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Biomarcador para la Hemorragia Subaracnoidea y el Vasoespasmo

DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se encuentra dentro del campo de la Biomedicina y la Biotecnologia, y
especificamente se refiere a un método de obtencidén de datos utiles para el diagnéstico,
clasificacién y/o seguimiento de la Hemorragia Subaracnoidea y a un método de obtencién de
datos utiles para predecir o pronosticar el vasoespasmo cerebral tras la hemorragia
subaracnoidea. Dichos métodos se realizan cuantificando el producto de expresiéon del gen
RhoA o su actividad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La patologia cerebrovascular hemorragica de origen aneurismatico (aHSA), supone alrededor
del 80% de todos los sangrados extravasados al espacio subaracnoideo de origen no
traumatico y es la causa mas habitual de muerte subita por ictus. La patocronia de la misma es
bien conocida: durante las primeras 24-48 horas acontecen la hidrocefalia y el resangrado. A
partir del 4° dia hasta la segunda semana, el vasoespasmo podria ser responsable del
deterioro neurolégico e incluso del fallecimiento de un 15-20% de los pacientes. Asi, el
tratamiento y deteccion temprana del mismo es de gran relevancia en la practica clinica. Dado
que el vasoespasmo es un proceso complicado que incluye engrosamiento de la pared arterial
e incremento de la vasoconstriccion, el descubrimiento de moléculas que reduzcan ambas
alteraciones seria una buena estrategia para reducir la mortalidad y morbilidad en estos
pacientes. Por lo tanto, seria importante realizar estudios donde se identifiquen moléculas
especificas que participen en la cascada inflamatoria y en la contraccion arterial y que pueden
servir como dianas para el tratamiento y el diagnéstico temprano de la evolucidn del paciente
con aHSA.

Con este fin, los inventores han estudiado en pacientes con aHSA la proteina monomérica
RhoA, dado que participa en la contraccién arterial e inflamacion. El efecto de RhoA sobre la
contraccién arterial estd mediado por la activacidon de su efector Rho Kinasa (ROCK) y la
inhibicién de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLC) del musculo liso arterial. Esto
implica la permanente fosforilacion de la MLC y como consecuencia la arteria permanece
contraida (Somlyo et al., 2003. Physiol. Rev. 83:1325-1358).

Ademas de la contraccién microvascular, existen evidencias que demuestran que la
inflamacién, y mas concretamente la interaccion leucocito-endotelio, juega un papel central en
el desarrollo del vasoespasmo y en el mal pronostico de esta patologia (Chaichana et a/., 2010.

World Neurosurg. 73:22-41). En diversos estudios clinicos y experimentales se demuestra que
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numerosas moléculas que participan en la adhesién celular estan muy elevadas en suero
sanguineo y liquido cefalorraquideo (LCR) (Miller et al., 2014. Biomed. Res. Int. 384-342). Por
lo tanto, las terapias orientadas a prevenir la inflamacion pueden evitar o revertir el
estrechamiento arterial en pacientes con aHSA (Hong et al., 2014. Biomarkers 19:95-108). Los
linfocitos y otras células sanguineas juegan un papel importante en el desarrollo de procesos
inflamatorios, debido a su interaccién con el endotelio vascular (Imhof y Aurrand-Lions et al.,
2004. Nat. Rev. Immunol. 4:432-444). Asi, moléculas como: molécula de adhesion intracelular-
1 (ICAM-1), molécula de adhesién vascular-1 (VCAM-1), L-selectina, P-selectina y E-selectina
han adquirido especial atencibn como biomarcadores en aHSA (Przybycien-Szymanska y
Ashley, 2015. Journal of Stroke and Cerebrovascular Diseases 24:1453-1464). Estudios en
humanos demuestran que los niveles altos de estas moléculas se encuentran en LCR y suero
(Hong et al., 2014. Biomarkers 19:95-108).

En linfocitos humanos existen pequefias Rho GTPasas citosélicas (RhoA, Cdc42, Rac1) que
regulan muchas funciones celulares como adhesion, dinamica del citoesqueleto, migracién y
contraccién del musculo liso, y que aun no han sido evaluadas en pacientes con aHSA (Loirand
et al., 2006. Circ. Res. 98:322-334). Dado que RhoA participa en la regulacion de la
contraccién en musculo liso arterial (Somlyo et al., 2003. Physiol. Rev. 83:1325-1358) y en
procesos inflamatorios, concretamente en la interaccion leucocito-endotelio vascular (Honing et
al., 2003. J. Leukoc. Biol. 75:523-528; Heasman et al., 2010. J. Cell Biol. 2010; 190: 553-563),
los inventores han estudiado especificamente esta proteina en células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con aHSA. Dado que el vasoespasmo se presenta en clinica a
partir del dia 5, los inventores han evaluado la actividad y cantidad de RhoA en células
mononucleares de pacientes entre los dias 1y 4 tras el ingreso. Los resultados que se detallan
en esta patente indican que la cantidad y actividad de RhoA estan incrementadas en pacientes
respecto de individuos sanos. Ademas estos valores estan relacionados con la gravedad del
paciente a su ingreso, determinado por el coeficiente de Glasgow (p=0,003) y con el desarrollo

del vasoespasmo (p =0,028).
Los resultados obtenidos se pueden resumir en:

a) Es la primera vez que se describe el uso como biomarcador de la proteina RhoA en células

mononucleares de sangre periférica de pacientes con aHSA.

b) La determinacién de la actividad y expresidon de RhoA en células mononucleares en
humanos durante los cuatro primeros dias de ingreso del paciente tras la aHSA podria ser un
biomarcador de diagnéstico precoz de vasoespasmo que se produce a partir del dia 5.
Estudiando los mecanismos de adhesién de linfocitos con endotelio se ha descrito que RhoA
es requerida para la adhesion mediada por integrinas y la transmigracion endotelial, existiendo

una correlacién entre la migracién de linfocitos a través del endotelio y la cantidad de RhoA
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(Laudanna et al., 1996. Science 271:981-983; Heasman et al., 2010. J. Cell Biol. 190:553-
563). El hecho de que la expresidn de RhoA sea mayor en las células mononucleares
(constituidas mayoritariamente por linfocitos) de los pacientes facilitaria su adhesién al
endotelio en respuesta a determinados agentes proinflamatorios que estan sobreexpresados
en suero (Miller et al., 2014. Biomed Res. Int. 2014: 384342). La determinacion de la cantidad
de RhoA en células mononucleares podria ser un biomarcador con alta especificidad que
podria mejorar el manejo de los pacientes en el ambito hospitalario, con la consiguiente

optimizacion de los costes.

c) Los resultados obtenidos por los inventores justifican el uso actual del fasudil, un inhibidor de
la ruta RhoA/ROCK, en el tratamiento de pacientes con aHSA, ya que RhoA interviene a nivel
de musculo liso, incrementando la contraccion y en células mononucleares, facilitando la
interaccién con el endotelio. El uso de fasudil en pacientes podria inhibir estas dos rutas que
participan en el vasoespasmo arterial. Aunque los resultados deberian ser interpretados con
cautela, un reciente metaandlisis con 843 pacientes encuentra una reduccidn significativa en la
ocurrencia de vasoespasmo e infarto cerebral asi como una mejora de la evolucién clinica de
pacientes con aHSA tratados con fasudil (Liu et al., 2012. Eur. J. Clin. Pharmacol. 68:131-
139).Se ha descrito en estos pacientes que fasudil es igualmente seguro y mas efectivo que la
nimodipina, farmaco antagonista del calcio, habitualmente utilizado en la prevenciéon del
vasoespasmo cerebral y posterior dafo isquémico (Zhao et al., 2011. Neurol. Med. Chir.
51:679-683).

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Comparacion de la expresién de RhoA entre controles sanos y pacientes. El valor de
la mediana de la cantidad o expresion de RhoA, medida el dia 1 en pacientes con aSAH
(n=15), se ha mostrado significativamente incrementada (p=0,014) respecto de los controles

sanos (n=15).

Figura 2. Curva ROC entre individuos sanos (n=15) y enfermos del dia 4 (n=14) alcanza un
AUC (area bajo la curva)=0,757; 1.C=(0,564-0,951), p=0,018.

Figura 3. Correlacion entre la expresion de RhoA en pacientes con aHSA y la gravedad. La
cantidad de RhoA medida desde el dia 2 (n=14) y el dia 4 (n=14) en pacientes esta
correlacionada inversamente con el indice Glasgow de los pacientes al ingreso (r=-0,632 y r=-

0,733, respectivamente).
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Figura 4. Correlacién entre la actividad de RhoA en pacientes con aHSA y el desarrollo de
vasoespasmo. La actividad de RhoA medida el dia 4 en 14 pacientes (8 presentaban

vasoespasmo y 6 no), esta correlacionada con el desarrollo del vasoespasmo (p=0,028).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencién han encontrado que el producto de expresién del gen
RhoA puede emplearse como biomarcador en el diagnéstico, clasificaciéon y/o seguimiento de
la Hemorragia Subaracnoidea, preferiblemente espontanea y para predecir o pronosticar el
vasoespasmo cerebral tras la hemorragia subaracnoidea, preferiblemente espontanea de

origen aneurismatico (aHSA).

USOS DEL GEN RhoA

Por tanto, un primer aspecto de la invencién se refiere al uso del gen RhoA o del producto de
expresion de dicho gen, como biomarcador para el diagnéstico, clasificacion y/o seguimiento de
la Hemorragia Subaracnoidea. Preferiblemente hemorragia Subaracnoidea de origen

aneurismatico.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la Hemorragia Subaracnoidea es

espontanea.

Un segundo aspecto de la invencién se refiere al uso del gen RhoA o del producto de
expresion de dicho gen, como biomarcador para predecir o pronosticar el vasoespasmo

cerebral tras la Hemorragia Subaracnoidea.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la Hemorragia Subaracnoidea es

espontanea.

En esta memoria se entiende por “producto de expresién de dicho gen” (RhoA) a la secuencia
aminoacidica SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 12 6 SEQ ID NO: 14.

El término “producto de expresién”, también denominado “producto génico” se refiere al
material bioquimico, ya sea ARN o proteina, resultando de la expresién de un gen. Algunas
veces se usa una medida de la cantidad de producto génico para inferir qué tan activo es un

gen.

En esta memoria se entiende por “RhoA” al gen que codifica para un miembro de la familia
Rho de pequefias GTPasas, que funcionan como interruptores moleculares de las cascadas de

transduccion de sefales. Las proteinas Rho promueven la reorganizacion del citoesqueleto de
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actina y regulan la forma de la célula, la adhesién y la motilidad. Mas especificamente son
proteinas G monoméricas que regulan funciones celulares como la interaccién de células
mononucleares (mayoritariamente linfocitos) con el endotelio facilitando el proceso inflamatorio.
Por otro lado, La sobreexpresion de este gen se asocia con la proliferacién de células
tumorales y la metastasis. Se han identificado variantes de este gen, asi como multiples
variantes de splicing alternativo.

En esta memoria se entiende como “Hemorragia Subaranoidea” a la presencia de sangre
intracraneal ubicada en el espacio comprendido entre las membranas piamadre y aracnoides.
La presencia de sangre en el espacio subaracnoideo puede ser consecuencia de un
traumatismo o bien producirse de manera espontanea por la ruptura de alguna arteria cerebral.
Concretamente, la presencia de lesiones en los vasos arteriales, conocidos como aneurismas,
suelen ser la porcidon de la arteria que se rompen espontaneamente debido al proceso
deformativo de la pared arterial a este nivel. A su vez, el volcado de sangre en el espacio
subaracnoideo, ocasiona de manera diferida, fenébmenos vasomotores, que pueden potenciar
la gravedad del cuadro y generar secuelas o la muerte del paciente incluso dias después de

haber presentado el sangrado, por lo que se le conoce como deterioro neurolégico tardio.

En esta memoria se entiende como “vasoespasmo” o “vasoespasmo cerebral tras la
hemorragia subaracnoidea” espontanea de origen aneurisméatico (aHSA)” como la presencia de
uno o varios de los siguientes: En primer lugar, la presencia de vasoespasmo clinico ante el
deterioro del nivel de conciencia del paciente (caida del GCS igual o superior a 2 puntos o a la
aparicion de déficit focal), entre el 4° y el 14° dia del sangrado, no atribuibles a resangrado,
hematoma, hidrocefalia o alteraciones metabdlicas. En segundo lugar, se considerd
vasoespasmo sonografico ante la presencia en la Arteria Cerebral Media (ACM) a la existencia
de una Velocidad media (Vm) a nivel de ACM superior a 120 cm/seg junto con un valor de
indice hemisférico igual o superior a 3, a partir del 4° dia postsangrado. (Lindergaard y col.,
1989. Acta Neurochir (Wien) 1989;100:12—24). Por ultimo, el vasoespasmo arteriografico se
consider6 ante la presencia de una reduccién del calibre vascular cerebral en la arteriografia
cerebral de circulacién anterior y posterior. La presencia de cualquiera de los tres componentes

anteriores, de manera aislada o simultanea, se consideré como vasoespasmo cerebral.

METODOS DE LA INVENCION

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a un método de obtencion de datos utiles para el
diagnostico, clasificacion y/o seguimiento de la Hemorragia Subaracnoidea en un individuo o

sujeto, de ahora en adelante primer método de la invencién, que comprende:
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a) cuantificar el producto de expresidén del gen RhoA en una muestra biolégica aislada

de dicho individuo.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el primer método de la invencion

ademas comprende:

b) comparar las cantidades obtenidas en el paso a) con una cantidad de referencia,
donde la cantidad de referencia del producto de expresiéon del gen RhoA es el nivel medio de

producto de expresién de dicho gen en individuos sanos.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, la muestra biologica aislada del

paso a) son células mononucleares de sangre periférica.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la muestra biologica aislada del
paso a) se selecciona de la lista que consiste en células de musculo liso vascular, liquido

cefaloraquideo (LCR), orina, liquido pleural y liquido peritoneal.

Una “muestra bioldgica aislada” incluye, pero sin limitarnos a, células, tejidos y/o fluidos
bioldgicos de un organismo, obtenidos mediante cualquier método conocido por un experto en
la materia. Preferiblemente, la muestra bioldgica aislada del paso (a) es sangre periférica, y

mas preferiblemente las células mononucleares que contiene.

La cuantificaciéon del producto de expresidén del gen RhoA puede realizarse por cualquiera de

los métodos conocidos en el estado de la técnica.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la cuantificacion del producto de
expresion del gen RhoA se realiza utilizando ELISA.

La “técnica ELISA” consiste basicamente, aunque sin limitarnos, en un sistema de deteccion y
medicién de RhoA altamente selectivo que hace uso de inmunoglobulinas de alta afinidad para
todos los isotipos de Rho. Posteriormente y mediante el uso de un anticuerpo complementario
monoclonal altamente selectivo de ratén para RhoA conjugado a la peroxidasa de rabano que

se pone en contacto con su sustrato y se revela por colorimetria.

Tabla 1. Secuencias de la invencioén

Nombre del Secuencias Secuencias
Descripcién Gen ID
Gen nucleotidicas aminoacidicas
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
Familia de genes SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
RhoA 387
homoélogos a Ras SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
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SEQIDNO: 9, | SEQID NO: 10,

SEQ ID NO: 11 | SEQ ID NO: 12

y SEQ ID NO: y SEQ ID NO:
13 14

En el contexto de la presente invencion, el gen RhoA se define también por un secuencia de
nucledtidos o polinucledtidos, que constituyen la secuencia codificante de las proteinas
recogidas respectivamente en la Tabla 1, siendo dichas proteinas el producto de expresion de
cada uno de los genotipos identificados en la tabla. Adicionalmente, la presente invencion
comprende diversas variantes procedentes de cada una de las secuencias identificadas en la
Tabla 1:

En este sentido, variantes de las secuencias asociadas al gen RhoA comprenden:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 6 SEQ ID NO: 14 recogida en la Tabla 1.

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a)

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la

degeneracién del cédigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un
98% o un 99% con la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 y SEQ ID NO: 14 recogidas en la Tabla 1, respectivamente,
y en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y
las caracteristicas estructurales de las proteina RhoA y se seleccione de la lista que
consiste en las secuencias:SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 0 SEQ ID NO: 13 indicadas en la Tabla 1.

SEQ ID NO: 1

AATAGTGGATGAGCTGTGAGTGCGCGCGCGTGCGCGGGGCCGCGACCTGTGCCGGCTC
GAGCCCGCTGGGCACTCGGAGGCGCGCACGTCGTTCCCCGCCCTCCCGCCGCLCGCCCG
CCCTCGCTCTCTCGCGCTACCCTCCCGCCGCCCGCGGTCCTCCGTCGGTTCTCTCGTTAG
TCCACGGTCTGGTCTTCAGCTACCCGCCTTCGTCTCCGAGTTTGCGACTCGCGGACCGGC
GTCCCCGGCGCGAAGAGGTGTATGTGCCCACAGTGTTTGAGAACTATGTGGCAGATATCG
AGGTGGATGGAAAGCAGGTAGAGTTGGCTTTGTGGGACACAGCTGGGCAGGAAGATTATG
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ATCGCCTGAGGCCCCTCTCCTACCCAGATACCGATGTTATACTGATGTGTTTTTCCATCGA
CAGCCCTGATAGTTTAGAAAACATCCCAGAAAAGTGGACCCCAGAAGTCAAGCATTTCTGT
CCCAACGTGCCCATCATCCTGGTTGGGAATAAGAAGGATCTTCGGAATGATGAGCACACAA
GGCGGGAGCTAGCCAAGATGAAGCAGGAGCCGGTGAAACCTGAAGAAGGCAGAGATATG
GCAAACAGGATTGGCGCTTTTGGGTACATGGAGTGTTCAGCAAAGACCAAAGATGGAGTG
AGAGAGGTTTTTGAAATGGCTACGAGAGCTGCTCTGCAAGCTAGACGTGGGAAGAAAAAAT
CTGGGTGCCTTGTCTTGTGAAACCTTGCTGCAAGCACAGCCCTTATGCGGTTAATTTTGAA
GTGCTGTTTATTAATCTTAGTGTATGATTACTGGCCTTTTTCATTTATCTATAATTTACCTAAG
ATTACAAATCAGAAGTCATCTTGCTACCAGTATTTAGAAGCCAACTATGATTATTAACGATGT
CCAACCCGTCTGGCCCACCAGGGTCCTTTTGACACTGCTCTAACAGCCCTCCTCTGCACTC
CCACCTGACACACCAGGCGCTAATTCAAGGAATTTCTTAACTTCTTGCTTCTTTCTAGAAAG
AGAAACAGTTGGTAACTTTTGTGAATTAGGCTGTAACTACTTTATAACTAACATGTCCTGCC
TATTATCTGTCAGCTGCAAGGTACTCTGGTGAGTCACCACTTCAGGGCTTTACTCCGTAAC
AGATTTTGTTGGCATAGCTCTGGGGTGGGCAGTTTTTTGAAAATGGGCTCAACCAGAAAAG
CCCAAGTTCATGCAGCTGTGGCAGAGTTACAGTTCTGTGGTTTCATGTTAGTTACCTTATAG
TTACTGTGTAATTAGTGCCACTTAATGTATGTTACCAAAAATAAATATATCTACCCCAGACTA
GATGTAGTATTTTTTGTATAATTGGATTTCCTAATACTGTCATCCTCAAAGAAAGTGTATTGG
TTTTTTAAAAAAGAAAGTGTATTTGGAAATAAAGTCAGATGGAAAATTCATTTTTTAAATTCC
CGTTTTGTCACTTTTTCTGATAAAAGATGGCCATATTACCCCTTTTCGGCCCCATGTATCTC
AGTACCCCATGGAGCTGGGCTAAGTAAATAGGAATTGGTTTCACGCCTGAGGCAATTAGAC
ACTTTGGAAGATGGCATAACCTGTCTCACCTGGACTTAAGCATCTGGCTCTAATTCACAGT
GCTCTTTTCTCCTCACTGTATCCAGGTTCCCTCCCAGAGGAGCCACCAGTTCTCATGGGTG
GCACTCAGTCTCTCTTCTCTCCAGCTGACTAAACTTTTTTTCTGTACCAGTTAATTTTTCCAA
CTACTAATAGAATAAAGGCAGTTTTCTAAACTTCCTGTAAAAAAAAA

SEQ ID NO: 2

MCFSIDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCPNVPIILVGNKKDLRNDEHTRRELAKMKQEPVKPEEGR
DMANRIGAFGYMECSAKTKDGVREVFEMATRAALQARRGKKKSGCLVL

SEQ ID NO: 3

AATAGTGGATGAGCTGTGAGTGCGCGCGCGTGCGCGGGGCCGCGACCTGTGCCGGCTC
GAGCCCGCTGGGCACTCGGAGGCGCGCACGTCGTTCCCCGCCCTCCCGCCGCCGCCCG
CCCTCGCTCTCTCGCGCTACCCTCCCGCCGCCCGCGGTCCTCCGTCGGTTCTCTCGTTAG
TCCACGGTCTGGTCTTCAGCTACCCGCCTTCGTCTCCGAGTTTGCGACTCGCGGACCGGC
GTCCCCGGCGCGAAGAGGCTGGACTCGGATTCGTTGCCTGAGCAATGGCTGCCATCCGG
AAGAAACTGGTGATTGTTGGTGATGGAGCCTGTGGAAAGACATGCTTGCTCATAGTCTTCA
GCAAGGACCAGTTCCCAGAGGTGTATGTGCCCACAGTGTTTGAGAACTATGTGGAAGATTA
TGATCGCCTGAGGCCCCTCTCCTACCCAGATACCGATGTTATACTGATGTGTTTTTCCATC



10

15

20

25

30

35

WO 2018/122438 9 PCT/ES2017/070862

GACAGCCCTGATAGTTTAGAAAACATCCCAGAAAAGTGGACCCCAGAAGTCAAGCATTTCT
GTCCCAACGTGCCCATCATCCTGGTTGGGAATAAGAAGGATCTTCGGAATGATGAGCACA
CAAGGCGGGAGCTAGCCAAGATGAAGCAGGAGCCGGTGAAACCTGAAGAAGGCAGAGAT
ATGGCAAACAGGATTGGCGCTTTTGGGTACATGGAGTGTTCAGCAAAGACCAAAGATGGA
GTGAGAGAGGTTTTTGAAATGGCTACGAGAGCTGCTCTGCAAGCTAGACGTGGGAAGAAA
AAATCTGGGTGCCTTGTCTTGTGAAACCTTGCTGCAAGCACAGCCCTTATGCGGTTAATTTT
GAAGTGCTGTTTATTAATCTTAGTGTATGATTACTGGCCTTTTTCATTTATCTATAATTTACCT
AAGATTACAAATCAGAAGTCATCTTGCTACCAGTATTTAGAAGCCAACTATGATTATTAACG
ATGTCCAACCCGTCTGGCCCACCAGGGTCCTTTTGACACTGCTCTAACAGCCCTCCTCTGC
ACTCCCACCTGACACACCAGGCGCTAATTCAAGGAATTTCTTAACTTCTTGCTTCTTTCTAG
AAAGAGAAACAGTTGGTAACTTTTGTGAATTAGGCTGTAACTACTTTATAACTAACATGTCC
TGCCTATTATCTGTCAGCTGCAAGGTACTCTGGTGAGTCACCACTTCAGGGCTTTACTCCG
TAACAGATTTTGTTGGCATAGCTCTGGGGTGGGCAGTTTTTTGAAAATGGGCTCAACCAGA
AAAGCCCAAGTTCATGCAGCTGTGGCAGAGTTACAGTTCTGTGGTTTCATGTTAGTTACCTT
ATAGTTACTGTGTAATTAGTGCCACTTAATGTATGTTACCAAAAATAAATATATCTACCCCAG
ACTAGATGTAGTATTTTTTGTATAATTGGATTTCCTAATACTGTCATCCTCAAAGAAAGTGTA
TTGGTTTTTTAAAAAAGAAAGTGTATTTGGAAATAAAGTCAGATGGAAAATTCATTTTTTAAA
TTCCCGTTTTGTCACTTTTTCTGATAAAAGATGGCCATATTACCCCTTTTCGGCCCCATGTA
TCTCAGTACCCCATGGAGCTGGGCTAAGTAAATAGGAATTGGTTTCACGCCTGAGGCAATT
AGACACTTTGGAAGATGGCATAACCTGTCTCACCTGGACTTAAGCATCTGGCTCTAATTCA
CAGTGCTCTTTTCTCCTCACTGTATCCAGGTTCCCTCCCAGAGGAGCCACCAGTTCTCATG
GGTGGCACTCAGTCTCTCTTCTCTCCAGCTGACTAAACTTTTTTTCTGTACCAGTTAATTTTT
CCAACTACTAATAGAATAAAGGCAGTTTTCTAAACTTCCTGTAAAAAAAAA

SEQ ID NO: 4

MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFENYVEDYDRLRPLSYPDTDVILMCFSI
DSPDSLENIPEKWTPEVKHFCPNVPIILVGNKKDLRNDEHTRRELAKMKQEPVKPEEGRDMAN
RIGAFGYMECSAKTKDGVREVFEMATRAALQARRGKKKSGCLVL

SEQ ID NO: 5

AATAGTGGATGAGCTGTGAGTGCGCGCGCGTGCGCGGGGCCGCGACCTGTGCCGGCTC
GAGCCCGCTGGGCACTCGGAGGCGCGCACGTCGTTCCCCGCCCTCCCGCCGCCGCCCG
CCCTCGCTCTCTCGCGCTACCCTCCCGCCGCCCGCGGTCCTCCGTCGGTTCTCTCGTTAG
TCCACGGTCTGGTCTTCAGCTACCCGCCTTCGTCTCCGAGTTTGCGACTCGCGGACCGGC
GTCCCCGGCGCGAAGAGGCTGGACTCGGATTCGTTGCCTGAGCAATGGCTGCCATCCGG
AAGAAACTGGTGATTGTTGGTGATGGAGCCTGTGGAAAGACATGCTTGCTCATAGTCTTCA
GCAAGGACCAGTTCCCAGAGGTGTATGTGCCCACAGTGTTTGAGAACTATGTGGCAGATAT
CGAGGTGGATGGAAAGCAGGAGCCGGTGAAACCTGAAGAAGGCAGAGATATGGCAAACA
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GGATTGGCGCTTTTGGGTACATGGAGTGTTCAGCAAAGACCAAAGATGGAGTGAGAGAGG
TTTTTGAAATGGCTACGAGAGCTGCTCTGCAAGCTAGACGTGGGAAGAAAAAATCTGGGTG
CCTTGTCTTGTGAAACCTTGCTGCAAGCACAGCCCTTATGCGGTTAATTTTGAAGTGCTGTT
TATTAATCTTAGTGTATGATTACTGGCCTTTTTCATTTATCTATAATTTACCTAAGATTACAAA
TCAGAAGTCATCTTGCTACCAGTATTTAGAAGCCAACTATGATTATTAACGATGTCCAACCC
GTCTGGCCCACCAGGGTCCTTTTGACACTGCTCTAACAGCCCTCCTCTGCACTCCCACCTG
ACACACCAGGCGCTAATTCAAGGAATTTCTTAACTTCTTGCTTCTTTCTAGAAAGAGAAACA
GTTGGTAACTTTTGTGAATTAGGCTGTAACTACTTTATAACTAACATGTCCTGCCTATTATCT
GTCAGCTGCAAGGTACTCTGGTGAGTCACCACTTCAGGGCTTTACTCCGTAACAGATTTTG
TTGGCATAGCTCTGGGGTGGGCAGTTTTTTGAAAATGGGCTCAACCAGAAAAGCCCAAGTT
CATGCAGCTGTGGCAGAGTTACAGTTCTGTGGTTTCATGTTAGTTACCTTATAGTTACTGTG
TAATTAGTGCCACTTAATGTATGTTACCAAAAATAAATATATCTACCCCAGACTAGATGTAGT
ATTTTTTGTATAATTGGATTTCCTAATACTGTCATCCTCAAAGAAAGTGTATTGGTTTTTTAAA
AAAGAAAGTGTATTTGGAAATAAAGTCAGATGGAAAATTCATTTTTTAAATTCCCGTTTTGTC
ACTTTTTCTGATAAAAGATGGCCATATTACCCCTTTTCGGCCCCATGTATCTCAGTACCCCA
TGGAGCTGGGCTAAGTAAATAGGAATTGGTTTCACGCCTGAGGCAATTAGACACTTTGGAA
GATGGCATAACCTGTCTCACCTGGACTTAAGCATCTGGCTCTAATTCACAGTGCTCTTTTCT
CCTCACTGTATCCAGGTTCCCTCCCAGAGGAGCCACCAGTTCTCATGGGTGGCACTCAGT
CTCTCTTCTCTCCAGCTGACTAAACTTTTTTTCTGTACCAGTTAATTTTTCCAACTACTAATA
GAATAAAGGCAGTTTTCTAAACTTCCTGTAAAAAAAAA

SEQ ID NO: 6

MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFENYVADIEVDGKQEPVKPEEGRDMA
NRIGAFGYMECSAKTKDGVREVFEMATRAALQARRGKKKSGCLVL

SEQID NO: 7

AATAGTGGATGAGCTGTGAGTGCGCGCGCGTGCGCGGGGCCGCGACCTGTGCCGGCTC
GAGCCCGCTGGGCACTCGGAGGCGCGCACGTCGTTCCCCGCCCTCCCGCCGCCGCCCG
CCCTCGCTCTCTCGCGCTACCCTCCCGCCGCCCGCGGTCCTCCGTCGGTTCTCTCGTTAG
TCCACGGTCTGGTCTTCAGCTACCCGCCTTCGTCTCCGAGTTTGCGACTCGCGGACCGGC
GTCCCCGGCGCGAAGAGGCTGGACTCGGATTCGTTGCCTGAGCAATGGCTGCCATCCGG
AAGAAACTGGTGATTGTTGGTGATGGAGCCTGTGGAAAGACATGCTTGCTCATAGTCTTCA
GCAAGGACCAGTTCCCAGAGGTGTATGTGCCCACAGTGTTTGAGAACTATGTGGCAGATAT
CGAGGTGGATGGAAAGCAGAAAACATCCCAGAAAAGTGGACCCCAGAAGTCAAGCATTTC
TGTCCCAACGTGCCCATCATCCTGGTTGGGAATAAGAAGGATCTTCGGAATGATGAGCACA
CAAGGCGGGAGCTAGCCAAGATGAAGCAGGAGCCGGTGAAACCTGAAGAAGGCAGAGAT
ATGGCAAACAGGATTGGCGCTTTTGGGTACATGGAGTGTTCAGCAAAGACCAAAGATGGA
GTGAGAGAGGTTTTTGAAATGGCTACGAGAGCTGCTCTGCAAGCTAGACGTGGGAAGAAA
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AAATCTGGGTGCCTTGTCTTGTGAAACCTTGCTGCAAGCACAGCCCTTATGCGGTTAATTTT
GAAGTGCTGTTTATTAATCTTAGTGTATGATTACTGGCCTTTTTCATTTATCTATAATTTACCT
AAGATTACAAATCAGAAGTCATCTTGCTACCAGTATTTAGAAGCCAACTATGATTATTAACG
ATGTCCAACCCGTCTGGCCCACCAGGGTCCTTTTGACACTGCTCTAACAGCCCTCCTCTGC
ACTCCCACCTGACACACCAGGCGCTAATTCAAGGAATTTCTTAACTTCTTGCTTCTTTCTAG
AAAGAGAAACAGTTGGTAACTTTTGTGAATTAGGCTGTAACTACTTTATAACTAACATGTCC
TGCCTATTATCTGTCAGCTGCAAGGTACTCTGGTGAGTCACCACTTCAGGGCTTTACTCCG
TAACAGATTTTGTTGGCATAGCTCTGGGGTGGGCAGTTTTTTGAAAATGGGCTCAACCAGA
AAAGCCCAAGTTCATGCAGCTGTGGCAGAGTTACAGTTCTGTGGTTTCATGTTAGTTACCTT
ATAGTTACTGTGTAATTAGTGCCACTTAATGTATGTTACCAAAAATAAATATATCTACCCCAG
ACTAGATGTAGTATTTTTTGTATAATTGGATTTCCTAATACTGTCATCCTCAAAGAAAGTGTA
TTGGTTTTTTAAAAAAGAAAGTGTATTTGGAAATAAAGTCAGATGGAAAATTCATTTTTTAAA
TTCCCGTTTTGTCACTTTTTCTGATAAAAGATGGCCATATTACCCCTTTTCGGCCCCATGTA
TCTCAGTACCCCATGGAGCTGGGCTAAGTAAATAGGAATTGGTTTCACGCCTGAGGCAATT
AGACACTTTGGAAGATGGCATAACCTGTCTCACCTGGACTTAAGCATCTGGCTCTAATTCA
CAGTGCTCTTTTCTCCTCACTGTATCCAGGTTCCCTCCCAGAGGAGCCACCAGTTCTCATG
GGTGGCACTCAGTCTCTCTTCTCTCCAGCTGACTAAACTTTTTTTCTGTACCAGTTAATTTTT
CCAACTACTAATAGAATAAAGGCAGTTTTCTAAACTTCCTGTAAAAAAAAA

SEQ ID NO: 8

MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFENYVADIEVDGKQKTSQKSGPQKSSI
SVPTCPSSWLGIRRIFGMMSTQGGS

SEQ ID NO: 9

AATAGTGGATGAGCTGTGAGTGCGCGCGCGTGCGCGGGGCCGCGACCTGTGCCGGCTC
GAGCCCGCTGGGCACTCGGAGGCGCGCACGTCGTTCCCCGCCCTCCCGCCGCCGCCCG
CCCTCGCTCTCTCGCGCTACCCTCCCGCCGCCCGCGGTCCTCCGTCGGTTCTCTCGTTAG
TCCACGGTCTGGTCTTCAGCTACCCGCCTTCGTCTCCGAGTTTGCGACTCGCGGACCGGC
GTCCCCGGCGCGAAGAGGCTGGACTCGGATTCGTTGCCTGAGCAATGGCTGCCATCCGG
AAGAAACTGGTGATTGTTGGTGATGGAGCCTGTGGAAAGACATGCTTGCTCATAGTCTTCA
GCAAGGACCAGTTCCCAGAGGTGTATGTGCCCACAGTGTTTGAGAACTATGTGGCAGATAT
CGAGGTGGATGGAAAGCAGGTAGAGTTGGCTTTGTGGGACACAGCTGGGCAGGAAGATTA
TGATCGCCTGAGGCCCCTCTCCTACCCAGATACCGATGTTATACTGATGTGTTTTTCCATC
GACAGCCCTGATAGTTTAGAAAACATCCCAGAAAAGTGGACCCCAGAAGTCAAGCATTTCT
GTCCCAACGTGCCCATCATCCTGGTTGGGAATAAGAAGGATCTTCGGAATGATGAGCACA
CAAGGCGGGAGCTAGCCAAGATGAAGCAGGAGCCGGTGAAACCTGAAGAAGGCAGAGAT
ATGGCAAACAGGATTGGCGCTTTTGGGTACATGGAGTGTTCAGCAAAGACCAAAGATGGA
GTGAGAGAGGTTTTTGAAATGGCTACGAGAGCTGCTCTGCAAGCTAGACGTGGGAAGAAA
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AAATCTGGGTGCCTTGTCTTGTGAAACCTTGCTGCAAGCACAGCCCTTATGCGGTTAATTTT
GAAGTGCTGTTTATTAATCTTAGTGTATGATTACTGGCCTTTTTCATTTATCTATAATTTACCT
AAGATTACAAATCAGAAGTCATCTTGCTACCAGTATTTAGAAGCCAACTATGATTATTAACG
ATGTCCAACCCGTCTGGCCCACCAGGGTCCTTTTGACACTGCTCTAACAGCCCTCCTCTGC
ACTCCCACCTGACACACCAGGCGCTAATTCAAGGAATTTCTTAACTTCTTGCTTCTTTCTAG
AAAGAGAAACAGTTGGTAACTTTTGTGAATTAGGCTGTAACTACTTTATAACTAACATGTCC
TGCCTATTATCTGTCAGCTGCAAGGTACTCTGGTGAGTCACCACTTCAGGGCTTTACTCCG
TAACAGATTTTGTTGGCATAGCTCTGGGGTGGGCAGTTTTTTGAAAATGGGCTCAACCAGA
AAAGCCCAAGTTCATGCAGCTGTGGCAGAGTTACAGTTCTGTGGTTTCATGTTAGTTACCTT
ATAGTTACTGTGTAATTAGTGCCACTTAATGTATGTTACCAAAAATAAATATATCTACCCCAG
ACTAGATGTAGTATTTTTTGTATAATTGGATTTCCTAATACTGTCATCCTCAAAGAAAGTGTA
TTGGTTTTTTAAAAAAGAAAGTGTATTTGGAAATAAAGTCAGATGGAAAATTCATTTTTTAAA
TTCCCGTTTTGTCACTTTTTCTGATAAAAGATGGCCATATTACCCCTTTTCGGCCCCATGTA
TCTCAGTACCCCATGGAGCTGGGCTAAGTAAATAGGAATTGGTTTCACGCCTGAGGCAATT
AGACACTTTGGAAGATGGCATAACCTGTCTCACCTGGACTTAAGCATCTGGCTCTAATTCA
CAGTGCTCTTTTCTCCTCACTGTATCCAGGTTCCCTCCCAGAGGAGCCACCAGTTCTCATG
GGTGGCACTCAGTCTCTCTTCTCTCCAGCTGACTAAACTTTTTTTCTGTACCAGTTAATTTTT
CCAACTACTAATAGAATAAAGGCAGTTTTCTAAACTTCCTGTAAAAAAAAA

SEQ ID NO: 10

MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFENYVADIEVDGKQVELALWDTAGQE
DYDRLRPLSYPDTDVILMCFSIDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCPNVPIILVGNKKDLRNDEHTRR
ELAKMKQEPVKPEEGRDMANRIGAFGYMECSAKTKDGVREVFEMATRAALQARRGKKKSGC
LVL

SEQ ID NO: 11

AATAGTGGATGAGCTGTGAGTGCGCGCGCGTGCGCGGGGCCGCGACCTGTGCCGGCTC
GAGCCCGCTGGGCACTCGGAGGCGCGCACGTCGTTCCCCGCCCTCCCGCCGCCGCCCG
CCCTCGCTCTCTCGCGCTACCCTCCCGCCGCCCGCGGTCCTCCGTCGGTTCTCTCGTTAG
TCCACGGTCTGGTCTTCAGCTACCCGCCTTCGTCTCCGAGTTTGCGACTCGCGGACCGGC
GTCCCCGGCGCGAAGAGGCTGGACTCGGATTCGTTGCCTGAGCAATGGCTGCCATCCGG
AAGAAACTGGTGATTGTTGGTGATGGAGCCTGTGGAAAGACATGCTTGCTCATAGTCTTCA
GCAAGGACCAGTTCCCAGAGGTGTATGTGCCCACAGTGTTTGAGAACTATGTGGCAGATAT
CGAGGTGGATGGAAAGCAGGTAGAGTTGGCTTTGTGGGACACAGCTGGGCAGGAAGATTA
TGATCGCCTGAGGCCCCTCTCCTACCCAGATACCGATGTTATACTGATGTGTTTTTCCATC
GACAGCCCTGATAGTTTAGAAAACATCCCAGAAAAGTGGACCCCAGAAGTCAAGCATTTCT
GTCCCAACGTGCCCATCATCCTGGTTGGGAATAAGAAGGATCTTCGGAATGATGAGCACA
CAAGGCGGGAGCTAGCCAAGATGAAGCAGGAGCCTCACTGTGTCGCCAGGCTGGAGTGC



10

15

20

25

30

35

WO 2018/122438 13 PCT/ES2017/070862

TGTGGCACGATCTTGGCTCAACTGCAACCTCCGCCTCCCAGATTTAAGCGATTCCCCTGCC
TCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGGTTACAGGCGCCCACTACCACACCCAGGAGCCGGTGAAA
CCTGAAGAAGGCAGAGATATGGCAAACAGGATTGGCGCTTTTGGGTACATGGAGTGTTCA
GCAAAGACCAAAGATGGAGTGAGAGAGGTTTTTGAAATGGCTACGAGAGCTGCTCTGCAA
GCTAGACGTGGGAAGAAAAAATCTGGGTGCCTTGTCTTGTGAAACCTTGCTGCAAGCACA
GCCCTTATGCGGTTAATTTTGAAGTGCTGTTTATTAATCTTAGTGTATGATTACTGGCCTTTT
TCATTTATCTATAATTTACCTAAGATTACAAATCAGAAGTCATCTTGCTACCAGTATTTAGAA
GCCAACTATGATTATTAACGATGTCCAACCCGTCTGGCCCACCAGGGTCCTTTTGACACTG
CTCTAACAGCCCTCCTCTGCACTCCCACCTGACACACCAGGCGCTAATTCAAGGAATTTCT
TAACTTCTTGCTTCTTTCTAGAAAGAGAAACAGTTGGTAACTTTTGTGAATTAGGCTGTAACT
ACTTTATAACTAACATGTCCTGCCTATTATCTGTCAGCTGCAAGGTACTCTGGTGAGTCACC
ACTTCAGGGCTTTACTCCGTAACAGATTTTGTTGGCATAGCTCTGGGGTGGGCAGTTTTTT
GAAAATGGGCTCAACCAGAAAAGCCCAAGTTCATGCAGCTGTGGCAGAGTTACAGTTCTGT
GGTTTCATGTTAGTTACCTTATAGTTACTGTGTAATTAGTGCCACTTAATGTATGTTACCAAA
AATAAATATATCTACCCCAGACTAGATGTAGTATTTTTTGTATAATTGGATTTCCTAATACTG
TCATCCTCAAAGAAAGTGTATTGGTTTTTTAAAAAAGAAAGTGTATTTGGAAATAAAGTCAGA
TGGAAAATTCATTTTTTAAATTCCCGTTTTGTCACTTTTTCTGATAAAAGATGGCCATATTAC
CCCTTTTCGGCCCCATGTATCTCAGTACCCCATGGAGCTGGGCTAAGTAAATAGGAATTGG
TTTCACGCCTGAGGCAATTAGACACTTTGGAAGATGGCATAACCTGTCTCACCTGGACTTA
AGCATCTGGCTCTAATTCACAGTGCTCTTTTCTCCTCACTGTATCCAGGTTCCCTCCCAGAG
GAGCCACCAGTTCTCATGGGTGGCACTCAGTCTCTCTTCTCTCCAGCTGACTAAACTTTTTT
TCTGTACCAGTTAATTTTTCCAACTACTAATAGAATAAAGGCAGTTTTCTAAACTTCCTGTAA
AAAAAAA

SEQ ID NO: 12

MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFENYVADIEVDGKQVELALWDTAGQE
DYDRLRPLSYPDTDVILMCFSIDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCPNVPIILVGNKKDLRNDEHTRR
ELAKMKQEPHCVARLECCGTILAQLQPPPPRFKRFPCLSLLSSWGYRRPLPHPGAGET

SEQ ID NO: 13

AATAGTGGATGAGCTGTGAGTGCGCGCGCGTGCGCGGGGCCGCGACCTGTGCCGGCTC
GAGCCCGCTGGGCACTCGGAGGCGCGCACGTCGTTCCCCGCCCTCCCGCCGCCGCCCG
CCCTCGCTCTCTCGCGCTACCCTCCCGCCGCCCGCGGTCCTCCGTCGGTTCTCTCGTTAG
TCCACGGTCTGGTCTTCAGCTACCCGCCTTCGTCTCCGAGTTTGCGACTCGCGGACCGGC
GTCCCCGGCGCGAAGAGGCTGGACTCGGATTCGTTGCCTGAGAGATGGTGTCTTGCTATG
TTGCCCAGACAGATCTTGTACTCCTGGGCTCAAGTTGTCCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAAG
TGCTGGGATTAAAGATCAATGGCTGCCATCCGGAAGAAACTGGTGATTGTTGGTGATGGA
GCCTGTGGAAAGACATGCTTGCTCATAGTCTTCAGCAAGGACCAGTTCCCAGAGGTGTATG
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TGCCCACAGTGTTTGAGAACTATGTGGCAGATATCGAGGTGGATGGAAAGCAGGTAGAGT
TGGCTTTGTGGGACACAGCTGGGCAGGAAGATTATGATCGCCTGAGGCCCCTCTCCTACC
CAGATACCGATGTTATACTGATGTGTTTTTCCATCGACAGCCCTGATAGTTTAGAAAACATC
CCAGAAAAGTGGACCCCAGAAGTCAAGCATTTCTGTCCCAACGTGCCCATCATCCTGGTTG
GGAATAAGAAGGATCTTCGGAATGATGAGCACACAAGGCGGGAGCTAGCCAAGATGAAGC
AGGAGCCGGTGAAACCTGAAGAAGGCAGAGATATGGCAAACAGGATTGGCGCTTTTGGGT
ACATGGAGTGTTCAGCAAAGACCAAAGATGGAGTGAGAGAGGTTTTTGAAATGGCTACGA
GAGCTGCTCTGCAAGCTAGACGTGGGAAGAAAAAATCTGGGTGCCTTGTCTTGTGAAACCT
TGCTGCAAGCACAGCCCTTATGCGGTTAATTTTGAAGTGCTGTTTATTAATCTTAGTGTATG
ATTACTGGCCTTTTTCATTTATCTATAATTTACCTAAGATTACAAATCAGAAGTCATCTTGCT
ACCAGTATTTAGAAGCCAACTATGATTATTAACGATGTCCAACCCGTCTGGCCCACCAGGG
TCCTTTTGACACTGCTCTAACAGCCCTCCTCTGCACTCCCACCTGACACACCAGGCGCTAA
TTCAAGGAATTTCTTAACTTCTTGCTTCTTTCTAGAAAGAGAAACAGTTGGTAACTTTTGTGA
ATTAGGCTGTAACTACTTTATAACTAACATGTCCTGCCTATTATCTGTCAGCTGCAAGGTAC
TCTGGTGAGTCACCACTTCAGGGCTTTACTCCGTAACAGATTTTGTTGGCATAGCTCTGGG
GTGGGCAGTTTTTTGAAAATGGGCTCAACCAGAAAAGCCCAAGTTCATGCAGCTGTGGCA
GAGTTACAGTTCTGTGGTTTCATGTTAGTTACCTTATAGTTACTGTGTAATTAGTGCCACTTA
ATGTATGTTACCAAAAATAAATATATCTACCCCAGACTAGATGTAGTATTTTTTGTATAATTG
GATTTCCTAATACTGTCATCCTCAAAGAAAGTGTATTGGTTTTTTAAAAAAGAAAGTGTATTT
GGAAATAAAGTCAGATGGAAAATTCATTTTTTAAATTCCCGTTTTGTCACTTTTTCTGATAAA
AGATGGCCATATTACCCCTTTTCGGCCCCATGTATCTCAGTACCCCATGGAGCTGGGCTAA
GTAAATAGGAATTGGTTTCACGCCTGAGGCAATTAGACACTTTGGAAGATGGCATAACCTG
TCTCACCTGGACTTAAGCATCTGGCTCTAATTCACAGTGCTCTTTTCTCCTCACTGTATCCA
GGTTCCCTCCCAGAGGAGCCACCAGTTCTCATGGGTGGCACTCAGTCTCTCTTCTCTCCA
GCTGACTAAACTTTTTTTCTGTACCAGTTAATTTTTCCAACTACTAATAGAATAAAGGCAGTT
TTCTAAACTTCCTGTAAAAAAAAA

SEQ ID NO: 14

MAAIRKKLVIVGDGACGKTCLLIVFSKDQFPEVYVPTVFENYVADIEVDGKQVELALWDTAGQE
DYDRLRPLSYPDTDVILMCFSIDSPDSLENIPEKWTPEVKHFCPNVPIILVGNKKDLRNDEHTRR
ELAKMKQEPVKPEEGRDMANRIGAFGYMECSAKTKDGVREVFEMATRAALQARRGKKKSGC
LVL

Un cuarto aspecto de la invencidn se refiere a un método para el diagnéstico, clasificaciéon y/o
seguimiento de la Hemorragia Subaracnoidea Espontanea en un individuo o sujeto, de ahora
en adelante segundo método de la invencion, que comprende los pasos (a) y (b) segun el

primer método de la invencién, y ademas comprende:
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c) clasificar al individuo del paso (a) en el grupo individuos con Hemorragia
Subaracnoidea Espontanea, si dicho individuo presenta una cantidad de producto de expresién
del gen RhoA es de al menos el doble del rango de la poblacién sana P50anes) = 1,30700;
rango intercuartilico (P25 = 0,76300 y P75 = 5,32200).

En una realizacion mas preferida, en el 95% de las ocasiones los enfermos se encontraron en
los intervalos (4,54601 ng de RhoA - 6,28172 ng de RhoA).

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencidén, la Hemorragia

Subaracnoidea es espontanea.

Un quinto aspecto de la invencién se refiere a un método de obtencién de datos utiles para
predecir o pronosticar el vasoespasmo cerebral tras la Hemorragia Subaracnoidea en un

individuo o sujeto, de ahora en adelante tercer método de la invencién, que comprende:

a) cuantificar la actividad del producto de expresién del gen RhoA en una muestra

bioldgica aislada de dicho individuo,

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el tercer método de la invencion

ademas comprende:

b) comparar las cantidades obtenidas en el paso a) con una cantidad de referencia para
la actividad del producto de expresién del gen RhoA, donde la cantidad de referencia es el nivel

medio de actividad del producto de expresion de dicho gen en individuos sanos.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, la muestra biologica aislada del

paso a) son células mononucleares de sangre periférica.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la muestra biologica aislada del
paso a) se selecciona de la lista que consiste en células de musculo liso vascular, liquido
cefaloraquideo (LCR), orina, liquido pleural y liquido peritoneal. La cuantificacién de la actividad
del gen RhoA puede realizarse por cualquier medio conocido en el estado de la técnica.

En una realizacidén preferida de este aspecto de la invencion, la cuantificacion de la actividad
del producto de expresion del gen RhoA se realiza utilizando G-LISA.

La “técnica G-LISA” consiste, aunque sin limitarnos, en medir la Rho activada (Rho-GTP) a
partir de muestras linfocitarias lisadas que se detectan posteriormente con un anticuerpo
especifico para RhoA, detectado con un anticuerpo secundario contra ratén conjugado con
peroxidasa de rabano que al entrar en contacto con su sustrato se detecta por colorimetria. Los
protocolos son conocidos por el experto en la materia, y se describen en el estado del arte, por

ejemplo, pero sin limitarnos, en http://www.cytoskeleton.com/pdf-storage/datasheets/bk124.pdf.
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Un sexto aspecto de la invencidn se refiere a un método para predecir o pronosticar el
vasoespasmo cerebral tras la Hemorragia Subaracnoidea en un individuo, de ahora en
adelante cuarto método de la invencion, que comprende los pasos (a) y (b) segun el tercer

método de la invencidn, y ademas comprende:

c) clasificar al individuo del paso (a) en el grupo de individuos con un alto riesgo
de desarrollar vasoespasmo cerebral tras hemorragia subaracnoidea, si dicho individuo
presenta actividad del producto de expresion del gen RhoA es al menos el doble del rango de
la poblacion que no sufre vasoespasmo P50 asoespasmo Noy = 0,19000; rango intercuartilico (P25 =
0,06300 y P75 = 0,40050).

En una realizacién mas preferida, en el 95% de las ocasiones los enfermos se encontraron en
los intervalos (0,27393 ng de RhoA — 0,88407 ng de RhoA).

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la Hemorragia Subaracnoidea es

espontanea.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la cuantificacion de la actividad
del producto de expresiéon del gen RhoA del paso a) se realiza el primer dia, preferiblemente el
segundo dia, mas preferiblemente el tercer dia, aun mas preferiblemente el cuarto dia desde la

hemorragia subaranoidea.

Los métodos de la invencion pueden desarrollarse independientemente o conjuntamente, en

cualquier combinacién de los mismos.

Los pasos (a), (b)y/o (¢) de los métodos descritos anteriormente pueden ser total o
parcialmente automatizados, por ejemplo, por medio de un equipo robdtico sensor para la
cuantificacién del paso (a) o la comparacién del paso (b) o la clasificacién computarizada en el

paso (c).

KIT O DISPOSITIVO DE LA INVENCION, MICROARRAY DE LA INVENCION Y USOS

Un séptimo aspecto de la invencion se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en adelante kit o
dispositivo de la invencién, que comprende los elementos necesarios para detectar los
productos de expresion del gen RhoA y/o su actividad, tal y como se han definido estos en el

primer o segundo aspecto de la invencién.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, el kit o dispositivo de la invencion
comprende sondas y/o cebadores disefiados a partir de las secuencias SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y/o SEQ ID NO: 13 asi
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como opcionalmente todos aquellos elementos necesarios para llevar a cabo un procedimiento
PCR.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el kit o dispositivo de la invencion
comprende cebadores, sondas y/o anticuerpos capaces de cuantificar el producto de expresion
del gen RhoA:

- los cebadores o primers son secuencias de polinucleétidos de entre 10 y 30 pares de bases,
mas preferiblemente de entre 15 y 25 pares de bases, aun mas preferiblemente de entre 18 y
22 pares de bases, y aun mucho mas preferiblemente de alrededor de 20 pares de bases, que
presentan un fragmento de su secuencia complementaria a la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y/o SEQ ID NO: 13.

- las sondas son secuencias de polinucleétidos de entre 80 y 1100 pares de bases, mas
preferiblemente de entre 100 y 1000 pares de bases, y aun mas preferiblemente de entre 200 y
500 pares de bases, que presentan un fragmento de su secuencia complementaria a la SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y/o SEQ
ID NO: 13.

- los anticuerpos son capaces de unirse a una region formada por cualquiera de las secuencias
aminoacidicas SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 12 y/o SEQ ID NO: 14.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, el kit puede contener
oligonucledétidos disefiados a partir de una secuencia conocida 0 un ARNm del gen, y/o
capaces de hibridar con la secuencia del gen RhoA, para posterior amplificacion por PCR. Mas
preferiblemente las secuencias de los gen RhoA son las secuencias nucleotidicas SEQ ID NO:
1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y/o SEQ ID
NO: 13, respectivamente. Preferiblemente, los oligonucleébtidos presentan modificaciones en
alguno de sus nucleétidos, como por ejemplo, pero sin limitarnos a, nucleétidos que tengan
alguno de sus atomos con un isétopo radiactivo, normalmente **P o °H, nucleétidos marcados
inmunoloégicamente, como por ejemplo con una molécula de digoxigenina, y/o inmovilizadas en

una membrana. Varias posibilidades son conocidas en el estado de la técnica.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el kit o dispositivo de la invencion
comprende elementos que actuan como sustrato del producto de expresion del gen RhoA.
Preferiblemente estos sustratos que actuan como producto de expresion del gen RhoA se
seleccionan de la lista que consiste en GTP, GDP, o todos sus derivados naturales como ATP,
CTP, TTP y UTP o todos sus derivados sintéticos.

El kit de la invencion puede incluir controles positivos y/o negativos. El kit ademas puede
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contener, sin ningun tipo de limitacion, tampones, soluciones de extraccion de proteinas,

agentes para prevenir la contaminacion, inhibidores de la degradacion de las proteinas, etc.

Por otro lado el kit puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su puesta en
marcha y optimizacién. Preferiblemente, el kit comprende ademas las instrucciones para llevar

a cabo los métodos de la invencion.

Es también posible que el(los) oligonucleédtido(s) estén inmovilizados en manchas sobre una
superficie (preferiblemente sélida). En una de sus realizaciones, el kit comprende una
micromatriz, o micromatriz de la invencion. Una micromatriz de ARN es una matriz sobre un
sustrato sélido (normalmente un porta de vidrio o0 una celda de una pelicula fina de silicio) que
evalua grandes cantidades de diferentes ARN que son detectables mediante sondas
especificas inmovilizadas sobre manchas sobre un sustrato sélido. Cada mancha contiene una
secuencia especifica de acido nucleico, normalmente una secuencia de ADN, como sondas (0
indicadores). Aunque el numero de manchas no esta limitado de manera alguna, existe una
realizacidén preferida en la que la micromatriz se personaliza para los procedimientos de la
invencién. En una realizacion, dicha matriz personalizada comprende cincuenta manchas o
menos, tal como treinta manchas o menos, incluyendo veinte manchas o menos. Por tanto, otro
aspecto de la invencion se refiere a una micromatriz que comprende oligonucleétidos
disefiados a partir de una secuencia conocida 0 un ARNm del gen RhoA, y/o capaces de
hibridar con la secuencias del gen RhoA. Mas preferiblemente las secuencia del gen RhoA son
las secuencias nucleotidicas S SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y/o SEQ ID NO: 13., respectivamente.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion, el kit o dispositivo de la invencién
comprende anticuerpos o fragmentos de los mismos especificos frente a cualquiera de las
secuencias SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 12 y/o SEQ ID NO: 14 o frente a secuencias aminoacidicas que presenten un grado de

identidad con dichas secuencias aminoacidicas de al menos del 85%.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, los anticuerpos estan
modificados. En oftra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, el anticuerpo es
humano, humanizado o sintético. En otra realizacion preferida, el anticuerpo es monoclonal y/o
se encuentra marcado con un fluorocromo. Preferiblemente, el fluorocromo se selecciona de la
lista que comprende Fluoresceina (FITC), Tetrametilrodamina y derivados, Ficoeritrina (PE),

PerCP, Cy5, Texas, aloficocianina, o cualquiera de sus combinaciones.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el kit o dispositivo comprende los
elementos necesarios para llevar a cabo ensayos espectrofotométricos entre ellos el

colorimétrico como el mas importante (accidon de la peroxidas de rabano), ensayos
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fluorimétricos, ensayos calorimétricos, por quimioluminiscencia, ensayos radiométricos o

cromatograficos para la realizacién de un ensayo enzimatico.

Un octavo aspecto de la invencion se refiere a un microarray, de ahora en adelante microarray
de la invencién, que comprende oligonucleétidos o microarreglos de canal unico disefiados a
partir de las secuencias nucleotidicas SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y/o SEQ ID NO: 13.

Asi, por ejemplo, las secuencias de oligonucleétidos pueden ser construidas en la superficie de
un chip mediante la elongacion secuencial de una cadena en crecimiento con un sélo
nucledtido utilizando fotolitografia. Asi, los oligonucleétidos son anclados por el extremo 3'
mediante un método de activacion selectiva de nucleétidos, protegidos por un reactivo fotolabil,
mediante la incidencia selectiva de luz a través de una fotomascara. La fotomascara puede ser

fisica o virtual.

Asi, las sondas de oligonucleétidos pueden ser de entre 10 y 100 nucleétidos, mas
preferiblemente, de entre 20 y 70 nucleédtidos, y aun mas preferiblemente, de entre 24 y 30

nucledtidos.

La sintesis in situ sobre un soporte solido (por ejemplo, vidrio), podria hacerse mediante
tecnologia chorro de tinta (ink-jet), lo que requiere sondas mas largas. Los soportes podrian
ser, pero sin limitarse a, filtros 0 membranas de NC o nylon (cargadas), silicio, o Portas de
vidrio para microscopios cubiertos con aminosilanos, polilisina, aldehidos o epoxy. La sonda es
cada una de las muestras del chip. El target es la muestra a analizar. miARN, ARN mensajero,
ARN total, un fragmento de PCR, etc.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, el microarray de la invencion
presenta oligonucleétidos modificados, como se han descrito en el anterior aspecto de la

invencion.

Un noveno aspecto de la invencion se refiere al uso del kit o dispositivo de la invencién o del
microarray de la invencion, para la obtencion de datos utiles para el diagnostico, clasificacién

y/o seguimiento de la Hemorragia Subaracnoidea.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la Hemorragia Subaracnoidea es

espontanea.

Un décimo aspecto de la invencidn se refiere al uso del kit o dispositivo de la invencién o del
microarray de la invencion, para la obtencién de datos utiles para predecir o pronosticar el

vasoespasmo cerebral tras la hemorragia subaracnoidea.
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En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la Hemorragia Subaracnoidea es

espontanea.

Un décimo primer aspecto de la invencidn se refiere al uso de una composicion farmacéutica
gue comprende un principio activo que se selecciona entre inhibidores de los canales de calcio
(como el nimodipino), inhibidores de la famelisacidén y prenilacion de la proteina RhoA en la
membrana plasmatica (como las estatinas) e inhibidores de la ROCK (como el fasudil) en la
elaboracion de un medicamento para la prevencion, alivio, mejora y/o tratamiento del
vasoespasmo cerebral tras la hemorragia subaracnoidea de un individuo identificable por el

tercer o el cuarto método de la invencién o por el kit o dispositivo de la invencion.

Entre los bloqueantes de los canales del calcio se encuentran, pero sin limitarnos, las
dihidropiridinas (como el amlodipino, barnidipino, felodipino, lacidipino, lercanidipino, nifedipino,

nicardipino, nimodipino, nisoldipino, nitrendipino) y las fenilalquilaminas, como el verapamilo.

Entre las Estatinas se enuentran, pero sin limitarnos, la Atorvastatina, Cerivastating,

Fluvastatina, Lovastatina, Pitavastatina, Pravastatina, Simvastatina, y la Rosuvastatina.
Entre los inhibidores de la ROCK se encuentran, pero sin limitarse, el Fasudil.

La invencion se extiende también a programas de ordenador adaptados para que cualquier
medio de procesamiento pueda llevar a la practica los métodos de la invencidén. Tales
programas pueden tener la forma de codigo fuente, cédigo objeto, una fuente intermedia de
cbdigo y codigo objeto, por ejemplo, como en forma parcialmente compilada, o en cualquier
otra forma adecuada para uso en la puesta en practica de los procesos segun la invencion. Los
programas de ordenador también abarcan aplicaciones en la nube basadas en dichos

procedimientos.

Un décimo segundo aspecto de la invencién se refiere a un programa de ordenador que
comprende instrucciones de programa para hacer que un ordenador lleve a la practica el

procedimiento de acuerdo con cualquiera de los métodos de la invencion.

En particular, la invencidn abarca programas de ordenador dispuestos sobre o dentro de una
portadora. La portadora puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de soportar el
programa. Cuando el programa va incorporado en una sefhal que puede ser transportada
directamente por un cable u otro dispositivo o medio, la portadora puede estar constituida por
dicho cable u otro dispositivo o medio. Como variante, la portadora podria ser un circuito
integrado en el que va incluido el programa, estando el circuito integrado adaptado para

ejecutar, o para ser utilizado en la ejecucion de, los procesos correspondientes.

Por ejemplo, los programas podrian estar incorporados en un medio de almacenamiento, como

una memoria ROM, una memoria CD ROM o una memoria ROM de semiconductor, una
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memoria USB, o un soporte de grabacién magnética, por ejemplo, un disco flexible o un disco
duro. Alternativamente, los programas podrian estar soportados en una sefal portadora
transmisible. Por ejemplo, podria tratarse de una sefial eléctrica u Optica que podria

transportarse a través de cable eléctrico u 6ptico, por radio o por cualesquiera otros medios.

Un décimo segundo aspecto de la invencién se refiere a un medio de almacenamiento legible
por un ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de hacer que un

ordenador lleve a cabo los pasos de cualquiera de los métodos de la invencion.

Un décimo tercer aspecto de la invencion se refiere a una sefal transmisible que comprende
instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos de

cualquiera de los métodos de la invencioén.
Otras definiciones:

Una “secuencia de acido nucleico o polinucle6tido” puede comprender las cinco bases que
aparecen biolégicamente (adenina, guanina, timina, citosina y uracilo) y/o bases distintas de las
cinco que aparecen biologicamente. Estas bases pueden servir para distintos propdsitos, por
ejemplo, para estabilizar o desestabilizar la hibridacion; para estimular o inhibir la degradacion
de la sonda; o como puntos de union para restos detectables o restos de apantallamiento. Por
ejemplo, un polinucledtido de la invencién puede contener uno o mas restos de base
modificados, no estandar, derivatizados, incluyendo, pero sin limitarse a, NC-metil-adenina, N°-
terc-butil-bencil-adenina, imidazol, imidazoles sustituidos, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-
clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroximetil) uracilo,
5-carboximetilaminometil-2-tiouridina, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo,beta-D-
galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina,1- metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, NG6-
metiladenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-
manosilqueosina, 5'-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-
isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético, wybutoxosina, pesudouracilo, queosina, 2-
tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo (es decir,
timina), éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo,
(acp3)w, 2,6-diaminopurina, y 5-propinil pirimidina. Otros ejemplos de restos de bases
modificados, no estandar, o derivatizados pueden encontrarse en las Patentes de EEUU Nos.
6.001.611; 5.955.589; 5.844.106; 5.789.562; 5.750.343; 5.728.525; y 5.679.785. Ademas, una
secuencia de acido nucleico o polinucleétido puede comprender uno o mas restos de azucares
modificados incluyendo, pero sin limitarse a, arabinosa, 2-fluoroarabinosa, xilulosa, y una

hexosa.
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Los términos “polinucledtido” y “acido nucleico” se usan aqui de manera intercambiable,
refiriéndose a formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, tanto ribonucledtidos
(ARN o RNA) como desoxirribonucledtidos (ADN o DNA).

»oou L] »oou

Los términos “secuencia aminoacidica”, “péptido”, “oligopéptido”, “polipéptido” y “proteina” se
usan aqui de manera intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de aminoacidos de
cualquier longitud, que pueden ser codificantes o no codificantes, quimica o bioquimicamente

modificados.

En la presente invencion se entiende por variante o fragmento bioldgicamente activo, aquellas
variantes o fragmentos de los péptidos indicados que tienen un efecto fisioldégico, metabdlico o
inmunolégico igual, o presentan la misma utilidad que los descritos. Esto es, son
funcionalmente equivalentes. Dichos efectos se pueden determinar mediante métodos

convencionales.

El término "identidad", tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la proporcion de
nucleétidos o aminoacidos idénticos entre dos secuencias nucleotidicas 0 aminoacidicas que
se comparan. Los métodos de comparacion de secuencias son conocidos en el estado de la
técnica, e incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa GAG, incluyendo GAP (Devereux
et al., Nucleic Acids Research 12. 287 (1984) Genetics Computer Group University of
Wisconsin, Madison, (WI); BLAST, BLASTP o BLASTN, y FASTA (Altschul et al., 1999. J. Mol.
Biol. 215: 403-410.

El término “individuo” o "sujeto”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere a un animal,
preferiblemente a un mamifero, y mas preferiblemente a un ser humano. El término “individuo”
en esta memoria, es sinénimo de “paciente”, y no pretende ser limitativo en ningun aspecto,
pudiendo ser éste de cualquier edad, sexo y condicién fisica. El individuo puede ser cualquiera,
un individuo predispuesto a una enfermedad (por ejemplo, hemorragia subaracnoidea o
vasoespasmo en pacientes que han sufrido una hemorragia subaracnoidea) o un individuo que

padece dicha enfermedad.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se

desprenderan en parte de la descripcién y en parte de la practica de la invencion.

Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que

sean limitativos de la presente invencion.
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EJEMPLO DE LA INVENCION

Poblacién del estudio

Se estudiaron un total de 39 individuos, de los cuales 24 fueron pacientes que habian sufrido
una aHSA grave (Fisher 3 y Fisher 4). Véase tabla 1. También se evaluaron un grupo de
controles sanos (n=15) para estudiar los valores normales de la actividad, expresiéon de RhoA

entre la poblacién.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario Virgen del Rocio y

todos los familiares y representantes legales dieron su consentimiento informado por escrito.

Tabla 2. Variables clinicas de la poblacién objeto de estudio (GCS, Glasgow Coma Scale;
APACHE, escala edad + escala fisiolégica + enfermedad crénica; WFNS, World

Federation of Neurological Surgenos, Fisher Mod, Fisher Modificado)

Variable n=24
Edad, Media (SD) 54 (12,88)
Mujer, n (%) 19 (79,2)
Hipertensién, n (%) 11 (45,8)
Diabetes mellitus, n (%) 14,2
Fumador, n (%) 10 (41,7)
Alcohol, n (%) 2 (8,3)
GCS, Media (SD) 10,08 (4,16)
APACHE I, Media (SD) 10,71 (5,28)
Hunt y Hess, Media (SD) 3,33 (1,05)
WFNS, Media (SD) 3,29 (1,27)
Fisher Mod, Media (SD) 16 (66,7)
Arteriografia cerebral, n (%) 24 (100)
Terapia endovascular, n (%) 22 (91,7)
Hidrocefalia, n (%) 15 (62,5)
Nimodipina, n (%) 23 (95,8)
Vasoespasmo, n (%) 13 (54,2)
Resangrado, n (%) 3(12,5)
Supervivencia-6 m, n (%) 20 (83,3)

Determinacion del vasoespasmo

Se consider6 la presencia de vasoespasmo ante la presencia de vasoespasmo bajo criterios

clinicos, sonograficos o arteriograficos. Concretamente, se consideré la existencia de
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vasoespasmo clinico ante la presencia de deterioro del nivel de conciencia igual o superior a 2
puntos de la GCS o a la aparicién de déficit focal, no atribuibles a resangrado, hematoma,
hidrocefalia o alteraciones metabdlicas. El vasoespasmo sonografico de Arteria Cerebral Media
(ACM) a la existencia de una Velocidad media (Vm) a nivel de ACM superior a 120 cm/seg
junto con un valor en el indice de Lindergaard igual o superior a 3) (Lindergaard y col., 1989).
Finalmente, se catalogb como vasoespasmo arteriografico aquel confirmado mediante la
realizacion de una arteriografia cerebral de circulacién anterior y posterior en el que se objetiva

la disminucién de calibre de las arterias del Poligono de Willis 0 sus ramas.

Determinacion de la gravedad clinica

Al ingreso de los pacientes se establecid el nivel de gravedad clinico, mediante el uso de la
GCS. Esta escala lleva a cabo una valoracion del nivel de conciencia, que permite a través de
los cambios en su puntuacion reflejar el estado evolutivo del paciente. La medida se lleva a
cabo mediante la suma de tres respuestas independientes: apertura ocular, respuesta verbal y
motora. La escala representa la suma del valor numérico de cada una de las categorias. El
valor maximo corresponde a 15 puntos, que implica un nivel de conciencia normal. Siendo el

valor minimo de 3 puntos, el cual se alcanza ante una respuesta de coma arreactivo.

Medida de la actividad y expresion de RhoA.

Se extrajeron muestras seriadas de sangre periférica de pacientes los dias 1 hasta el 13 tras el
ingreso en el hospital. El protocolo para el aislamiento de células mononucleares a partir de la
muestra de sangre se lleva a cabo con 8 ml de sangre siguiendo el siguiente proceso. Las
muestras de sangre completa humana se recogen en tubos BD Vacutainer® CPT™ con
heparina sodica. Estos tubos estan especialmente disefiados para la preparacién y separacién
de linfocitos a partir de sangre completa. Las muestras de sangre han sido extraidas de
pacientes ubicados en UCI o en urgencias del Hospital Virgen del Rocio bajo condiciones
asépticas y por personal altamente cualificado. El medio que usamos para la separacién celular
estd compuesto de un gel de poliéster y de un gradiente de densidad liquido. Esta
configuracién permite la separacion de células en una unica etapa de centrifugacion. El
resultado es un cémodo sistema, donde en un solo tubo, se realiza la recogida de sangre total
y la separacion de linfocitos. El tubo de preparacion celular BD Vacutainer® CPT™ con
heparina soédica reduce el riesgo de contaminacion de la muestra y elimina la necesidad de
usar tubos, pipetas, y reactivos adicionales. Los tubos CPT fueron almacenados a temperatura
ambiente (18-25°C). En el momento de la extraccién los tubos fueron perfectamente
identificados con los datos del paciente. Después de la recogida de la muestra, el tubo fue
almacenado en posicién vertical a temperatura ambiente y en oscuridad hasta la centrifugacién.
Las muestras fueron centrifugadas antes de las 2 horas para una mejor obtencion de

resultados. Se centrifugd la muestra a temperatura ambiente (18-25°C) en un rotor horizontal
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(cabezal basculante) durante 20 min a 1800 Xg. Mezclamos suavemente la muestra de sangre
inmediatamente antes de la centrifugacion invirtiendo el tubo 8-10 veces. Después de la
centrifugacién, las células mononucleares estaran en una capa blanquecina justo debajo de la
columna de plasma. Se puede aspirar el plasma sin perturbar la capa de células. Las células se
recogen inmediatamente después de la centrifugacién para una mejor obtenciéon de los
resultados y se lavan en 2 ml de PBS a 4°C y se centrifugaran nuevamente a 300 Xg durante
10 min. Se retira todo el sobrenadante dejando bien seco el pellet y se congelan las células a -

80°C hasta el momento de su analisis.

La actividad y expresion de RhoA se determind siguiendo los pasos indicados por del

fabricante.

Andlisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos descriptivos y de frecuencia. Las variables cuantitativas se
expresaron con medias y desviaciones tipicas o, si las distribuciones eran asimétricas,
mediante medianas y percentiles (P25 y P75), mientras que las variables cualitativas se
resumieron con tablas de frecuencias y porcentajes. Para comparar la informacién de tipo
cuantitativo en dos subgrupos de estudio se utilizé el test de comparacién de medias t-Student
0, en caso de que no cumplieran los requisitos de aplicacion de ésta, la prueba no paramétrica
U de Mann-Whitney. Para analizar la relacion entre variables de tipo cualitativo, se elaboraron
tablas de contingencia y se aplicé el test Chi-cuadrado. Se realiz6 analisis mediante curva
ROC. Este procedimiento permitié la clasificacion de un individuo en uno de dos grupos, en
base al valor de RhoA. A su vez, proporciond como estadistico el area situada bajo la curva
ROC (AUC). El analisis de correlacion se llevé a cabo mediante el Test de Spearman. Este
coeficiente es una medida de asociacion lineal que utiliza y compara los rangos de diferentes
variables cuantitativas. La interpretacién del coeficiente de Spearman concuerda en valores
préximos a 1; indican una correlacién fuerte y positiva. Valores proximos a —1 indican una
correlacion fuerte y negativa. Valores préximos a cero indican que no hay correlacion lineal. En
todos los contrastes de hipdtesis se ha considerado un nivel de significacion de 0,05. El analisis
de los datos se realiz6 mediante el software estadistico: Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) (versién 20,0, Chicago, IL, USA).

Tabla 3. Resultados de Curva ROC de los valores de la expresion de RhoA entre individuos
sanos y enfermos, a lo largo de 13 dias de seguimiento. AUC=Area Bajo la Curva. Tabla
representativa de las curvas ROC entre sanos y enfermos para el curso temporal estudiado
(desde dia 1 hasta dia 13).

Dia AUC (Area bajo la curva) I.C. P-valor

0 0,800 (0,609-0,991) 0,036*

1 0,764 (0,558-0,970) 0,014*
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2 0,781 (0,585-0,977) 0,010*
3 0,765 (0,563-0,967) 0,011*
4 0,757 (0,564-0,951) 0,018*
5 0,739 (0,536-0,942) 0,036*
6 0,771 (0,59-0,953) 0,013*
7 0,761 (0,567-0,955) 0,022*
8 0,770 (0,571-0,970) 0,030
9 0,667 (0,396-0,937) 0,317
10 0,790 (0,609-0,971) 0,009**
11 0,824 (0,651-0,998) 0,005**
12 0,811 (0,626-0,996) 0,029*
13 0,800 (0,610-0,990) 0,026*
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REIVINDICACIONES

1.- Un método de obtencidn de datos utiles para el diagnostico, clasificacion y/o seguimiento de
la Hemorragia Subaracnoidea en un individuo, o para predecir o pronosticar el vasoespasmo

cerebral tras la Hemorragia Subaracnoidea en un individuo, que comprende:

a) cuantificar el producto de expresidén del gen RhoA en una muestra biolégica aislada

de dicho individuo;

b) comparar las cantidades obtenidas en el paso a) con una cantidad de referencia,
donde la cantidad de referencia del producto de expresiéon del gen RhoA es el nivel medio de

producto de expresién de dicho gen en individuos sanos;y

c) clasificar al individuo del paso (a) en el grupo individuos con Hemorragia
Subaracnoidea, si dicho individuo presenta una cantidad de producto de expresion del gen

RhoA de al menos el doble del rango de la poblacion sana (P50 anes) = 1,30700 ng de RhoA); o

¢) clasificar al individuo del paso (a) en el grupo de individuos con un alto riesgo de desarrollar
vasoespasmo cerebral, si dicho individuo presenta actividad del producto de expresién del gen
RhoA es al menos el doble del rango de la poblacidbn que no sufre vasoespasmo
(P50 vasoespasmo noy = 0,19000 ng de RhoA).

2.- El método segun la reivindicaciéon 1, donde la Hemorragia Subaracnoidea es espontanea.

3.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2 donde la muestra bioldgica aislada

del paso a) son células mononucleares de sangre periférica.

4.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la cuantificacion de la
actividad del producto de expresion del gen RhoA del paso a) se realiza utilizando técnicas

inmunoldgicas.

5.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la cuantificacion de la
actividad del producto de expresidn del gen RhoA del paso a) se realiza utilizando la técnica
ELISA o la técnica G-LISA.

6.- Un kit que comprende sondas y/o cebadores disefiados a partir de las secuencias SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11 y/o SEQ
ID NO: 13, adecuadas para cuantificar el producto de expresién del gen RhoA en una muestra

bioldgica aislada de un individuo.

7.- Un kit que comprende anticuerpos o fragmentos de los mismos especificos frente a
cualquiera de las secuencias SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8,
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SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12 y/o SEQ ID NO: 14, adecuados para cuantificar el producto de
expresion del gen RhoA en una muestra biologica aislada de un individuo..

8.- Uso del kit tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, para la
obtencion de datos utiles para el diagnéstico, clasificacién y/o seguimiento de la Hemorragia

Subaracnoidea.

9.- Uso del kit tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7, para la
obtencion de datos utiles para predecir o pronosticar el vasoespasmo cerebral tras la

hemorragia subaracnoidea.

10.- El uso del kit segun cualquiera de las reivindicaciones 8 o 9, donde la Hemorragia

Subaracnoidea es espontanea.
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Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de biisqueda (continuacion
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacion a ciertas reivindicaciones segtin el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. O Las reivindicaciones n*:
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracién no estd obligada a proceder a la biisqueda, a saber:

2. Las reivindicaciones n*: 6-10
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

El objeto de las reivindicaciones 6-10 no alcanza a cumplir los requisitos de claridad y concision, ni
estan fundadas en la descripcion (Articulo 6 del PCT).

3. O Las reivindicaciones n°:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro IIT Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacion del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Biisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. [ Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. O pado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de buisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. [ pado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

4. O Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n®:

Indicacion en cuanto a la protesta O se acompafl6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

O& pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.
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