed., Cold Sping Harbor Laboratory Press”, N.Y., 1989 vol 1-3). Dichas
secuencias de nucledtidos pueden estar integradas en un vector de expresion génica que permite la regulacion de la
expresion de la misma en condiciones adecuadas en el interior de las células.

Por tanto, otro objeto particular de la presente invencion lo constituye el uso de la invencion en el que el agente
inductor o activador GSE24.2 es un vector de expresion GSE 24.2 que comprende una secuencia de nucleétidos GSE
24.2 o una construccién genética GSE 24.2, descritas en la presente invencién, y que permite la expresiéon de una
proteina o péptido capaz de disminuir o revertir el proceso de senescencia en el interior de células de mamiferos,
preferentemente humanos. Un ejemplo de una realizacién particular lo constituye el vector expresién de la invencién
pLNCX 24.2 (ver también patente espaiiola WO2007090911).

En general, un vector de expresion comprende, ademds de la secuencia de nucleétidos GSE 24.2 6 de la construc-
cioén genética 24.2. descritos en la invencidn, un promotor que dirige su transcripcion (por ejemplo, pT7, plac, ptrc,
ptac, pBAD, ret, etc.), al que estd operativamente enlazado, y otras secuencias necesarias o apropiadas que controlan
y regulan dicha transcripcion y, en su caso, la traduccién del producto de interés, por ejemplo, sefiales de inicio y
terminacion de transcripcién (tlt2, etc.), sefial de poliadenilacidn, origen de replicacion, secuencias de unién a ribo-
somas (RBS), secuencias codificantes de reguladores transcripcionales, (enhancers), silenciadores transcripcionales
(silencers), represores, etc. Ejemplos de vectores de expresion apropiados pueden seleccionarse de acuerdo con las
condiciones y necesidades de cada caso concreto entre plasmidos de expresion, vectores virales (DNA o RNA), cds-
midos, cromosomas artificiales, etc. que pueden contener, ademads, marcadores utilizables para seleccionar las células
transfectadas o transformadas con el gen o genes de interés. La eleccion del vector dependerd de la célula huésped y
del tipo de uso que se quiera realizar. Por tanto, segiin un modo de realizacién particular de la presente invencién dicho
vector es un pldsmido o un vector viral. La obtencién de dicho vector puede realizarse por métodos convencionales
conocidos por los técnicos en la materia al igual que para la transformacién de microorganismos y células eucariotas
se pueden utilizar diferentes métodos ampliamente conocidas - transformacién quimica, electroporacién, microinyec-
cion, etc. - descritos en diversos manuales [Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a
laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.].

Ademds, otro aspecto particular de la invencidn lo constituye el uso de la invencién en el que el agente inductor
GSE24.2 es una proteina o péptido, en adelante proteina GSE 24.2 de la presente invencién, que presenta actividad de
reversion de la senescencia en el interior de las células de un mamifero, preferentemente humanas, y que comprende
una o varias secuencias de aminodcidos pertenecientes al siguiente grupo:

a) una secuencia de aminodcidos constituida por una secuencia de aminodcidos GSE 24.2 humana (SEQ ID NO2),

b) una variante secuencia de aminodcidos segun la secuencia de a) que muestra una identidad en la secuencia
aminoacidica de al menos 90% con el polipéptido de SEQ ID NO2,

¢) un fragmento de una cualquiera de las secuencias de a) y b), y
d) una secuencia de aminodcidos que comprende una secuencia cualquiera perteneciente de a), b) y c).

Segtin se entiende en el contexto de la presente invencién, una variante de un polipéptido segin se define en la
secuencia SEQ ID NO2 es todo aquel péptido que se puede obtener a partir de dicha secuencia mediante sustitucion,
insercién o delecion de uno o mas aminodcidos. En el caso de las variantes por substitucién, la substituciones son
preferentemente substituciones conservativas, esto es, los amino4cidos se sustituyen por otros con caracteristicas simi-
lares en cuanto a la propiedades de su cadena lateral. Asi, substituciones conservativas incluyen substituciones dentro
de los grupos de amino 4cidos segtin la tabla 1.
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Tipo de cadena lateral Amino acido
Alifatica apolar o ligeramente polares Ala, Ser, Thr, Pro, Gly
Polar con carga neutra positiva His, Arg, Lys

Polar con carga neutra negativa y las amidas | Asp, Asn, Glu, GIn
correspondientes
Aromatica Phe, Tyr, Trp

Alifatica de gran tamano y apolar Met, Leu, He, Val, Cys

Adicionalmente, uno 6 més de los aminodcidos de las variantes de la invencioén pueden estar sustituidos por ami-
noécidos no convencionales naturales o sintéticos como por ejemplo, beta-amino acidos, dcido 2-aminoadipico, alpha-
asparagina, dcido 2-aminobutanoico, 4cido 2-aminiocdprico, alpha-glutamina, alpha-metilalanina, 4cido 2-aminopi-
mélico, dcido gamma-amino-beta-hidroxibenzenopentanoico, 4cido 2-aminosubérico, 2-carboxiazetidina, beta-alani-
na, 4cido beta-aspdrtico, acido 3,6 diaminohexanoico, dcido butanoico, dcido 4-amino 4-amino-3-hidroxi butanoico,
acido gamma-amino-beta-hidroxiciclohexanepentanoico, N5-aminocarbonilornitina, 3-sulfoalanina, dcido 2,4 diami-
nobutanoico, dcido diaminopimélico, acido 2,3 diaminopropanoico, dcido 2,7 diaminosubérico, S-etiltiocisteina, dcido
gamma-glutdmico, dcido gamma-carboxiglutdmico, 4cido pirogultdimico, homarginina, homocisteina, homohistinba,
homoserina, dcido 2-hidroxiisovalérico, cido 2-hidroxipentanoico, 5-hidroxilisina, 4-hidroxiprlolina, 2-carboxiocta-
hidroindol, 3-carboxiisoquinolina, isovalina, dcido 2-hidroxipropanoico; dcido mercaptoacético, dcido mercaptobuta-
noico, 4-metil-3-hidroxiprolina, dcido mercaptopropanoico, norlceucina, nortirosina, norvalina, ornitina, penicilami-
na, 2-fenilglicina, 2-carboxipiperidina, sarcosina, 1-amino-1-carboxiciclopentano, estatina, 3-tienilalanina, epsilon-N-
trimetilisina, 3-tiazolialanina, 4cido alpha-amino-2,4-dioxopirimidinapropanoico.

Adicionalmente, la invencion contempla el uso de variantes de los péptidos de la invencién en los que uno o mas
aminodcidos han sufrido modificaciones en su cadena lateral. Ejemplos de modificaciones de cadena lateral contempla-
das en la presente invencion incluyen modificaciones de grupos amino tales como alquilacién, amidinacion, acilacion,
carbomoilacion, trinitrobencilacidn, piridoxilacién, modificaciones del grupo guanidino de los restos de arginina con-
sistentes en la formacién de condensados heterociclicos; modificaciones de los grupos carboxilo mediante amidacién,
modificaciones de tirosinas mediante metoxilacion, modificacion del anillo imidazdlico de la histidina mediante al-
quilacién o N-carboxietilacién, modificaciones de la prolina mediante hidroxilacién en posicién 4. Alternativamente,
la invencién contempla variantes de los péptidos de la invencién mediante glicosilacién, es decir, la adicién de grupos
de glicano bien en la cadena lateral serina y/o treonina (O-glicosilacién) o en la cadena lateral asparagina y/o gluta-
mina (N-glicosilacién). Los glicanos que pueden incorporarse a los polipéptidos de la invencién incluyen un niimero
variable de unidades glucidicas (mono-, di-, tri, tetrasacdridos y sucesivos). Los monosacdridos que forman en glicano
incluyen D-alosa, D-altrosa, D-glucosa, D-manosa, D-gulosa, D-idosa, D-galactosa, D-talosa, D-galactosamina, D-
glucosamina, D-N-acetylgucosamina, D-N-acetylgalatosamina, D-fucosa o D-arabinosa.

Alternativamente, la invencién contempla el uso de variantes de los polipéptidos descritos en la invencién en los
que se incluyen los estereoisémeros D de, al menos, uno de los aminodcidos que constituyen la cadena peptidico para
dar asf lugar a los isémeros retro-inversos.

En otra forma de realizacion, la invencién contempla el uso de peptidomiméticos de los polipéptidos descritos
en la invencion, es decir, variantes en las que uno o mds de los enlaces peptidicos ha sido reemplazado por un tipo
alternativo de enlace covalente. Dichos peptidomiméticos se caracterizan por mostrar una mayor estabilidad al ser mas
resistentes a proteasas. Modificaciones del esqueleto peptidico incluyen la sustitucion o la insercién en los elementos
del enlace peptidico (-NH-, -CH-, -CO-) de grupos tales como -O-, -S-, -CH2 en lugar de -NH-, -N-, -C-alquil p
-BH- en lugar de -CHR y -CS-, -CH2-, -SOn-, -P=0O(OH)- o -B(OH)- en lugar de -CO-. Adicionalmente, es posible
aumentar la estabilidad de los péptidos de la invencién usando grupos que bloquen el extremo N-terminal tales como
t-butiloxicarbonil, acetil, succinil, metoxisuccinil, suberil, adipil, dansil, benciloxicarbonil, fluorenilmetoxicarbonil,
metoxiadipil, metoxiadipil, metoxisuberil y 2,3-dinitrofenil. Alternativa p simultaneamnte, es posible modificar el
extremo C-terminal de los péptidos mediante amidacién.

La determinacién del grado de identidad entre las variantes y los polipéptidos definidos en la secuencia SEQ ID
NO?2 se lleva a cabo usando métodos y algoritmos informdticos ampliamente conocidos para el experto en la mate-
ria. Preferentemente, la identidad entre dos secuencias de amino 4cidos se determina usando el algoritmo BLASTP
(BLASTManual, Altschul, S., et al, NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul, S., et al., J. Mol. Biol. 21 5:
403-410 (1990). Preferiblemente, los polipéptidos objeto de uso en la invencién muestran una identidad de secuencia
con los polipéptidos definidos en las secuencias de SEQ ID NO:1 a 19 de al menos 50%, al menos 60%, al menos

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2334736 B1

70%, al menos 80%, al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99%.

La enzima disquerina pertenece a una familia de pseuridina sintasa presente en varios organismos (ver Figura 3B,
Mitchel et al, 1999). A partir de la informacidn descrita en la presente invencién y de distintos organismos existentes
en la naturaleza un técnico experto en el sector de la técnica puede aislar o construir Una secuencia de aminodcidos
andloga a las descritas en la presente invencion.

Otro aspecto mas particular de la presente invencién lo constituye el uso de la invencidn en el que el agente inductor
GSE24.2 es una proteina cuya secuencia de aminoécidos de a) estd constituida por la SEQ ID NO2.

Otro aspecto mds particular de la presente invencion lo constituye el uso de la invencién en el que el agente inductor
GSE24.2 es una proteina cuya secuencia de aminodcidos de c) estd constituida por la SEQ ID NO4 6 la SEQ ID NOG6.

Por otro lado, otro aspecto adicional de la presente invencién lo constituyen células, ya sean eucariotas -preferente-
mente humanas, mas preferentemente aisladas- o procariotas, en adelante células GSE 24.2 de la invencién, modifi-
cadas genéticamente y que comprenden la secuencia de nucleétidos, la construccion y el vector de expresion GSE
24.2 de la invencién y en donde puede expresarse de forma adecuada el péptido o proteina GSE 24.2 usadas en
la invencién. Estas células pueden ser transformadas, infectadas o transfectadas mediante dichas secuencias de nu-
cledtidos por técnicas de ingenieria genética conocidas por un experto en la materia. [Sambrook, J., Fritsch, E.F.,
and Maniatis, T. (1989). Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. Cold Spring Harbor Laboratory y forman
parte de la presente invencion. Estas células pueden ser ttiles para la produccién de los péptidos con capacidad de
revertir o disminuir el proceso de senescencia y que pueden ser la base de una composicidon farmacéutica, para la
amplificaciéon recombinante de dichas secuencias de nucledtidos o pueden ser utiles per se como células en terapia
génica, etc. Una realizacién particular seria el uso de una célula humana transformada mediante estas secuencias
de nucledtidos GSE 24.2, de distintas estirpes celulares, que puede utilizarse como células regeneradoras de tejidos
humanos.

En otro aspecto, la invencién se relaciona con una célula o un organismo hospedador que contiene una construccién
génica de la invencién o un vector tal que definido en la invencién. Cualquier tipo de organismo hospedador conocido
para el experto en la materia puede ser usado en la presente invencién, tales como una cepa bacteriana (Escherichia
coli, Bacillus subtilis y similares), una cepa de levadura (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces
lactis, Hansenula polymorpha y similares), una planta transgénica (dicotiledoneas o monocotildoneas), una célula
de insecto, por ejemplo, baculovirus, una célula de mamifero (células COS, CHO, C127, HeLa y similares) y un
transgénico no humano (por ejemplo, un ratén, una vaca, una cabra, un conejo, un cerdo, etc.).

Los sistemas de expresion génica pueden permitir o no la integracion del nuevo material genético en el genoma de
la célula huésped. De esta forma, tanto la secuencia de nucle6tidos, construccién génica o el vector de expresion GSE
24.2 pueden utilizarse como un medicamento para proteger células huésped, preferentemente células humanas afecta-
das por un proceso alterado (incrementado) o no de senescencia, en un procedimiento de tratamiento y profilaxis de
terapia génica de un ser humano afectado por una enfermedad que cursa con una alteracion del proceso de senescencia.
De igual forma las células GSE 24.2 de la invencién pueden utilizarse como un medicamento para la regeneracién o
implante de tejidos o células en seres humanos. Las herramientas biofarmacéuticas y los procedimientos de terapia
génica son suficientemente conocidas por un experto del sector de la técnica de tal forma que con la informacién
descrita en la presente invencién pueden desarrollarse sin excesivo esfuerzo. Ademds, las proteinas o péptidos y las
propias células pueden convertirse en biofdrmacos.

Otro aspecto de la presente invencién lo constituye una composicién farmacéutica o medicamento para el trata-
miento de una enfermedad o patologia que cursa con alteraciones de la senescencia, en adelante composicion farma-
céutica de la presente invencion, que comprende un compuesto ¢ agente compuesto activador GSE 24.2, en cantidad
terapéuticamente efectiva junto con, opcionalmente, uno o mas adyuvantes y/o vehiculos farmacéuticamente acepta-
bles y que es capaz de disminuir o revertir el proceso de senescencia, y obtenida mediante el uso de la invencion.

Para uso en medicina, los compuestos y combinaciones de compuestos de la invencion pueden ser formulados
conjuntamente con un excipiente que es aceptable desde el punto de vista farmacéutico. Excipientes preferidos para
su uso en la presente invencidn incluyen azicares, almidones, celulosas, gomas y proteinas.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion “cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
del agente o compuesto capaz de recuperar la senescencia, calculada para producir el efecto deseado y, en general,
vendrd determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de los compuestos, incluyendo la edad, estado
del paciente, la severidad de la alteracidn o trastorno, y de la ruta y frecuencia de administracion.

En una realizacién particular, la composicién farmacéutica de la invencién se formulard en una forma farmacéutica
de administracién sélida (p.ej., comprimidos, cdpsulas, grageas, granulos, supositorios, etc.) o liquida (p.ej., solucio-
nes, suspensiones, emulsiones, etc.). En otra realizacion particular, las composiciones farmacéuticas de la invencién
pueden ser administradas por cualquier ruta, incluyendo, sin ser limitante, oral, intravenosa, intramuscular, intrarterial,
intramedular, intratecal, intraventricular, transdérmica, subcutdnea, intraperitoneal, intranasal, entérica, tpica, sublin-
gual o rectal. Una revisién de las distintas formas de administracién de principios activos, de los excipientes a utilizar
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y de sus procedimientos de fabricacion puede encontrarse en el Tratado de Farmacia Galénica, C. Fauli i Trillo, Luzén
5, S.A. de Ediciones, 1993.

Otro aspecto de la presente invencion lo constituye el uso de la composicion farmacéutica de la invencién en un
procedimiento de tratamiento de una enfermedad o situacién patoldgica, preferentemente humana, causada por un
proceso de senescencia alterado.

No menos importante, otro aspecto particular lo constituye el uso de la composicién farmacéutica de la invencién
en un procedimiento de inmortalizacién de células eucariotas, preferentemente humanas o de animales utilizados en
investigacion biomédica. La inmortalizacién de células eucariotas es una practica altamente necesaria en el campo
de la investigacion y desarrollo industrial biotecnoldgico ya que incrementa la vida util de las mismas, piénsese en
procesos de produccion de proteinas recombinantes, preferentemente con aplicaciones biomédicas, o células normales
que se utilizan para analizar los efectos de potenciales compuestos terapéuticos y en las que seria conveniente mayores
periodos de tiempo para analizar los efectos secundarios a largo plazo.

Otro aspecto particular de la invencién lo constituye una célula eucariota, preferentemente una célula humana, con
el proceso de senescencia revertido o disminuido y que comprende el elemento GSE24.2 utilizado en la invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1.- Efecto de la expresion del péptido GSE24-2 en la actividad telomerasa en respuesta al cisplatino. (C)
Actividad telomerasa tras el tratamiento de in vitro de extractos de células 293T con cisplatino y el péptido GSE24-
2. Después de tratar in vitro extractos de células 293T con cisplatino y cantidades crecientes de péptido GSE24-2
purificado (lineas 3-5), péptido GSE24-2 inactivado por calor (linea 7) o un péptido control (linea 8) estos se utilizaron
en una ensayo TRAP. Para realizar el ensayo telomerasa, se utilizé un molde especifico con la secuencia telomérica.
El experimento se repitio 3 veces con resultados similares. (D) Ensayos de retardo en gel con extractos de células que
expresan GSE24-2. Los extractos nucleares de células que expresan el plasmido pcDNA3-9E1024-2 o pcDNA3-9E10
se sometieron a un ensayo de retardo en gel. Se usé una sonda TEL1 que contiene la secuencia teldmero especifica. La
especificidad de unién se establecié mediante el uso de un anticuerpo especifico 9E10 (linea 3) y el oligonucledtido
CXext que hibridado al TEL1 acttia como un competidor (lineas 4-5). El experimento se repitid tres veces con similares
resultados.

Figura 2.- El GSE24-2 incrementa la actividad del promotor de hTERT. (A) Las células 293T se cotransfectaron
con pLNCX, DKC, GSE24-2, Cbf5, motivo I o motivo II (10 ug DNA por mill6n de células) y el plasmido reportero
hTERT- luc (1 ug por millén de células). La actividad telomerasa fue medida 24 h después de la transfeccién. *Indica
valores con una significacion estadistica p<0.05. (B) Las células 293T (negro) y 293T24-2 (blanco) se contransfec-
taron con el vector reportero hTERT-luc (1 ug por millén de células). Después de 24 horas, las células se trataron
con cisplatino (3 pug/ml) durante 8 h y se midi6 la actividad luciferasa. (C) Las células 293T se cotransfectaron con
las construcciones indicadas (10 g DNA por millén de células) y el vector reportero hTR-luc (1 pg por millén de
células). La actividad luciferasa fue medida 24 horas después de la transfeccién. (D) Las lineas celulares fueron co-
transfectadas con el vector reportero hTERT-luc y diferentes cantidades del vector de expresién para Mad/myc. La
actividad luciferasa se midi6 24 horas tras la transfeccién. (E) Las lineas celulares fueron cotransfectadas con el vector
reportero HIV-luc y cantidades crecientes del vector de expresion mad/myc. 24 horas después de la transfeccion se
estimularon con 50 ng/ml de TNFa durante 6 horas y se midid la actividad luciferasa. Como control de eficiencia de
transfeccién se utilizé el vector CMV-Renilla (0.1 pg/ml por millén de células). Cada punto representa la media y
desviacién estandar de dos experimentos realizados por cuadruplicado.

Figura 3.- El GSE24.2 induce su actividad a través del promotor del gen c-MYC. (A) Representacion esquematica
del promotor de c-MYC indicando las diferentes construcciones usadas en los experimentos. (B) Las células 293T
pLNCX y 293T GSE24-2 se transfectaron con diferentes construcciones del vector reportero c-MYC-Iuc (1 ug por
millén de células). La actividad luciferasa fue medida 24 horas tras la transfeccién. Como control de eficiencia de
transfeccion se utilizé el vector CMV-Renilla (0.1 pg/ml por millén de células). Cada punto representa la media y
desviacion estandar de dos experimentos realizados por cuadruplicado. (C) Representacion esquematica de las muta-
ciones generadas en el NHE III. (D) Las lineas celulares indicadas fueron transfectadas con los vectores reporteros
mutantes derivados del plasmido px3.2 (1 ug por millén de células). La actividad luciferasa fue medida 24 horas tras
la transfeccién. Como control de eficiencia de transfeccién se utilizé el vector CMV-Renilla (0.1 ug/ml por millén
de células). Cada punto representa la media y desviacion estandar de dos experimentos realizados por cuadruplicado.
(E) Las células MEF se transfectaron con los vectores de expresion pLNCX, DKC o GSE24-2. 24 horas tras la trans-
feccidn se aislé6 RNA total y se midi6 la expresion del RNA del gen de ratén c-myc y @-actina mediante RT-PCR. El
experimento se repitié tres veces con resultados similares. (F) Las células MEF se transfectaron con los vectores de
expresion pLNCX, DKC o GSE24-2. 24 horas tras la transfeccion se aislaron extractos de proteina total, y se determi-
noé la expresion de la proteina de ratén c-myc y a-tubulina mediante immunoblot utilizando anticuerpos especificos.
Los experimentos se repitieron 3 veces con resultados similares.

Figura 4.- El GSE24-2 reactiva la actividad telomerasa en células de pacientes con disqueratosis congenita ligada
a cromosoma X y en células VA13. (A) La actividad telomerasa se midi6 en de linfoblastos derivados de pacientes con
disqueratosis congenita ligada a cromosoma X obtenidos de una madre portadora (DC-C) y los hijos afectados (DC-
1, DC-2 y DC-3). Las células se transfectaron de forma transitoria con 3 ug de vector vacio (-) o el GSE24-2 (+) por
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millén de células. La actividad telomerasa fue medida 24 horas mas tarde. (B) Las células DC2 fueron transfectadas
transitoriamente con 3 ug de los vectores de expresiéon pLNCX, GSE24-2 o DKC, por millén de células. La actividad
telomerasa fue medida 24 horas mds tarde. (C) Los niveles de expresion de hTERT y hTR en las células de uno de
los pacientes (DC-3) transfectadas con 3 ug de vector vacio o GSE24.2 por millén de células. Los niveles de RNA
fueron detectados por RT-PCR. La expresiéon de GAPDH fue utilizada como control. (D) Los fibroblastos derivados
de pacientes con X-DC GMO1787 fueron infectados con los virus derivados de los vectores pLNCX o GSE24-2
y las lineas celulares estables utilizadas para determinar la actividad telomerasa (La cantidad total de proteina se
indica en el triangulo). (E) Los niveles de expresién de hTERT y hTR en las células GMO1787 transfectadas con Jos
plasmidos pLNCX y pGSE24-2 fueron determinados por RT-PCR. La expresiéon de GAPDH se utiliz6 como control.
(F). Velocidad de crecimiento de las células GMO1787 infectadas como se describe en el panel D se ha estimado
mediante la acumulacién de duplicaciones de poblacién en el tiempo. Todos los experimentos se han repetido tres
veces, con resultados similares. (G) Actividad telomerasa en células VA13. Las células fueron transfectadas de forma
transitoria con 16 ug del vector control pLNCX o GSE 24.2 por millén de células. La actividad telomerasa se midi6
24 horas mas tarde utilizando diluciones seriadas de extractos proteicos (La cantidad total de proteina se indica en
los tridngulos). (H) Niveles de expresion de hTERT y hTR en células VA13 transfectadas con 16 ug de los plasmidos
pLNCX, DKC o GSE24-2/por millén de células. Los niveles de RNA se determinaron por RT-PCR. Los niveles de
GAPDH fueron utilizados como control.

Figura 5.- El péptido GSE24.2 recupera de la senescencia celular. La velocidad de crecimiento de las células
GMO1787 infectadas como se describe en el panel 4D se ha estimado mediante la acumulaciéon de duplicaciones de
poblacién en el tiempo. Todos los experimentos se han repetido tres veces, con resultados similares.

Ejemplos de la invencion
Materiales y métodos

Construcciones y lineas celulares. Las secuencias GSE24-2, DKC, DKC5’, motivo I, motivo II y la regién del
gen CBF5 homdloga al GSE 24-2 fueron clonadas en el vector pPLNCX (BD Biosciences, Madrid). La construccién
con el promotor de hTERT ha sido obtenida del Dr. T.Kim*, la construccién con el promotor de hTR se obtuvo del
Dr. N.Keith ?, las del promotor de c-MYC (px3.2) de la Dra. A. Aranda y la construccién hibrida Myc/mad, pECL y
pECLc-myc del Dr. J. Leén. El pldsmido BABE-TERT se obtuvo de la Dra. K. Collins *!. El plasmido PGATEV *
se obtuvo del Dr. G. Montoya. El pldsmido PGATEV-24-2 se obtuvo subclonando el fragmento 24-2 en los sitios
Ndel/Xhol del plasmido pGATEV. El pldsmido pCDNA3-9E10-24-2, se obtuvo subclonando el fragmento 24-4 entre
los sitios EcoR1/Xbal del vector pPCDNA3 conteniendo el epitopo 9E10-myc. Las células 293T (American Type
Culture Collection) Phoenix se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% FBS. La linea celular VA13 se
obtuvo del Dr. M. Serrano. Las células X-DC cells se obtuvieron del Coriell Cell Repository y se cultivaron en medio
RPMI suplementado con 20% FBS. Los linfoblastos X-DC de la familia (DC, DC1, DC2 y DC3) se han descrito
clinicamente ***° y el gen de la disquerina presenta una dnica sustitucién: T66A. Los fibroblastos de piel X-DC
GMO1787 se cultivaron en DMEM suplementado 10% FCS y codifican por una proteina disquerina que carece de la
leucina 37 3'. Los fibroblastos embrionarios murinos (MEF) se cultivaron en DMEM suplementado con 10% FBS y
aminodcidos no esenciales (Gibco, Carlsbad, USA). Para transfecciones estables las células 293T se cotransfectaron
con 10 ug/millén de células del GSE24-2 o pLNCX y 1 ug del plasmido p-BabePUR (Clontech) y seleccionadas para
resistencia a puromicina 24 h después de la transfeccién. Las células Pam 212 fueron transfectadas con los vectores
pECL, pECLc-myc o GSE24-2 y se seleccionaron para resistencia a G418. Para la infeccién de fibroblastos X-DC, las
células Phoenix fueron transfectadas con los vectores derivados de pLNCX utilizando el método del fosfato calcino.
48 horas después de la transfeccion se recogieron los virus y se utilizaron para infectar fibroblastos X-DC durante 48
horas. Las lineas celulares estables se seleccionaron con G-418 (Gibco).

Libreria de GSEs y seleccion con cisplatino. La libreria de GSEs se construy6 esencialmente como se describid
anteriormente por Roninson er al’®.

Reactivos. El cisplatino, el inhibidor de la Telomerasa I y SP60125 fueron adquiridos de Calbiochem (San Diego,
USA). El TNF« fue adquirido de Upstate (Charlottesville, USA).

Produccion y purificacion del péptido GSE24-2: Las células DH5« de E. coli fueron transformadas con el vector
pGATEV GSE24-2 y los lisados se prepararon tal como se ha descrito previamente **. La proteina de fusién fue
purificada con glutation-sepharosa y la pureza analizada por electroforesis en gel. E1 GSE24-2 se obtuvo tras digestién
con la proteasa TEV de acuerdo con las instrucciones del fabricante. De forma rutinaria se obtuvo un 90% de la
proteina digerida cuando segun lo obtenido en electroforesis SDS-PAGE. La proteina fue pasada dos veces por una
columna de Hi-Trap Ni-NTA para descartar colas de polihistidina, proteina no digerida la proteasa TEV e impurezas.

Mutagénesis dirigida. Las mutaciones de los residuos de guanina de la region NHEIII del promotor de c-MYC
(px3.2) se realizé utilizando el kit Quickchange X-L site-directed mutagenesis kit (Stratagene, Santa Clara, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Ensayo de amplificacion de repeticiones teloméricas (TRAP). La actividad telomerasa se midi6 utilizando el kit
TRAPeze” telomerase detection kit (Intergen, Purchase, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ensayo
TRAP fue realizado titulando cada extracto proteico por la concentracién total de la proteina presente en el mismo.
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En los experimentos donde se indica se utilizé una sonda telomérica en el ensayo TRAP*. La platinacion in vitro fue
llevada a cabo incubando con cisplatino directamente en la reaccién TRAP.

Inmunoblots y anticuerpos. Las células se lisaron tal como se habia descrito previamente® y veinte ug de proteina
se analizaron en geles SDS-PAGE al 10%. Los anticuerpos utilizados han sido: anti-pJNK (V7391, Promega, Madison,
USA), anti-JNK1 (C-17, Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, USA), anti p-P38 (Cell Signaling, Charlottesville,
USA), 9-E10 (A14-Santa Cruz Biotechnologies) y anti-Flag (Invitrogen, Carlsbad, USA).

Preparacion de cDNA y RT-PCR. El RNA total de las células fue extraido utilizando Trizol (Life Technologies,
Carlsbad, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En cada reaccién 2 microgramos de RNA total fueron
transcritos a cDNA utilizando la transcriptasa reversa M-Mlv (Promega).

Transfeccion y andlisis de expresion génica. Las células 293T se transfectaron transitoriamente utilizando el méto-
do de fosfato célcico, tal como se ha descrito previamente®. La cantidad total de DNA se mantuvo constante a 10 ug
por millén de células. Las células X-DC se transfectaron transitoriamente por electroporacién con 3 ug de pLNCX-
GSE24-2 por millén de células. Las células VA13 MEFs fueron transfectadas con 16 pg de DNA/por millén de células
utilizando lipofectamina plus (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los extractos de proteina se
prepararon y la luciferasa fue medida utilizando un kit comercial (Promega). Cada ensayo fue realizado en triplicado
y los experimentos fueron repetidos tres veces. La eficiencia de transfeccion fue corregida por co- transfeccion del
plasmido p-CMV-Renilla.

Ensayo de cambio de movilidad en gel. Las células 293T fueron transfectadas con los plasmidos pPCDNA3-E1024-2
o vector vacio y se generaron lineas estables por seleccion con G-418. Estas células expresan la proteina de fusién con
epitopo E10-myc GSE24-2. La extraccion de proteina nuclear® y las reacciones de binding fueron realizadas tal como
se ha descrito anteriormente*'. EL oligonucleétido TEL1 conteniendo la secuencia telomérica, y CXext que hibrida
con la zona colgante de TEL1 (como control negativo)*' fueron marcados en el extremo 5’ con T4 polinucleétido
quinasa (New England Biolabs, Beverly, MA) y &*’P ATP (Amersham Bioscences, Orsay, France). La competicién
del binding del GSE24-2 se realiz6 con un anticuerpo contra el epitopo 9E10. Los complejos unidos a DNA fueron
separados en geles no desnaturalizantes de acrilamida al 0,5% en tamp6n Tris Borate EDTA.

Ensayos de viabilidad y de niimero de duplicaciones acumuladas (PLD). El crecimiento y viabilidad celular fueron
determinados utilizando el método de tincién con violeta cristal tal como se ha descrito previamente®. Los fibroblastos
DKC se mezclaron después de la infeccion y se seleccionaron las células resistentes a G-418. El crecimiento se midi6
en este cultivo cuantificando las PLDs desde el primer pase de las células después de la seleccion.

Ejemplo 1

El péptido GSE 24.2 in vitro rescata la actividad telomerasa

La secuencia telomérica TTAGGG es una diana para el cisplatino *°. El resultado de la unién del cisplatino a
esta regién provoca la inhibicion de la telomerasa y del acortamiento de los telémeros *. Por ello mismo, ya que
la disquerina es uno de los componentes del complejo telomerasa 7 se procedi6 a estudiar el efecto del cisplatino
y la expresion de GSE24-2 en la actividad telomerasa mediante un ensayo TRAP ¥(ver Materiales y Métodos), y
se observd que células 293T transfectadas con un vector que permite la expresion GSE24-2 presentaban una mayor
actividad telomerasa (Patente WO2007090911; descripcién de la Fig. 1A).

En la presente memoria se describe por primera vez el uso del péptido SE 24.2 descrito previamente en un ensayo
in vitro de inhibicién de la actividad telomerasa mediante cisplatino utilizando extractos celulares de células 293T y
una sonda telomérica, tratadas con cisplatino. En este ensayo, el péptido GSE24-2 se afiadié de una manera dosis de-
pendiente, para proteger la actividad telomerasa de los extractos (Figura 1C, lineas 3-5) de la inhibicién de cisplatino.
Por el contrario, el péptido GSE24-2 inactivado por calor o un péptido no relacionado fueron incapaces de rescatar la
inhibicién de la telomerasa inducida por cisplatino. (Fig 1C, lineas 7-8), indicando que el péptido GSE24-2 fue capaz
de inhibir el crosslinking inducido por el cisplatino en telémeros in vitro. Ademds, se ha analizado la posible unién
del péptido GSE24-2 a la secuencia telomérica utilizando ensayos de retardo en gel, utilizando un oligonucleétido que
forma un bucle (TELT1) el cual reconstruye la secuencia de doble cadena del telémero con una pequefa secuencia 3’
colgante 41. Se detecté un complejo especifico GSE24-2/TEL1 (Fig 1D) en extractos de células expresando una pro-
teina de fusion con el epitopo E10 y el GSE24-2 (E1 OGSE24-2). Los extractos de células expresando el vector vacio
pCDNA3EI0, no presentan unién al oligonucleétido. El oligonucleétido Cxext, el cual hibrida con la extensién 3° de
cadena sencilla, inhibe completamente la formacién del complejo GSE24-2/TELLI, y esta unién disminuye cuando se
utiliza un anticuerpo (9E10) que compite con la proteina de fusion EIOGSE24-2. En conjunto estos resultados indican
que el GSE24-2 es capaz de unirse a secuencias teloméricas y que la falta de inhibicion de actividad telomerasa por el
cisplatino puede ser en parte un efecto protector del GSE24-2 sobre la sonda telomérica.
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Ejemplo 2
El promotor de hTERT pero no el de hTR es activado por la proteina GSE24-2

Con anterioridad se observé que la capacidad de GSE24.2 de proteger frente a cisplatino se debia a la capacidad
de mantener altos niveles de RNA de hTERT (W02007090911). De acuerdo con esta hipétesis células 293T que
sobreexpresan hTERT fueron mds resistentes al cisplatino que las células control.

Puesto que el cisplatino induce una disminucién en el mRNA de hTERT y la expresion del GSE24-2 parece com-
pensar por este efecto, se investigd si podia deberse a cambio en transcripcion de hTERT.>® Se investigé la actividad
del promotor de hTERT en células 293T por el GSE24-2 utilizando un vector reportero que contiene 3402 pb del
promotor (WTERT).** La expresion de GSE24-2, pero no de DKC (pDKC), fue capaz de estimular la transcripcién del
promotor de hTERT en ensayos de transfeccion transitoria (Figura 2A). Ademads, el cisplatino estimula mds la acti-
vidad del promotor en las células 393T expresando el GSE24-2 (cuadros vacios) que en las células control (cuadros
llenos) (Figura 2B). Estos resultados indican que la expresion del GSE24-2 fue capaz de estimular la transcripcién
aun en presencia del cisplatino, lo cual resulta en niveles incrementados del mRNA hTERT. Se ha sido capaz ademas
de detectar estimulacién de promotor de hTERT en células MEF (fibroblastos primarios de ratén) transfectadas con el
plasmido GSE24-2 (datos no mostrados). No se observé ningin efecto de la expresién del GSE24-2 en el promotor
de hTR ° utilizando células expresando DKC o GSE24-2 (Figura 2C). Por el contrario, el tratamiento con el inhibidor
de INK SP60125° fue capaz de activar la actividad de este promotor (datos no mostrados) tal como se habia descrito
anteriormente''. Estos resultados indican que la actividad del GSE24-2 es especifica para la expresién de hTERT. Por
otra parte, el fragmento de la disquerina 24-2, contiene dos dominios necesarios para la actividad pseudouridina sin-
tasa, denominados motivo I (SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4) y I (SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6). Se subclonaron
estos dos motivos en el vector pPLNCX y una vez transfectados se observé que el motivo I, activa de forma significativa
el promotor de hTERT. Por su parte, se observa que el efecto del fragmento completo de disquerina 24-2 es superior
al del motivo I por separado, lo que indica que el motivo II también tiene efecto aditivo en la actividad telomerasa (Fig
2A).

La disquerina se identificé originalmente como un gen homologo humano de cbf5 * que muestra un 85% de iden-
tidad con el gen de S. cerevisiae Cbf5 a nivel de proteina **. Por tanto clonamos del gen de levadura S. cerevisiae cbf5
la secuencia equivalente al GSE24-2 (SEQ ID NO2) en el vector pLNCX (pCBF5). La expresién de esta construccién
también aumenta la expresién del promotor de hTERT (Figura 2A), pero no del promotor de hTR (Figura 2C). Esto
indica un alto grado de conservacién en la funcién de esta regiéon de DKC.

Ejemplo 3
El dominio NHEIII del promotor c-MYC es la secuencia diana de GSE 24-2

El promotor de hTERT contiene dos cajas-E los cuales pueden unir heterodimeros myc/max *>*’. Una molécula
hibrida que contiene el dominio de unién a DNA de c-myc el de transactivacion de mad (pMad/myc) es capaz de
unirse a las cajas E, y por tanto inhibe la transcripcién dependiente de c-myc. La expresiéon de mad/myc fue capaz
de inhibir la actividad del promotor de hTERT de una forma dependiente de dosis en las células control asi como en
células DKC (Figura 2D). Ademais, la expresion de myc/mad fue capaz de abolir la activacién transcripcional mediada
por la proteina GSE 24.2 en células GSE24-2. Esto indica que la activacién de transcripcién de hTERT inducida por el
GSE24-2 es dependiente de c-myc (Figura 2D). La inhibicién es especifica ya que la transfeccion de la construccién
myc/mad (pMad/myc) junto con un vector reportero para el promotor de NFkB (HIVLuc) no afecta la transcripcién
inducida por TNFa (Figura 2E).

Un vector reportero conteniendo 3.2 Kb del gen c-myc (px3.2myc), y que incluye los promotores PO, P1 y P2
unidos al gen de luciferasa (Figura 3A) fue transfectada en células controles in células GSE24-2. Se observé un
aumento de tres veces la actividad del promotor en las células GSE24-2 en relacién a las células control (Figura 3B).
Un resultado similar se obtuvo cuando se transfectaron células 293T con el vector pPLNCX o un plasmido expresando
el GSE24-2 junto con el vector reportero px3.2myc (datos no mostrados). Tres mutantes de delecion del promotor de
c-myc fueron utilizados para definir la regién necesaria para la activacién mediada por el GSE24-2 (Figura 3A). Sélo
aquellas construcciones que contenian los promotores distales P1 y PO, que incluian el NHEIII, fueron capaces de ser
activadas en células GSE24-2, pero no en células controles (Figura 3B). Esto indica que el promotor proximal P2 no
estd involucrado en la activacién mediada por el GSE.

Se obtuvieron diferentes mutantes del NHEIII mediante la substitucién de residuos de guanina de la regién rica
en purinas involucrada en mantener la estructura secundaria del cuarteto de G (Pu27). Se obtuvieron mutantes de
G12A en el segundo grupo de G del cuarteto, G17A del segundo triplete de G y finalmente dos guaninas consecutivas
(G26A/G27A) al final de la regién rica en purinas (Figura 3C). Los resultados indican que sélo la secuencia original es
activada por el GSE24-2 (Figura 3D). En su conjunto estos resultados sugieren que el GSE24-2 es capaz de inducir una
modificacién de la estructura secundaria de la regién Pu27 en una conformacién activa que permite la transcripcion de
c-myc.
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También se estudid si los cambios observados en la actividad del promotor de c-myc se reflejaban en la expresion
del mismo. Para ello se transfectaron células MEF de forma transitoria con vectores de expresion, vacio, DKC o
GSE24-2 y a continuacién se midieron los niveles de RNAm y de proteina de c-myc (Figura 3E y 3F). Tal como se
esperaba sélo la expresion del GSE24-2 fue capaz de inducir una activacion de la expresién, tanto de la proteina como
del mRNA de c-MYC. Uno de los efectos no deseados de la expresion del GSE24-2 podria ser que el aumento en
la expresién de c-MYC podria inducir transformacion celular. Con el fin de evaluar esta posibilidad, se inocularon
ratones atimicos con células Pam212, expresando tanto vector vacio, el gen humano c-myc, o el GSE24-2. Sélo los
animales inoculados con células expresando c-myc desarrollaron tumores durante los primeros 10 dias mientras que
las células expresando el GSE24-2 no desarrollaron tumores aun después de tres meses tras la inoculacion.

Ejemplo 4

La actividad telomerasa en células VAI3 y de pacientes X-DC, estimulada mediante GSE24-2, las recupera del pro-
ceso de senescencia

Se ha evaluado el efecto de la expresiéon de GSE24-2 en células derivadas de pacientes con X-DC. Se utilizaron
linfoblastos comerciales derivados de una madre portadora (DC, alelo dkc normal) y sus tres hijos afectados clini-
camente (DC1, DC2 y DC3, alelo dkc mutante). Estas células no se encuentran inmortalizadas y normalmente en
cultivo entran en senescencia. Ademads de lo observado anteriormente, es decir, la expresiéon de GSE24-2 incrementa
la actividad telomerasa en todas estas lineas celulares (Figura 4A), no se ha observado un incremento de la actividad
telomerasa con la expresion de la disquerina completa (Figura 4B) tal como se ha descrito previamente 2!. Los niveles
de RNA de hTERT y hTR estdn incrementados en las células transfectadas con GSE24-2 (Figura 4C) sugiriendo que
la recuperacidn de la actividad telomerasa con la transfeccién de GSE24-2 se debe al incremento de ambas moléculas.

Por otro lado, los fibroblastos dérmicos primarios de pacientes X-DC se vuelven completamente senescentes en 3-
4 semanas de cultivo continuo, mientras que las células normales proliferan hasta dos meses antes de alcanzar la fase
senescencia 2'. Las células X-DC que expresan hTERT adquieren capacidad de dividirse por mayor tiempo y crecen
de forma continuada durante varios meses *'. La expresion de GSE24-2 en las células FIB1787 de X-DC, como ya se
vio anteriormente, fue capaz de inducir un incremento de la actividad telomerasa (Figura 4D) mediante un incremento
de la expresion de los niveles de RNA de hTR y hTERT en fibroblastos de X-DC (Figura 4E), y, sorprendentemente,
que estas células eran capaces de crecer de forma continuada, (Figura 5), hasta 140 dias (la duracién de este periodo
de tiempo esta limitado por la presentacion de la presente patente).

Mas interesante, en la linea celular VA13 deficiente de telomerasa (forma salvaje de disquerina) que presentan una
ausencia de hTERT y hTR * y que mantiene los telomeros mediante un mecanismo ALT, la expresiéon de GSE24-2
fue capaz de recuperar la actividad telomerasa (Figura 4G), los niveles de RNA de hTERT y de hTR (Figura 4H).
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REIVINDICACIONES

1. Uso de la secuencia nucleotidica SEQ ID NO: 1, o una variante funcional de la misma, que codifica para la
secuencia aminoacidica SEQ ID NO: 2, una variante o un fragmento biolégicamente activo de la SEQ ID NO: 2,
para la elaboracién de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad o situacién patoldgica
causada por una alteracién de la telomerasa que da lugar a un proceso de senescencia.

2. Uso de una secuencia nucleotidica segun la reivindicacién anterior, donde la secuencia nucleotidica es la SEQ
ID NO: 3, o una variante funcional de la misma, y la aminoacidica del fragmento biolégicamente activo consiste en la
SEQ ID NO: 4.

3. Uso de una secuencia nucleotidica segin la reivindicacién 1, donde la secuencia nucleotidica es la SEQ ID NO:
5, o una variante funcional de la misma, y la sectiencia aminoacidica del fragmento biolégicamente activo consiste en
la SEQ ID NO: 6.

4. Uso de un péptido que consiste en la secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 2, o en una variante funcional o
un fragmento biolégicamente activo de la SEQ ID NO: 2, para la elaboracién de un medicamento para la prevencién
o el tratamiento de una enfermedad o situacién patoldgica causada por una alteracion de la telomerasa que da lugar a
un proceso de senescencia.

5. Uso de un péptido segun la reivindicacién anterior, donde la secuencia aminoacidica del fragmento bioldgica-
mente activo consiste en la SEQ ID NO: 4.

6. Uso de un péptido seguin la reivindicacion 4, donde la secuencia aminoacidica del fragmento biolégicamente
activo consiste en la SEQ ID NO: 6.

7. Uso de una construcciéon genética que comprende:

a) una secuencia nucleotidica segin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, 6

b) la secuencia nucleotidica segtin (a) incluida en un vector de expresion, unida de manera operativa a, al menos,
un promotor que dirija la transcripcién de dicha secuencia de nucleétidos, para la elaboracién de un medicamento para
la prevencion o el tratamiento de una enfermedad o situacion patolégica causada por una alteracién de la telomerasa
que da lugar a un proceso de senescencia.

8. Uso de un vector de expresion, caracterizado porque comprende una secuencia nucleotidica segtiin cualquiera
de las reivindicaciones 1-3, o una construccion genética segun la reivindicacién 7, para la elaboracién de un medica-
mento para la prevencién o el tratamiento de una enfermedad o situacion patoldgica causada por una alteracion de la

telomerasa que da lugar a un proceso de senescencia.

9. Uso de un vector de expresion segtn la reivindicacion 8, caracterizado porque el vector de expresion es el
plasmido pLNCX 24.2.

10. Uso de células genéticamente modificadas, caracterizadas porque comprenden la secuencia nucleotidica se-
glin cualquiera de las reivindicaciones 1-3, la construccién genética segun la reivindicacién 7, o el vector de expresion
seglin cualquiera de las reivindicaciones 8-9, en las que se expresa el péptido segin cualquiera de las reivindicacio-
nes 4-6, para la elaboracién de un medicamento para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad o situacién
patoldégica causada por una alteracion de la telomerasa que da lugar a un proceso de senescencia.

11. Uso de células segtin la reivindicacién anterior, donde las células son eucariotas no humanas.

12. Uso de células segun la reivindicacién 10, donde las células son eucariotas humanas obtenidas por medios que
no involucren la destruccién de embriones humanos.

13. Uso de células segiin cualquiera de las reivindicaciones 11-12 para la regeneracién de tejidos.
14. Uso de una composicién que comprende:

(a) una secuencia nucleotidica segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-3,

(b) una secuencia aminoacidica segilin cualquiera de las reivindicaciones 4-6,

(c) una construccion genética segun la reivindicacién 7,

(d) un vector de expresién segun cualquiera de las reivindicaciones 8-9,

(e) una célula genéticamente modificada segun la reivindicacién 10,
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(f) una célula eucariota no humana genéticamente modificada segtn la reivindicacién 11,

(g) una célula eucariota humanas genéticamente modificadas y obtenida por medios que no involucren la
destruccién de embriones humanos segin la reivindicacién 11,

o cualquiera de sus combinaciones, para la elaboraciéon de un medicamento para la prevencion o el tratamiento

de una enfermedad o situacién patoldgica causada por una alteracion de la telomerasa que da lugar a un proceso de
senescencia.

15. Uso de una composicion segtn la reivindicacién 14, donde el proceso de senescencia afecta a células con alto
nivel de proliferacién.

16. Uso de una composicidn segun la reivindicacién 15, donde las células con alto nivel de proliferacién son células
epiteliales.

17. Uso de una cémposicion segiin la reivindicacién 15, donde las células con alto nivel de proliferacién pertenecen
al grupo que se selecciona de la lista que comprende: células del sistema hematopoyético y fibroblastos.

18. Uso de una composicion segtin la reivindicacioén 17, donde las células del sistema hematopoyético son linfoci-
tos.

19. Uso de una composicién segun la reivindicacion 14, para obtener lineas celulares inmortalizadas.
20. Uso de una composicion segtn la reivindicacién anterior, donde las células son células humanas.

21. Uso de una composicion segtn la reivindicacién 20, donde las células humanas son adultas.
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<170> PatentIn version 3.3
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<212> DNA
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<220>

<221> CDS

<222> (1)..(165)

<223> Secuencia GSE 24.2
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<211>55
<212> PRT
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tce cat
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<400> 2

E]y Phe Ile Asn %eu ASp LYS Pro Ser Asn Pro Ser Ser His Glu val
10 15

val Ala Trp Ile Arg Arg Ile Leu Arg val Glu Lys Thr Gly His Ser
20 25 30
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35 4
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INVENES, EPODOC, WPI, MEDLINE, BIOSIS, NPL, EMBASE, XPESP, EBI (UniProt, aaGeneSeq, Euro Patents, Japan Pa-
tents, US Patents, PDB, EMBL All, naGeneSeq)
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OPINION ESCRITA

Ne de solicitud: 200703106

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 01.03.2010

Declaracion

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

Actividad inventiva Reivindicaciones

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones

1-21

1-21

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.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200703106

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 WO 2007090911 A1 16-08-2007
D02 WESTIN, E.R., et al. 06-2007

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

La presente solicitud de patente describe el uso de secuencias de nucleétidos y de aminoacidos correspondientes al elemento
supresor genético 24.2 (en adelante, GSE24.2) para la elaboracion de medicamentos Utiles para la recuperaciéon de la actividad
telomerasa en enfermedades o procesos de senescencia debidos a acortamiento o erosiéon de telémeros. Ademas de las
secuencias concretas, describe la introduccion de las mismas en células eucariotas mediante distintos vectores de expresion.

Se ha encontrado en el estado de la técnica un documento que divulga las secuencias empleadas en la solicitud, y los mismos
usos que se reivindican en la solicitud. Asi, en el documento D01 encontramos que las secuencias SEQ ID NO 1, 2, 11,
12, 13 y 14 corresponden a las secuencias SEQ ID NO 1, 2, 3, 4, 5y 6, respectivamente, de la solicitud, por lo que tales
secuencias no pueden considerarse nuevas. Del mismo modo que en la solicitud, en DO1 se introducen estas secuencias en
células eucariotas (incluso se emplea el mismo vector de expresion que el utilizado en la solicitud, pLNCX) y se consigue un
aumento en los niveles de expresién y una activacion de la actividad telomerasa en las células, lo que lleva asociado una mayor
capacidad de supervivencia de las células. Asimismo, D01 describe una composicién farmacéutica que contiene las secuencias
de GSE24.2 y su uso para tratar patologias que cursan con alteraciones de la actividad telomerasa, incluyendo las causadas
por envejecimiento celular. Por ultimo, también en D01 se describen células modificadas genéticamente y que contienen las
secuencias de GSE24.2 reivindicadas en la solicitud.

Por consiguiente, y dado que lo divulgado en el documento D01 anticipa las reivindicaciones de la solicitud, no se considera
que ésta cumpla los requisitos de novedad y actividad inventiva segun los articulos 6 y 8 de la Ley de Patentes.

Por otra parte, en el documento D02 se describe un método para recuperar la actividad telomerasa en células de enfermos
con disqueratosis congénita mediante la reconstitucion de los componentes de la enzima telomerasa, el efecto que esta recu-
peracion de actividad tiene en la longitud de los telémeros y la vida de las células, y el potencial de utilizar tal proceso para
prevenir la senescencia prematura. Aunque se trata de un proceso muy semejante al de la solicitud, el método de recuperacion
de la actividad telomerasa no supone la utilizacién de las secuencias de GSE24.2, sino la expresioén retroviral de los propios
componentes de la telomerasa en las células afectadas. Por tanto, aunque el efecto conseguido es el mismo, el documento
D02 no parece afectar en modo alguno la novedad ni la actividad inventiva de la solicitud, por lo que se considera que dicho
documento forma parte del estado de la técnica general del campo de la solicitud.
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