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DESCRIPCION

Composiciones y métodos para el tratamiento de la angiopatia amiloide por cistatina C hereditaria (HCCAA) y otros
trastornos neurodegenerativos asociados con depdésitos de amiloide aberrantes

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a los campos de la angiopatia, incluyendo més particularmente la angiopatia amiloide
cerebral y los trastornos neurodegenerativos, asociados con la formacion de fibrillas patégenas. Mas especificamente,
la invencién se refiere al tratamiento y manejo de enfermedades asociadas con la formacién aberrante de fibrillas,
particularmente angiopatia amiloide por cistatina C hereditaria (HCCAA, por sus siglas en inglés).

Antecedentes de la invencion

A lo largo de la memoria descriptiva se citan varias publicaciones y documentos de patente para describir el estado
de la técnica a la que pertenece esta invencién.

La angiopatia amiloide por cistatina C hereditaria (HCCAA) es una enfermedad de herencia dominante causada por
una variante de leucina 68 a glutamina de la cistatina C humana (hCC; L68Q-hCC)." La HCCAA se clasifica como una
angiopatia amiloide cerebral (CAA, por sus siglas en inglés), un grupo de enfermedades en las que se forman
depésitos de amiloide en las paredes de los vasos sanguineos del sistema nervioso central (SNC). Aunque la HCCAA
se clasifica correctamente como un trastorno CAA debido a su fuerte presentacién cerebral, el depésito de hCC es
sistémico y también se encuentra en otros 6rganos internos. La mayoria de los portadores de la mutacién padecen
microinfartos y hemorragias cerebrales a los veinte afios, lo que provoca paralisis, demencia y muerte en adultos
jovenes, con una esperanza de vida promedio de 30 afios.?® Los estudios post mortem en seres humanos muestran
que la hCC se deposita en todas las &reas del cerebro, tanto la sustancia gris como la blanca, sobre todo en las arterias
y arteriolas.

La cistatina C humana, un inhibidor de cisteina proteasa que pertenece a la superfamilia de las cistatinas, es una
cistatina secretora de tipo 2, expresada en todas las células humanas nucleadas y que se encuentra en todos los
tejidos y fluidos corporales y en concentraciones particularmente altas en el liquido cefalorraquideo.? 7-° La hCC inhibe
cisteina proteasas como la papaina y la leguminosa mediante su interaccién a través de multiples motivos de unién
resultantes del pliegue caracteristico de hCC.%"" Su conformacion normal estd compuesta por un polipéptido que se
pliega en una lamina B de cinco cadenas, que se envuelve parcialmente alrededor de una hélice a central. El segmento
en el extremo N y dos bucles en horquilla forman el borde de la proteina, que se une al sitio activo de las cisteina
proteasas y bloquea su actividad proteolitica.’>'* La mutacion de la leucina 68 en &cido glutdmico desestabiliza el
empaquetamiento entre las laminas beta y la hélice alfa, lo que permite que la molécula se abra. Dos de estas
moléculas abiertas de hCC pueden interactuar entre si, interactuando la hélice de cada molécula con la [amina beta
de la otra; se dice que el dimero resultante es el producto del intercambio de dominios.’'” De manera adicional,
mediante un proceso llamado intercambio de dominios propagados, se pueden construir largas cadenas de moléculas,
en las que el dominio libre de cada molécula interactda con un nuevo mondmero de hCC."8 La agregacién de proteinas
conduce a la formacién de agregados fibrilares patégenos altamente ordenados, llamados fibrillas de amiloide 20,
que estan implicados no sélo en la HCCAA sino también en una amplia variedad de enfermedades neurodegenerativas
tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, enfermedad de
Huntington y otras CAA 20

Se ha demostrado que el grado de maduracién de amiloide observado en los depésitos de cistatina C varia entre los
tejidos (es decir, una maduracién menos prominente en la piel que en el cerebro).?! Aunque los depésitos en la piel
no estan compuestos de fibras de amiloide, los estudios cuantitativos sobre la deposicién de hCC en la piel de
portadores mutantes mostré que los portadores sintomaticos tenian niveles significativamente mas altos de
inmunorreactividad de hCC en su piel que los portadores asintomaticos. El hecho de que la cantidad de depésito de
hCC en la piel se asociara con la progresién de la enfermedad en el SNC muestra que las biopsias de piel podrian
usarse para evaluar la progresién de la enfermedad y, por lo tanto, podrian ser Utiles en la evaluacién de intervenciones
terapéuticas.?

Los oligbmeros proteicos de diferentes proteinas amiloidogénicas patdgenas preceden a la etapa de formacién de
fibrillas en la HCCAA y otras enfermedades, aunque para la HCCAA no esté claro si dichos oligémeros conducen
directamente a fibrillas patégenas, o si el ensamblaje de fibrillas se produce mas rapidamente a partir de monémeros.?3
Los farmacos reductores la agregacién de proteinas productoras de amiloide tienen el potencial de reducir la formacion
de oligdbmeros tdxicos que se sabe que se producen en varios tipos de amiloidosis.?* 2° Investigaciones anteriores han
sugerido que prevenir el intercambio de dominios de hCC podria usarse para el tratamiento de HCCAA;?* Nilsson et
al. desarrollaron variantes de WT hCC y L6Q-hCC con enlaces disulfuro de estabilizacién intracatenaria que evitan el
intercambio de dominios que podria formar dimeros o fibrillas amiloide.?® Estos resultados sugieren que el
conocimiento del mecanismo molecular que causa la transicién de proteinas fisiolégicamente normales y solubles a
téxicas oligbmeros y fibrillas insolubles es esencial para el desarrollo de estrategias de tratamiento.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2977792713

Ostner et al. han intentado previamente prevenir la polimerizacién de monémeros de hCC, o alterar o eliminar especies
multiméricas, a través de diversos enfoques.?® Como se ha mencionado, se han usado mondémeros de hCC
modificados y estabilizados para demostrar que prevenir el intercambio de dominios previene las agregaciones. Los
anticuerpos pueden generarse especificamente contra la forma dimérica de hCC con intercambio de dominio; esos
anticuerpos fueron capaces de eliminar especificamente los dimeros de hCC, y no los monémeros, del plasma del
paciente mediante cromatografia de exclusién por tamafio.? Se ha llevado a cabo una deteccion de compuestos de
alto rendimiento usando la US Drug Collection (compuesta por 1040 compuestos aprobados por la FDA; (que se
encuentra en la web .msdiscovery.com/usdrug.html) en un esfuerzo por encontrar moléculas que prevengan la
dimerizacion.?* Aunque prometedor, este enfoque requirié grandes cantidades de proteina hCC purificada producida
en bacterias, y los compuestos que se identificaron como inhibidores de la formacién de dimeros se usaron en su
mayor parte en concentraciones demasiado altas para ser considerados terapéuticos en un organismo.

Claramente, existe la necesidad de métodos y composiciones mejorados para tratar la HCCAA.
Sumario de la invencién

En el presente documento se divulga un método para tratar la enfermedad por depésitos de amiloide que comprende
suministrar una cantidad eficaz de al menos un antioxidante a un paciente, alterando dicho antioxidante dicho depésito
de amiloide, aliviando asi los sintomas de la enfermedad. Las enfermedades por depésitos de amiloide incluyen,
incluyen, por ejemplo, angiopatia amiloide por cistatina C hereditaria (HCCAA), enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, enfermedad de Huntington y otras formas de angiopatias amiloides
cerebrales tales como la forma holandesa de la enfermedad. La enfermedad amiloide puede ser HCCAA causada por
cistatina C mutada. La cistatina C mutada puede comprender una cistatina C L68Q. Los antioxidantes preferidos para
su uso en el método divulgado anteriormente incluyen, sin limitacion, glutatién, N-acetilcisteina o un derivado de los
mismos. Los derivados pueden seleccionarse de NAC-amida, NAC-éster etilico y sal de N-acetilcisteina carboxilato
de mercaptida de cinc.

La invencién proporciona un derivado funcional de N-acetilcisteina para su uso en un método para el tratamiento de
la angiopatia amiloide por cistatina C hereditaria (HCCAA) en un sujeto humano que lo necesita, comprendiendo dicho
método la administracién al sujeto de una cantidad eficaz de dicho derivado funcional en un portador
farmacéuticamente aceptable, siendo la administraciéon eficaz para reducir los agregados de proteina amiloide-
cistatina, aliviando asi los sintomas de la HCCAA. El derivado de NAC se selecciona de NAC-amida, NAC-éster etilico
y sal de N-acetilcisteina carboxilato de mercaptida de cinc. Opcionalmente, el método puede implicar realizar una
biopsia de piel en dicho sujeto después del tratamiento para evaluar la reduccién de los agregados de proteina
amiloide-cistatina en la piel 0 medir el mondémero, dimero u oligémero de cistatina C en suero o plasma o la cantidad
de mondmero excretado en la orina. Las referencias a uno o mas métodos para el tratamiento de la presente invencién
deben interpretarse como referencias a los derivados funcionales de NAC para su uso en un método para el
tratamiento del cuerpo humano de acuerdo con la reivindicacién 1. En determinadas realizaciones, el método puede
implicar administraciéon de agentes adicionales que alivian los sintomas de depédsitos de amiloide. Estos incluyen, sin
limitacién, uno o mas ionéforos, uno o mas agentes antiinflamatorios y una o més proteasas. En otras realizaciones,
se administra ARNip dirigido a secuencias codificantes de cistatina C para bloquear selectivamente el alelo mutado.

En el presente documento se divulga un método para el tratamiento de un trastorno neurodegenerativo asociado con
agregados de proteinas de fibrilacién patégenas en un sujeto humano que lo necesita. Un método ilustrativo que
comprende la administracion de una cantidad eficaz de N-acetilcisteina o un derivado funcional de la misma en un
portador farmacéuticamente aceptable al sujeto en donde la administracidén es eficaz para reducir dichos agregados
de fibrillas proteicas, aliviando asi los sintomas del trastorno neurodegenerativo. El trastorno puede seleccionarse de
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, enfermedad de Huntington y
otras formas de angiopatia amiloide cerebral (CAA), tal como la forma holandesa.

En determinadas realizaciones, los métodos para el tratamiento comprenden controlar los niveles de depédsitos de
amiloide en dicho paciente.

Otro aspecto de la invencién proporciona un método para identificar agentes terapéuticos que reducen la formacién
de agregados de proteina amiloide-cistatina, como se establece en la reivindicacién 6. Un método ilustrativo
comprende proporcionar células que expresan un acido nucleico que codifica una proteina hCC mutante, causando
dicho mutante la formacién de agregados de proteinas amiloide-cistatina; y proporcionar células que expresan una
proteina hCC que carece de la mutacién hCC. Ambas poblaciones de células se ponen en contacto con un agente de
prueba y se evallan para determinar si el agente reduce la formacién de agregados de proteina amiloide-cistatina de
las células que expresan el mutante en relacién con aquellas que expresan la proteina de tipo natural, identificando
asi agentes que reducen la agregacién de proteina amiloide-cistatina. Los agentes asi identificados deberian tener
eficacia para el tratamiento de HCCAA u otros trastornos asociados con la formacién aberrante de fibrillas.

En el presente documento se divulga una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un agente
que actla como antioxidante y/o agente reductor para el tratamiento de la enfermedad por depésitos de amiloide en
un portador farmacéuticamente aceptable. Las enfermedades a tratar con la composicién incluyen, por ejemplo,
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HCCAA, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, enfermedad de
Huntington y otras CAA. El agente puede ser glutation, N-acetilcisteina o un derivado de los mismos. Preferentemente,
el agente es un derivado y se selecciona de NAC-amida, NAC-éster etilico y sal de N-acetilcisteina carboxilato de
mercaptida de cinc. Las composiciones divulgadas en el presente documento también pueden comprender uno o mas
de un ioné6foro, un agente antiinflamatorio o una proteasa.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1A: Las células HEK-293T genomanipuladas producen y secretan niveles detectables de hCC (WT o L68Q)
capaces de oligomerizarse en condiciones no reductoras. Figura 1A. Representaciéon esquematica de las proteinas
hCC mutantes WT y L68Q. La linea discontinua representa el péptido sefial en el extremo N sujeto a protedlisis.
El rectangulo de color rojo representa la etiqueta Myc afiadida al extremo C. Figura 1B. (panel izquierdo) Los
lisados de células HEK-293T que expresan de manera estable hCC WT o L68Q mutante o sobrenadantes (panel
derecho) se mezclaron con SDS al 2 % con o sin los agentes reductores DTT o B-mercaptoetanol cuando estuviera
indicado. Las muestras se sometieron a electroforesis y los niveles de CST3 se examinaron mediante el
procedimiento de transferencia de Western usando un anticuerpo anti cistatina C. Figura 1B: La incubacién con
glutation altera la di/oligomerizacion de cistatina C en extractos celulares y sobrenadantes (réplica biol6gica).
Figura 1C. Réplicas biologicas relacionadas con los experimentos que se muestran en la figura 2 donde se
incubaron sobrenadantes y extractos celulares en presencia de glutatién durante 1h a 37 °C con las
concentraciones indicadas. Las muestras se mezclaron con SDS al 2 % sin agentes reductores antes de la
electroforesis, y los niveles de proteinas se detectaron mediante el anticuerpo anti cistatina C WB.

Figura 2A: La incubacién con glutatién altera la di/oligomerizacién de cistatina C en extractos celulares y
sobrenadantes. Los sobrenadantes y los extractos celulares se incubaron en presencia de glutatién en las
concentraciones indicadas durante 1 h a 37 °C. Las muestras se mezclaron con SDS al 2 % sin agentes reductores
antes de la electroforesis, y los niveles de proteina se detectaron mediante transferencia de Western para la
cistatina C. (N = 3; * significativo a P <0,05 con respecto a sin tratar (HMW); + significativo a P <0,05 con respecto
a sin tratar (mondmero)). Figura 2B: El glutatién y la N-acetilcisteina alteran la oligomerizacién de la cistatina C
L68Q secretada (réplicas biologicas). Réplicas bioldgicas relacionadas con los experimentos mostrados en la figura
3 donde se incubaron los sobrenadantes en presencia de glutatién o NAC durante 1 h a 37 °C con las
concentraciones indicadas. Las muestras se mezclaron con SDS al 2 % sin agentes reductores antes de la
electroforesis, y los niveles de proteinas se detectaron mediante el anticuerpo anti cistatina C WB.

Figura 3A: El glutatién y la N-acetilcisteina alteran la oligomerizacién de la cistatina C L68Q secretada. Los
sobrenadantes se incubaron en presencia de las concentraciones indicadas de glutatibn o NAC durante 1 h a
37 °C. Las muestras se mezclaron con SDS al 2 % sin agentes reductores antes de la electroforesis, y los niveles
de proteina se detectaron mediante el anticuerpo anti cistatina C. El histograma representa la cuantificacién por
densitometria de las bandas de transferencia de Western para la fracciéon de alto peso molecular (HMW) con
respecto a la muestra no tratada o mondémero (Mono) con respecto a la muestra tratada con DTT. No se detecté
fraccion de HMVW en sobrenadantes de células HEK-293T que expresan de manera estable hCC WT. (* significativo
a P <0,05 con respecto a sin tratar (HMW); + significativo a P <0,05 con respecto a sin tratar (monémero)). Figura
3B: La N-acetilcisteina altera la oligomerizacién de la cistatina C L68Q secretada (réplicas bioldgicas) Réplicas
biologicas relacionadas con los experimentos mostrados en la figura 4 donde se incubaron células 293T que
expresaban cistatina C WT o L68Q con las cantidades indicadas de compuesto durante 24, 48 o 72 h. Se
eliminaron pequefias cantidades de sobrenadante de las células y se analizaron mediante transferencia de
Western en los tiempos indicados. En los dias 2 y 3, s6lo se analizaron los sobrenadantes de L68Q. Las muestras
se mezclaron con SDS al 2 % sin agentes reductores antes de la electroforesis, y los niveles de proteinas se
detectaron mediante el anticuerpo anti cistatina C WB.

Figura 4. NAC altera la oligomerizacién de hCC L68Q secretada. Se incubaron células 293T que expresaban
cistatina C WT o L68Q con medios que contenian la cantidad indicada de GSH o NAC durante 24, 48 0 72 h. Se
eliminaron pequefias cantidades de sobrenadante de las células y se analizaron mediante transferencia de
Western en los tiempos indicados. En los dias 2 y 3, sélo se analizaron los sobrenadantes de las células que
expresaban la variante hCC L68Q. Las muestras se mezclaron con SDS al 2 % sin agentes reductores antes de la
electroforesis, y los niveles de proteinas se detectaron mediante el anticuerpo anti cistatina C. El histograma
representa la cuantificacién por densitometria de las bandas de transferencia de Western para la fraccién de alto
peso molecular (HMW) con respecto a la muestra no tratada o mondémero (Mono) con respecto a la muestra tratada
con DTT. (* significativo a P <0,05 con respecto a sin tratar (HMW); + significativo a P <0,05 con respecto a sin
tratar (monémero)).

Figura 5. La reduccidn de la actividad de GSH o NAC es fundamental para romper los oligoémeros en monémeros
de la cistatina C L68Q secretada. Los sobrenadantes se incubaron en presencia de glutatién oxidado (GSSG) o
reducido (GSH), NAC o su anélogo inactivo (NAS) durante 1 h a 37 °C con las concentraciones indicadas. Las
muestras se mezclaron con SDS al 2 % sin agentes reductores antes de la electroforesis, y los niveles de proteinas
se detectaron mediante el anticuerpo anti cistatina C.
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Figura 6. La NAC-amida y el NAC-éster etilico alteran la oligomerizacién de la cistatina C L68 intracelular y
secretada. Los sobrenadantes y los extractos celulares se incubaron en presencia de NAC, NAC-amida y NAC-
éster metilico durante 1 h a 37 °C con las concentraciones indicadas. Las muestras se mezclaron con SDS al 2 %
sin agentes reductores antes de la electroforesis, y los niveles de proteinas se detectaron mediante el anticuerpo
anti cistatina C.

Figura 7. Los complejos de alto peso molecular de Cyst-C L68Q se pueden detectar en ratones transgénicos. La
incubacién breve de NAC altera la oligomerizacion de Cyst-C L68Q en extractos de sangre y cerebro. Se incubaron
extractos de plasma o cerebro en presencia de NAC durante 1 h a 37 °C con las concentraciones indicadas. Las
muestras se mezclaron con SDS al 2 % sin agentes reductores antes de la electroforesis, y los niveles de proteinas
se detectaron mediante anticuerpo anti cistatina C biotinilado seguido de estreptavidina-HRP.

Figura 8: Efectos de la terapia con NAC en pacientes con HCCAA. La inmunotincién con cistatina C (tincién de
color pardo) se realizé en 3 biopsias de piel separadas obtenidas de la misma ubicacién de la espalda, de dos
miembros de una familia HCCAA que son portadores de la variante hCC L68Q, usando un anticuerpo de conejo
anti cistatina C humana. Las biopsias en cada panel izquierdo (biopsia de piel 1 en la figura 8A y la figura 8B) se
obtuvieron cuando la familia participé en la investigacién durante 2 afios antes del inicio de este trabajo. Las
biopsias en los paneles de la figura central (biopsia de piel 2 en la figura 8A y la figura 8B) se obtuvieron
aproximadamente 18 meses después. Las biopsias en los paneles de la derecha (biopsias de piel n.° 3 en la figura
8A y la figura 8B) de ambos sujetos muestran depésito del complejo de proteina cistatina C después de 6 meses
de terapia con NAC. Se observé una marcada reduccién en el probando (panel A) y en el progenitor (panel B)
después de 6 meses de terapia con NAC. Panel A: Inmunotincién con cistatina C de biopsias de piel del probando.
Panel B: Inmunotincién con cistatina C de biopsias de piel del progenitor. Figura 8C. Los monémeros de Cyst-C
son detectables a niveles reducidos en la sangre de sujetos portadores de la mutacién L68Q. Parece que hay
complejos de alto peso molecular presentes en un portador que no esta tomando NAC.

Descripcion detallada de la invencién

Para crear un sistema en el que ensayar la capacidad de un compuesto para afectar a la multimerizacién de hCC y al
mismo tiempo obtener una idea de su toxicidad, se crean lineas celulares que expresan altas cantidades de hCC de
tipo natural o mutante. Las lineas celulares y las hCC monoméricas y multiméricas que crean se caracterizaron y se
emplearon en experimentos para interferir de forma no téxica con la agregacién de la proteina mutante. De manera
adicional, se realizé un estudio de biomarcadores usando NAC para tratar sujetos humanos con HCCAA.

Este sistema facilita la evaluacién de la capacidad de una molécula para interferir con la agregacién de hCC mutante
al mismo tiempo que proporciona informacién sobre la toxicidad para células u organismos. Se generaron clones de
células 293T que sobreexpresan hCC de tipo natural o mutante. Estas células producen y secretan niveles detectables
de hCC. De manera importante, se han establecido condiciones que permiten la deteccién de complejos de alto peso
molecular que se forman tanto en lisados como en sobrenadantes de células que expresan hCC mutante que estan
ausentes en células que expresan cantidades comparables de la proteina de tipo natural. Se pueden detectar los
complejos de alto peso molecular de hCC mutante mediante transferencia de Western en condiciones no reductoras.
De manera interesante, una breve incubacién del lisado o del sobrenadante con uno de dos agentes reductores, ya
sea glutatidén reducido (GSH) o N-acetilcisteina (NAC), rompe los oligémeros del mutante en monémeros. De manera
adicional, el tratamiento de células que expresan hCC L68Q con NAC o GSH reduce la oligomerizaciéon de hCC L68Q
secretada a las 24, 48 y 72 h. Posteriormente, los pacientes con HCCAA fueron tratados con NAC durante seis meses.
Como biomarcador de respuesta, se obtuvieron biopsias de piel para determinar si la tincién para complejos de
cistatina C amiloide se redujo en la piel después del tratamiento. El probando, que estaba tomando la dosis mas alta
y habia estado tomando NAC durante 9 meses para tratar los tapones mucosos en sus pulmones y previamente habia
sufrido 3 accidentes cerebrovasculares importantes durante un periodo de 9 meses antes de comenzar con NAC, tuvo
una reduccién de aproximadamente el 75 % en la tincién de amiloide en la piel y no ha tenido ningln acontecimiento
durante los 18 meses de terapia con NAC.

En resumen, este estudio proporciona un nuevo modelo celular para ensayar nuevas terapias para el tratamiento de
HCCAA y proporciona evidencia clara de que la hCC mutante es un objetivo farmacoldgico para agentes reductores
como NAC. Lo mas importante es que los datos implican a NAC como una terapia potencialmente Util para tratar esta
devastadora enfermedad segun los resultados de los biomarcadores de la piel de tres pacientes con HCCAA.

Las siguientes definiciones se proporcionan para ayudar a comprender la materia objeto considerad como la invencién.

En esta invencién, "un" o "una" significa "al menos uno/a" o "uno/a o mas", etc., a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. El término "o" significa "y/0" a menos que se indique lo contrario. En el caso de una
reivindicaciéon dependiente multiple, sin embargo, el uso del término "0" se refiere a méas de una reivindicacién anterior
Unicamente como alternativa.

Como se usa en el presente documento, "cistatina C humana (hCC)" se refiere a una proteina que funciona como
inhibidor de cisteina proteasa que pertenece a la superfamilia de las cistatinas. hCC es una cistatina secretora de tipo
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2 y se expresa en todas las células humanas nucleadas. L68Q-hcc se refiere a una hCC mutada en donde una variante
de glutamina se sustituye por una leucina en la posicién 68.

El término "agente" y la expresién "compuesto de prueba" se usan indistintamente en el presente documento y
representan un compuesto quimico, una mezcla de compuestos quimicos, una macromolécula bioldgica o un extracto
elaborado a partir de materiales biolégicos tales como bacterias, plantas, hongos o células o tejidos animales
(particularmente de mamifero). Las macromoléculas biolégicas incluyen ARNip, ARNhc, oligonucleétidos no
codificantes, péptidos, complejos péptido/ADN y cualquier molécula a base de acido nucleico que muestre la
capacidad de modular la actividad de la hCC. Los agentes de ejemplo incluyen agentes reductores tales como NAC y
derivados de la misma usados solos y en combinacién. Otros agentes utiles incluyen, sin limitacién, glutatién,
monensina, papaina, catepsina B y falcipaina. La actividad bioldgica de tales agentes se puede evaluar en los ensayos
de cribado que se describen a continuacién.

"Tratamiento", como se usa en el presente documento, abarca cualquier administracién o aplicacién de un agente
terapéutico para la enfermedad en un mamifero, incluido un ser humano, e incluye inhibir la enfermedad o la progresién
de la enfermedad, inhibir o retrasar la enfermedad o su progresién, detener su desarrollo, aliviar parcial o
completamente la enfermedad, prevenir la aparicién de la enfermedad o prevenir la reaparicién de los sintomas de la
enfermedad. Los tratamientos de ejemplo incluyen la administraciéon de al menos un derivado de NAC en dosis
eficaces.

Los términos "inhibicién" o "inhibir" se refieren a una disminucién o cese de cualquier acontecimiento (tal como
formacién de fibrillas) o a una disminucién o cese de cualquier caracteristica fenotipica o a la disminucién o cese en
la incidencia, el grado o la probabilidad de esa caracteristica. "Reducir" o "inhibir" es disminuir, reducir o detener una
actividad, funcién y/o cantidad en comparacién con una referencia. No es necesario que la inhibicién o reduccién sea
completa. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, "reducir" o "inhibir" se refiere a la capacidad de provocar una
disminucién general del 20 % o mas. En otra realizacién, "reducir' o "inhibir' se refiere a la capacidad de provocar una
disminucién general del 50 % o mas. En otra realizacién mas, "reducir”" o "inhibir" se refiere a la capacidad de provocar
una disminucién general del 75 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas.

El término "inhibidor" se refiere a un agente que ralentiza o previene una reaccidén quimica, via de sefializacién u otro
proceso particular, o que reduce la actividad de un reactivo, catalizador o enzima particular.

Los términos "paciente" y "sujeto" se usan indistintamente para referirse a un mamifero, incluido un ser humano.

La N-acetilcisteina (NAC)" es un derivado de cisteina que actla para reducir los enlaces disulfuro asociados con la
formacién de fibrillas presente en trastornos neurodegenerativos tales como HCCAA y la enfermedad de Alzheimer.
Si bien en el presente documento se ilustran NAC y derivados de éster, se conocen en la técnica otros derivados de
NAC y se describen en los siguientes documentos de patente; US3242052, US3591686, US3647834, US3749770,
US4016287, US4132803, US4276284, US4331648, US4708965, US4711780, US4721705, US4724239, US4827016,
US4859653, US4868114, US4876283, DE150694C, EP0219455A2, EP0269017A2, EP0280606A1, EP0304017A2 y
EP0339508A1.

Como se usa en el presente documento, "acido nucleico" o una "molécula de 4cido nucleico” se refiere a cualquier
molécula de ADN o ARN, ya sea monocatenaria o bicatenaria y, si es monocatenaria, la molécula de su secuencia
complementaria en forma lineal o circular. Al analizar las moléculas de &cido nucleico, en el presente documento
puede describirse una secuencia o estructura de una molécula de é&cido nucleico particular de acuerdo con la
convencién normal de proporcionar la secuencia en la direccién $' a 3'.

Con referencia a los 4cidos nucleicos, a veces se usa la expresion "acido nucleico aislado”. Esta expresién, cuando
se aplica al ADN, se refiere a una molécula de ADN que esta separada de secuencias con las que estd inmediatamente
contigua en el genoma de origen natural del organismo en el que se origind. Por ejemplo, un "4cido nucleico aislado"
puede comprender una molécula de ADN insertada en un vector, tal como un plasmido o vector viral, o integrada en
el ADN gendmico de una célula u organismo hospedador procariética o eucariota.

Cuando se aplica a ARN, la expresién "acido nucleico aislado" se refiere principalmente a una molécula de ARN
codificada por una molécula de ADN aislada como se ha definido anteriormente. Como alternativa, el término puede
referirse a una molécula de ARN que se ha separado suficientemente de otros acidos nucleicos con los que estaria
asociada en su estado natural (es decir, en células o tejidos). Un acido nucleico aislado (ya sea ADN o ARN) puede
representar ademas una molécula producida directamente por medios biol6gicos o sintéticos y separada de otros
componentes presentes durante su produccién.

Un "replicén" es cualquier elemento genético, por ejemplo, un plasmido, césmido, bacmido, fago o virus, que sea
capaz de replicarse en gran medida bajo su propio control. Un replicbn puede ser ARN o ADN y puede ser
monocatenario o bicatenario.

Un "vector" es un replicdn, tal como un plasmido, césmido, bacmido, fago o virus, al que se puede unir otra secuencia
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o elemento genético (ya sea ADN o ARN) para provocar la replicacién de la secuencia o elemento unido. Los vectores
ilustrativos incluyen, sin limitacién, vectores basados en adenovirus, vectores viricos adenoasociados y vectores
retroviricos.

Un "operén de expresidon" se refiere a un segmento de 4cido nucleico que puede poseer secuencias de control de la
transcripcién y la traduccién, tales como promotores, potenciadores, sefiales de inicio de la traduccién (por ejemplo,
codones ATG o AUG), sefiales de poliadenilacién, terminadores y similares, y que facilitan la expresién de una
secuencia codificante de polipéptido en una célula u organismo hospedador.

En el presente documento se usa a veces la expresion "proteina aislada" o "proteina aislada y purificada". Esta
expresién se refiere principalmente a una proteina producida por expresién de una molécula de acido nucleico aislada.
Como alternativa, este término puede referirse a una proteina que se ha separado suficientemente de otras proteinas
con las que estaria asociada de manera natural, para existir en forma "sustancialmente pura". "Aislado" no pretende
excluir mezclas artificiales o sintéticas con otros compuestos o materiales, o la presencia de impurezas que no
interfieran con la actividad fundamental, y que puedan estar presentes, por ejemplo, debido a una purificacién
incompleta, la adicién de estabilizadores, o la combinacién en, por ejemplo, preparaciones inmunogénicas o
preparaciones farmacéuticamente aceptables.

La expresidn "sustancialmente puro" se refiere a una preparacién que comprende al menos el 50-60 % en peso de un
material determinado (por ejemplo, acido nucleico, oligonucleétido, proteina, etc.). Mas preferentemente, la
preparacién comprende al menos el 75 % en peso, y mucho mas preferentemente el 90-95 % en peso del compuesto
dado. La pureza se mide mediante métodos apropiados para el compuesto dado (por ejemplo, métodos
cromatograficos, electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, analisis por HPLC y similares).

El término "etiqueta", la expresidn "secuencia de etiqueta" o "etiqueta de proteina" se refiere a un resto quimico, ya
sea un nucleétido, oligonucleétido, polinucleétido o un aminoéacido, péptido o proteina u otro agente quimico, que
cuando se afiade a otra secuencia, proporciona utilidad adicional o confiere propiedades Utiles, particularmente en la
deteccién o aislamiento, a esa secuencia. Por lo tanto, por ejemplo, se puede afiadir una secuencia de acido nucleico
de homopolimero o una secuencia de acido nucleico complementaria a un oligonucleétido de captura a una secuencia
de cebador o sonda para facilitar el aislamiento posterior de un producto de extensién o producto hibridado. En el caso
de etiquetas de proteinas, pueden afadirse residuos de histidina (por ejemplo, de 4 a 8 residuos de histidina
consecutivos) al extremo amino o carboxi de una proteina para facilitar el aislamiento de proteinas mediante
cromatografia de metales quelantes. Como alternativa, pueden afiadirse secuencias de aminoéacidos, péptidos,
proteinas o compafieros de fusién que representan epitopos o determinantes de unién reactivos con moléculas de
anticuerpo especificas u otras moléculas (por ejemplo, epitopo bandera, epitopo c-myc, epitopo transmembrana de la
proteina hemaglutinina del virus de la influenza A, proteina A, dominio de unién a celulosa, proteina de unién a
calmodulina, proteina de unién a maltosa, dominio de unién a quitina, glutatién S-transferasa y similares) pueden
afadirse a las proteinas para facilitar el aislamiento de proteinas mediante procedimientos tales como cromatografia
de afinidad o inmunoafinidad. Los restos de etiquetas quimicas incluyen moléculas tales como biotina, que se puede
afladir a acidos nucleicos o proteinas y facilita el aislamiento o la deteccién mediante interaccién con reactivos de
avidina y similares. El experto capacitado conoce y puede imaginar numerosos restos de etiquetas diferentes, y se
contempla que estén dentro del alcance de esta definicién.

Como se usan en el presente documento, los términos "indicador”, "sistema indicador”, "gen indicador"”, o "producto
del gen indicador’ significardn un sistema genético operativo en el que un &cido nucleico comprende un gen que
codifica un producto que cuando se expresa produce una sefial indicadora que es facilmente medible, por ejemplo,
mediante ensayo biolégico, inmunoensayo, radioinmunoensayo o mediante métodos colorimétricos, fluorogénicos,
quimioluminiscentes u otros. El 4cido nucleico puede ser ARN o ADN, lineal o circular, monocatenario o bicatenario,
de polaridad no codificante o codificante, y esta unido operativamente a los elementos de control necesarios para la
expresion del producto del gen indicador. Los elementos de control requeridos variaran de acuerdo con la naturaleza
del sistema indicador y si el gen indicador estd en forma de ADN o ARN, pero pueden incluir, pero sin limitacién,
elementos tales como promotores, potenciadores, secuencias de control de la traduccién, sefiales de adicién de poli
A, sefiales de terminacidn de la transcripcién y similares.

Los términos "transformar”, "transfectar”, "transducir" se referirdn a cualquier método o medio por el cual un acido
nucleico se introduce en una célula u organismo hospedador y pueden usarse indistintamente para transmitir el mismo
significado. Dichos métodos incluyen, pero sin limitacién, transfeccidn, electroporacién, microinyeccién, fusién de PEG
y similares.

El 4cido nucleico introducido puede o no estar integrado (unido covalentemente) en el 4cido nucleico de la célula u
organismo receptor. En células bacterianas, de levadura, vegetales y de mamifero, por ejemplo, el 4cido nucleico
introducido puede mantenerse como un elemento episomal o replicon independiente tal como un plasmido. Como
alternativa, el acido nucleico introducido puede integrarse en el acido nucleico de la célula u organismo receptor y
mantenerse de forma estable en esa célula u organismo y a continuacién transmitirse adicionalmente o heredarse por
células de la progenie u organismos de la célula u organismo receptor. De otras maneras, el 4cido nucleico introducido
puede existir en la célula receptora o en el organismo hospedador solo de forma transitoria.
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Un "clon" o "poblacién de células clonales" es una poblacién de células procedentes de una Unica célula o ancestro
comun por mitosis.

Una "linea celular' es un clon de una célula primaria o poblacién de células que tiene capacidad de crecimiento estable
in vitro durante muchas generaciones.

Métodos y usos para tratar la HCCAA y otros trastornos neurodegenerativos

La invencidn proporciona un derivado funcional de NAC para su uso en un método para el tratamiento de HCCAA,
como se establece en la reivindicacién 1. El término "tratamiento", como se usa en el presente documento, incluye
cualquier administracién o aplicacién de un agente terapéutico para una enfermedad o trastorno en un sujeto, e incluye
inhibir la enfermedad, detener su desarrollo, aliviar los sintomas de la enfermedad o prevenir la aparicién o reaparicion
de la enfermedad o los sintomas de la enfermedad.

En algunas realizaciones, los métodos para el tratamiento comprenden identificar o diagnosticar que un sujeto tiene
una alteracién genética en hCC causante de la HCCAA, y administrar un derivado funcional de NAC al sujeto
identificado o diagnosticado. En otros métodos divulgados en el presente documento, el sujeto puede tener una
enfermedad diferente asociada con la formacién patoldgica de fibrillas, incluyendo, pero sin limitacién, enfermedad de
Alzheimer.

La dosis o dosis de tratamiento total (cuando se van a modular dos 0 més dianas) se pueden administrar a un sujeto
como una dosis Unica o se pueden administrar usando un protocolo de tratamiento fraccionado, en el que se
administran dosis multiples/separadas durante un periodo de tiempo mas prolongado, por ejemplo, durante el periodo
de un dia para permitir la administracién de una dosis diaria o durante un periodo de tiempo mas largo para administrar
una dosis durante un periodo de tiempo deseado. Un experto en la técnica sabria que la cantidad de agente terapéutico
necesaria para obtener una dosis eficaz en un sujeto depende de muchos factores, incluyendo la edad, el pesoy el
estado general del sujeto, asi como la via de administraciéon y el nimero de tratamientos a administrar. En vista de
estos factores, el experto ajustaria la dosis particular para obtener una dosis eficaz para tratar a un individuo que tenga
HCCAA.

La dosis eficaz de uno 0 méas agentes terapéuticos dependerd del modo de administracién y del peso del individuo
que se esta tratando. Las dosis descritas en el presente documento son generalmente las de un adulto promedio, pero
pueden ajustarse para el tratamiento de nifios. La dosis generalmente variard de aproximadamente 0,001 mg a
aproximadamente 1000 mg.

En un individuo que padece una forma mas grave de la enfermedad, la administraciéon de agentes terapéuticos puede
ser particularmente (til cuando se administran en combinacién, por ejemplo, con un agente convencional para tratar
tal enfermedad. El experto en la técnica administraria uno o més agentes terapéuticos, solos o en combinacién, y
controlaria la eficacia de dicho tratamiento usando métodos de rutina tales como determinacién de la funcion
neuroldgica o pulmonar, ensayos radiolégicos o inmunolégicos o, cuando esté indicado, métodos histopatolégicos.

La administracién de la preparacidén farmacéutica es preferentemente en una "cantidad eficaz", siendo esta suficiente
para mostrar beneficio al individuo. Esta cantidad previene, alivia, disminuye o reduce de otro modo la gravedad de
los sintomas de la HCCAA en un paciente. El tratamiento de pacientes con HCCAA con una cantidad eficaz de un
derivado funcional de NAC puede producir mejoras en la funcién neurolégica, la funcidn respiratoria, la reduccién
gradual del uso de medicamentos concomitantes o una mayor supervivencia.

La preparaciéon farmacéutica se formula en una forma farmacéutica unitaria para facilitar la administracién y
uniformidad de la dosificacién. La forma farmacéutica unitaria, como se usa en el presente documento, se refiere a
una unidad fisicamente discreta de la preparacién farmacéutica apropiada para el paciente sometido a tratamiento.
Cada dosis debe contener una cantidad de principio activo calculada para producir el efecto deseado en asociacién
con el portador farmacéutico seleccionado. Los expertos en la técnica conocen bien los procedimientos para
determinar la unidad de dosificacién apropiada.

Las unidades de dosificacién pueden aumentarse o disminuirse proporcionalmente en funcién del peso del paciente.
Las concentraciones apropiadas para el alivio de una condicién patolégica particular pueden determinarse mediante
calculos de la curva de concentracién de dosis, como se conoce en la técnica.

Las composiciones farmacéuticas que son utiles en los métodos para el tratamiento de la presente invencién pueden
administrarse sistémicamente en formulaciones parenterales, orales sélidas y liquidas, por via subcutanea,
intradérmica, intramuscular, sublingual, tépica, intraperitoneal, nasal, percutanea, respiratoria, oftalmica, supositorio,
aerosol, tépica u otras vias de administraciéon conocidas. Ademés de los derivados de NAC usados para tratar una
HCCAA de acuerdo con la reivindicacién 1, las composiciones farmacéuticas pueden contener portadores
farmacéuticamente aceptables y otros ingredientes para potenciar y facilitar la administracién de farmacos. Por lo
tanto, tales composiciones pueden contener opcionalmente otros componentes, tales como adyuvantes, por ejemplo,
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suspensiones acuosas de hidroxidos de aluminio y magnesio, y/u otros portadores farmacéuticamente aceptables,
tales como una solucién salina. También pueden usarse otras formulaciones posibles, tales como nanoparticulas,
liposomas, eritrocitos resellados y sistemas de base inmunolégica para suministrar/administrar el agente apropiado a
un paciente de acuerdo con los métodos de tratamiento de la presente invencién. El uso de nanoparticulas para
suministrar dichos agentes, asi como portadores peptidicos permeables a la membrana celular que se pueden usar,
se describen en Crombez et al., Biochemical Society Transactions v35:p44 (2007).

Las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes antiinflamatorios para administraciéon conjunta
para aliviar ain més los sintomas de la enfermedad amiloide. Estos incluyen, sin limitacién, corticoesteroides, aspirina,
celecoxib, diclofenaco, diflunisal, etodolaco, ibuprofeno, indometacina, ketoprofeno, ketorolaco, nabumetona,
naproxeno, oxaprozina, piroxicam, salsalato, sulindaco, tolmetina, antagonista del receptor de interleucina (IL)-1, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, receptores de citocinas para IL-1, factor de necrosis tumoral alfa, |IL-18 y derivados y
biosimilares de los mismos.

Los siguientes materiales y métodos se proporcionan para facilitar la practica de la presente invencién.

Células y construcciones de expresién de hCC WT frente a la variante L68Q

Se obtuvieron células 293 (HEK-239T) de rifién embrionario humano de la ATCC (Manassas, Virginia) y se cultivaron
a 37 °C en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con suero bovino fetal al 10 %. Se obtuvo
un plasmido que contenia un ADNc de CST3 de Dharmacon (Lafayette, CO). La secuencia codificante de longitud
completa se amplificé con una etiqueta Myc en el extremo C mediante PCR usando el cebador directo
GATCGAATTCGCCACCATGGCCGGGCCCCTGCGCG  (SEQ ID NO: 1) 'y el cebador inverso
TCGCGGCCGCCTACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCGGCGTCCTGACAGGT GGATTTCG (SEQ ID NO:
2) y se ligo en los sitios EcoRI|y Notl de pBABE-CMV-Puro.%® La mutacion L68Q se introdujo mediante mutagénesis
de sitio dirigido QuikChange (Agilent, Santa Clara, CA) usando cebadores:
GTGAACTACTTCTTGGACGTCGAGCAGGGCCGAACCACGTGTACC (SEQ ID NO: 3) y
GGTACACGTGGTTCGGCCCTGCTCGACGTCCAAGAAGTAGTTCAC (SEQ ID NO: 4). Todas las secuencias se
confirmaron mediante secuenciacién de Sanger. Se transfectaron construcciones mutantes y de tipo natural en células
HEK-293T usando Fugene HD (Promega, Madison, WI), con 3 ug de ADN y 9 pl del reactivo de transfeccion, de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Después de la transfeccién, las células se incubaron con medio nuevo que
contenia puromicina (1 pg/ml) durante 3 semanas. Después de la seleccién, se generaron clones estables de cada
transfectante mediante dilucion limitante. Los clones se examinaron mediante transferencia de Western usando el
anticuerpo anti hCistatina C MAB1196 (R&D, Mineéapolis, MN).

Transferencia de Western

Las células HEK-293T que expresaban hCC WT o la variante L68Q se lavaron dos veces con una solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) enfriada con hielo y se lisaron en hielo usando un tampdn de lisis celular recién
preparado enfriado con hielo que contenia Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 100 mM, B-glicerofosfato 50 mM, glicerol al
10 % (p/v), NP-40 al 1 % (p/v), EDTA 1 mM, NaVO4 2 mM y un céctel inhibidor de proteinas completo, sin EDTA
(Roche Applied Science, Mannheim Alemania) a 20 pl por ml de tampdn de lisis. Después de aclarar los lisados
celulares mediante centrifugacion (10 minutos, 21.000 x g, 4 °C), los sobrenadantes se recogieron y se usaron para la
transferencia de Western. Se afiadié tampén de muestra que contenia SDS, glicerol, Tris-HCl a pH 6,8 y azul de
bromofenol a cada muestra hasta las siguientes concentraciones finales: SDS al 2 %, glicerol al 10 %, Tris-HCI 50 mM,
azul de bromofenol al 0,02 %. En las muestras que se redujeron, se afiadié DTT (concentracién final de 50 mM) o B-
mercaptoetanol (concentracién final del 5%). Se cargaron volimenes equivalentes de muestras de lisado o
sobrenadante en geles NUPAGE Bis-Tris al 4-12 % (Thermo Fisher Scientific, Waltham MA) sin calentar/hervir. Las
proteinas se transfirieron a membranas de PVDF (Millipore, Billerica, MA), se transfirieron con anti hCistatina C y se
revelaron mediante quimioluminiscencia mejorada (ECL; Thermo Fisher Scientific). Se escanearon peliculas ECL y se
determinaron las densidades de las bandas usando las caracteristicas de analisis de gel de Fiji.>®

Tratamientos farmacolégicos

Se sembraron células HEK-239T en placas de 6 pocillos y se cultivaron durante 2 dias, momento en el que se afiadié
glutation reducido (GSH) (Sigma, St. Louis, MO) o N-acetilcisteina (NAC) (Sigma) a las concentraciones indicadas.
Las células se incubaron con los compuestos durante 72 horas y se eliminaron muestras de 100 pl de sobrenadantes
a las 24, 48 y 72 horas. Los sobrenadantes se aclararon mediante centrifugacién (10 minutos, 21.000 x g, 4 °C). Se
afiadié tampdn de muestra que contenia SDS, glicerol, Tris-HCl a pH 6,8 y azul de bromofenol a cada muestra hasta
las siguientes concentraciones finales: SDS al 2 %, glicerol al 10 %, Tris-HCI 50 mM, azul de bromofenol al 0,02 %.
Cuando se indicd, las células se lavaron con PBS y se lisaron, y los niveles de cistatina C se determinaron mediante
andlisis de transferencia de Western.

Analisis estadistico

Se calcularon las medias y las desviaciones estdndar de los datos. Se usaron pruebas de la prueba de la T unilateral
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para determinar el nivel de significacion con respecto a las muestras no tratadas, considerandose p<0,05
estadisticamente significativo.

Tratamiento de pacientes con HCCAA con NAC

Se tomaron tres biopsias de piel de 4 mm de la espalda de cada uno de los tres individuos estudiados. Las biopsias
de piel se fijaron con formalina y se incluyeron en parafina. Se cortaron en secciones de 3 um para determinar la
inmunohistoquimica y se inmunotifieron con anticuerpo policlonal de cistatina C de conejo (Sigma, HPA013143)
usando el sistema de deteccién EnVision como se ha descrito previamente.?? La inmunorreactividad de hCC en las
biopsias de piel de los portadores se cuantific6 mediante anélisis de imagenes semiautomatico usando el software
ImageJ como se ha descrito previamente.?> Se capturaron imagenes de campo brillante de cada seccién de los
portadores usando un objetivo x20/0,3NA. Las imagenes en color RGB de las secciones se importaron a ImageJ. En
cada imagen, se definié una regién de interés (ROI) rectangular de 2000 x 2000 pixeles. El procesamiento posterior
que arrojé el % de cobertura de area de la inmunorreactividad de hCC dentro de cada ROI se realizé como se ha
descrito previamente®. La primera biopsia fue una biopsia histérica tomada aproximadamente 2 afios antes del
comienzo del estudio, durante el cual el probando habia experimentado mas de 9 meses de terapia con NAC (400 mg
4 veces al dia) para tratar la obstruccién de moco en los pulmones después de su tercer accidente cerebrovascular.
La segunda biopsia se tomd inmediatamente antes del inicio del tratamiento con NAC en toda la familia (600 mg de
NAC 3 veces al dia durante 6 meses). La tercera biopsia se tomé después de 6 meses de terapia con 600 mg 3 veces
al dia de NAC.

El probando recibié 400 mg de NAC 4 veces al dia durante 9 meses seguido de 600 mg 3 veces al dia durante
6 meses. El padre recibid sélo el tratamiento de 600 mg 3 veces al dia durante 6 meses. El probando nunca olvidé
una dosis; los padres omitieron la dosis media 2-3 veces por semana.

Aprobacién del estudio

Todos los permisos necesarios para el uso de biopsias de piel de portadores de L68Q-CST3, y los registros asociados
con las muestras, asi como la informacién médica, se obtuvieron del National Bioethics Committee de Islandia,
nameros de referencia 04-046-S2 y 15-060-S1. Ambos miembros de la familia firmaron el consentimiento informado.
La terapia con NAC se prescribi6 clinica y casualmente como terapia mucolitica para tratar la atelectasia pulmonar en
el probando. El otro miembro de la familia tomé NAC como complemento dietético (es decir, compré NAC en linea a
través de Amazon).

Los siguientes Ejemplos se proporcionan para ilustrar determinadas realizaciones de la invencién. No se pretende
limitar la invencién de ninguna manera.

EJEMPLO |

Como se ha analizado anteriormente, la HCCAA es una enfermedad de herencia dominante causada por una variante
de leucina 68 a glutamina de la cistatina C humana (hCC; L68Q-hCC) (referencia). La mayoria de los portadores de
la mutacién padecen microinfartos y hemorragias cerebrales a los veinte afios, lo que provoca paralisis, demencia y
muerte en adultos jévenes, con una esperanza de vida media de 30 afios (1-5). Los estudios post mortem en seres
humanos muestran que la hCC se deposité en todas las areas del cerebro, tanto la sustancia gris como la blanca,
sobre todo en las arterias y arteriolas. Estos depésitos estdn compuestos por fibras de amiloide, que consisten en
hCC; esto se puede demostrar mediante la tincién del tejido post mortem con tincién roja Congo, que hace que las
estructuras amiloides muestren birrefringencia bajo luz polarizada (6).

Para crear un sistema en el que ensayar la capacidad de un compuesto para afectar a la multimerizacién de hCC y al
mismo tiempo obtener una idea de su toxicidad, se crean lineas celulares que expresan altas cantidades de hCC de
tipo natural o mutante. Este ejemplo describe nuestra caracterizacién de las lineas celulares y las hCC monoméricas
y multiméricas que crean, intenta interferir de forma no tdxica con la agregacion de la proteina mutante, asi como un
estudio piloto de biomarcadores que usa NAC para tratar sujetos humanos con HCCAA.

Las células HEK-293T genomanipuladas producen y secretan hCC (wt o L68Q) capaz de oligomerizarse en
condiciones no reductoras.

Para identificar agentes terapéuticos capaces de detener la produccién de oligémeros y fibrillas de hCC L68Q, se
generaron células HEK-293T genomanipuladas con la expresién de hCC de tipo natural (WT) o mutante L68Q. La
proteina se marcé en el extremo C con una etiqueta myc; se eligié el etiquetado en el extremo C para evitar cualquier
interferencia con la escision del péptido sefial o la secrecién de la proteina producida que pueda ser resultado del
etiquetado en el extremo N. Después de la integracién estable de estas construcciones en las células HEK-293T, se
controlaron los niveles secretados e intracelulares en estado estacionario de hCC WT y la variante L68Q. El anélisis
de hCC se desarrollé mediante un sistema de electroforesis en gel SDS-PAGE que permite la formacién y deteccién
de oligbmeros de bajo y alto peso molecular (LMW y HMW). Como se muestra en la figura 1A, las células producen y
secretan niveles detectables de ambos, hCC WT o la variante L68Q, capaces de oligomerizarse en condiciones no
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reductoras (carriles n.° 1y 3). Las células que expresan WT y L68Q contienen niveles similares de proteina hCC en
los lisados, lo que indica niveles de expresion similares. Sin embargo, los sobrenadantes condicionados de las células
que expresan L68Q contienen mucha menos proteina hCC que los sobrenadantes de las células que expresan WT.
Esto indica que la proteina variante L68Q no se secreta en las células con tanta eficacia como la WT, lo que coincide
con informes anteriores (17, 18). Mientras que la hCC WT intracelular existe predominantemente como monémero,
con un pequefio porcentaje de dimero (99 y 1 %, respectivamente), se encontré que la variante intracelular L68Q de
hCC forma un monémero, un dimero pero también especies LMW y HMW como se esperaba debido a su mayor
propension a formar oligémeros (19). De manera interesante, la forma secretada de hCC WT se comporta de manera
similar a la fraccién intracelular, y se encuentra principalmente como un monémero. En comparacién, la hCC L68Q
secretada se encuentra s6lo como HMW. Cabe destacar que la oligomerizaciéon de ambas proteinas, WT y la variante
L68Q, queda completamente abolida en presencia de agentes reductores DTT o b-mercaptoetanol, ambos son
agentes reductores fuertes que provocan la reduccién de un enlace disulfuro tipico.

Se realizé un ensayo de inmunofluorescencia para detectar el nivel de proteina hCC en células 293T no transfectadas
o que expresan WT y L68Q. La proteina hCC se expresé principalmente en el citoplasma. Muestra una distribucion
subcelular consistente con la localizacién informada previamente en endosomas tardios/prelisosomas, asi como en el
compartimento de Golgi/RE/endosémico temprano, este Gltimo en gran concordancia con las caracteristicas tipicas
de una proteina secretora (20).

La incubacién con glutatién altera la di/oligomerizacién de hCC en extractos celulares y sobrenadantes

El agotamiento de LMW y HMW en presencia de DTT o B-mercaptoetanol resalta la importancia de los enlaces
disulfuro para el proceso de dimerizacion/oligomerizacién; por lo tanto, se plantea la hipétesis de que el tratamiento
con otros agentes reductores alterara la dimerizacién. Se caracteriza ampliamente el efecto de los agentes reductores
sobre los niveles de dimerizacién/oligomerizacién de los niveles secretados e intracelulares de hCC WT vy la variante
L68Q. Los sobrenadantes y extractos celulares se trataron con diferentes concentraciones de GSH a 37 °C durante
15 min. Particularmente, como muestra la figura 2A, los tratamientos con 3 0 10 mM de GSH redujeron gravemente la
cantidad de dimero y/u oligdémero de HMW observado tanto en la fraccién secretada como en la intracelular de hCC
WT o la variante L68Q. La cuantificacién de estos resultados por densitometria muestra que 3 mM de GSH mostraron
una inhibicién de =90 % del HMW en la fraccién secretada y una inhibicién de =50 % en la fraccién intracelular de la
variante L68Q hCC (figura 2A y figura 1B).

La incubacién con NAC o glutatién altera la dimerizacién de la hCC L68Q secretada

El par de glutatién oxidado/reducido es fundamental para luchar contra el estrés oxidativo y, como se muestra en la
figura 2, puede alterar eficazmente los dimeros y oligémeros HMW de hCC. Por consiguiente, se analizé si otro agente
reductor, el complemento dietético NAC de uso comun (con efectos antioxidantes similares a GSH) afectaria la
oligomerizacién/dimerizaciéon de la hCC secretada. Los sobrenadantes se trataron con diferentes concentraciones de
GSH y NAC a 37 °C durante 60 min. Como muestra la figura 3A, los tratamientos con 3 0 10 mM de glutatién o NAC
reducen gravemente los niveles de oligomerizacién/dimerizaciéon de la variante hCC L68Q secretada in vitro. La
cuantificacién mostré una ablacién casi completa de HMW con una concentraciéon de 3 mM de GSH o NAC (figura 3A
y figura 2B). Este resultado demuestra claramente que GSH o NAC son capaces de disminuir los niveles de
oligomerizacién de la version patégena de hCC L68Q y pueden usarse potencialmente para el tratamiento de pacientes
con HCCAA.

La presencia de GSH o NAC reduce la oligomerizacién de la cistatina C L68Q secretada alas 24,48y 72 h

Para investigar si el efecto de NAC o GSH reduce la oligomerizacion de hCC L68Q secretada en un sistema celular
que refleja mas la biologia in vivo, se trataron células que expresaban hCC WT o L68Q con ambos agentes. Las
células se sembraron en placas y se les permitié secretar hCC durante 48 horas, momento en el que se afiadieron a
los cultivos concentraciones crecientes de GSH o NAC. Las células se cultivaron durante 72 horas en presencia de
agentes reductores, y las muestras de los sobrenadantes se retiraron después de 24, 48 y 72 horas. El estado de
oligomerizaciéon de hCC se determin6 mediante transferencia de Western en cada punto temporal. Las células fueron
viables durante la duracién del experimento en presencia de todas las concentraciones (hasta 10 mM) de ambos
agentes reductores. La proliferaciéon de las células se vio ligeramente afectada con la concentracion mas alta de 10 mM
(datos no mostrados). Como se muestra en la figura 4 (y la figura 3B), el tratamiento de células con 10 mM de GSH o
NAC eliminé completamente la presencia de HMW y LMW a las 24 h y 48 h, y una reduccién apreciable pero
incompleta de HMW y LMW persistié a las 72 h. Los tratamientos con dosis mas bajas de NAC o GSH solo fueron
incompletamente eficaces a las 24 y 48 h y no se detecté ningln efecto significativo después de 72 h.

Esta claro que el tratamiento con agentes reductores tales como NAC o glutatién reducido de sobrenadantes o
extractos celulares de lineas celulares genomanipuladas para sobreexpresar la versién mutante de cistatina C humana
(Cyst-C) reduce la formaciéon de complejos de alto peso molecular de Cystt mutante L68Q. Para determinar si los
efectos de la NAC y el GSH se deben a su capacidad como agentes reductores o a algunas otras propiedades de los
compuestos, los sobrenadantes y los extractos celulares se trataron con compuestos estructuralmente similares a
NAC y GSH que carecen de actividad reductora. Como se muestra en la figura 5, el tratamiento con n-acetil-serina
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(NAS), donde el grupo sulfhidrilo reductor en NAC se reemplaza por un grupo hidroxilo, o con la forma oxidada de
glutation (GSSH), no afecta a los complejos de alto peso molecular de L68Q Cyst-C, mientras que se observd una
reduccién significativa con ambos agentes reductores. La actividad reductora de NAC o GSH es necesaria para los
efectos sobre la oligomerizacién de Cyst-C.

Se han generado multiples derivados de NAC que exhiben actividad reductora y biodisponibilidad mejoradas, asi como
la capacidad de cruzar la barrera hematoencefélica. Se han ensayado dos derivados de NAC con este sistema de
cultivo celular. Como se muestra en la figura 6, tanto un derivado de amida como de éster metilico de NAC conservan
la capacidad de alterar complejos de alto peso molecular de L68Q Cyst-C, cuando se tratan in vitro sobrenadantes o
extractos celulares. Estos datos también indican que ambos derivados pueden ser ligeramente mas potentes en su
capacidad para alterar la oligomerizacién, ya que se observé una pérdida de sefial de alto peso molecular con 1 mM
de los derivados equivalente a la observada con 10 mM de NAC.

Se han generado resultados adicionales a partir de ratones transgénicos que se obtuvieron de nuestro colaborador
Eufrat Levy en la Universidad de Nueva York. Estos ratones han sido transformados con un ADN genémico humano
que contiene la secuencia codificante de Cyst-C, pero carece de porciones no codificantes del gen que puedan afectar
a los niveles de expresion. Los ratones no muestran un fenotipo comparable al de HCCAA. Sin embargo, como se
muestra en la figura 7, se ha podido mostrar la presencia de complejos de Cyst-C de alto peso molecular tanto en el
cerebro como en la sangre de animales transgénicos. Las transferencias Western de extractos tisulares de ratén no
son tan limpias como las transferencias del sistema celular, ya que el anticuerpo que se usa para la deteccién se
generd en un raton. A pesar de esta complicacion, la comparaciéon de los ratones transgénicos (nimeros 6028 y 6019)
con el animal C57BI6 no transgénico muestra una sefial considerable causada por la Cyst-C humana transgénica.
Aunque se observan varias bandas no especificas de alto peso molecular en las muestras no transgénicas, se observa
una "mancha" clara de alto peso molecular en los animales transgénicos, consistente con lo que se observa en el
sobrenadante del sistema de cultivo celular. El tratamiento con NAC reduce esta mancha y provoca la aparicién de
mondémero, demostrando que la NAC es capaz de reducir la oligomerizacién en muestras biol6gicas.

Efectos de la terapia con NAC en pacientes con HCCAA

Hay varios cientos de pacientes en lIslandia que padecen HCCAA (es decir, que padecen accidentes
cerebrovasculares importantes cuando tienen poco mas de 20 afios) y todos ellos son el resultado de una mutacién
fundadora de principios del siglo XVI. Se han realizado RNAseq en 30 sujetos de 3 familias multiplex y se ha
demostrado que los genes implicados en la enfermedad coronaria, el accidente cerebrovascular y la aterosclerosis
estan regulados positivamente en los portadores de mutaciones de cistatina C. Como no hay terapia disponible para
estos pacientes, una intervencién que tiene el potencial de retrasar o revertir el proceso de la enfermedad seria
facilmente aprobado por la Agencia de Medicamentos de Islandia. La dimerizacién de la fibra de amiloide es una etapa
critica en el proceso de deposicidén de amiloide en arterias cerebrales de tamafio pequefio y mediano. En ensayos
basados en células, se ha demostrado que tanto las proteinas de tipo natural como las mutadas se expresan y que la
expresion de la proteina mutada se dimeriza, un proceso que puede inhibirse. Por lo tanto, se anticiparia que los
farmacos que bloquean la dimerizacién de las fibras de amiloide serian eficaces para prevenir el depésito de amiloide
y detener la progresidn del proceso de la enfermedad, presentando asi una terapia eficaz.

La figura 8A demuestra los cambios en la tincién de la biopsia 1 obtenida en los 3 individuos, hace 2 afios, la biopsia
2 obtenida hace 6 meses, y la biopsia 3 obtenida hace 2 semanas después de 6 meses de terapia con NAC. Entonces,
en general, el farmaco reduce la intensidad del biomarcador (agregado de proteina amiloide-cistatina) en la piel, lo
que sugiere que la precipitacién de amiloide en otros érganos también se reduce como se ha demostrado previamente
(21).

Basandose en los resultados de tincién que miden los agregados del complejo de proteina amiloide-cistatina en la piel,
se hizo evidente que la probando que tenia un nivel muy alto de tinciéon de amiloide-cistatina en la primera biopsia de
piel no habia progresado de ninguna manera significativa (medido por la intensidad de la tincién) entre las biopsias de
piel n.° 1y n.°2, mientras que su padre y su hermano mayor (ambos también son portadores del mutante L68Q)
mostraron una progresion significativa en la intensidad de la tincién, lo que refleja un aumento de la precipitacion del
complejo de amiloide en la piel con el tiempo en ausencia de terapia con NAC. Cabe destacar que la probando estuvo
tomando el medicamento NAC durante aproximadamente 9 meses para tratar sus pulmones. Habia interrumpido la
terapia sélo unos meses antes de la segunda biopsia. La segunda biopsia se realizd primero como punto de referencia
para servir como biomarcador de respuesta a la terapia con NAC posterior.

Las tres biopsias de cada individuo se tifieron todas juntas al mismo tiempo, para una comparacién legitima. La
probando principal (accidente cerebrovascular 3 veces en 9 meses) cumplié al 100 % la terapia con NAC de 600 mg
3 veces al dia y demostrd una reduccién muy visible en la tincién de amiloide en comparacién con su biopsia de piel
original, lo que representd una reduccién del 75 % al de los 6 meses de terapia prospectiva (figura 8A). La reduccién
de la tincién de su padre ascendié al 50 % y la reduccién de la tincién de la biopsia de su hermana fue menos obvia
ya que ella habia tomado dosis mas bajas de NAC como se indica en las secciones de material y métodos.

Finalmente, se adquirieron muestras de sangre de 7 miembros de una familia islandesa que se sabe que son
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portadores de la mutacién L68Q. Cinco de los miembros de la familia tenian un estado de mutacién conocido (3
portadores de L68Q, 2 de tipo natural), y el ADN de todos los individuos se secuencié por Sanger para confirmar los
estados conocidos y determinar el estado de los individuos no examinados previamente, uno de los cuales se encontré
que portaba la mutacién. El estado de la mutacién y la relacién con el probando de esta familia se muestran en la
figura 8B. La transferencia de Western de plasma en condiciones reductoras mostré una reduccién de la cantidad de
Cyst-C total en portadores adultos de la mutacion L68Q (probando, hermano, padre). El nifio portador no mostré una
reduccidn en la cantidad de proteinas, lo que indica posibles efectos relacionados con la edad (tampoco en ninguna
terapia). La transferencia de muestras no reducidas mostré la deteccién de complejos de alto peso molecular en el
niflo portador. En otros sujetos, la interpretacién de estos resultados se complica por el hecho de que todos los
portadores adultos de la mutacién toman NAC con regularidad. Es posible que los oligdmeros sean detectables en
portadores adultos de L68Q que no toman NAC.

Se ha propuesto que ambos derivados de NAC tienen una mayor permeabilidad de la membrana, debido a la
sustitucién de un grupo hidroxilo con sustituyentes menos polares. El aumento de la permeabilidad de la membrana a
menudo se correlaciona con un mejor cruce de la barrera hematoencefalica. Para acceder a la permeabilidad de la
membrana de los compuestos derivados, se trataron células vivas con NAC o los derivados. Si los compuestos cruzan
la membrana celular, se espera ver impactos de los derivados en la acumulacién de oligémeros intracelulares de L68Q
Cyst-C. Como se muestra en la figura 6, los compuestos redujeron la cantidad de Cyst-C de alto peso molecular en
los sobrenadantes. Es probable que los efectos menores sobre el material intracelular se deban a una cuestién de
tiempo. Las células producen continuamente L68Q Cyst-C en niveles sobreexpresados, y cualquier compuesto que
ingrese a las células puede consumirse rapidamente, lo que tiene un efecto mas temprano que se pierde con el cultivo
continuo.

Analisis

La identificacién de agentes con la capacidad de reducir la dimerizacién de hCC y la formacién de fibrillas de amiloide
es la clave para el desarrollo de farmacos para el tratamiento y/o prevencién de la formacién de amiloide y la
hemorragia cerebral letal asociada con la HCCAA. La variante hCC es responsable de la HCCAA y no existe ningin
tratamiento disponible para evitar la muerte prematura por hemorragia cerebral. Aqui, primero se crean células que
producen y secretan niveles detectables de hCC (wt o L68Q) capaces de oligomerizarse en condiciones no reductoras,
y a continuacién se muestra que una incubacién corta con GSH o NAC rompe los oligdbmeros en monémeros de hCC
L68Q tanto intracelular como secretada. Se muestra que el tratamiento con NAC o GSH reduce la oligomerizacién de
la hCC L68Q secretada a las 24, 48 y 72 h y que el tratamiento con NAC en pacientes humanos no solo previene la
precipitaciéon continua de amiloide en la piel, sino que también reduce significativamente el amiloide previamente
precipitado, observandose una reduccién de mas del 75 % después de 6 meses de tratamiento oral con dosis bien
toleradas y sin acontecimientos adversos.

El sistema celular desarrollado se construyé para identificar agentes que pudieran reducir la dimerizacién de hCC y la
formacién de fibrillas de amiloide "in vivo" tanto de la cistatina C wt como de la variante L68Q. Se habian desarrollado
sistemas anteriores para el estudio de la dimerizacién de hCC, sin embargo, la mayoria de ellos se realizaron
principalmente con cistatina C de tipo natural, ya que es extremadamente dificil producir cantidades suficientes de
cistatina C monomérica L68Q (14). Las células HEK-293T genomanipuladas con la expresion de hCC wt y L68Q
marcadas en el extremo C proporcionan un modelo superior para estudiar y caracterizar el impacto de las moléculas
pequefias en los niveles tanto secretados como intracelulares de hCC wt y L68Q. Es importante resaltar que el estudio
y caracterizacién de agentes que reducen la oligomerizacién se debe realizar en ambas fracciones porque el
comportamiento es diferente; en particular, en la variante L68Q-hCC. Esta variante se encontré principalmente como
oligbmeros de LMW en la fraccién intracelular, pero forma principalmente HMW en el compartimento extracelular. Esto
puede deberse a que el proceso de secrecidn induce la oligomerizacidén de la variante L68Q o0 a que las condiciones
ambientales del compartimento extracelular promueven la oligomerizacién de esta variante o a que la oligomerizacién
prolonga la semivida de la proteina.

La cistatina C L68Q es altamente amiloidogénica y los sujetos que portan la mutacién correspondiente padecen
amiloidosis cerebral masiva que conduce a hemorragia cerebral y muerte en la vida adulta temprana (16). Otras
enfermedades amiloides tales como Alzheimer, Parkinson y EH tienen origenes amiloides similares y también son
causadas por la acumulacién de proteinas mal plegadas. Este efecto de amplio espectro del estrés proteotéxico ha
dado lugar al término "proteinopatias" para las enfermedades neurodegenerativas. De manera interesante, el riesgo
de contraer cualquiera de estas enfermedades neurodegenerativas aumenta drasticamente con la edad (22),
probablemente, como consecuencia de un aumento en el estrés por el mal plegamiento de las proteinas, una actividad
reducida del proteasoma y una disminucién de las defensas antioxidantes que conducen a una acumulacién
extracelular de proteinas mal plegadas (22). Las vias del proteasoma y de autofagia-lisosomal son las vias principales
para la eliminacién de la agregacién intracelular. Sin embargo, se sabe poco sobre los mecanismos correspondientes
que operan extracelularmente y sobre estrategias eficaces para retrasar o prevenir la neurodegeneracién resultante
de estas enfermedades en seres humanos (23).

El glutatién (GSH) se sintetiza en el citosol a partir de los amino&cidos precursores glutamato, cisteina y glicina y se
considera el principal antioxidante endégeno de la célula. Esta presente en la célula en diferentes concentraciones,
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que pueden llegar hasta 10 mM, dependiendo del compartimento subcelular, estando presente en concentraciones
altas en el citosol y muy bajas en el interior del RE (24). Los enlaces disulfuro de proteinas rara vez se forman en el
citosol debido a las altas concentraciones de GSH, por el contrario, el lumen del reticulo endoplasmico (RE) y el
compartimento extracelular contienen una concentracién relativamente mayor de glutatién oxidado (GSSG) (25). Esta
distribucién diferencial de GSH permite la formacién de enlaces disulfuro nativos en el RE a través de un proceso
complejo que implica no solo la formacién de enlaces disulfuro, sino también la isomerizacidén de enlaces disulfuro no
nativos. Estos estudios de inmunofluorescencia e informes anteriores indican que la hCC se localiza en los endosomas
tardios/prelisosomas, asi como en el compartimento de Golgi/RE/endosdémico temprano (20). Esta localizacién es
acorde con las caracteristicas tipicas de una proteina secretora y es consistente con la hipétesis de que L68Q hCC
polimeriza en estos compartimentos donde se reduce la exposiciéon al GSH, aumentando asi la agregacién, explicando
asi los agregados liberados en el compartimento extracelular.

En condiciones normales, los niveles de GSH estén regulados por dos mecanismos principales: controlando las tasas
de su sintesis y de su exportacién desde las células; sin embargo, los niveles de GSH también estan influenciados por
agentes o condiciones que alteran el estado redox del tiol que conducen a la formacién de conjugados o complejos de
glutation S, y/o que alteran la distribucién de GSH entre diversos organulos intracelulares. Ademas, los niveles de
GSH se ven afectados por el estado nutricional y los niveles hormonales/de estrés, presentan variaciones diurnas y
de desarrollo, y se ven afectados por determinados estados fisioldgicos, incluidos el embarazo y el ejercicio (26-33).
Los niveles fisiolégicos de GSH en sangre deben proporcionar un ambiente antioxidante apropiado que evite la
acumulacién extracelular de proteinas, sin embargo, la presencia de mutaciones como hCC L68Q o deficiencias en
los niveles de GSH, como consecuencia del estado nutricional o la edad, podrian conducir a una acumulacién no
deseada de proteinas mal plegadas (3). Ademas, se sabe que la deficiencia de GSH, o una disminucién en la relacién
GSH/disulfuro de glutation (GSSG), se manifiesta en gran medida a través de una mayor susceptibilidad al estrés
oxidativo, y se cree que el dafio resultante esta implicado en enfermedades tales como la enfermedad de Parkinson y
la enfermedad de Alzheimer, y esta fuertemente asociada con otras patologias relacionadas con la edad (34, 35). Los
resultados mostrados en este trabajo indican que la NAC puede representar un enfoque terapéutico interesante para
enfermedades amiloides tales como la HCCAA, mediante la reduccién de la acumulacién de proteinas amiloides.

La acetilcisteina es un derivado de N-acetilo sintético del aminoacido endégeno L-cisteina, un precursor de la enzima
antioxidante glutatién. Tanto el GSH como la NAC ya se han aprobado para su uso en seres humanos y se han
administrado en dosis altas durante largos periodos sin efectos secundarios adversos. Funcionan como eliminador
directo de especies reactivas de oxigeno (ROS) y como fuente de grupos SH, estimulando la sintesis de GSH vy
aumentando la presencia de 1) grupos SH no proteicos y 2) proteicos. La acetilcisteina, ademas, también regenera
las reservas hepaticas de GSH. Estos efectos confieren a la NAC la capacidad de reducir los enlaces disulfuro y son
la razén por la cual la NAC se usa ampliamente para reducir la viscosidad y elasticidad del moco, entre otros usos.
Nuestros datos muestran que el tratamiento con antioxidantes tales como GSH y NAC (y también DTT o beta-MetOH)
suprime la oligomerizacién de hCC. Este efecto indica que la formacién de enlaces disulfuro es esencial para el
proceso de oligomerizacién. Los enlaces disulfuro no parecen estar directamente implicados en el proceso de
dimerizacién (16), sin embargo, la presencia de dos enlaces disulfuro en la cistatina C humana (como en todas las
cistatinas tipo 2) y la preservacién de los mismos en la estructura dimérica indica su funcién clave en el proceso de
dimerizacién (16). Se postura que los enlaces disulfuro intramoleculares son esenciales para el correcto plegamiento
del mondmero hCC y para el intercambio de "subdominios" tridimensionales entre las dos subunidades del dimero y
su deterioro anula la oligomerizacion.

Nuestros datos muestran que el tratamiento con NAC aumentaréd la produccién de GSH y ambos antioxidantes
reduciran la oligomerizacién de la hCC secretada, reduciendo la formacién de amiloide en el cerebro de personas con
HCCAA. El tratamiento con GSH puede ser eficaz, sin embargo, su baja biodisponibilidad limita su potencial como
agente terapéutico para el tratamiento de pacientes con HCCAA. La NAC parece el candidato perfecto debido a su
funcién en la restauracién de los niveles de GSH, sus propiedades antioxidantes y su capacidad para romper los
enlaces disulfuro revisados en (36). Ademés, la complementacién con NAC mejoré significativamente la vasodilatacién
coronaria y periférica (37). Especificamente para los trastornos cerebrales, la NAC se ha administrado con cierta
eficacia en pacientes con enfermedad de Alzheimer (38), y nuestros datos muestran que puede ser una buena
alternativa para la HCCAA.

Las membranas celulares, junto con la barrera hematoencefalica, presentan una permeabilidad reducida a la NAC,
por lo que el tratamiento con NAC extracelular no parece afectar al estado de dimerizacién de los niveles intracelulares
de L68Q hCC (datos no mostrados). Por consiguiente, para los efectos de los derivados de NAC, incluyendo, sin
limitacion, se administran preferentemente éster etilico de N-acetilcisteina (NACET) o éster metilico de N-
acetilcisteina. Estos novedosos derivados de cisteina de membrana permeable a células lipofilas deberian
proporcionar buenos candidatos para el uso oral como un productor de H»S en el tratamiento de enfermedades
amiloideas como HCCAA (39).

La reduccién observada en la tincion de amiloide en las biopsias de piel con el tratamiento con NAC es muy alentadora
e indica que esta terapia tendra eficacia en el tratamiento de pacientes con HCCAA. Como el amiloide precipita en
todos los 6rganos, no hay razén para creer que haya una precipitacion y acumulacién continua de amiloide en el
cerebro, cuando se observa una reduccion en la piel. Lo més probable es que se produzca una reduccién similar en
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otros 6rganos del cuerpo, incluidos los vasos cerebrales y el cerebro. No se han producido nuevos eventos en ninguno
de los 3 individuos, todos los cuales han continuado la terapia y el probando se encuentra ahora aproximadamente
dos afios después de su tercer y ultimo accidente cerebrovascular.

Cabe destacar que un numero significativo de pacientes con HCCAA en Islandia nunca han experimentado un
accidente cerebrovascular clinico y sélo presentan demencia a una edad temprana. Como el proceso patoldgico de
precipitacion de amiloide es comparable en pacientes con HCCAA al de la enfermedad de Alzheimer, bloquear la
capacidad de las fibras de amiloide para dimerizarse y polimerizarse (que se ve reforzada por los casos de mutacién
fundadora de cistatina C L68Q), podria ayudar a los pacientes de Alzheimer con la demencia asociada a amiloide. Por
lo tanto, la terapia con NAC o compuestos similares a NAC podrian ser beneficiosos para la enfermedad de Alzheimer.

La analogia aqui es la hipercolesterolemia familiar combinada (FCH, por sus siglas en inglés), ya que las estatinas se
desarrollaron para tratar esta afeccidén familiar (los pacientes con FCH desarrollan accidente cerebrovascular e infarto
de miocardio a los 20 afios); posteriormente se hizo evidente que el colesterol elevado era perjudicial y un importante
factor de riesgo de infarto de miocardio y accidente cerebrovascular, y que los pacientes con factores de riesgo CV se
beneficiaban del tratamiento con estatinas. La HCCAA es una precipitacién de amiloide mejorada que se produce en
las primeras etapas de la vida y conduce a eventos catastréficos a 20 afios y demencia temprana. Este proceso es
algo comparable, pero tiene lugar més lentamente, en la enfermedad de Alzheimer, por lo que la demencia tipicamente
no se presenta hasta mediados o finales de los 60 o 70 afios, mientras que el tratamiento seria el mismo.
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Aunque algunas de las realizaciones preferidas de la presente invencién se han descrito e ilustrado especificamente
con anterioridad, no se pretende que dichas realizaciones limiten la invencién. Resultara evidente para el experto en
la técnica que se pueden realizar diversos cambios y modificaciones en las mismas sin apartarse del alcance de la
presente invencién, como se expone en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado funcional de N-acetilcisteina (NAC) para su uso en un método para el tratamiento de la angiopatia
amiloide por cistatina C hereditaria (HCCAA) en un sujeto humano que lo necesita, comprendiendo dicho método la
administracion de una cantidad eficaz de dicho derivado funcional en un portador farmacéuticamente aceptable, siendo
dicha administracién eficaz para reducir los agregados de proteina amiloide-cistatina, aliviando asi los sintomas de la
HCCAA, en donde dicho derivado de NAC se selecciona de NAC-amida, NAC-éster etilico y sal de N-acetilcisteina
carboxilato de mercaptida de cinc.

2. El derivado funcional para su uso de la reivindicacién 1, comprendiendo el método ademés realizar una biopsia de
piel en dicho sujeto después del tratamiento para evaluar la reduccién de los agregados de proteina amiloide-cistatina
en la piel.

3. El derivado funcional para su uso de la reivindicacién 1 o 2, en donde el método comprende ademas la
administracién de un iondforo y/o la administracién de un agente antiinflamatorio; opcionalmente, en donde dicho
agente antiinflamatorio se selecciona del grupo que consiste en uno o mas de corticosteroides, aspirina, celecoxib,
diclofenaco, diflunisal, etodolaco, ibuprofeno, indometacina, ketoprofeno, ketorolaco, nabumetona, naproxeno,
oxaprozina, piroxicam, salsalato, sulindaco, tolmetina, antagonista del receptor de interleucina (IL)-1, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-11, IL-13, receptores de citocinas para IL-1, factor de necrosis tumoral alfa e IL-18.

4. El derivado funcional para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, comprendiendo el método la
administracién de uno o mas de glutation, ARNip dirigido a secuencias codificantes de cistatina C, monensina,
papaina, catepsina B y falcipaina.

5. El derivado funcional para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, comprendiendo el método ademas
controlar los niveles de depésitos de amiloide de dicho paciente.

6. Un método para identificar agentes terapéuticos que reducen la formacién de agregados de proteina amiloide-
cistatina que comprende

a) proporcionar células que expresan un acido nucleico que codifica una proteina hCC mutante, causando dicho
mutante la formacidén de agregados de proteinas amiloide-cistatina;

b) proporcionar células que expresan una proteina hCC que carece de la mutaciéon hCC,

¢) poner en contacto las células de las etapas a) y b) con un agente de pruebay

d) analizar si dicho agente reduce la formacién de agregados de proteina amiloide-cistatina de las células de la
etapa a) con respecto a las de la etapa b), identificando asi agentes que reducen la agregacién de proteina
amiloide-cistatina.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde dicho agente terapéutico tiene eficacia para el tratamiento de HCCAA.
8. El método de la reivindicacion 6, en donde dicho agente es NAC o un derivado funcional de la misma.

9. El derivado funcional para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 presente en una composicién
farmacéutica.

10. El derivado funcional para su uso de la reivindicacion 1 a 5 0 9, en donde dicha HCCAA esta causada por la
cistatina C mutada.

11. El derivado funcional para su uso de la reivindicacién 10, en donde dicha cistatina C mutada comprende una
cistatina C L68Q.
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Fig. 1C (Réplicas biologicas)
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Fig, 3A

Cistatina C wt

8
£
c Sobrenadantes WT
3
i — - 7 Wong

a-CystC

L) KMons

Sobrenadantes L68Q

sin tratar

DTT
i,
()

i
foams ]

s
LAk
s
[t}

ki
a-CystC
et P
@ Trimero *
% dimero a0
i ]l] 'll
- ®
2 Mong " ™ ' . { .
S A . R
Fop gFgapay
& T S e
? voe g *?g &

23



ES 2977792713

TRyt B PPNt 2 g Auyst-{0

. L
mw.,:m x? I ...u.vm,
3 .WWW ow..w.
= Jejen s M\\M‘. prigic -
£ o e 2
P A = T P S, &
A o P %7 o3
o =5 & Sl s - Yo o
& oo i ¥ 1% W. s
% b} o Jejen uig ees ug
el b Eoaed
£ Pt
L aeeaes
——
2]
3 @z-Cyst.C
QO
——
< z 2E
_Io_ % i WH.\. 5
< o R
! o ows P P 2
N o 7y 2 %3 5
o L i3 A e o S
i .
L2 - LG L
el

lejesn wg

ep

L3 7 5
L jor i o Y wlLl

R 55 wis G0 e W 2% L e
% o

Nupp’

£ %2 15 v
& - £
ool . Kior il
by v
: ol -y % 2
b1 e
mw jelen uig iRl uig
4

ogrh ok AEE > T
- 1 e 4 W

! 2 e $F3 2z g 4 M wE ot
=4} DI A : [ s 155 e HEaETs
g v fri aappson

24



ES 2977792713

Figura 4
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Figura b

La reducciéon de la actividad de GSH o NAC es fundamental para romper los
oligdmeros en mondmeros de la cistatina C L68Q secretada
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.a NAC-amida y el NAC-éster metilico alteran la oligomerizacién

de la cistatina C L68 intracelular y secretada
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Fig. 8A
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Fie. 8C Los mondmeros Cyst-C son detectables a niveles reducidos en sangre de sujetos
8 portadores de la mutacion L68Q.

Se detectaron potencialmente complejos de alto peso molecular en un portador
que no esta tomando NAC.
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