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DESCRIPCION

Animales transgénicos que expresan la proteina tau truncada de la enfermedad de Alzehimer.

Las enfermedades neurodegenerativas representan un grupo heterogéneo de desérdenes neurolégicos genéticos y
adquiridos, que resultan en un deterioro progresivo cognitivo y motor con inicio a mediados o finales de la vida (1).
La causa mds comin de demencia es la enfermedad de Alzheimer. En menos de un 5% de los casos de enfermedad de
Alzheimer estan involucrados factores genéticos, el resto de los casos son esporadicos.

La proteina tau es la proteina expresada en el sistema nervioso central y desempefia un papel critico en la arqui-
tectura neuronal estabilizando la red microtubular intracelular. Un deterioro del papel fisioldgico de la proteina tau,
ya sea por truncamiento, hiperfosforilacién o por alteraciones en el balance entre las seis isoformas tau naturales,
conlleva a la formacién de ovillos neurofibrilares (NFT), neuritas distréficas e hilos del neuropilo. Estas estructuras
representan las caracteristicas distintivas ultraestructurales de la enfermedad de Alzheimer (AD). La subunidad pro-
teica principal de estas estructuras es la protefna tau asociada a microttibulos (2,3). La cantidad de NFT encontrados
en autopsias de pacientes con AD se correlaciona con los sintomas clinicos, incluyendo el declive intelectual. Por
lo tanto, la proteina tau desempefia un papel critico en la patologia de AD. El descubrimiento reciente de cosegre-
gacién de mutaciones especificas en el gen tau con la enfermedad de demencia frontotemporal con Parkinsonismo
vinculado al cromosoma 17 (FTDP-17) ha confirmado que ciertas anormalidades en la proteina tau pueden ser una
causa principal de neurodegeneracion y demencia en los individuos afectados (4,5). Sin embargo, no existe un mo-
delo experimental que se pudiera proponer directamente los detalles del papel de la proteina tau en la patogénesis
de AD.

Modelos transgénicos recientes de AD estdn basados en la expresion de proteinas asociadas con FAD (APP, PS1,
ApoE, etc.), ya sean mutadas o no. Estos incluyen animales humanizados en uno o en mdltiples genes. Sin embargo,
ninguno de estos modelos retine ambas caracteristicas distintivas de AD, usualmente no muestran patologia neurofibri-
lar y ninguno de ellos incluye la posibilidad de investigacién de la funcién de los factores de riesgo medioambientales,
que desempeifian un papel importante en el desarrollo de AD.

Los modelos animales disponibles actualmente que muestran algunos cambios neurofibrilares estdn basados uni-
camente en la expresion transgénica de tau mutada derivada de la demencia frontotemporal vinculada al cromosoma
17 (FTDP17). Un ejemplo tipico de este grupo es el ratén transgénico JNPL3 (6). Otra prueba sobre el papel de tau
mutada ha sido publicada recientemente por Goedert y Spillantini (7).

En otro modelo transgénico animal fue investigada la sobreexpresion de proteina tau con cuatro regiones repetidas.
Se inform6 de una axonopatia prominente en el cerebro y médula espinal y se demostré que una sobreexpresion de la
isoforma de la proteina tau con cuatro regiones repetidas es suficiente para alterar la fisiologia de las neuronas. En el
modelo, fueron documentadas dilataciones axonales con acumulacion de neurofilamentos en las neuronas del sistema
nervioso central, sin embargo, sin formacién de ovillos neurofibrilares intraneuronales (8).

El ratén transgénico fue también producido para examinar la funcién celular normal de tau y su papel en las
patogénesis. El ratén transgénico sobreexpresa un transgén gendémico de tau y también un transgén de ADNc de tau.
La comparacién de los dos modelos muestra que la distribucion de tau es similar en ambas lineas transgénicas. Fueron
encontradas inflamaciones axonales inmunorreactivas con tau en la espina dorsal de los ratones con ADNCc, lo que
correlaciona con una anormalidad en las extremidades posteriores, mientras que en los ratones gendmicos no fue
observada ninguna neuropatologia (9).

A pesar de la ventaja de la rata como modelo experimental en neurobiologia en comparacién con ratones, es
sorprendente que no se haya producido ningtin modelo transgénico de tau para la patologia neurofibrilar. En general,
es considerablemente menor la cantidad de modelos de ratas transgénicas de neurodegeneracién producidos hasta
ahora. Ninguno de ellos recapitula la patologia tau, que es tipica de AD.

Czech C y otros (12) describieron un modelo de rata transgénica que comprende mutaciones en el gen codificado
para la presenilina 1 (SP1). PS1 es considerada una causa para la mayoria de los casos de enfermedad de Alzheimer
familiar con inicio temprano, sin embargo, el modelo publicado no muestra suficientes signos de patologia asociada
a AD. Echeverria V y Cuello AC. (13) comentan sobre el papel de la acumulacion intracelular de amiloide beta y
el posible papel neuropatolégico de la acumulacién intracelular de amiloide beta en la enfermedad de Alzheimer.
Ellos presentan observaciones recientes de un modelo de rata transgénica con un fenotipo de acumulacién intracelular
de fragmentos A-beta en neuronas del hipocampo y de la corteza, sin embargo, sin formacién de placa y NFT. Por lo
tanto, para ratas, que es el segundo animal mds utilizado en estudios transgénicos, se aplica lo mismo que para ratones:
no existe una rata transgénica descrita en la literatura cientifica que pudiera expresar la proteina tau truncada y que
muestre formacién de NFT.

Hasta ahora no existe un modelo experimental disponible para la investigacion de la etiologia de AD en relacién
con hipertension u otros factores de riesgo como diabetes y dislipidemia, que estdn asociados a AD. El contexto
genético de los animales transgénicos experimentales desempefia un papel en el desarrollo de modelos transgénicos
adecuados.
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Es bien conocido que AD estd asociada con ciertos factores de riesgo medioambientales. Se ha demostrado en
estudios epidemioldgicos que los factores de riesgo de enfermedades vasculares y apoplejia estdn asociados con el de-
terioro cognitivo y la enfermedad de Alzheimer; ademds, la presencia de enfermedades cerebrovasculares intensifica la
presencia y severidad de los sintomas clinicos de la enfermedad de Alzheimer (14). Otro vinculo entre la hipertensién
y la demencia del tipo AD se indica en un Estudio Rétterdam (15).

El documento WO 01/53340 A se refiere a ratones transgénicos que expresan la proteina tau humana. La proteina
tau humana puede estar en las seis isoformas o varios mutantes de la misma.

El documento WO 01/65252 A también se refiere a un modelo de ratones transgénicos que expresan al menos una
isoforma de la proteina tau humana.

El documento WO 01/02552 A se refiere a un modelo transgénico animal que expresa la proteina tau, aumentando
o inhibiendo la hiperfosforilacién de tau.

Lewis y otros (Science 293(2001): 1487-1491) dieron a conocer el cruzamiento de dos ratones transgénicos dife-
rentes, uno teniendo una protefna tau mutante (mutante P301L) y un ratén mutante APP resultando en una progenie
mutante doble.

El documento WO 96/307366 A se refiere a una prueba de identificacion de agentes que modulan o inhiben la
asociacion tau-tau, por ejemplo, mediante la determinacion de la unién de tau a tubulina.

Novak y otros (EMBO J.12(1)(1993): 365-370) dan a conocer diferentes isoformas de tau.
El documento WO 01/18546 da a conocer varias formas truncadas de péptidos de tau.

Por lo tanto, es importante desarrollar un modelo experimental para AD, que pudiera imitar las principales ca-
racteristicas patoldgicas de la enfermedad y que simultdneamente permita la expresion de factores medioambientales
asociados con la etiologia de AD.

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencién dar a conocer un modelo experimental que refleje lo més cer-
cano posible las caracteristicas distintivas de AD y también el sistema de ensayos para sustancias para el tratamiento,
prevencion y diagnéstico de AD.

La presente invencion se refiere a un animal transgénico no humano que expresa ADNc que codifica para la proteina
tau de la enfermedad de Alzheimer en el cerebro de un animal transgénico. Estos animales muestran una actividad
patolégica NF en sus cerebros. La presente invencion, ademds, se refiere a un animal transgénico, que puede ser
utilizado como sistema de ensayo de seleccion en el proceso de identificacién de sustancias que mejoren el aprendizaje
y la memoria, inhiban la neurodegeneracién y disminuyan la velocidad de formacién de los ovillos neurofibrilares
(NFT) y su eliminacién del cerebro. Los animales pueden ser utilizados para la identificacién de sustancias para la
prevencion, tratamiento y diagnéstico de enfermedades neurodegenerativas, preferiblemente tauopatias y AD. Los
animales transgénicos también pueden ser utilizados para investigarla influencia de factores de riesgo asociados a AD
sobre el desarrollo de AD. Otro uso de los animales se encuentra en el proceso de identificacién de fArmacos objetivo.

La presente invencion describe la ingenieria de animales transgénicos produciendo cambios en AD inducidos por
el transgén especifico, asemejando la enfermedad de Alzheimer en estos animales. Esto proporciona una herramienta
de investigacién para el descubrimiento y desarrollo de fadrmacos y para el diagndstico y para un estudio in vivo mas a
fondo del papel de las proteinas tau normales y durante la enfermedad.

La presente invencién se basa en una induccién de la actividad patolégica de NF en el cerebro de animales tnica-
mente mediante la expresion de la proteina tau de la enfermedad de Alzheimer en el cerebro de los animales transgéni-
cos. Las caracteristicas distintivas de AD son inducidas en animales, los que son propensos a la induccién de factores
de riesgo asociados a la etiologia de AD, lo que representa otra ventaja de la presente invencién.

Todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la descripcioén de las realizaciones preferentes -salvo que
se especifique lo contrario- tienen el mismo significado como es cominmente entendido en el campo de la técnica
a la que pertenece la invencién. Los métodos preferentes, los procedimientos de laboratorio en el cultivo celular,
genética molecular, bioquimica y quimica de 4cidos nucleicos y los materiales son descritos en la invencién, pero
cualquier método y materiales similares o equivalentes pueden ser utilizados en los ensayos de la presente invencion.
Para los procedimientos como la preparacion de dcidos nucleicos recombinantes, andlisis bioquimico, cultivo celular
e incorporacion transgénica, como electroporacion, lipofeccién y microinyeccién fueron utilizadas técnicas estandar.

El término “tau de Alzheimer” se refiere al grupo de isoformas de la proteina tau especificamente truncadas por
ingenieria genética que corresponde a aquellas presentes exclusivamente en un cerebro enfermo de AD. Tau de Alz-
heimer es capaz de inducir actividad NF en el cerebro por si misma o en combinacién con otras moléculas. Tal como se
utiliza en este documento, el término proteina tau de Alzheimer se refiere al grupo de formas truncadas de tau presente
en el tejido cerebral humano enfermo de AD.
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El término “transgén” es utilizado en este documento para describir al material genético, que ha sido insertado
artificialmente en el genoma de una célula, particularmente una célula de mamifero, para su implantacién en un
animal vivo. Para paises especificos, puede ser necesario excluir especificamente cierto contenido de este aspecto, tal
como las células madres totipotentes humanas como tales o los procesos que conducen a dichas células, comprendidos
enel Art. 6 (1) y (2) de la Directiva EC 98/44/EC.

Por “enfermedad de Alzheimer” (abreviada en este documento como “AD”) se entiende una condicién asociada
con la formacién de ovillos neurofibrilares y placas de amiloides beta, asi como al deterioro tanto del aprendizaje como
de la memoria. “AD”, tal como se utiliza en este documento, se entiende que abarca tanto a AD como a las patologias
del tipo AD, es decir, enfermedades del sistema nervioso central con sintomas similares a AD.

Por “actividad neurofibrilar” (abreviada en este documento como actividad “NF”) se entiende una condicién aso-
ciada con la formacién de ovillos neurofibrilares en el sistema nervioso central con sintomas similares a AD.

Por “sintomas similares a AD” y “fenémenos asociados con AD” se entiende un evento estructural, molecular
o funcional asociado con AD, particularmente un evento que es facilmente evaluable en un modelo animal. Dichos
eventos incluyen, sin constituir limitacion, patologias neurofibrilares, déficit de aprendizaje y memoria y otras carac-
teristicas asociada a AD.

Por “animal transgénico” se entiende a un animal no humano, usualmente un mamifero (por ejemplo, ratén, rata,
conejo, hamster, etc.) que tiene una secuencia de 4cido nucleico no endégeno (es decir, heter6logo) presente como un
elemento extracromosomal en una parte de sus células o integrado de manera estable en la linea germinal del ADN
(es decir, en la secuencia gendmica de la mayoria o de todas sus células). Un 4cido nucleico heterélogo es introducido
en la linea germinal de dichos animales transgénicos mediante manipulacién genética, por ejemplo, de embriones del
animal hospedero.

Por “construccién” se entiende una secuencia de dcido nucleico recombinante, generalmente secuencias de ADN
recombinante, promotor operable unido a un tejido especifico o general, que es generado con el propésito de la expre-
sién de una secuencia o secuencias de nucledtidos especificos, en células de mamifero, o que va a ser utilizado en la
construccion de otras secuencias de nucleétidos recombinantes.

La presente invencién da a conocer la estructura, secuencia y método de generacién de construcciones de ADN
utilizadas para la preparacién de animales transgénicos, que estdn caracterizadas por los siguientes aspectos:

Un animal transgénico no humano, cuyas células germinales y/o somaticas comprenden una construccién de ADN
que contiene una region que codifica que conlleva a la expresién de moléculas tau truncadas en los terminales N-y C-,
en el que

- la region que codifica estd truncada al menos 30 nucleétidos rio abajo del codén de inicio y truncada al
menos 30 nucledtidos rio arriba del codén de parada de la longitud total de la secuencia de ADNc tau que
codifica para la proteina tau con 4 repeticiones y con 3 repeticiones, respectivamente,

- el nicleo tau truncado de manera minima abarca un fragmento de protefna que es codificado por SEQ ID
No.9,

- dicha construccién de ADN codifica para una proteina, que tiene una actividad que produce una patologia
neurofibrilar (NF) cuando es expresada en células cerebrales de dicho animal.

Esta actividad que produce una patologia NF puede ser cuantificada mediante el conteo de los ovillos neurofi-
brilares por la regién seleccionada de cerebro, por ejemplo, utilizando el andlisis estereoldgico. Alternativamente,
pueden ser utilizadas pruebas de neurocomportamiento para una evaluacién confiable de los resultados cognitivos en
el aprendizaje de tareas dirigidas a la memoria.

Construcciones de ADN tau especificamente preferibles, segtin la presente invencién comprenden una secuencia
de nucleétidos seleccionada del grupo de SEQ ID No. 1 a la 14. Las secuencias son representadas en la Figura 1.

En una realizacién preferente de la presente invencidn, dicha construccién de ADN representa un grupo de ADNc
doblemente truncado en los terminales N- y C-, que comprende las siguientes secuencias de nucledtidos: (Derivados de
tau de 4 repeticiones (tau 43) son identificados como R4 y derivados de tau de 3 repeticiones (tau 44) son identificados
como R3). La numeracién utilizada en este documento se deriva del ADNc tau de tamafio completo descrito por
Goedert y otros (24):
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SEQ ID NO: 1 (91-1059, R4)
ATGCACCAAGACCAAGAGGGTGACACGGACGCTGGCCTGARAGC TGAAGAAGCAGGCAT TG
GAGACACCCCCAGCCTGGAAGACGAAGCTGCTGGTCACGTGACCCARGCTCGCATGGT -
CAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGARGCGATGACRRAARAGCCARGGEGGCTGATGGTARAACGAAG
ATCGCCACACCGCGGGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCAACGCCACCAG—
GATTCCAGCAAARACCCCGCCCGCTCCARAGACACCACCCAGCTCTGCTGAACCTCCAARAT -
CAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCLGEGCAGCCGCTCCCGCACCCC
GTCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCAAGAAGGTGGCAGTGGTCCGTACTCCAC-
CCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAAGAGCCGCCTGCAGACAGCCCCCGTGCCCATGCCAGACCT -
GAAGARTGTCAARGTCCARGATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGCCGGGAGGCGGGAAGGTG
CAGATABRTTAATAAGAAGCTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGPGTGGCTCAAAGGATAATA -
TCARACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCARATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGAGCARGGT -
GACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATARACCAGGAGGTGGCCAGGTGGAAGTAARA
TCTGAGBRAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGARAGATTGGGTCCCTGGACAATATCAC
CCACGTCCCTGGCGGAGGARATAAARAGATTGARACCCACARGCTGACCT TCCGCCAGRACGC
CAAAGCCAAGACAGACCACGGGGCGGAGATCGTGTACAAGT CGCCAGTGGTGTCTGGGCACACGTCT
CCRCGGCATCTCAGCARTGTC

SEQ ID NO: 2 (205-%99, R4)
ATGGTCAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGACAARAAAGCCARGGGGGCTGATG
GTAAARCGAAGATCGCCACACCGCGGGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCRACGC -
CACCAGGATTCCAGCAARAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCARAA
TCAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCGGCAGCCGCTCCCGCAC
CCCGTCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCRAGARGGETGGCAGTGGTCCGTACTCCAC
CCAAGTCGCCGTCTTCCGCCARAGAGCCGCCTGCAGACAGCCCCCGTGCCCATGCCAGACCTGARGAA
TGTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGRACCTGARGCACCAGCCGGHAGGCGGGAAGGT -
GCAGATAATTAATAAGAAGCTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGTGTGGCTCAAAGGATARTA~
TCAAACACGTCCCGGGAGGCGGECAGTGTGCAAATAGTCTACRAACCAGTTGACCTGAGCAAGGTGAC
CTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATARANCCAGGAGGTGGCCAGGTG-
GAAGTRARATCTGAGAAGCT~

PGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCCCTCGACAATATCACCCACGTCCCTG
GCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCCACAAGCTGACCTTCCGCGAGAACGCCAAAGC~
CAAGACAGACCACGGEGGCGGAG
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SEQ ID NO: 3 (277-999,R4)
ATCGCCACACCGCGGERAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGEGCCAACGCCACCAG—
GATTCCAGCAAAAACCCCGCCCGCTCCAARGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCAAAAT -
CAGGEEATCCCAGCGGCTACAGCAGCCCCGRCTCCCCAGGCACTCCCGGCAGC -
CQCTCCCECACCCCETCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCAAGAAGGTGGCAGTG
GTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCATCTTCCGCCAAGAGCCECCTGCAGACAGCCCCCGTGC -
CCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGC-
CGGGAGGCCGGAAGETGCAGATARTTAATAAGAAGCTGEATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGT -
GTECCTCAAAGGATAATATCAAACACGTCCCCEEAGCCEECAGTGTGCAAATAGTCTACABAC
CAGTTGACCTGAGCAAGGTGACCTCCAACTCTEGCTCAT TAGGCAACATCCATCATAAACCAG-
GAGGTGGCCAGGTGGAACTAAAATCTCAGAAGCTTGACT TCAAGGACA -
GAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCCCTGGACAATATCACCCACGTCCCTEGCEGAG~
GAAATARAAAGATTGAABCCCACAAGCTGACCTTCCGCGAGARCGCCAAAGCCAAGACAGAL -
CACGGCEGCGGAG

SEQ ID NO: 4 (205-1089,R4)
ATGETCAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGACAAAANAGCCAAGGGGGCTGATG
GTAAAACGAAGATCGCCACACCGCGGGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGT ~
CAACGCCACCAGGATTCCAGCAABAACCCCECCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGT -
GAACCTCCAAAATCAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCG
GCAGCCGCTCCCGCACCCCETCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGCAGCCCAAGAAGGTG-
GCAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAAGAGCCGCCTGCAGACAGC -
CCCCGTGCCCATGCCAGACCTGAAGAATCTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCT
GAAGCACCAGCCGGGAGGCGCGAAGGTGCAGATAATTAATAAGAAGCTGGATCT -
TAGCAACGTCCAGTCCAAGTGTGGCTCAAAGGATAATATCAAACACGTCCCCGGAGGLG~
GCAGTGTGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGAGCAAGGTGACCTCCAAGTGTGGCT -
CATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGGTGGAAGTAARATCTGAGAAGCT -
TGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCCCTGGACAATATCACCCACGTCCCTG
GCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCCACAAGCTGACCTTCCGCGAGARCGCCAARGL ~
CARGACAGACCACGGGGCGGAGATCGTGTACAAGTCGCCAGTEGTGTCTGGG-
GACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGCAGCATCGACATGGTAGAC
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SEQ ID NO: 5 (277-1089,R4)
ATCGCCACACCGCGREGRAGCAGCCCCTCCAGGCCAGARGEGCCAGCGCCAACGCCACCAG
GATTCCAGCAAAAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCAAAAT~
CAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCGGCAGC-

CGCTCCCGCACCCCGTCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCARGRAGGTGGCAGTG-
GTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAAGAGCCGCCTGCAGACAGCCLCCCGTGC -
CCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGCC
GGGAGGCGGGAAGGTGCAGATAATTAATAAGAAGCTGGATCTTAGCAACGTCCAGTCCAAGT -
GTGGCTCAAAGGATAATATCAAACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCARATAGTCTACARAC
CAGTTGACCTGAGCAAGGTGACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGG
AGGTGGCCAGGTGGAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGAT -
TGGGTCCCTGGACAATATCACCCACGTCCCTGGCCGAGGARATARRAAGATTGAARC—
CCACAAGCTGACCTTCCGCGAGAACGCCAARGCCAAGACAGACCACGGGGCGGAGATCGTGTAC
AAGTCGCCAGTGGETGTCTGCGEGACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCG
GCAGCATCGACATGGTAGAC

SEQ ID NO; 6 (715-999,R4)
ATCRAACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCAARTAGTCTACAARCCAGT TCGACCTGAGCAAG
GTGACCTCCABRGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATARACCAGGAGGTGGCCAGGTG~
GAAGTAARATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGT CCAGTCGARGATTGGGTCCCTGGACA
ATATCACCCACGTCCCTGGCGGAGGAARTARARAAGATTGAAACCCACARGCTGACCTTCCGC
GAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGGGGCGGAG

SEQ ID NO: 7 {(709-989,R4) _
GATAATATCAAACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCARATAGTCTACAARCCAGTTGACCT -
GAGCARGGTGACCTCCARGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATARACCAGGAGBGTGGC-
CAGGTGGAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACTTCARGCGACAGAGTCCAGTCGARGATTGGGTCCC
TGGACARTATCACCCACGTCCCTGOCGGAGGRANTAAARAGAT TGAAACCCACAAGCT -
GACCTTCCGCGAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGGGGLGGAG

SEQ ID NO: 8 (715-854,R4)
ATCAAACACGTCCCGGGAGGCGGCAGTGTGCAARTAGTCTACAAACCAGT TGACCTGAGCAAG-
GTGACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGUAACATCCATCATAAACCAGGAGGETGGCCAGE TG
GAAGTAAAATCTGAGRAGCTTGACTTCAAGGACAGAGT CCAGTCEGAAGATTGGGTCCCTIGGACA
ATATCACCCACGTCCCTGGCRGAGGAAATANARNGATTGBRAACCCACAAGCTG
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SEQ ID NO: 9 (742-930,R4)
GIGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGAGCAAGGTGACCTCCARGTGTEGCTCATTAG
GCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGGTGGBAGTAAANTCIGAGAAGCT ~
TGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGARGATTGEGTCCCTCGACARTATCACCCACCTCCCTGEC
GGAGGAAAT

SEQ ID NO: 10 (91-966,R3)

ATGCACCAAGACCAAGAGGGTGACACGGACGCTGGCCTGAAAGCTGAAGAAGCAGCCATTG~
GAGACACCCCCAGCCTGGARGACGAAGCTGCTGGTCACGTGACCCAAGCTCGCATGGT -
CAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGACAAAARAGCCAAGGGREGCTGATG-
GTAAAACGAAGATCGCCACACCGCGGGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGC~
CAACGCCACCAGGATTCCAGCAAARACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGET -
GAACCTCCAAAATCAGCGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGBCTCCCCAGGBCACTCCCG-
GCAGCCGCTCCCECACCCCETCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGCAGCCCAAGAAGGTG~
GCAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTICTTCCGCCAAGAGCCECCTGCAGACAGC~
CCCCGTGCCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCARGATCGGCTCCACTGAGAACCT -
GAAGCACCAGCCGGGAGGCGGGAAGGTGCAAATAGTCTACARACCAGTTGACCTGAGCAAGGT -
GACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGGTG-
GAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCCAAGATTGGGTCCCTG~
GACAATATCACCCACGTCCCTGGCCGAGGAAATAABAAGCATTGAAACCCACAAGCT -
GACCTTCCGCGAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGGGGCCGAGATCGTGTACARGTCGEC—
CAGTGGTGTCTGGGGACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTC

SEQ ID NO: 11 (205-906,R3)
ATGGTCAGTAAAAGCAAAGACGGGACTGGAAGCGATGACAAAAAAGCCAAGGGEGCTGATG~
GTAAAACGAAGATCGCCACACCGCGEGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGC~
CAACGCCACCAGGATTCCAGCAARAAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGT -
GAACCTCCAAAATCAGGGGATCGCAGCGECTACAGCAGCCCCGGECTCCCCAGGCACTCCCG-
GCAGCCGCTCCCGCACCCCETCCCTICCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCAAGAAGGTG~
GCAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCETCTTCCGCCAAGAGCCGCCTGCAGACAGC ~
CCCCETIGCCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCT ~
GAAGCACCAGCCCGCAGGCGGGAAGGTGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGAGCAAGGT -
GACCTCCAAGTGTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTCECCAGG TG~
GAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACTTCARGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCCCTG -
GACAATATCACCCACGTCCCTGGCGGAGGARATAAAAAGAT TGAAACCCACAAGCT~
GACCTTCCGCCGAGAACGCCAAAGCCAAGACAGACCACGEGGCGGAG
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SEQ ID NO: 12 (277-306,R3)
ATCGCCACACCGCGGGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGCCAACGCCACCAG-
GATTCCAGCAARAAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCADAR'T -
CAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCGGCAGC-
CGCTCCCGCACCCCGTCCCTICCAACCCCACCCACCCGGGAGUCCAAGARGGTGGCAGTG
GTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAAGAGCCGCCTGCAGACAGCCCCCETG -
CCATGCCAGACCTGARGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGC -
CGGGAGGCGGGAAGGTGCAARTAGTCTACARACCAGTTGACCTGAGCAAGGTGACCTCCAAGT -
GTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGETGGAAGTAAAATCT -
GAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGGTCCCTGGACAATATCAC -
CCACGTCCCTGGCGGAGGAAATAAAANAGATTGAAACCCACAAGCTGACCTTCCGCGAGAACGC~
CAAAGCCAAGACAGACCACGGGGCGGAG

SEQ ID NO: 13 (205-996,R3)
ATGGTCAGTARAAGCAAAGACGGGACTGCAAGCGATGACAAARAAGCCAAGGGGGCTGATG-
GTAAAACGAAGATCGCCACACCGCGBGGAGCAGCCCCTCCAGGCCAGAAGGGCCAGGC
CAACGCCACCAGGATTCCAGCAAAAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGT ~
GAACCTCCAAAATCAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGECTCCCCAGGCACTCCCG~
GCAGCCGCTCCCCCACCCCETCCCTTCCAACCCCACCCACCCGCGGAGCCCAAGAAGGTG~
GCAGTGGTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAAGAGCCECCTGCAGACAGC-
CCCCGTGCCCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCT -
GAAGCACCAGCCGGCGAGGCGCGAAGGTGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGAGCAAGET ~
GACCTCCAAGTGETGGCTCATTAGCGCAACATCCATCATAARACCAGGAGGTGGCCAGGTG-
GAAGTAAAATCTGAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGGETCCCTG-
GACAATATCACCCACGTCCCTGGCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCCACAAGCT -
GACCTTCCGCGAGAACGCCAAMGCCAAGACAGACCACGCGGCGGAGATCGTGTACAAGTCGC -
CAGTGGTGTCTGGCGACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCG~
GCAGCATCGACATGGTAGAC

SEQ ID NO: 14 (277-996,R3) ,
ATCGCCACACCGCGGGGAGCAGCCCCTCCAGECCAGAAGGGCCAGGCCAACGCCACCAG-
GATTCCAGCAAAAACCCCGCCCGCTCCAAAGACACCACCCAGCTCTGGTGAACCTCCAAAAT -
CAGGGGATCGCAGCGGCTACAGCAGCCCCGGCTCCCCAGGCACTCCCGGCAGC—
CGCTCCCGCACCCCGTCCCTTCCAACCCCACCCACCCGGGAGCCCAAGAAGGTGGCAGTG-
GTCCGTACTCCACCCAAGTCGCCGTCTTCCGCCAAGAGCCGCCTCGCAGACAGCCCCCGTGC-
CCATGCCAGACCTGAAGAATGTCAAGTCCAAGATCGGCTCCACTGAGAACCTGAAGCACCAGC -
CGGGAGGCGGGAAGGTGCAAATAGTCTACAAACCAGTTGACCTGAGCAAGGTGACCTCCAAGT -
GTGGCTCATTAGGCAACATCCATCATAAACCAGGAGGTGGCCAGGTGGAAGTAAAATCT -
GAGAAGCTTGACTTCAAGGACAGAGTCCAGTCGAAGATTGEGTCCCTGGACAATATCAC
CCACGTCCCTGGCGGAGGAAATAAAAAGATTGAAACCCACAAGCTGACCTTCCGCGAGAACGC -
CARAGCCAAGACAGACCACGGGGCCGAGATCCTGTACAAGTCCCCAGTEGTGTCTEGG -
GACACGTCTCCACGGCATCTCAGCAATGTCTCCTCCACCGGCAGCATCGACATGGTAGAC

Las secuencias truncadas de tau pueden estar adaptadas a la célula hospedera especifica a la que se transfiere la
construccion. (uso de codones, preferencias de codones, adaptaciones homdlogas (intercambio de uno o més de los
codones humanos con el codén de la célula hospedero, si presentan diferencias).
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Caracteristicas preferentes de las construcciones:

Las secuencias de ADNc anteriores estan vinculadas a secuencias reguladoras con el fin de guiar a una expresion
de la proteina tau truncada en el cerebro. La modificacién del gen Thy-1 (25) se realiz6 de tal manera que la secuencia
reguladora, que dirige la expresion en las células T fue eliminada y la secuencia de ADNc truncada fue introducida
entre los sitios de restriccién Spe-1' y Xho-. La construccién modificada fue despojada de secuencias procariotas e in-
troducida en el pronidcleo masculino mediante microinyeccién. Cualquiera de los promotores funcionales o complejos
promotor-potenciador puede ser utilizado para la expresion de los ADNc tau truncados descritos anteriormente.

La presente invencién también da a conocer un método para la preparacién y evaluaciéon de moléculas, segin la
presente invencion, caracterizado por las siguientes etapas:

a) construccion de plasmidos recombinantes procariotas para la clonacidn, que portan secuencias de codifica-
cion para una molécula tau doblemente truncada con deleciones que cubren al menos los primeros 30 y los
dltimos 30 nucledtidos de moléculas de ADNc tau de tres o cuatro repeticiones,

b) construccion de pldsmidos eucariotas para la expresion y secuencias de ADNc respectivas de moléculas tau
y la combinacién de las mismas,

¢) crecimiento de bacterias que contienen dichos plasmidos y amplificacion de los plasmidos y su extraccion
en altas cantidades,

d) transfeccién de dicha construccién génica en células COS-7 y su andlisis utilizando la técnica de “Western
blot”,

e) aislamiento y purificacién de la construccién génica de tal manera que son excluidas todas las secuencias
procariotas y dilucién de los transgenes en una solucién tampoén a una concentracidon adecuada para la
microinyeccién (ver Ejemplo 1),

f) verificacion de la construccidn génica destinada para la microinyeccion.

Esto se realiza mediante andlisis de restriccion, secuenciacién génica y andlisis de proteinas después de trans-
fecciones transientes en células de mamiferos, después de lo cudl se evalia el tamafio correcto de las proteinas y su
reactividad con anticuerpos monoclonales especificos (ver Ejemplo 1, Figura 2.b).

La presente invencion, por lo tanto, da a conocer un animal transgénico no humano cuyas células germinales y/o
somaticas comprenden la construccion de ADN que codifica para la proteina tau de Alzheimer, que puede ser utilizado
como modelo animal adecuado de la enfermedad de Alzheimer.

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencién dar a conocer un animal transgénico no humano en el que
todas las células germinales y/o somdticas comprenden moléculas de ADNc de tau humanas truncadas. La secuencia
de ADNc de tau de Alzheimer humano clonada se une a una secuencia promotora, que dirige la expresién de tau de
Alzheimer en tejidos especificos o de manera ubicua.

Los animales transgénicos de la presente invencién son manipulados utilizando procedimientos habituales bien
conocidos de microinyeccion en el pronicleo masculino de embriones de ratas de un dia de fertilizados. Los transgenes
pueden ser introducidos en la células embrionarias también mediante otros métodos conocidos en el estado de la
técnica, que incluyen transfeccidn, lipofeccidn, electroporacién y con la ayuda retrovirus o mediante otros medios.
Los embriones que portan el transgén entonces pueden ser implantados en animales seudoprefiados.

Por lo tanto, es un objetivo de la presente invencién dar a conocer un método para la genotipificacién de ani-
males recién nacidos. El andlisis de PCR utilizando oligonucleétidos especificos que permiten una amplificacién de
secuencias blanco del transgén, por lo tanto, es empleado para este propésito. Los oligonucledtidos empleados para
la genotipificacion fueron disefiados de tal manera que el sitio de iniciacién de la transcripcién del transgén, que in-
cluye el codén ATG y la secuencia Kozak, pudiera ser verificado eventualmente mediante secuenciacion de ADN del
producto de PCR (par iniciador A). Ademds, un iniciador se alinea con el promotor heterogéneo y otro iniciador se
alinea con la secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina tau de Alzheimer. Un criterio de disefio similar fue
aplicado para el codén de parada (par iniciador B). Por lo tanto, de esta manera se le dar seguimiento a la integridad
del transgén. Por lo tanto, las secuencias de los oligonucle6tidos de diagndstico son las siguientes:

Par iniciador A:
Sentido: 5’-GTGGATCTCAAGCCCTCAAG-3
Antisentido: 5’-GATCCCCTGATTTTGGAGGT-3’

El tamafio esperado del producto de PCR es de 235 nucleétidos.
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Par iniciador B:
Sentido: 5’-AAGGTGACCTCCAAGTGTGG-3’
Antisentido: 5’-GGTATGCATGGAGGGAGAAG-3’

El tamafio esperado del producto de PCR es de 438 nucledtidos.

La presencia del fragmento de PCR, por lo tanto, es especifica de los animales con el transgén integrado en el
genoma (ver Ejemplo 2)

Los animales fundadores pueden ser utilizados para la reproduccién con animales de tipo salvaje para producir
la generacién de animales F1, que son heterocigéticos para el transgén. En realizaciones posteriores, estos anima-
les heterocigédticos pueden entrecruzarse para obtener los embriones transgénicos viables cuyas células somaticas y
germinales son homocigéticas para los genes que codifican para la proteina tau de Alzheimer.

Otro objetivo de la presente invencién es dar a conocer animales no humanos cuyas células germinales y somaticas
expresan de manera transiente o estable dicha construccién de ADN que codifica para la proteina tau de Alzheimer
y que exhiben una patologia NF en el cerebro. El animal preferente de la presente invencién es una rata, en la que la
proteina codificada por dichas moléculas de ADN es expresada en el cerebro.

La realizacién més preferible de la presente invencion es un animal transgénico no humano, en el que la proteina
tau de Alzheimer codificada por dichas moléculas de ADN es expresada en el cerebro del animal. La expresién de tau
de Alzheimer fue detectada por varios anticuerpos monoclonales como se describe en el Ejemplo 3 y se documenta en
la Figura 3. La expresion de la proteina en diferentes regiones del cerebro del linaje transgénico es documentada en la
Figura 4.

La presente invencién, por lo tanto, da a conocer un animal transgénico no humano, en el que las moléculas de
ADN que codifican para la proteina tau de Alzheimer estdn integradas de manera estable en el genoma de dichos
animales o de lo contrario presentes en el niicleo celular para ser transcritas. Dichos animales estan caracterizados por
los siguientes atributos:

- los transgenes son transmitidos a las siguientes generaciones de animales segin las leyes mendelianas
formando un linaje transgénico (ver Ejemplo 4)

- el transgén heredado expresa proteinas truncadas en los cerebros de los animales fundadores y la progenie,
como se muestra en el Ejemplo 3, Figura 4.

La presente invencion, por lo tanto, da a conocer animales transgénicos no humanos que exhiben una patologia
neurofibrilar en el sistema nervioso central (CNS). Dichos animales estdn caracterizados por los siguientes atributos:

- La expresién de las proteinas tau truncadas provoca la formacién de una patologia neurofibrilar (Ejemplo
5)

- La PHF1 inmunorreactiva a NFT mostré que la tau endégena normal de rata participa en la formacién de
NFT (Ejemplo 5)

- Los ovillos neurofibrilares estan presentes como inclusiones intracelulares y filamentos en las neuronas del
CNS y son homoélogos a NFT de cerebros humanos enfermos de AD.

- La inmunofluorescencia revel6 la presencia de pequefias estructuras en forma de varillas similares a las
observadas en la enfermedad de Alzheimer preclinica -observada en tejido cerebral humano (ver Ejemplo
5).

En la realizacién preferente de la presente invencion, los animales transgénicos exhibieron dicha neuropatologia
en forma de ovillos neurofibrilares, ovillos fantasmas e hilos del neuropilo, que son sensibles al dcido férmico. Los
ovillos neurofibrilares estdn compuestos de una acumulacién anormal de filamentos intraneuronales. Los componentes
del ovillo estin constituidos por tau de Alzheimer, asi como por moléculas tau normales. Dichos animales transgénicos
sirven como un sistema modelo adecuado para el estudio de la enfermedad de Alzheimer y para el desarrollo de
sustancias terapéuticas, preventivas y de diagndstico.

La presente invencion da a conocer un animal transgénico que desarrolla una patologia NF, y que tiene un contexto

genético que permite la induccién de factores de riesgo asociados con AD, representando, de esta manera, un modelo
de la enfermedad para humanos.
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Por lo tanto, la presente invencién da a conocer un animal transgénico no humano, en el que el contexto genético, en
el que las moléculas de ADN estdn integradas de manera estable en el genoma del animal espontdneamente hipertenso,
o de lo contrario, presentes en el nicleo celular para ser transcritas dentro del contexto genético especifico.

Otro aspecto de la presente invencién es dar a conocer un modelo animal que comprende la combinacion de factores
genéticos y otros factores de riesgo asociados con AD como los siguientes:

- hipertensién, que es el factor de riesgo mas comin de AD,
- diabetes, que puede ser inducida mediante dieta (la diabetes es un factor de riesgo importante de AD),
- hipercolesterolemia, que puede ser inducida mediante dieta (otro factor de riesgo importante de AD).

Dichas situaciones patoldgicas pueden ser facilmente inducidas en el modelo animal que se da a conocer. Ejemplos
adecuados fueron reportados previamente en la literatura (por ejemplo, en 26, 27, 28).

Ademéds, el modelo animal que se da a conocer es el primer modelo animal que expresa una patologia neurofibrilar
en el contexto genético de SHR.

Segin otro aspecto, la presente invencién da a conocer un animal que representa un modelo experimental de
la enfermedad de Alzheimer esporddica, dicho modelo permite una evaluacion del papel de los factores de riesgo
asociados con el desarrollo de AD. Los factores de riesgo desempefian un papel critico en la inmensa mayoria de los
casos de AD, por lo tanto, el modelo puede ser considerado como un modelo de AD esporddica, que representa el 90%
de los casos de neurodegeneraciones de AD.

En otra realizacién preferente, la presente invencién da a conocer un método de identificacién y validacién de
sustancias para el tratamiento, prevencién y diagnédstico de la enfermedad de Alzheimer, para el tratamiento y la
prevencion de tauopatias, preferiblemente AD, para el desarrollo de marcadores de diagndstico y sondas para la de-
teccién de tauopatias, preferiblemente AD, y de sustancias para el tratamiento de hipertensién, diabetes, dislipidemia
y hipercolesterolemia en combinacién con tauopatias, preferiblemente AD, que comprende:

- evaluacién de sustancias mediante:
® deteccion de cambios de una patologia neurofibrilar en dichos animales
® medicién de cambios neurocomportamentales en animales transgénicos
® medicion del nivel cognitivo de los animales transgénicos
* medicién bioquimica de marcadores de AD especificos en tejido animal y fluidos corporales.

La presente invencidn, por lo tanto, da a conocer un ensayo in vivo para evaluar la eficacia de sustancias o te-
rapias, en particular para la reduccién de NFT, o terapias de prevencién. Los animales pueden ser utilizados para
la identificacién de sustancias o terapias para las enfermedades neurodegenerativas, en particular tauopatias, pre-
feriblemente AD y otras enfermedades neurodegenerativas acompafiadas por la formacién de ovillos neurofibrila-
res.

Por lo tanto, la presente invencidn da a conocer un sistema modelo que consiste en animales transgénicos, células
y ensayos, que son Utiles en el estudio de la etiologia y el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Los ensayos
son también utiles para la identificacién de sustancias que inhiben la formacién de patologias neurofibrilares y otros
efectos terapéuticos de las sustancias.

En otro aspecto, la presente invencion da a conocer una linea celular totipotente no humana que comprende una
construccién que codifica para tau truncada, como se menciond anteriormente.

Los animales transgénicos de la presente invencion y las células animales derivadas de los mismos son usadas para
la identificacién de compuestos con un efecto potencial en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer utilizando
metodologias estandar. El compuesto es administrado a los animales o introducido en el medio de cultivo durante un
periodo de tiempo y en varias dosis, después los animales o las lineas celulares son examinados en cuanto a altera-
ciones en la histopatologia y a la expresion de tau de Alzheimer respectivamente. Ademads, la capacidad para realizar
pruebas neurocomportamentales a los animales transgénicos permite hacer un seguimiento de la funcién cognitiva se-
guido de un tratamiento con agentes terapéuticos potenciales. La identificacion de compuestos permite la seleccién de
agentes especificos para la prevencién o tratamiento o diagndstico de la enfermedad de Alzheimer. Muchas variantes
de métodos de identificacidon son conocidas por un experto en la materia y pueden ser aplicadas dentro del alcance de
la presente invencion.
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El modelo transgénico animal de la presente invencidon puede también ser utilizado para desentrafiar la cascada
molecular de eventos que conllevan a la neurodegeneracion y a la enfermedad de Alzheimer, de tal manera que pueden
ser identificados blancos terapéuticos.

Otro aspecto de la invencién es dar a conocer un ensayo in vitro basado en lineas celulares derivadas de un animal
transgénico o linea celular derivada de un embrién de rata transgénica de la presente invencion, en el que dicho ensayo
se emplea como herramienta para la identificacién y validacién para el descubrimiento y desarrollo del diagndstico de
Alzheimer y marcadores. Dicho ensayo in vitro estd basado en lineas celulares y puede ser también empleado como
herramienta para la identificacién y validacién para el descubrimiento de farmacos terapéuticos y preventivos anti-
Alzheimer.

Los siguientes ejemplos son presentados a manera de ilustracién y, debido a que otras realizaciones seran obvias
para un experto en la materia, lo siguiente no puede ser interpretado como una limitacién del alcance de la presente
invencion.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

Esquema del ADNc de la proteina tau de Alzheimer empleado para la ingenieria de las construcciones de expresion
génica, que fueron utilizadas en la produccién de los animales transgénicos de la presente invencion.

Figura 2

Preparacion y verificacion de las construcciones génicas utilizadas en la produccién de los animales transgénicos.
La construccion de los animales transgénicos fue realizada mediante microinyeccién pronuclear de las construcciones
génicas clonadas, que contienen la secuencia que codifica para la tau de Alzheimer. Las construcciones génicas fueron
verificadas mediante andlisis de restricciéon y PCR utilizando iniciadores especificos del transgén (panel A, gel de
agarosa del amplificado de PCR y fragmento de ADN) asi como mediante secuenciacién de ADN para controlar las
mutaciones potenciales. La verificacion fue seguida de la purificacion de las construcciones génicas (panel B, gel de
agarosa del fragmento de transgén puro) y transfecciones transientes en células de mamiferos (panel C, verificacién
por “Western blot” de la expresion de la proteina). Después que los ensayos se completaron, las construcciones fueron
despojadas de secuencias procariotas e inyectadas en embriones de rata de un dia de edad. La parte inferior del
diagrama de flujo muestra un procedimiento simplificado de produccién de los animales transgénicos.

Figura 3

Genotipificacién de los animales transgénicos fundadores y de la generacion F1 de los animales transgénicos. El
panel “A” muestra los controles para el experimento de genotipificacion (+C, control positivo; NAC, control negativo
de la amplificacion; NTC, control negativo de la plantilla). El panel “B” muestra los resultados de la genotipificacién
por PCR. La muestra nimero 12 representa un animal positivo al transgén. El panel “C” esboza los experimentos de
reproduccién realizados para confirmar los animales fundadores. Ademds, el panel muestra la linea transgénica de la
presente invencion que ha transmitido el transgén a las siguientes generaciones segtn las leyes de Mendel.

Figura 4

Expresion de la proteina tau de Alzheimer en el cerebro de ratas transgénicas. El panel izquierdo representa un
analisis “Western blot” y el panel derecho presenta la cantidad total de proteina aplicadas por carril. La proteina tau
de Alzheimer migra a un tamafio de 35 kD (carril 1, flecha), detectada por el anticuerpo monoclonal pan-tau DC25.
Para el “Western blot” fue empleada la técnica de ECL, y fue observada una sefial especifica después de 1 minuto
de exposicion. Fueron aplicados 7,5 ug de proteinas totales extraidos de lisados de cerebro de animales transgénicos
(carril 1), mientras que fueron aplicados 25 ug de proteinas de animales controles tipo salvajes. M, marcador de peso
molecular.

Figura 5

Expresion de la proteina tau de Alzheimer en diferentes regiones del cerebro de ratas transgénicas. Anélisis “Wes-
tern blot” de lisados de proteinas totales de regiones del cerebro de ratas transgénicas. Carril 1, lisado completo de
cerebro de un animal fundador (generacién FO) -10 ug de proteinas; carril 2, lisado total de cerebro de un animal
transgénico de la generacion F2; carriles 3 a 6, lisados de proteinas de animales transgénicos de la generacién F2: 3-
hipocampo, 4-drea subcortical, 5-corteza cerebral, 6-médula espinal y médula; carriles 7 y 8 representan lisados de
cerebro de controles no transgénicos companeros de camada de la generacién F2.: 7-corteza, 8-cerebelo (la proteina
total aplicada por los carriles 2 a 8 fue de 20 ug).

Figura 6

Tefiido con plata de secciones cerebrales de animales transgénicos y animales no transgénicos controles tipo salva-
jes. Fueron detectadas inclusiones intracelulares y filamentos neurofibrilares en las neuronas del CNS de ratas trans-
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génicas, (paneles B y C, animal transgénico). Ratas tipos salvaje no mostraron estas estructuras en el drea homoéloga
del cerebro (A, control tipo salvaje). Aumento: 200x (A y B), 400x (C).

Figura 7

Deteccion de ovillos neurofibrilares utilizando el anticuerpo monoclonal pan-tau DC25 en el sistema nervioso
central de animales transgénicos. El mAb DC25 reconoce NFTs en neuronas de pacientes con AD. Las estructuras
equivalentes son reconocidas en el cerebro de ratas transgénicas (paneles B y D). Ratas del tipo salvaje no mostraron
ninguna estructura similar en el 4rea homdloga del cerebro, (A, C). Aumento: 100x (A, B), 200x (C, D).

Figura 8

Deteccion de ovillos neurofibrilares mediante el anticuerpo monoclonal PHF-1 en el sistema nervioso central de
animales transgénicos. PHF-1 es un marcador especifico para la fosforilacién de tau. La inmunorreactividad con este
anticuerpo muestra que la expresion de tau de Alzheimer involucra tau endégena en el proceso de formacién de NFTs.
Ademas, el tefiido por inmunofluorescencia muestra pequefias estructuras en forma de varillas similares a aquellas
observadas en tejidos cerebrales de la enfermedad de Alzheimer preclinica. Aumento: 100x (A), 200x (B), 1000x (C,
D).

Figura 9

Cultivo de células neuronales como sistema de ensayo de identificacién para la caracterizacién de compuestos
terapéuticos y de farmacos candidatos. Cultivos primarios de neuronas de ratas transgénicas y no transgénicas pueden
ser utilizados con estos propdsitos después del cultivo in vitro y el efecto de los farmacos candidatos sobre el trans-
porte mitocondrial puede ser evaluado mediante videomicroscopia. Neuronas corticales (Cx) e hipocampicas (Hipp)
aplicadas con tinte vital (por ejemplo, Mito-trek) se muestran transcurridos 3 dias de cultivo in vitro (3DIV). Son
visualizadas las mitocondrias (MT).

Figura 10

Caracteristicas histopatolégicas de la enfermedad de Alzheimer, recapituladas en los animales transgénicos de
la presente invencion. La patologia neurofibrilar mostrada es una de las principales caracteristicas distintivas de la
enfermedad de Alzheimer. La figura 10 muestra una comparacién de los ovillos neurofibrilares detectados por la
técnica de plata de Gallyas (A, C) y también mediante inmunohistoquimica (E) en el cerebro humano enfermo con
AD, con las estructuras patoldgicas equivalentes observadas en los animales transgénicos de la presente invencion. El
tefiido inmunohistoquimico fue realizado con el anticuerpo monoclonal 7.51, que reconoce el epitope genérico de tau
en la region repetida en tindem (29).

Ejemplos
Ejemplo 1
Diserio de construcciones génicas que contienen secuencias de ADN que codifican para la proteina tau de Alzheimer
- gen humano de tau truncada; ingenieria y verificacion de construcciones génicas para la expresion ubicua o en
tejidos especificos en animales transgénicos
La construccion de los vectores de expresion de tau de Alzheimer consiste en procedimientos que incluyen:
- disefio de la secuencia de codificacion, especialmente supresiones y truncamientos, se muestran en 1
- estas porciones del gen tau fueron amplificadas mediante PCR con la ayuda de ADN polimerasa con ac-
tividad exonucleasa y los oligonucleétidos fueron dotados con secuencias de restriccién adecuadas, de tal
manera que estos pueden ser clonados bajo promotores generales o especificos de tejido en un vector de
expresion eucariota, el clonaje fue realizado utilizando procedimientos estdndar en cepas de bacterias co-
munes
- la verificacién de los genes clonados fue realizada para chequear la direccionalidad de los genes inserta-
dos, que fue confirmada mediante digestiones de restriccion y/o andlisis PCR (Figura 2A). Ademads, las
construcciones fueron parcialmente secuenciadas para excluir las posibles formas mutadas
- purificacion de los fragmentos destinados a la microinyeccién (Figura 2B)
- verificacién de la expresién de proteinas utilizando transfecciones del transgén a células de mamifero,
principalmente células de glioma de rata COS-7 y C6, y andlisis de la expresion de proteinas en células

eucariotas mediante el método de “western blot” (Figura 2C).

Todos los métodos estdn descritos en un manual: Sambrook y otros, Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 (14).
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Ejemplo 2
Produccion de rata transgénica

La construccién génica clonada que contiene la secuencia de codificacion de tau de Alzheimer fue inyectada en el
proniicleo masculino de embriones de un dia de edad. Los huevos fertilizados fueron extraidos de las hembras donantes
SHR en experimentos separados utilizando técnicas de rutina (15). Luego de la microinyeccién de ADN, los cigotos
fueron cultivados in vitro en una incubadora de CO, durante alrededor de 12 horas e implantados en el oviducto de
madres adoptivas seudoprefiadas. Los fundadores fueron identificados mediante PCR de la secuencia blanco especifica
del transgén del ADN gendmico. Para determinar los genotipos de tau, fue purificado ADN genémico tomado de
aproximadamente 0,5 cm de la cola de cada rata. Fue utilizado el andlisis por PCR para identificar la descendencia
que contenia el transgén. Los oligonucledtidos para el diagnéstico de identificacién por PCR fueron disefiados de tal
manera que la integridad del transgén pudiera ser ficilmente determinada. Para la determinacion del niimero de copias
del transgén integradas en el genoma fue utilizado un andlisis de PCR en tiempo real.

Por ejemplo, la linea Tg #318 contenia 4 copias del transgén, lo que fue determinado por PCR en tiempo real
utilizando el método de Sybre Green y la maquina de PCR de BioRad.

Ejemplo 3

Genotipificacion de animales nacidos luego de la implantacion de embriones en madres adoptivas, identificacion de
los animales transgénicos y evaluacion de la transmision del transgén a generaciones posteriores

Consejos sobre el ADN extraido de la cola: el ADN gendmico fue extraido mediante el kit de tejido Dneasy,
Qiagen.

Genotipificacién: la amplificacion especifica de los transgenes que codifican para las formas de tau doble truncadas
fue realizada en DNA gendmico derivado de la generacién parental de los animales transgénicos y se muestra en las
figuras 3A y 3B. Andlisis posteriores del ADN genémico de la generacién F1 revelaron que los transgenes son hereda-
bles ya que también fueron detectados en la descendencia de la generacién parental. Los transgenes que codifican para
tau de Alzheimer, por lo tanto, son fijados en el ADN cromosomal de los animales. La genotipificacion fue realizada
con dos controles positivos (ADN gendmico positivo plasmidico y TG) y dos controles negativos (ADN gendémico he-
ter6logo control negativo de la amplificacion; control negativo de la plantilla para el control de los reactivos quimicos),
como se muestra en la figura 3A.

Andlisis de la expresion de transgenes: la expresion del ARNm derivado de los transgenes fue evaluada mediante
analisis de RT-PCR, aplicando generalmente métodos bien conocidos que incluyen el RT-PCR vy la electroforesis en
gel de agarosa. El ARN fue extraido de tejido congelado instantdneamente de animales transgénicos y sometido a
trascripcién inversa seguida de amplificacion especifica del ADNc.

Reproduccion de ratas y generacion de ratas homocigoticas y heterocigoticas

Las ratas positivas al transgén fueron cruzadas con ratas SHR tipo salvaje. La transmisién de la linea germinal
fue lograda en varias lineas. En este ejemplo se muestra la linea Tg #318. Ratas transgénicas hembras y machos, que
contenian cada una cuatro copias del gen de la proteina tau humana truncada, fueron apareadas entre ellas y con ratas
SHR tipo salvaje para expandir la colonia transgénica. En la descendencia fueron observadas relaciones de division
mendelianas del transgén (Figura 3C).

Los animales transgénicos de la presente invencién pueden ser utilizados para el cruzamiento con animales trans-
génicos que sobreexpresan la APP humana que contiene la mutacién de la enfermedad de Alzheimer familiar (FAD)
o PS1 (13). La rata resultante expresard tanto APP como PS1 con o sin mutacién FAD sobre un antecedente genético
de hipertension. El efecto de PS1 y APP sobre la formacién de NFT puede ser estudiado tanto in vivo como in vitro.
Especificamente, el comienzo y la severidad de las patologias relacionadas con AD pueden ser examinadas por medio
de la inmunohistoquimica.

Ejemplo 4
Expresion de la proteina tau de Alzheimer en el cerebro de ratas transgénicas

La expresion de proteinas fue realizada fue realizada utilizando el andlisis “western blot” empleando anticuerpos
monoclonales especificos para la proteina tau. Fueron analizados tejidos cerebrales de rata que fueron genéticamente
positivas al transgén y fueron capaces de transmitir el transgén a las siguientes generaciones. Los experimentos fueron

controlados mediante andlisis simultdneo de extractos cerebrales de ratas de la misma edad negativas al transgén y
compafieros de camada negativos al transgén.
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Preparacion de la muestra de tejido: aproximadamente 2 mg de tejido cerebral recién aislado fueron homogenei-
zados mecdnicamente en 30 ul de solucién tampdn de lisis de Hunt modificada (20 mM Tris, pH 8,0, 100 mM NacCl,
1 mM EDTA, 0,5% Igepal CA630, 0,5% Triton X-100), que contenia la mezcla inhibidora de proteasas Complete-
EDTA free (Roche). Fueron afiadidos 170 ul de solucién tampoén de lisis, el homogenizado fue triturado con jeringa
y aguja (22G) y congelado en nitrégeno liquido. Después de una descongelacidn lenta en hielo, los restos de la lisis
fueron sometidos a tratamiento con ultrasonido y centrifugados 15 minutos, 10000 g a +4°C. El contenido de proteina
de las muestras fue determinado mediante el ensayo Bradford utilizando un espectrofotémetro Beckman.

PAGE y transferencia Western (“Western blot”). Las proteinas fueron separadas en un gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 12% con 0,1% (p/V) de SDS. La electroforesis fue realizada en una solucién tampén Tris-glicina (25
mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS). La separacion de las proteinas fue seguida por una transferencia semi-seca. Fue
utilizado el sistema de solucién tampdn Tris-glicina-isopropanol (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% isopropanol). Las
proteinas tau fueron tefiidas con anticuerpos monoclonales anti-tau DC25 que reconocen a las proteinas tau igualmente
que mAb 7.51 (29) y también con mAb Tau-1 (21). La sefial positiva fue determinada utilizando un anticuerpo anti-
ratéon HRP y el método ECL. La eficiencia del procedimiento de transferencia fue controlada mediante el método
de Ponceau. El andlisis de proteinas reveld la expresion especifica de la proteina tau de Alzheimer en el extracto
de proteinas totales de los cerebros de las ratas transgénicas (figura 4) y también la expresion de la proteina tau de
Alzheimer en diferentes regiones cerebrales de las ratas transgénicas (figura 5).

Ejemplo 5
Andlisis de inmunohistoquimico del cerebro de ratas transgénicas

Para realizar el andlisis de inmunohistoquimico de ratas transgénicas se utilizaron varios anticuerpos monoclonales
especificos para la proteina tau y Alzheimer. Una breve descripcion de los anticuerpos monoclonales empleados en
estos estudios incluye PHF 1, que reconoce el epitope fosforilado Ser 396 - Ser 404, mAb DC 25 reconoce el epitope
independiente de fosfato Lys 347 - Ile 353; mAb AT 8 reconoce el epitope fosforilado Ser 198 - Ser 202; mAb Tau 1
reconoce el epitope no fosforilado, mAb Tau 5 reconoce el epitope independiente de fosfato. (15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22)

Microscopia dptica e inmunofluorescencia

Los tejidos fueron preparados y cortados de la siguiente manera. Los animales transgénicos y controles fueron
anestesiados con éter e inmediatamente perfundidos intracardialmente con paraformaldehido al 4% tamponado, los
cerebros fueron extraidos, crioprotegidos con sacarosa al 20%, congelados rapidamente y cortados mediante criostato
a un grosor de 50 um. Algunos cortes fueron tratados brevemente con dcido férmico al 70% antes del procedimiento
de tefiido. Los cortes de tejido cerebral de rata fueron incubados con H,0, al 1% en PBS vy los sitios de enlace no
especificos fueron bloqueados con la incubacién en un medio de bloqueo (PBS, Triton 0,1%, suero normal de caballo
5%). El inmunoteiiido se realiz6 utilizando los anticuerpos mencionados anteriormente, y después incubados con un
anticuerpo de caballo anti-ratén biotinilado, seguido de un complejo avidina-biotina y visualizados con una solucién
de VIP y DAB. Los cortes de tejido fueron montados en portaobjetos cubiertos de gelatina, secados, tratados con
alcoholes de alta calidad, xileno y se colocaron los cubreobjetos con Entellan.

Tefiido con plata

El método de tefiido con plata de Gallyas que fue descrito anteriormente (23) fue adaptado para la libre flotacién
de los cortes de 50 um, con viraje en oro.

Teriido inmunofluorescente

Para el marcaje inmunofluorescente indirecto, los cortes fueron pretratados con NaHBO, al 1% durante 30 minutos
para reducir la autofluorescencia del tejido. Posteriormente fueron tefiidos con anticuerpos primarios a 4°C durante
toda la noche, incubados con un anticuerpo anti-ratén en caballo biotinilado, seguido de estreptavidina-Alexa 488
conjugada.

La comparacién de la patologia NF como la vista en cerebros de pacientes que sufren AD con aquellas observadas
en el cerebro de los animales transgénicos de la presente invencion se representa en la Figura 10.
Ejemplo 6

Sistema de ensayo de identificacion y para el desarrollo de nuevos farmacos y farmacos candidatos para el tratamiento
y prevencion de la enfermedad de Alzheimer

Los animales transgénicos de la presente invencién pueden ser utilizados como fuente de células para el cultivo
de células. Tanto los animales como las células pueden ser utilizados en los ensayos de la presente invencién. Por
ejemplo, las células del tejido cerebral que expresan el gen tau truncado pueden ser cultivadas utilizando técnicas
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estandares de cultivo. Los animales y las células cultivadas pueden ser utilizadas tanto en sistemas in vivo como in
vitro para el estudio del papel de los fairmacos candidatos en la arquitectura celular, la division celular, y la apoptosis,
asi como en la morfologia las neuronas primarias cultivadas, brotes de neuritas, ramificacién de axones, elongacién de
los axones en cultivos primarios y también para la investigacién del movimiento de los orgdnulos (Figura 9). También
pueden ser empleados como sistema de prueba para los efectos neurotréficos de sustancias de prueba.

Un estudio puede ser disefiado para examinar los cambios cuantitativos y cualitativos en la interaccioén de tau y
tubulina y también en la interaccién con el trafico en los organulos que puede ser modulado mediante sustancias de
prueba.

Un estudio también puede ser disefiado para examinar los compuestos que modulan la expresion o la actividad de
proteinas del citoesqueleto en el proceso de construccién de las conexiones sindpticas.

Un estudio también puede ser diseflado para examinar los compuestos que pueden afectar la formacién de NFT o
la interaccidn proteina-proteina, que pudieran eventualmente conllevar a ralentizar, inhibir o eliminar la formacién de
NFT y esto pudiera ser un ensayo ttil para la identificacién de sustancias con potencial terapéutico para las tauopatias
u otras enfermedades neurodegenerativas, preferiblemente AD. El efecto de los compuestos puede ser evaluado en
cultivos celulares y también in vivo en los animales mediante andlisis neuropatolégico, neurofisiolégico y comporta-
cional. Son conocidas muchas variaciones de los métodos de identificacion por los expertos en la materia y pueden ser
aplicadas dentro del alcance de la presente invencion.

Estos ejemplos describen aspectos particulares y realizaciones de la presente invencion con fines ilustrativos y no
limitan el alcance de la presente invencién como se enumeran en las reivindicaciones mds adelante.
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REIVINDICACIONES

1. Animal transgénico no humano cuyas células germinales y/o somdticas comprenden una construcciéon de ADN
que contiene una regién que codifica, la que conlleva a la expresion de una molécula tau truncada en los terminales N-
y C-, enel que

- laregién que codifica estd truncada, al menos, 30 nucledtidos mas abajo del codén de inicio y truncada, al
menos, 30 nucledtidos rio arriba del codén de parada de la longitud total de la secuencia de ADNCc tau que
codifica para la proteina tau con 4 repeticiones y con 3 repeticiones, respectivamente,

- el nicleo tau truncado de manera minima abarca un fragmento de proteina que es codificado por SEQ ID
No.9,

- dicha construccién de ADN codifica para una proteina, que tiene actividad que produce una patologia
neurofibrilar (NF) cuando es expresada en células cerebrales de dicho animal.

2. Animal transgénico no humano, seguin la reivindicacién 1, caracterizado porque sus células somadticas y germi-
nales expresan de manera transiente o estable dicha construccién de ADN, exhibiendo de esta manera una patologia
NF en el cerebro.

3. Animal transgénico no humano, segin la reivindicacién 1 6 2, en el que la proteina codificada por dichas
moléculas de ADN es expresada en el cerebro.

4. Animal transgénico no humano, segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho animal es una
rata.

5. Método para la genotipificacion de animales transgénicos de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, usando
oligonucleétidos especificos para tau truncada transgénica, como se definié en la reivindicacién 1.

6. Animal transgénico, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que desarrollan patologias NF y que tienen
un contexto genético que permite la induccién de factores de riesgo asociados con AD, representando de esta manera
un modelo de la enfermedad para humanos.

7. Animal transgénico no humano de la reivindicacién 6, que representa un modelo animal de AD y permite la
induccién de hipertensién como un factor de riesgo de AD.

8. Animal transgénico no humano de la reivindicacién 6, que representa un modelo animal de AD y permite la
induccién de diabetes como un factor de riesgo de AD.

9. Animal transgénico no humano de la reivindicacion 6, que representa un modelo animal de AD y permite la
induccion de hipercolesterolemia como un factor de riesgo de AD.

10. Método de identificacién y validacién de sustancias para el tratamiento, prevencién y diagndstico de la en-
fermedad de Alzheimer, para el tratamiento y prevencion de tauopatias, preferiblemente AD, para el desarrollo de
marcadores de diagndstico y sondas para la deteccién de tauopatias, preferiblemente AD y para sustancias para el tra-
tamiento de hipertension, diabetes, dislipidemia y hipercolesterolemia en combinacidn con tauopatias, preferiblemente
AD, que comprende:

- evaluacion de sustancias mediante:

® deteccion de cambios de la patologia neurofibrilar en un animal segtin cualquiera de las reivindicacio-
neslady6a0,

® medicién de cambios neurocomportamentales en dicho animal,

® medicién del nivel cognitivo en dicho animal.

11. Método, segtin la reivindicacion 10, de identificacion de nuevos farmacos blanco en tauopatias y procesos de
neurodegeneracion relacionados, preferiblemente AD.

12. Uso del animal segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 6 a 9, como ensayo in vivo para probar la
eficacia de sustancias o terapias, en particular terapias para reducir la patologia neurofibrilar.

13. Uso, segtn la reivindicacion 12, en el que dichas sustancias o terapias son para enfermedades neurodegenerati-

vas, en particular tauopatias, preferiblemente AD y otras enfermedades neurodegenerativas acompafiadas de patologias
neurofibrilares.
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ES 2304 146 T3

14. Linea celular, que comprende una construccién como se defini6 en la reivindicacién 1, cuya linea celular no es
una linea celular totipotente humana.

15. Linea celular, segun la reivindicacion 14, caracterizada porque la linea celular es una linea celular de rata
derivada de un embridén de rata transgénico.

16. Ensayo in vitro, que comprende una linea celular segtn la reivindicacion 14 6 15, en el que dicho ensayo es

empleado como herramienta para la identificacion y validacién para el descubrimiento de compuestos terapéuticos
preventivos y de diagnéstico y marcadores para la enfermedad de Alzheimer.

20
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seQiDNo:| 1 [ ] [ [Rire [Ra [Ra] | 1149 taudg
1 Y 1059
2 208 999
3 277 399
4 208 1089
5 277 1089
6 FZ T —' T
7 (L T——
8 T TU———:
g 742 cosesmems 930
seqioNo:} 1 [ ] { [Ri]Ra[Re] | 1056 tawas
10 31 466
11 205 906
12 277 906
13| 205 446
14 277 995

Numeracion de las SEQ ID NO: 1-4 y 9-11 segun la isoforma R4 mas corta.
Numeracion de las SEQ ID NO: 5-8 segun la isoforma R3 més corta.

Fig.1
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Fig.6
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Fig.8
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Fig. 10
Tejido cerebral humano, autopsia de Tejido cerebral de rata transgénica
un paciente con AD TG Nr. 318
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Axon Neuroscience Forschungs- und Entwicklungs GmbH

<120> Animal Transgénico Que Expresa La Proteina Tau De Alzheimer
<130> R 41446
<150> A 1053/2002
<151>2002-07-12

<160> 15

<170> PatentIn version 3.1

<210>1
<211> 969

<212> ADN
<213> humano

<400> 1

<210>2
<211> 795

atgcaccaag
angacaccc
agtaaaagca
acgaagatcecg
accaggattc
ccaaaatcag
cgctcccgcé
gtccegtacte
cceatgecag
cageegggag
tcecaagtgtyg
gtctacaaac
catcataaac
agagteccagt
aaaaagattg
ggggcqgaga

agcaatgtc

<212> ADN
<213> humano

accaagaggg
ccagectgga
aagacgggac
ccacaccgcg
cagcaaaaac
gggatcgcag
ceceegteecet
cacccaagtc
acctgaagaa
gcgggaaggt
gctcaaagga
cagttgacct
caggaggtgg
cgaagattgg
aaacccacaa

tegtgtacaa

tgacacggac
agacgaagct
tggaagegat
gggagcagcec
ccegeceget
cggctacagce
tccaaccccea
gcegtettece
tgtcaagtece
gcagataatt
taatatcaaa
gagcaaggtg
ccaggtggaa
gtecectggac
gctgaccttce

gtecgecagtyg

gctggeatga
gectggteacyg
gacaaaaaag
cectccaggece
ccaaagacac
agcecegget
ccecaccegygqg
gccaagagece
aagatcggcet
aataagaagc
cacgtcecegg
acctccaagt
gtaaaatctg
aatatcacce
cgcgagaacg

gtgtctgggg

aagctgaaga
tgacccaagc
ccaaggggge

agaagggccea

cacccagcte
cccecaggeac
agcccaagaa
gecctgeagac
ccactgagaa
tggatcttag
gaggcggcag
gtggctecatt
agaagcttga
acgtccctgg
ccaaagacaa

acacgtctcce

agcaggcatt
tecgeatggte
tgatggtaaa
ggccaacgec
tggtgaacct
tceceggeage
ggtggcagtg
agccceeegtg
cctgaageac
caacgtccag
tgtgcaaata
aggcaacatc
cttcaaggac
cggaggeaaat
gacagaccac

acggcatctc

60

120

180

240

300

360

420

480

600

660

720

780

840

900

960
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<400> 2

<210>3

atggtcagta

ggtaaaacga
aacgccacca
gaacctceccaa
ggcagecgcet
geagtggtec
cecegtgeeca
aagcaccagc
gtccagteca
caaatagtct
aacatceatc
aaggacagag
ggaaataaaa

gaccacgggg

<211> 1723
<212> ADN
<213> humano

<400> 3

atcgccacac
attccagcaa
tcaggggatc
cgeacceegt
actcecacccea
ccagacctga
ggaggcggga
tgtggctcaa
aaaccagttg
aaaccaggag
cagtcgaaga
attgaaaccc

gag

aaagcaaaga

agatcgeccac
ggattcecage
aatcagggga
cccgeaccece
gtactccace
tgccagacct
cgggaggcegg
agtgtggcte
acaaaccagt
ataaaccagg
tccagtcgaa
agattygaaac

cggag

cgcggggage
aaacccegee
gcagcggceta
cecttecaac
agtegeegte
agaatgtcaa
aggtgcagat
aggataatat
acctgagcaa
gtggccaggt
ttgggtccet

acaagctgac

ES 2304 146 T3

cgggactgga

acecgegggga
aaaaaccceg
tcegeageggce
gtcecttceea
caagtcgeeqg
gaagaatgtc
gaaggtgcag
aaaggataat
tgacctgage
aggtggceag
gattgggtec

ccacaagctg

agcccctceca
cgectecaaag
cagcageece
cceaccecace
ttcegeecaag
gtccaagatc
aattaataag
caaacacgtc
ggtgacctcc
ggaagtaaaa
ggacaatatc

ctteegegag

agcgatgaca

gecagceccte
ccegetecaa
tacagcagcec
accecacccea
tettccgeca
aagtccaadga
ataattaata
atcaaacacyg
aaggtgacct
gtggaagtaa
ctggacaata

accttcegeg

ggccagaagyg
acaccaccca
ggctaecceccag
cgggagecea
agecgcctge
ggctecacty
aagckggatc
ccgggaggeyg
aagtgtgget
tetgagaage
acccacgtce

aacgccaaag

aaaaagccaa

caggccagaa
agacaccacc
ceggcetecee
ccegggagee
agagecgect
tecggetecac
agaagctgga
teecegyggagy
ccaagtgtgyg
aatctgagaa
tcacccacgt

agaacgccaa

gccaggecaa
gctctggtga
gcactcecgg
agaaggtgge
agacagcccce
agaacctgaa
ttagcaacgt
gcagtgtgca
cattaggcaa
ttgacttcaa
ctggcggagy

ccaagacaga

gggggetgat

gggccaggece
cagctctggt
aggcactcce
caagaaggtg
gcagacagec
tgagaacctg
tettageaac
cggeagtgtg
ctecattagge
gcttgacttc
ceetggegga

agccaagaca

cgecaccagyg
acctccaaaa
cagcegetec
agtggtccgt
cgtgcececatg
gcaccagcecy
ccagtccaag
aatagtctac
catcecatcat
ggacagagtc
aaataaaaag

ccacggggcey

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

60

120

180

240

300

360

120

480

540

600

660

720

723
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<210>4
<211> 885
<212> ADN
<213> humano

<400> 4

atggtcagta
ggtaaaacga
aacgccaccea
gaacctccaa
ggcageccgcet
gcagtggtece
ccegtgecca
aagcaccagc
gtccagteca
caaatagtct
aacatccatc
aaggacagag
ggaaataaaa

gaccacgggg

catcteagea

<210>5
<211> 813
<212> ADN

<213> humano

aaagcaaaga
agatcgccac
ggattccagce
aatcagggga
ccegecacece
gtactccace
tgccagacct
cgggaggegyg
agtgtggctce
acaaaccagt
ataaaccagg
tcecagtcgaa
agattgaaac
cggagatcgt

atgtctcctc
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cgggactgga
accgegggga
aaaaacccceg
tcgecagegge
gteocettceca
caagtecgceg
gaagaatgtc
gaaggtgcag
aaaggataat
tgacctgage
aggtggccag
gattgggtce
ccacaagctg
gtacaagtcg

caccggeage

agcgatgaca
gcagccectce
ccegetecaa
tacagcagec
accccaccea
tcttecgeea
aagtccaaga
ataattaata
atcaaacacg
aaggtgacct
gtggaagtaa
ctggacaata
accttcegeg
ccagtggtgt

atcgacatgg

aaaaagccaa
caggccagaa
agacaccacc
ccggetecce
ccecgggagec
agagccgect
tcggctcecac
agaagctgga
tececgggagy
ccaagtgtgg
aatctgagaa
tcacccacgt
agaacgccaa
ctggggacac

tagac

gggggctgat
gggccaggce
cagctctggt
aggcactcce
caagaagqgtg
gcagacagcee
tgagaacctg
tcttagecaac
cggcagtgtg
ctecattagge
gecttgactte
ccetggegga
agccaagaca

gtctecacgg

60
120
180
240
300
360
420
480
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<400> 5

<210>6

atcgccacac
attcecagoaa
tecaggggate
cgeacecegt
actecaccea
ccagacctqga
ggaggeggga
tytggetcaa
aaaccagttyg
aaaccaggag

cagtcgaaga

attgaaacce
gagategtgt

gtcteeteca

<211> 285
<212> ADN
<213> humano

<400> 6

<210>17

atcaaacacg
aaggtgacct
gtggaagtaa
ctggacaata

accttecgeg

<211> 297

<212> ADN
<213> humano

cgcggggage
aaaccocgec
gcageggeta
cecettecaac
agtegeoegte
agaatgtcaa
aggtgcagat
aggataatat
acctgageaa
gtggcecaggt

ttgggtecoct

acaagchgac
acaagtegee

caggeageoat

tccegggagyg
ccaagtgtgg
aatctgagaa
tcaccecacgt

agaacgccaa
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ageccectcecea
cgctecaaaq
cagcagecec
cceacccane
ttcogocaayg
gtccaagate
aattaataag
caaacacgtce
ggtgacctcee
ggaagtaaasa

ggacaatate

cttecgegag
agtggtgtot

cgacatggta

cggeagtgtyg
ctcattagge
gettgactte
cectggegga

agccaagaca

ggccagaagg
acaccaccca
ggctacccag
cgggageeca
ageegectge
ggctecactg
aagctggatce
cegggaggey
aagtagtgget
tetgagaage

acCcacgtee

aacgccaaag

ggggacacgt

gac

caaatagtct
aacatccatc
aaggacagag
ggaaataaaa

gaccacgyggg

gocaggecasa
goetetaggtga
geactcecqgyq
agaaggtgge
agacagecee
agaacctgaa
ttagcaacgt
geagtgtgcea
cattaggcaa
ttgacttcaa

ctggcggagy

ccaagacaga

ctecacggea

acaaaccagt
ataaaccagg
teccagtegaa
agattgaaac

cggag

cgccaccagd
acctecaaaa
cagcegetcee
agtggtecgt
cgtgeceatg
gcaccagecd
ccagtecaag
aatagtctac
catccatcat
ggacagagtoc

aaataanaag

ccacggggey

tctcageaat

tgacctgage
aggtggccag
gattgggtcce

ccacaagctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720
780

813

60
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180

240
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<400> 7

gataatatca
ctgageaagg
ggccaggtgg

gggtcecctygg

aagctgacct

<210> 8
<211> 240
<212> ADN
<213> humano

<400> 8

atcaaacacaq
aaggtgacct
gtggaagtaa

Ctggacaata

<210>9
<211> 189
<212> ADN
<213> humano

<400> 9

aacacgtece
tgacctecaa
aagtaaaate
acaatatcac

teccgegagaa

tececegggagyg
ccaagtgtgg
aatctgagaa

toacccacgt
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gggagycgge
gtgtggcetcea
tgagaagctt
ccacgtcect

cgecaaagec

cggeagtgty
cteattagge
gcttgactte

ccctggegga

agtgtgcaaa
ttaggcaaca
gacttcaagg
ggcggaggaa

aagacagace

caaatagtet
aacatccatce
aaggacagag

ggaaataaaa

tagtctacaa
tccatcataa
acagagtcca

ataaaaagat

acggggcegga

accagttgac
accaggaggt
gtegaagatt
tgaaacccac

g

acaaaccagt tgacctgage

ataaaccagg aggtggccag

tecagtegaa gattgggtee

agattgaaac ccacaagety

gtgcaaatag tctacaaacc agttgacctg agcaagghbga cctccaagtg tggetcatta

ggcaacatee atcataaace aggaggtgge caggtggaag taaasatctga gaagettgac

ttcaaggaca gagtecagte gaagattggg tcecotggaca atatcaccca cgtocctgge

ggaggaaat

<210> 10
<211> 876
<212> ADN
<213> humano

60
120
180
240

291

60
120
180

240

G0

120
180

189
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<400> 10

atgcaccaag
ggagacaccc
agtaaaagca
acgaagatcg
accaggatte
ccaaaatcagq
cgctecegea
gtecgtactc
ceeatgeeag
cagecgyggag
tccaagtgtg
amatctgaga
atcaccecacy
gagaacgccea

tetggggaca

<210> 11
<211> 1702
<212> ADN
<213> humano

<400> 11

atggtcagta
ggtaaaacga
aacgccacca
gaacctccaa
ggcagcecget
gcagtggtcc
cecegtgecea
aagcaccagc
gtgacctcca
gaagtaaaat
gacaatatca

ttecegegaga

accaagaggg
ccagectgga
aagacgggac
¢cacaccgey
cagcaaaaac
gggatcegeag
ccececgtoccet
cacccaagte
acctgaagaa
gegggaaggt
getcattagg
agcttgactt
tcectggega
aagccaagac

cgteteocacy

aaagcaaaga
agatcgeccac
ggattccage
aatcagggga
cececgoaceee
gtactccacce
tgeccagaccet
cgggaggegg
agtgtggcectce
ctgagaagcet
cccacgtceee

acgccadagce

ES 2304 146 T3

tgacacggac
agacgaagcet
tggaagcegat
gggagcagee
cccgecceget
aggetacage
tccaacccea
geegtettee
tgtecaagtece
gcaaatagte
caacatccat
caaggacaga
aggaaataaa
agaccacggqg

gecatotcage

cgggactgga
accgaegggga
aaaaaccccqg
teogecagegqgce
gtcecctteca
caagtcgeceg
gaagaatgte
gaaggtgcaa
attaggcaac
tgacttcaag
tggcggagga

caagacagac

gctggectga
getggteacyg
gacaaaaaag
cectecaggec
ccaaagacac
agoececoggoet
cccacecegygyg
gccaagagee
aagatcgget
tacaaaccag
cataaaccag
gtcecagtega
aagattgaaa
gcggagateg

aatgte

agcgatgaca
gecagecccte
ccegetecaa
tacagecagcc
accaeeacceea
tettecgeca
aagtccaaga
atagtctaca
atccatcata
gacagagtcce
aataaaaaga

cacggggcegqg

aagctgaaga
tgacccaagc
ccaaggygygygc
agaagggcca
cacceagctco
cceccaggeac
agcccaagaa
gectgeagac
ccactgagaa
ttgacctgag
gaggtggccea
agattgggte
ceoacaaget

tgtacaagte

aaaaagccaa
caggecagaa
agacaccacce
ceggetceeec
ccegggagea
agagccgcect
teggetceccecac
aaccagttga
aaccaggagq
agtcgaagat
ttgaaaccca

ag

agcaggcatt
tecgeatggtce
tgatggtaaa
ggccaacgce
tggtgaacct
tececggeage
ggtggcagtg
agccceegtg
cctgaagceac
caaggtgace
ggtggaagta
cetggacaat
gaccttecge

gccagtggtg

gggggcetgat
gggccaggceo
cagctetggt
aggcactccc
caagaagatyg
grcagacagco
tgagaacctg
cctgagcaag
tggceagglty
tgggtcecctyg

caagcetgacce

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

876

60
120
180
240
300
360

420
480

540
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<210> 12
<211> 630
<212> ADN
<213> humano

<400> 12

atcgcecacac
attccagcaa
tcaggggatc
cgcacceegt
actccaccca
ccagacctga
ggaggcggga
tgtggctcat
gagaagcttg
cacghtcecctg

gccaaagcca

<210> 13
<211> 1792
<212> ADN
<213> humano

<400> 13

atggtcagta
ggtaaaacga
aacgcecacca
gaacctccaa
ggcagcegcet
gcagtggtec
ccegtgecea
aagcaccage
gtgacctccea
gaagtaaaat
gacaatatca
ttecgegaga
gtggtgtctg

gacatggtag

cgcggggage

aaacccegeco
gcagcggeta
ccettecaac
agtcgecgte
agaatgtcaa
aggtgcaaat
taggcaacat
acttcaagga
gcggaggaaa

agacagacca

aaagcaaaga
agatcgcecac
ggattccage
aatcagggga
ccecgeaccec
gtactccacc
tgccagacct
cgggaggcegy
agtgtggcetc
ctgagaagcet
ccecacgteec
acgccaaagc
gggacacgtce

ac
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agcccectceea

cgctccaaag

cagcagccecce

cccacccacce
tteegecaayg
gtccaagatc
agtctacaaa
ccatcataaa
cagagtccag
taaaaagatt

cgggyeggay

cgggactgga
accgegggga
aaaaaccceg
tegecagegge
gtcccttceea
caagtcgeeg
gaagaatgtc
gaaggtgcaa
attaggcaac
tgacttcaag
tggcggagga
caagacagac

tccacggceat

ggccagaagqg

acaccaccca

ggctccecag
cgggagcccea
agcegecetge
ggctceactyg
ccagttgacce
ccaggaggtg
tcgaagatty

gaaacacaca

agcgatgaca
gcagccececte
ccecgetecaa
tacagcagcc
accccaccea
tettecgeea
aagtccaaga
atagtctaca
atccatcata
gacagagtcec
aataaaaaga
cacggggcegyg

ctcagcaatg

gccaggecaa
gctetggtga
gcactccegyg
agaaggtgge
agacagccce
agaacctgaa
tgagcaaggt
gecaggtgga
ggtcecectgga

agetgacctt

aaaaagccaa
caggccagaa
agacaccacc
ceggetecece
cecgggagec
agagcegecet
tecggcetecac
aaccagttga
aaccaggagd
agtcgaagat
ttgaaaccca
agatcgtgta

tectecteecac

cgccaccagg

acctecaaaa
cagcegetec
agtggtccgt
cgtgecccatg
gcaccagcecyg
gacctccaag

agtaaaatct

caatatcacc

cegegagaac

gggggetgat
gggecaggcee
cagctctggt
aggcactccee
caagaaggtg
gcagacagec
tgagaaccty
cctgagcaaqg
tggccaggtyg
tgggtccetg
caagcectgace
caagtegeca

cggcageate

60
120

180
240

300
360
420
480
540
600

630
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360

420

480
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<210> 14
<211> 720
<212> ADN
<213> humano

<400> 14

atcgecacac
attccagcaa
tcaggggatc
cgcacceegt
actccaccca
ccagacetga
ggaggcggga
tgtggetcat
gagaagcttg
cacgtcoctg
gcoaaagccea

gacacgtcte

<210> 15
<211> 2946
<212> ADN

<213> humano

<400> 15

aatgtcecga
aggtacctac
ggaccccage
atgatctgat
cagctgtgac

ggcctggecae

cgeggggage
aaaccccgec
gcageggcta
cecttecaac
agtcegeegte
agaatgtcaa
aggtgcaaat
taggcaacat
acttcaagga
geggaggaaa
agacagacca

cacggeatct

attcccagee
tccatactga
ctcteactet
tcggttoeet
cctaggtgtt

cttcecigtge
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agceccteca
cgctccaaag
cagcagcccee
cccacccace
ttccgceceaag
gtccaagate
agtctacaaa
ccatcataaa
cagagtccag
taaaaagatt
cggggcggag

cagcaatgtc

tcaccaccec
gggtgaaatt
cagttccact
gtctecteot
tctgecettgt

tgagcccaca

ggccagaagg
acaccacccea
ggctcececag
cgggagccca
agccgectge
ggctccactg
ccagttgacc
ccaggaggtyg
tcgaagattg
gaaacccaca
atcgtgtaca

tecetccaceyg

ttetcagtaa
aagggaaggce
catccaactg
cecegtecacag
tgacatggag

gcagcaggcet

gccaggecaa
gctectggtga
gcactcccegy
agaaggtgge
agacagccce
agaacctgaa
tgagcaaggt
gccaggtgga
ggtcectgga
agctgacctt
agtcgeccagt

gcagcatcga

tgaccetggt
aaagtccagyg
ggaccctcace
atgtgagcca
agagccettt

gggtgtettg

cgcecaccagg
acctccaaaa
cagcegcetec
agtggtcegt
cgtgeccatg
gcaccageey
gacctccaag
agtaaaatct
caatatcacc
cegcgagaac
ggtgtctggg

catggtagac

tggttgeagg
cacaagagtyg
cacgaatctc
gggcactget
ccactgagaa

gttgtecagtyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720

60

120

240
300

360
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gtggcaccag
cttgcaccet
catgcatagt
ctttteccee
tacatagatg
tgtttatget
aggacgcatg
tctcacccecee
agttttgaaa
ggaggecgtt
ccectteocet
ggtetggett
cccaaaggag
gatcltgcage
aagctcgcee
gattgggatg
aggatgactt
cgctgaccett
cattgctgee
acagttaaag
geagettagt
accaagaqgcce
agaaggagaa
ctgcecaacaqg
tgcectgete
tggggeagge
aaattgaaaa
actcecetecce
aggatatact
aaattgactt
agggggyagg

ttaaactgce

gatggaagygg
agcttgtage
atcagcccete
agtccecaget
ttgecetgee
tggattcacc
tatcttgaaa
acactgggac
ggctttecte
cagctgtgac
acttcccett
gcggcgcgag
gcttacaact
teccagaage
tetggagggyg
aattgcetgt
gacaagtcag
gcacaaactc
taaagaaact
gcaaccctga
gtgecagetag
teectgeeygt
ggaaatgtgg
ttteggetge
ttcagcacca
tettggggce
ggcacygetygy
tececectcact
gtatgcegge
cagtggtgag
aatgtgtaag

tcgtaaccct
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caaggcaccc
tgccaaccte
cacacccegac
ggaagcecatg
ctcecccatcet
agagtgacta
tgcttgtaaa
tegtgtggee
agcacctggg
gaaggectga
gggqctecct
gatggttote
cctgeatceac
tecegtgagece
cagcgcagcec
cetggatetg
gagacactgt
catctgetge
cagcagccte
gggacttgge
agctttacet
tegetgagte
ggtagatttg
atttctteac
tgggocttet
agcctaagat
cttgtgatet
tctececaccet
tcettcaage
actgtatcct
atagttaaca

tttecatgatt

agggcaggce
ccagacagec
aaaggggaac
ctgtctgttc
gcaccctgtt
tgatagtgaa
gaggtttcta
tgtgtggtge
acccaacaga
agcacaggat
gtgtcaggge
tctggtcata
aagaaaaagg
tcageccaccce
tceccaccaag
ctctagagge
tcccaaagece
catgagaaaa
aggcccaatt
agtagaaatc
gaaaggaagt
ccagcaattc
gtggtggtia
gcaccteggt
tatacggaaqg
catggtttag
taaatgagga
gcagagecayg
tgctgactca
gtttgetatt
tgggcaaagyg

tcaaccacat

cacagtcceceg
cagccecgetg
acaccecectt
tgctggagea
gagttgtagt
aagaaaaaaa
acccacccte
caccctgetg
gaccagctte
taggactgaa
acagactagqg
geceegaagte
aagccactge
ctcagactgyg
ggcecetgega
ccaagctgece
ttgaccagag
gggaagcage
ctgecacttce
cagggcctee
ctetgggeee
tcctaagttg
gagatatgcc
tectettect
gctetgggat
ggtgatcagt
caatceeecae
tgtecttggy
ctttatcaat
gettgttgta
gagatcttgg

ttgctagaqgyg

ctgtcececea
ctcagetceca
ggaaatggtt
gctgaacata
tggatttgte
aaaaaaaaaa
acgaggtgte
gggcctccea
tagcagctaa
gegatgatgt
tettgtgget
tcatggeagt
cagetggyggg
gtteectctec
ccacagcagyg
tgectgagga
caccteagee
ctttgcaaaa
tggtitgygt
cetyggggctyg
agaact.ctece
aagggatctg
ceecteatta
gaagttcttg
ctececeocttyg
getggeagat
agggetggge
tgggctagat
agttccatit
ctatgggygy
ggtgeagcecac

gagggagcag

420
180
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280
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ccacggagtt
ggctagttca
tggcctgetyg
catcctteee
cagectgtge
taaagccacg
tgcagcttca
gectagagece
atttctggcea
atgaaatcat
taacaaatga

ctgatt

agaggccctt
tteectceee
cectetttea
tctaagcegt
ttttggagcet
aggtcgggge
taaaacttct
tcaccteceta
cttgcaagtc
cttagcttag

tttacactga
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ggggtttcte ttttccactyg acaggettte

agccaggtge
ggggtcctaa
tggcacctcet
gagatcactc
gagggcagag
gatttctett
atagacttag
ccatgattte
ctttetgtet

ctgttgetgt

aggcgtagga
gcccacaatce
gtgccaccte
gcttcaccct
gtgatcacct
cagctttgaa
ccccatgagt
ttcggtaatt
gtgaatgtct

aaaagtgaat

10

atatggacat
atgcctcect
tcacactggce
ccteatcttt
gcgtgtecca
aagggttacc
ttgcecatgtt
ctgagggtgy
atatagtgta

ttggaaataa

ccaggcaget
ctggttgett
aagaccttgg
tccagacaca
gttctccaag
tctacagacce
ctgggcacty
gagcaggact
ggggagggac
ttgtgtgttt

agttattact

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

2946
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