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DESCRIPCION

Inhibicién de una asociacién tau-tau.

La presente descripcion se refiere a procedimientos novedosos para la deteccién de sustancias capaces de modular
o inhibir la asociacion tau-tau patoldgica de proteina y la agregacion patoldgica de neurofilamentos. Los procedimien-
tos de la presente invencién son especialmente ttiles para examinar sustancias para la profilaxis y tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer (AD) es la causa tnica mas comin de demencia en la tercera edad (Livingstone
(1994). The scale of the problem. En: Dementia (Eds. Burns y Levy), Chapman & Hill, London, pp. 21-35). Los
individuos con la enfermedad de Alzheimer se caracterizan por la demencia progresiva que se presenta con pérdida de
memoria creciente, alteraciones en el juicio, percepcion y habla, y deterioro global del intelecto (Roth e Iversen Brit.
Med. Bull. volumen especial (1986)).

Los contrastes patolégicos mayores de la enfermedad de Alzheimer son las placas seniles y las marafias neurofi-
brilares, ambas de las cuales contienen filamentos helicoidales emparejados (PHF), de los cuales es constituyente la
proteina tau (Wischik et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4506-4510 (1988)). Las placas también contienen fibras -
amiloideas derivadas de una anormalidad, todavia no definida, en el procesamiento de la proteina precursora amiloidea
(APP; Kang et al., Nature 325:733-736 (1987)).

Los estudios de la enfermedad de Alzheimer han apuntado a la pérdida de la proteina tau normal asociada a mi-
crotibulo (Mukaetova-Landinska, Am. J. Pathol. 143:565-578 (1993); Wischik et al., Neurobiol. Ageing 16:409-417
(1995a); Lai et al., Neurobiol. Ageing 16:433-445 (1995b)), a 1a acumulacién de filamentos helicoidales emparejados
patolégicos (PHF; Mukaetova-Landinska, loc. cit. (1993); Harrington et al., Dementia 5:215-228 (1994a); Harrington
et al., Am. J. Pathol. 145:1472-1484 (1994b); Wischik et al., loc. cit. (1995a)), y la pérdida de sinapsis en el cortex
frontal medio (Terry et al., Ann. Neurol. 30:572-580 (1991)) como marcadores discriminantes fuertes del deterio-
ro intelectual. En la enfermedad de Alzheimer, la pérdida de sinapsis (Terry et al., loc. cit.) y la pérdida de células
piramidales (Bondareff et al., Arch. Gen. Psychiatry 50:350-356 (1993)) estan correlacionadas ambas con medidas
morfométricas de la patologia neurofibrilar reactiva a la tau, y esto se correlaciona, a nivel molecular, con una re-
distribucién practicamente completa del “pool” de proteina tau, de la forma soluble a la forma polimerizada (PHF)
(Mukaetova-Landinska, loc. cit. (1993); Lai et al., loc. cit. (1995)). Una posible explicacidn para estos cambios es
que la redistribucién patolégica de la proteina tau en PHF causa un fallo en el transporte axonal en circuitos de aso-
ciacion cortico-cortical, a través de la incapacidad de mantener la tubulina axonal en el estado polimerizado dentro
de las células piramidales (Wischick et al., loc. cit. (1995); Wischik et al., Neurobiol. Ageing, en prensa; Wischik et
al., Structure, biochemistry and molecular pathogenesis of paired helical filaments in Alzheimer’s disease. Eds. A.
Goate y F. Ashall, en prensa; Lai et al., loc. cit. (1995)). Un fallo resultante del transporte de constituyentes sindpticos
desde el soma de proyeccion hasta el neocértex de asociacion distante conduciria a la pérdida sindptica y al deterioro
intelectual. Otros factores incluyen la toxicidad directa de la acumulacién de PHF en células piramidales (Bondareff
et al., Arch. Gen. Psychiat. 50:350-356 (1993); J. Neuropath. Exp. Neurol. 53:158-164 (1994)), y la posible toxicidad
directa de la acumulacion truncada de tau, que perjudica la funcion celular (Mena et al., J. Neuropath. Exp. Neurol.
50:474-490 (1991)).

Aunque los estudios de la patogénesis molecular en sistemas modelo ha enfatizado el papel neurotéxico de la
acumulacién de S-amiloidea (revisada en Harrington y Wischik, Molecular Pathobiology of Alzheimer’s disease. En:
Dementia (Eds. Burns y Levy), Chapman & Hill, London, pp. 211-238), la evidencia que une la deposicién de S-ami-
loidea con el deterioro intelectual en humanos es débil. Es mas probable que el procesamiento alterado de la APP sea
s6lo uno de los varios factores posibles que podrian iniciar el procesamiento alterado de la proteina tau. Otros factores
iniciadores incluyen procesos desconocidos asociados con la apoE4 (Harrington et al., loc. cit. (1994)), la trisomia del
cromosoma 21 (Mukaetova-Ladinska et al., Dev. Brain. Dysfunct. 7:311-329 (1994)), y factores medioambientales ta-
les como la exposicién prolongada a niveles subtdxicos de aluminio (Harrington et al., Lancet 343:993-997 (1994c¢)).
Distintos factores etioldgicos son capaces de iniciar un patrén comun de alteracion en el procesamiento de la proteina
tau, los cuales incluyen: la truncamiento C-terminal en el Glu-391, la formacién de polimeros de tau PHF, la pérdida
de tau soluble, y la acumulacién de especies de tau anormalmente fosforiladas (Wischik et al., Int. Rev. Psychiat. en
prensa (1996)).

El fragmento de la proteina tau asociada a microtibulo que se ha observado es un constituyente integral de la
estructura nuclear resistente a las proteasas del PHF, es un fragmento de 93/95 residuos de aminodcidos derivado del
dominio de unién a microtibulo de la tau (Wischick et al., loc. cit. (1988); Kondo et al., Neuron 1:827-834 (1988);
Jakes et al., EMBO J. 10:2725-2729 (1991); Novak et al., EMBO J. 12:365-370 (1993)). La proteina tau existe en
6 isoformas de 352-411 residuos de aminodcidos en el cerebro adulto (Goedert et al., Neuron 3:519-526 (1989)).
En general, la estructura de la molécula de tau consiste en un extenso dominio N-terminal de 252 residuos, el cual
se proyecta a partir del microtibulo, una regién de repeticién en tdndem de 93-125 residuos, consistente en 3 6 4
repeticiones en tindem, y la cual es el dominio de unién al microtiibulo, y una cola C-terminal de 64 residuos. Cada
repeticion en tdndem estd compuesta de un segmento de unién a tubulina de 19 residuos, y un segmento de engarce de
12 residuos (Burtner y Kischner, J. Cell. Biol. 115:717-730 (1991); Figura 1). El constituyente mayoritario de tau que
se puede extraer a partir de preparaciones enriquecidas en el niicleo de PHF resistente a proteasas es un fragmento de 12
kDa derivado de ambas, las isoformas de 3 y 4 repeticiones, pero restringido al equivalente a 3 repeticiones en tindem,
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con independencia de la isoforma (Jakes et al., loc. cit.; Figura 2). Los limites N- y C-terminal del fragmento definen
la extensién precisa de la unidad de tau del niicleo del PHF resistente a proteasas. Tiene la fase desplazada 14/16
residuos con respecto a la organizacién unidor/engarce de la molécula normal definida por Butner y Kirschner(loc.
cit., Figura 1), y estd truncada de forma C-terminal en el Glu-391, o en una posicién homdloga en la tercera repeticién
de la isoforma de 4 repeticiones (Novak et al., loc. cit. (1993); Figura 3). Hay disponible un anticuerpo monoclonal
(mAD 423) que reconoce especificamente este punto de truncamiento C-terminal, y los estudios histolégicos usando
este anticuerpo han mostrado la presencia de proteina tau truncada C-terminalmente en el Glu-391 en todas las etapas
de degeneracién neurofibrilar (Mena et al., Acta Neuropathol. 89:50-56 (1995); Mena et al., Acta Neuropathol., en
prensa). Por tanto, la proteolisis anormal es una posible modificacién post-traduccién implicada en el ensamblaje del
PHF.

Se han desarrollado procedimientos que permiten la discriminacién entre los diversos “pooles” de tau que se hallan
en los tejidos cerebrales en AD: tau soluble normal, tau fosforilada, y PHF resistentes a proteasas (Harrington et al.,
loc. cit. (1990), (1991), (1994a)). Estos procedimientos se han desplegado en estudios de AD grave y del Sindrome
de Down (Mukaetova-Ladinska et al., loc. cit. (1993; 1995)), en casos verificados prospectivamente en las primeras
etapas de la AD (Wischik et al., loc. cit. (1995a); Lai et al., loc. cit. (1995)), y en casos con otros diagndsticos
neuropatoldgicos, incluyendo la demencia senil del tipo cuerpo de Lewy y la enfermedad de Parkinson (Harrington
et al., loc. cit. (1994a), (1994b)). El contenido global de PHF en el tejido cerebral distingue sin ambigiiedades entre
pacientes con o sin demencia del tipo Alzheimer. Hay, en conjunto, una diferencia de 19 veces en el contenido de PHF,
y en el cortex temporal la diferencia alcanza las 40 veces. El sitio principal de la acumulacién de PHF es, tal como
se esperaba a partir de los estudios histoldgicos, y no difiere de los controles envejecidos en términos de acumulacién
tanto de PHF resistentes a proteasa o de especies de tau fosforiladas (Harrington et al., loc. cit. (1994a), (1994b)). Mas
aun, el genotipado de la apolipoproteina E de los casos de cuerpo de Lewy cortical mostr6 que la frecuencia del alelo
E4 estaba incrementada en un alcance similar al observado en AD. Por tanto, la presencia del alelo E4 no puede ser
la tnica causa de la patologia de tau caracteristica de AD, puesto que no se observo en los caso de cuerpo de Lewy
(Harrington et al., loc. cit. (1994b)).

Un pardmetro extra que distingue casos con o sin AD es la cantidad de proteina tau soluble normal. Aunque los
niveles de tau son superiores en la materia blanca respecto la materia gris, tal como se espera para una proteina asociada
al microtibulo axonal, la cantidad hallada en la materia gris también refleja la inervacién axonal aferente. En AD, hay
una pérdida sustancial de proteina tau soluble normal, la cual afecta todas las regiones del cerebro uniformemente
(Mukaetova-Ladinska et al., loc. cit. (1993)). No se conoce la base molecular de esta declive uniforme, y no puede
explicarse mediante mARN de tau reducido (Goedert et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:4051-4055 (1988)). El
efecto neto de los dos procesos, de acumulacién de PHF y pérdida de tau soluble, es un redistribucién anatémica
del pool de proteina tau, desde predominante en la materia blanca hasta predominante en la materia gris, y desde
predominante en el frontal hasta predominante en el temporo-parietal.

La extension global de la redistribucion de la proteina tau en AD puede apreciarse a partir de los datos mostrados en
la Figura 4, en donde se comparan los pooles totales de tau libre y tau unida a PHE. Mientras que en los controles el 97%
del pool de proteina tau esta en la fase soluble, en AD el 83% del pool de proteina tau se halla en la fase insoluble, casi
totalmente en una forma truncada y polimerizada en PHF (Mukaetova-Ladinska et al., loc. cit. (1993)). Un estudio de
la etapa temprana de la AD, en casos prospectivamente verificados mediante el instrumento de diagnéstico CAMDEX
(Roth et al., Brit. J. Psych. 149:698-709 (1986)) y gradados post mortem mediante el criterio de tincién de Braak y
Braak Acta Neuropathol. 82:239-259 (1991), demostré que la pérdida de tau soluble estd directamente relacionada
con el recuento de marafias y el alcance de la acumulacién de PHF (Lai et al., loc. cit. (1995)).

Aunque la tau anormalmente fosforilada se ha considerado como posible precursor de PHF (Lee et al., Science
251:675-678 (1991); Goedert et al. en Microtubules (Eds. Hyams y Lloyd) pp. 183-200, John Wiley & Sons, N.Y.
(1994)), se ha encontrado la tau normal fosforilada en muchos de los sitios previamente considerados como anormal-
mente fosforilados en la proteina tau asociada a PHF (Matsuo et al., Neuron 13:989-1002 (1994)). En el estudio de la
etapa temprana de la AD, primero se observaron las especies de tau hiperfosforilada insoluble después de que hubiera
ocurrido la redistribucién apreciable de la tau en PHF (Lai et al., (1995); Figura 5). No hubo evidencia de acumulacién
selectiva de especies fosforiladas antes de la aparicién de PHF o de marafias neurofibrilares (Lai et al., loc. cit. (1995)).
De igual forma, no hubo evidencia de que la tau fosforilada se afiada al pool total unido a PHF durante la progresién
de la patologia (Lai et al., (1995). La fosforilacién de la proteina, en tanto cuanto es normal, parece ser un proceso
secundario que afecta aproximadamente el 5% de PHF, en cualquiera etapa de la patologia (Wischik et al., loc. cit.
(1995a), (1995¢))

Los estudios de la etapa temprana de la enfermedad de Alzheimer también mostraron que la velocidad de transfe-
rencia de tau soluble al PHF es geométrica con respecto al nivel de PHF, con un incremento progresivo en la velocidad
de incorporacién a niveles ambiente de PHF superiores (Lai et al., loc. cit. (1995); Figura 6B). Mds atn, la velocidad
observada de pérdida de tau soluble con la progresion de la patologia no es suficiente para justificar totalmente la
velocidad de acumulacién de PHF observada. Progresivamente se induce mds sintesis de nueva tau a medida que el
nivel ambiente de tau soluble cae por debajo de 580 pmoles/g, y esto también alimenta el ensamblaje de PHF (Figura
6A). La velocidad de ensamblaje de PHF no estd determinada, por tanto, por el estado o concentracion del precursor
soluble, el cual parece ser enteramente normal incluso en AD (Wischik ez al., loc. cit. (1995a), (1995b)). Mas bien, la
velocidad de transferencia de tau soluble a los PHF estd determinada por el nivel ambiente de PHF-tau, sugiriendo que
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la modificacion post-traduccién critica responsable del ensamblaje del PHF ocurre en el momento de incorporacién
de la tau en el PHF.

Una explicacién probable para estos hallazgos es que la proteina tau sufre un cambio conformacional en el mo-
mento de incorporacién en el PHF, el cual estd asociado con el desplazamiento de fase de media repeticion en la region
de repeticion en tindem que ha sido previamente documentado (Novak et al., loc. cit. (1993)). Este cambio confor-
macional podria exponer un sitio de captura con elevada afinidad por la tau, el cual permite la captura y modificacién
conformacional inducida de otra molécula de tau, y asi sucesivamente. El cambio conformacional critico en la proteina
tau, el cual determina la velocidad de ensamblaje del PHF, no tendria que ser entonces una modificaciéon quimica de la
tau soluble, sino un cambio conformacional inducido, el cual se produce por la unién de la proteina tau a un sustrato
patoldgico. El proceso podria ser iniciado por proteinas que fueran tau, tales como un producto del metabolismo de
la APP (Caputo et al., Brain Res. 597:227-232 (1992)), una proteina mitocondrial modificada (Wallace, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 91:8739-8746 (1994)), etc. Una vez que se hubiera iniciado la captura de la tau, el proceso podria
continuar siempre y cuando la velocidad de captura de otras tau excediera la velocidad de degradacién del complejo
patoldgico de tau. La degradacion podria estar limitada por el hecho de que el complejo de tau, que es el nicleo del
PHF, es resistente a las proteasas (Wischik ez al., loc. cit. (1988); Jakes et al., loc. cit.). Un proceso tal, una “amilosis
de proteina tau”, podria iniciarse y progresar geométricamente sin que interviniera ninguna modificacién quimica de
la proteina tau soluble, tal como se ha supuesto comtinmente.

La Figura 7 ilustra esquematicamente la transformacién de la proteina tau en los PHF de la enfermedad de Alzhei-
mer. El constituyente mayoritario de la proteina del nicleo del PHF es una forma de la proteina tau que esta truncada a
un fragmento de 93 residuos, el cual abarca una version con fase desplazada de la region de repeticion en tindem de la
molécula de tau, la cual funciona normalmente como el dominio de unién a microtibulos. El ensamblaje del PHF pue-
de concebirse como que ocurre a resultas de una secuencia de sucesos repetitiva en la cual la unién tau-tau patoldgica
juega un papel central. Esta union de la tau libre est favorecida a una concentracion fisiolégica sélo en el caso asimé-
trico en el que una molécula de tau ya ha sufrido la captura patoldgica (por ejemplo, a un producto del metabolismo
de la APP (Caputo et al., Neurobiol. Ageing. 13:267-274 (1992)), o a una proteina mitocondrial modificada (Jancsit
et al., Cell Motif. Cytoskel. 14:372-381 (1989); Wallace, loc. cit. (1994)), y la unién de otras tau estd potenciada por
el procesamiento proteolitico parcial de las especies capturadas, que sélo deja la unidad de tau truncada. Una vez que
una unidad de longitud completa o truncada se une a una molécula de longitud completa, el procesamiento proteolitico
parcial del complejo patoldgico resulta en la produccién de un dimero de unidades tau nucleares, con pérdida de los
dominios N- y C-terminales de la(s) molécula(s) previa(s) intacta(s). Los limites del procesamiento proteolitico estdn
determinados por la regién de asociacion tau-tau, la cual corresponde precisamente a la unidad minima de tau resis-
tente a las proteasas que hemos descrito (Novak et al., loc. cit. (1993); ver Figuras 16 y 17). No obstante, el resultado
final de esta proteolisis parcial es reproducir la unidad nuclear de la tau, la cual es capaz de capturar una molécula
de tau de longitud completa. Este proceso puede repetirse indefinidamente. Requiere dos etapas claves para continuar
hasta el punto de agotamiento del pool disponible de proteina tau. El primero es la captura repetida de tau de longitud
completa por parte de la unidad truncada, el segundo es la truncamiento de la tau de longitud completa unida para
reproducir la unidad nuclear.

Hasta ahora, no hay procedimientos fiables para la medicién de la asociacién tau-tau patoldgica, y no se ha descrito
sustancia alguna capaz de modular o inhibir la asociacién tau-tau.

Las soluciones a los problemas técnicos anterior se describen en la presente invencion.

En consecuencia, la presente invencién describe procedimientos para la deteccién de agentes capaces de modular
o inhibir la asociacién tau-tau patoldgica, que comprenden poner en contacto:

a) una proteina tau, o un derivado de la misma que contiene el fragmento nuclear de la tau, con
b) un agente sospechoso capaz de modular o inhibir la asociacién tau-tau, y con

¢) una proteina tau marcada, o un derivado marcado de la misma capaz de unirse a la proteina tau de la etapa
a), o con una proteina tau, o un derivado de la misma que es distinta de la proteina tau de la etapa a) y
también es capaz de unirse a la proteina tau de la etapa a), y

d) detectar la unién tau-tau.

La modificacién de la tau, que es responsable de su polimerizacién en PHF, se propaga mediante un cambio con-
formacional fisico en vez de cualquier modificacién quimica post-traduccion de la tau. Sorprendentemente, es posible
transferir esta modificacion, la cual es inducida in vivo en el momento de la captura patoldgica de la tau, al procedi-
miento in vitro segln el proceso anterior, mediante unidn inicial de la tau a una fase sélida. La tau aislada del cerebro
de la rata neonata fue totalmente incapaz de unirse a la unidad nuclear de tau del PHF (Figura 14; POTr). Pero la tau
neonatal que se habia unido previamente, de forma pasiva, a una matriz sélida, fue inducida a unirse a proteina tau de
longitud completa y sin modificar con una elevada afinidad, idéntica a la demostrada con la unidad tau nuclear (Figuras
15 y 16). Por tanto, el factor critico requerido para convertir un especie de tau incapaz de unirse patolégicamente, en
una especie capaz de capturar una molécula de tau extra con elevada afinidad, es el cambio conformacional inducido
por la unién pasiva de la tau neonatal del sustrato de la fase sélida. Esto demostré que la exposicidn del sitio de captura
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de tau con elevada afinidad podia inducirse fisicamente mediante el cambio conformacional que ocurre a partir de la
unién de la tau a un sustrato apropiado, y que no requiere ninguna otra modificacién quimica.

De acuerdo con la descripcidn que se hace aqui, la unién patoldgica que se reproduce in vitro tiene ciertas pro-
piedades criticas idénticas a aquéllas observadas en el cerebro humano. Esto es, en particular, que la proteina tau de
longitud completa unida a una unidad de tau nuclear que termina en la Ala-390 (Figura 1, SEQ. ID. N° 4), y que ca-
rece por tanto del Glu-391 necesario para el reconocimiento por parte del anticuerpo monoclonal 423, podria hacerse
reaccionar con el mAb 423 después del tratamiento del complejo de tau unida con la proteasa de espectro amplio,
Pronasa, de una forma que depende cuantitativamente del alcance de la digestién con Pronasa (Figura 16). Podria
demostrarse que la pérdida dependiente de digestién de la inmunoreactividad N-terminal de la tau sucede en paralelo
con la adquisicién de la inmunoreactividad con el mAb 423 caracteristica del PHF nuclear (Figura 16). Por tanto, el
requisito esencial para la creacién de la unidad de tau aislada procedente del niicleo del PHF, y producida en el cerebro
en la enfermedad de Alzheimer, es la interaccion patoldgica tau-tau, la cual se ha reproducido in vitro.

Mais atin, los ciclos repetitivos de unién de tau de longitud completa a la unidad de tau nuclear que terminaba en
Ala-390, seguidos por el tratamiento con Pronasa, a continuacién con la unién de tau de longitud completa y mas
digestion con Pronasa, y asi sucesivamente hasta cuatro ciclos, estuvieron asociados con la acumulacién progresiva
de tau truncada terminalmente en C en el Glu-391 (Figura 17), y con la capacidad progresivamente potenciada de unir
m4s tau de longitud completa después de cada ciclo (Figura 18). Esto demostr6 que el papel esencial de la proteolisis,
en el modelo descrito en la Figura 7, es impedir la saturacidn, y de ese modo facilita la transformacién progresiva
ilimitada de tau soluble en las unidades tau truncadas del nicleo de PHF.

Habiendo mostrado que todas las etapas ilustradas en la Figura 7 podrian reproducirse in vitro, y que el requisito
critico para la progresion del proceso era la elevada afinidad de la etapa de captura de la tau, es posible demostrar el uso
de un ensayo de unién para encontrar compuestos capaces de bloquear la interaccién tau-tau de elevada afinidad. La
inhibicién competitiva del 20% pudo demostrarse cuando los compuestos inhibidores mds potentes estaban presentes
en una proporcién molar de 1:1 con respecto la tau, y se encontré que la inhibicién ulterior era aproximadamente lineal
en el rango de proporcién molar de hasta 10:1 (Figura 19).

Puesto que la regién de repeticiones en tdindem funciona como un todo, es inesperado que fuera posible demostrar
la inhibicién competitiva selectiva de la unién tau-tau patoldgica sin interferir con la unién normal de la tau a la
tubulina a través de la misma region de la molécula. Un procedimiento para determinar cualquier posible interferencia,
por ejemplo, la unién de tau o de un derivado de la misma a moléculas de tubulina, comprende poner en contacto
una preparacion de tubulina despolimerizada, o preparacién de microtiibulos estabilizados con taxol, con un agente,
sospechoso de ser capaz de modular o inhibir la asociacién tau-tau patoldgica, y un compuesto de tau mencionado en
la etapa c) anterior, seguido por la deteccion de la unidn tau-tubulina.

El término “proteina tau” se refiere a cualquier proteina de la familia de proteinas tau, mencionada mas arriba, y
derivados de la misma. Las proteinas tau se caracterizan como una familia entre un gran nimero de familias de pro-
tefnas, las cuales se co-purifican con microtibulos durante ciclos repetidos de ensamblaje y desensamblaje (Shelanski
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 70:765-768 (1973)), y conocidas como proteinas asociadas a microtibulos (MAP).
La familia tau se caracteriza ademads por la presencia de un segmento N-terminal caracteristico, el cual es compartido
por todos los miembros de la familia, secuencias de 50 aminoacidos insertadas en el segmento N-terminal, las cuales
son reguladas desarrolladamente en el cerebro, una regidn de repeticion en tdndem caracteristica consistente de 3 6 4
repeticiones en tindem de 31-32 aminod4cidos, y una cola C-terminal (Figura 2).

En una realizacion preferida, la proteina tau comprende la secuencia de aminodcidos de la Figura 21 (SEQ. ID. N°
5), denominada como “T40” (Goedert et al., Neuron 3:519-526 (1989)), o fragmentos de la misma, y que comprende
la forma de la proteina tau que tiene 2 insertos N-terminales y 4 repeticiones en tindem.

El término “fragmento nuclear de tau” se define en su forma mas elemental como el fragmento de tau que com-
prende un secuencia de proteina tau truncada, derivada de la region de repeticién en tdndem, la cual, en las condiciones
apropiadas, es capaz de unirse con elevada afinidad a la regién de repeticién en tdndem de otra proteina tau. Ordina-
riamente, las proteinas tau preferidas, los derivados de la proteina tau, y los fragmentos nucleares de la proteina tau,
tienen una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70% de identidad de secuencia de aminoacidos con la
correspondiente secuencia de aminodcidos de la proteina tau humana (Figura 21, SEQ. ID. N° 5), preferiblemente al
menos el 80%, y mds preferiblemente al menos el 90%, y se caracterizan en que son capaces de unirse al fragmen-
to nuclear de la tau humana. Una realizacién particularmente ventajosa del procedimiento de ensayo comprende el
fragmento nuclear de la tau, con la secuencia de aminodcidos mostrada en la Figura 22 (SEQ. ID. N° 6; Novak ef al.,
(1993)). Este péptido recombinante de tau expresado por E. coli in vitro, corresponde a las especies aisladas a partir
de las preparaciones de nicleo de PHF resistente a la proteasa (Wischik et al., loc. cit. (1988); Jakes et al., loc. cit.
(1991)). El término “fragmento nuclear de tau” también incluye derivados del mismo, tal como se describe més abajo
y se menciona en las Figuras 25 y 26 (SEQ. ID. N°9y 10).

Los términos “derivado de la proteina tau” y “derivado del fragmento nuclear de tau” comprenden fragmentos de
proteinas tau que existen de forma natural o no natural, y proteinas relacionadas que comprenden al menos secuencias
de aminodcidos parciales que se parecen a la region de repeticién en tdndem de las proteinas tau, es decir, proteinas
en las que se han remplazado o suprimido uno o mds aminoécidos de la tau natural o sus fragmentos sin merma de
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la actividad de unién. Son ejemplo de proteinas que existen naturalmente con similitud de secuencia en la regiéon de
repeticion en tdndem las proteinas asociadas a microtibulos (MAP2; Figuras 25 y 26; SEQ. ID. N° 9 y 10; Kindler y
Garner, Mol. Brain Res. 26: 218-224 (1994)). Tales andlogos podrian producirse mediante procedimientos conocidos
en la quimica de péptidos o mediante tecnologia de ADN recombinante.

Los términos “derivado de la proteina tau” y “derivado del fragmento nuclear de tau” comprenden derivados, que
podrian prepararse a partir de los grupos funcionales que hay como cadenas laterales en los residuos o en los grupos
N- o C-terminales, mediante procedimientos conocidos en la técnica. Estos derivados podrian incluir ésteres alifaticos
de los grupos carboxilo, amidas de los grupos carboxilos mediante reaccién con amoniaco o con aminas primarias o
secundarias, derivados N-acil de los grupos aminos libres de la residuos aminoacidos formados con grupos acilo (por
ejemplo, grupos alcanoilo o aroilos carbociclicos), o derivados O-acilo de los grupos hidroxilo libres (por ejemplo, los
de los residuos serilos o treonilos) formados con grupos acilo.

El fragmento de tau del nicleo de PHF podria aislarse a partir de tejidos cerebrales de AD mediante el proce-
dimiento descrito en Wischik et al., loc. cit. (1988); (1995a)). El procedimiento depende de una serie de etapas de
centrifugacién diferencial realizadas en condiciones de tampoén y densidad determinadas empiricamente, llevandose a
cabo la etapa critica de centrifugacién final en un gradiente de densidad continuo de sacarosa que oscila entre 1,05 y
1,18 en densidad, y en la presencia de 10 pg/ml de Pronasa, para producir una fraccién de nicleo de PHF, resistente
a la proteasa, en la interficie con un cojin de cloruro de cesio de elevada densidad. La proteina tau puede liberarse a
partir del niicleo de PHF como una preparacion esencialmente pura en el sobrenadante de pH 5,5 (acetato aménico,
50 mM) obtenido después de tratar la preparacién de PHF con 4cido férmico concentrado, de liofilizarla, y sonicarla
en tampdn de pH 5,5.

La tau soluble normal puede aislarse bien a partir de ADN, tejidos cerebrales humanos control, o a partir de tejidos
cerebrales de animales con un retraso post mortem de menos de 3 horas. Las proteinas de los microttibulos se obtienen
mediante tres ciclos de ensamblaje-desensamblaje dependiente de la temperatura, de acuerdo con Shelanski et al.
(loc. cit., 1973). La proteina tau se purifica a partir de la fraccién termoestable mediante filtracién en gel (Herzog y
Weber, Eur. J. Biochem. 92:1-8 (1978)). Alternativamente, la proteina tau puede aislarse mediante el procedimiento
de Lindway y Cole (J. Biol. Chem. 259:12241-12245 (1984)), basado en la solubilidad de la proteina tau en acido
perclérico al 2,5%.

La produccién de proteinas tau y fragmentos puede conseguirse ademds mediante tecnologia de ADN recombinante
convencional, la cual se halla dentro de los conocimientos del especialista en la técnica. Tales técnicas se explican con
mds detalle en la literatura, ver, por ejemplo, Sambrook, Eritsch y Maniatis, Molecular Cloning. A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory (1989), N.Y. y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Green Publish
Association y Wiley Interscience.

Ademais, las moléculas de ADN vy los fragmentos de las mismas que codifican proteinas tau completas o parciales,
podrian obtenerse con la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los cebadores que codifican las
porciones 3’ y 5° de las moléculas de ADN relevantes podrian sintetizarse para la proteina tau de interés, y pueden
utilizarse para amplificar los miembros individuales de la familia de la proteina tau.

La preparacion de proteinas de tubulina o fragmentos de la misma es conocida en la técnica, y es descrita, por
ejemplo, por Slobada et al., en Cell Mobility, (Eds. R. Goldman, T. Pollard, y J. Rosenbaum), Cold Spring Laboratory,
Cold Spring Harbor, New York, pp. 1171-1212 (1976)).

Las secuencias de ADN y las moléculas de ADN podrian expresarse usando una amplia variedad de combinaciones
huésped/vector. Por ejemplo, los vectores de expresion utiles podrian consistir en segmentos de secuencias de ADN
cromosémico, no cromosémico, y sintético. Son ejemplos de tales vectores los vectores virales, tales como los varios
conocidos derivados del SV40, vectores bacterianos, tales como pldsmidos procedentes de E. coli, ADN de fagos,
tales como los numerosos derivados del fago A1, M13 y otros fagos filamentosos de ADN de hebra tnica, asi como
vectores ltiles en levaduras, tales como los derivados del pldsmido 2u, vectores ttiles en células eucariotas, mas
preferiblemente vectores utiles en células animales, tales como aquéllos que contienen SV40, secuencias de ADN
derivadas de adenovirus y/o retrovirus.

Tal como se usa en ésta, el termino “secuencia de ADN” se refiere a un polimero de ADN, en forma de un frag-
mento separado o como un componente de una construccién de ADN mayor, el cual se ha derivado a partir de ADN
aislado, al menos una vez, en forma sustancialmente pura, es decir, libre de materiales contaminantes endégenos,
y en una cantidad o concentracién que permite la identificacién, manipulacién, y recuperacién de la secuencia, y
sus secuencias nucleotidicas componentes, mediante procedimientos bioquimicos estdndares, por ejemplo, usando un
vector de clonacién. Tales secuencias se proporcionan preferiblemente en forma de un marco de lectura abierto y no
interrumpido por secuencias no traducidas internas, o intrones, los cuales estdn tipicamente presentes en genes euca-
riotas. No obstante, serd evidente que también podria usarse el ADN gendmico que contiene las secuencias relevantes.
Las secuencias de ADN no traducido podrian estar presentes en posicion 5’ 6 3’ respecto del marco de lectura abierto,
en donde no interfieren con la manipulacién o expresion de las regiones codificantes.

Tal como se usan en ésta, los términos “vector de expresion” y “pldsmido de expresion” se refieren a un pladsmido
que comprende una unidad de transcripcidn, que comprende un ensamblaje de (1) un elemento o elementos genéticos
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que tienen un papel regulador en la expresién de genes, por ejemplo, promotores o potenciadores, (2) una secuencia
estructural o codificante que se transcribe en mARN vy se traduce a proteina, y (3) secuencias apropiadas de inicio y
terminacion de la transcripcion y traduccién. Los elementos estructurales que se pretenden usar en varios sistemas de
expresion eucariotas preferiblemente incluyen una secuencia lider que permite la secrecidn extracelular de la proteina
traducida por parte de una célula huésped. Alternativamente, alli donde la proteina se expresa sin una secuencia lider
o de transporte, ella podria incluir un residuo N-terminal de metionina. Este residuo podria, opcionalmente, cortarse
subsiguientemente de la proteina recombinante expresada para proporcionar un producto final.

La célula huésped usada para la expresion de secuencias de ADN podria seleccionarse a partir de una variedad de
huéspedes conocidos. Son ejemplo de tales huéspedes las células procariotas y eucariotas. Un elevado niimero de tales
huéspedes estdn disponibles a partir de varios depdsitos, tales como la American Type Culture Collection (ATCC)
o la Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen (DSM). Son ejemplos de huéspedes celulares procariotas las cepas
bacterianas, tales como E. coli, B. subtilis, y otras. Los huéspedes preferidos son células de mamiferos comercialmente
disponibles, tales como células 3T3 de ratdn, lineas celulares de neuroblastoma, tales como la NIE-115, N2A, PC-12,
o la linea celular COS de rifién de mono verde africano transformada por SV40, etc.

La proteina tau producida mediante fermentacién de los huéspedes procariotas y eucariotas, transformados con las
secuencias de ADN de esta invencién, pueden purificarse hasta su homogeneidad esencial mediante procedimientos
conocidos, tales como, por ejemplo, mediante centrifugacion a diferentes velocidades, mediante precipitacién con sul-
fato aménico, mediante didlisis (a presion normal o con presién reducida), mediante enfoque isoeléctrico preparativo,
mediante electroforesis preparativa en gel, o mediante varios procedimientos cromatograficos, tales como filtracion en
gel, cromatografia liquida de altas prestaciones (HPLC), cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de fase
inversa y cromatografia de afinidad (por ejemplo, sobre Sepharose® Blue CL-6B, o sobre anticuerpos monoclonales
unidos al portador).

De acuerdo con la presente descripcion, una proteina tau, o un fragmento de la misma que contiene el fragmento
ntcleo de tau, se incuba con una proteina tau, junto con un agente sospechoso de ser capaz de modular o inhibir la
asociacion tau-tau patoldgica. El alcance de la unién tau-tau, la cual se correlaciona con la capacidad de inhibicién del
agente, podria detectarse mediante varios procedimientos.

En un procedimiento preferido, la proteina tau, o un fragmento de la misma que contiene el fragmento nicleo
de tau, se incuba con un derivado de tau que es distinto, preferiblemente inmunolégicamente distinto, de la primera
proteina tau. En este caso, la unién del derivado de tau se detecta, por ejemplo, a través de un anticuerpos poli- o
monoclonal, o de un derivado del mismo. Un ejemplo para este tipo de deteccidén es un procedimiento de ensayo para
la deteccién de unién tau-tau caracterizado porque se incuba una proteina tau truncada, correspondiente al fragmento
nuclear, junto con una sustancia de ensayo, y o una proteina de longitud completa, o un fragmento de proteina tau
truncada que simula la unidad tau del niicleo de PHF en la fase acuosa (Figuras 8 y 10).

En este caso, la unién tau-tau puede detectarse inmunoquimicamente, de una forma convencional, usando un
anticuerpo que reconoce el segmento N-terminal de la proteina tau de longitud completa, o, por ejemplo, un anticuerpo
tal como el mAb 423, el cual reconoce el fragmento de tau nuclear trucando en Glu-391. De forma ventajosa, el
anticuerpo monoclonal porta, en si mismo, un marcador o un grupo para el acoplamiento directo o indirecto con un
marcador, tal como se ilustra en ésta mds adelante. También puede usarse un anti-suero policlonal, el cual se genera
inyectando el antigeno tau correspondiente en un animal, preferiblemente un conejo, y recuperando el anti-suero
mediante purificaciéon de inmuno-afinidad, en la cual el anticuerpo policlonal se pasa a través de una columna a la cual
estd unido el antigeno, y eluyendo el anticuerpo policlonal de una forma convencional.

Una realizacién particularmente ventajosa del procedimiento de la presente descripcién comprende el uso de un
anticuerpo dirigido contra un segmento especifico humano entre Gly-16 y Gln-26, cerca del extremo N-terminal de la
proteina tau. El uso de este tipo de anticuerpo hace posible medir la unién de tau humana recombinante de longitud
completa a isoformas de tau de longitud completa derivadas de otras especies animales, por ejemplo, de ratas, en varias
etapas del desarrollo. La unién de la tau truncada puede detectarse usando un anticuerpo tal como el mAb 423 para
detectar un fragmento tau nuclear truncado que termina en Glu-391, que se une a un fragmento similar que termina en
Ala-390 y no es reconocido por el mAb 423 (Figura 8).

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos podrian usarse en cualquier sistema de inmunoensayo conocido en
la técnica, incluyendo, pero no limitado a: radioinmunoensayos, ensayos en “sandwich”, ensayos de inmunosorbente
unido a enzima (ELISA), inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de proteina A, etc.

Es particularmente preferida la siguiente configuracion para los ensayos de unién tau-tau (Figura 10): un fragmento
tau, preferiblemente un fragmento de tau recombinante, correspondiente a la unidad tau truncada del niicleo del PHF, se
une a una fase sélida, por ejemplo, una placa convencional de ELISA, en condiciones de tamp6n que se ha observado
que no favorecen la asociacion tau-tau. La proteina tau truncada se une preferiblemente de forma pasiva a la fase
solida, puesto que se ha hallado que expone el sitio de unién tau-tau de elevada afinidad de dentro de la regién de
repeticion en tdndem. La fase sélida es usualmente poli(vinilcloruro), pero podria ser otros polimeros tales como
celulosa, poliacrilamida, nilén, poliestireno, o polipropileno. Los soportes sdlidos podrian presentarse en forma de
tubos, cuentas, discos o microplacas, o cualesquiera otras superficies apropiadas para realizar el ensayo, y las cuales,
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a partir de la unién pasiva de la proteina tau, exponen el sitio de captura de tau de elevada afinidad. A continuacién de
la unidn, se lava el complejo fase sélida-anticuerpo en la preparacién para la muestra de ensayo.

Sorprendentemente, pudieron determinarse las condiciones de tampén apropiadas para la unién de la unidad tau
truncada del niicleo del PHF a un sustrato s6lido sin auto-asociacion, y sin afectar el sitio de captura de tau con elevada
afinidad dentro de la regién de repeticion en tindem. Se establecié un sistema de ensayo, tal como se muestra en la
Figura 8, en el cual la unidad tau nuclear truncada en Ala-390 se unia primero a la matriz de fase sélida. A continuacion,
se incubaba la unidad truncada que terminaba en Glu-391. Sé6lo pudo detectarse ésta tltima como inmunoreactividad
con mAb 423. La Figura 9 demuestra la especificidad del ensayo, ya que la inmunoreactividad con el mAb 423 se
observa sélo en la condicién en que se espera la unidn tau-tau. Se encontré que un tampdn alcalino (carbonato sédico,
tris, etc.), preferiblemente a pH 9-10, por ejemplo, tampdn de carbonato sédico (50 mM, pH 9,6), estaba asociado con
una auto-asociacion despreciable de las unidades tau nucleares (Figura 9). Por tanto, el recubrimiento con la unidad
tau nuclear para la unién pasiva a la matriz de fase sélida se realizé en este tampdn. Si se desea, puede depositarse una
preparacién de tubulina despolimerizada o una preparacién de microtibulos en el mismo tamp6n de la unién pasiva,
para la determinacién de la unién tau-tubulina. Los agentes apropiados para bloquear el exceso de sitios de unién
son el extracto de leche, la albiimina de suero bovino, la gelatina, etc. Después de transferir la unidad tau nuclear
unida a la fase sdlida a condiciones de tampodn fisioldgicas, y de incubar con tau de longitud completa en el formato
de ensayo de unién estandar (Figura 10), fue posible demostrar la captura con afinidad extremadamente elevada de
proteina tau de longitud completa. No se observd unién alguna de la tau de longitud completa sin recubrimiento de la
fase sélida con la unidad de tau nuclear. Cuando estaban presentes ambas especies, se observé que la unién dependia
de la concentracién de ambas especies. Se encontrd que cuando o bien la especie de la fase sélida o la de la fase acuosa
estaban saturadas, la constante de unién para la otra especie era 8-25 mM, dependiendo de la isoforma de tau concreta
medida (Figura 11). Las condiciones de tamp6n para la unién tau-tau deberian comprender concentraciones salinas
apropiadas y valores de pH apropiados (Figuras 12 y 13). Las concentraciones de sal para la unién tau-tau deberian
ser preferiblemente de 50 a 400 mM de cloruro sédico, més preferiblemente de 100 a 200 mM de cloruro sédico, o
una sal o mezcla de sales correspondiente con una fuerza iénica comparable, por ejemplo, PBS (cloruro sédico 137
mM, fosfato dihidrégeno de potasio 1,47 mM, fosfato hidrégeno de potasio 8,1 mM, cloruro potasico 2,68 mM). El
rango de pH deberia comprender valores de pH de pH 4 a pH 10, y més preferiblemente de pH 5 a pH 8. Con objeto
de saturar el exceso de sitios de unién y para evitar la unién no especifica, podria incubarse la fase sélida con un
agente bloqueador, por ejemplo, extracto de leche, alblimina de suero bovino, o, preferiblemente, gelatina. Después de
transferir de la unidad tau nuclear unida pasivamente a condiciones tamponantes fisioldgicas, fue posible demostrar la
captura con extremadamente alta afinidad de la proteina tau de longitud completa (Kd = 8-25 nM, dependiendo de la
especie concreta de tau ensayada).

Se afiadi6 una fase liquida, que contenia una proteina tau capaz de unirse a la proteina tau de la fase sdlida, junto
con la sustancia de ensayo, a la proteina tau de la fase sélida, durante un periodo de tiempo suficiente para permitir
la unién. El complejo de tau unida se lava otra vez en la preparacion para la adicidn del anticuerpo, el cual detecta
selectivamente la especie de tau unida secundariamente, pero no la especie de la fase sélida inicial. El anticuerpo esta
unido a una molécula informadora, cuya sefial visible se usa para indicar la unién de la segunda especie de proteina
tau.

Alternativamente, la deteccién de la unién podria realizarse con un segundo anticuerpo capaz de unirse a un
primer anticuerpo, no marcado, especifico para tau. En este caso, el segundo anticuerpo estd unido a una molécula
informadora.

Por “molécula informadora”, tal como se usa en la presente invencion, se quiere indicar una molécula que, por su
naturaleza quimica, proporciona una sefial analiticamente detectable, la cual permite la deteccién de anticuerpo unido
a antigeno. La deteccién debe ser al menos relativamente cuantificable, para permitir la determinacién de la cantidad
de antigeno en la muestra, esta podria calcularse en términos absolutos, o podria darse en comparacién con un estidndar
(o series de estandares) que contienen una nivel normal conocido de antigeno.

Las moléculas informadoras mds comtinmente usadas en este tipo de ensayos son o enzimas o fluoréforos. En el
caso de un inmunoensayo con enzima, un enzima estd conjugado con el segundo anticuerpo, a menudo por medio
de glutaraldehido o peryodato. No obstante, tal como serd facilmente reconocido, existen una amplia variedad de
técnicas de conjugacion diferentes, la cuales son bien conocidas por cualquier especialista en la técnica. Los enzimas
comunmente usados son la peroxidasa de rdbano silvestre, la oxidasa de glucosa, la B-galactosidasa, y la fosfatasa
alcalina, entre otros.

Los sustratos a usar con los enzimas especificos se eligen generalmente para la produccion a partir de la hidrdlisis
por parte del enzima correspondiente, de un cambio de color detectable. Por ejemplo, el fosfato de p-nitrofenilo es
apropiado para su uso con conjugados de la fosfatasa alcalina; para conjugados de peroxidasa, se usan comtinmente
1,2-fenilendiamina o tetrametilbencidina. También es posible emplear sustratos fluorogénicos, los cuales rinden un
producto fluorescente, en vez de los sustratos cromogénicos mencionados mas arriba. En todos los casos, el anti-
cuerpo marcado con enzima se aiade al complejo de proteina tau-tau correspondiente y se deja unir al complejo, a
continuacion se lava el exceso de reactivo. A continuacién se afiade una solucién que contiene el sustrato apropiado,
peréxido de hidrégeno, al complejo terciario del anticuerpo-antigeno-complejo marcado. El sustrato reacciona con
el enzima unido al anticuerpo rindiendo una sefial visual cualitativa, la cual se puede ademds cuantificar, usualmente
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espectrofotométricamente, para obtener una evaluacién de la cantidad de antigeno que esta presente en la muestra de
suero.

Alternativamente, los compuestos fluorescentes, tales como fluoresceina o rodamina, podrian unirse quimicamente
a anticuerpos sin alterar su capacidad de unién. Cuando se activa mediante iluminacién con luz de una longitud
de onda determinada, el anticuerpo marcado con fluorocromo absorbe energia luminica, induciéndose un estado de
excitabilidad en la molécula, seguido por la emisién de luz a un longitud de onda superior caracteristica. La emisién
aparece como un color caracteristico visualmente detectable con un microscopio éptico. Como en el inmunoensayo de
enzima (EIA), se deja unir el anticuerpo fluorescentemente marcado con el primer complejo anticuerpo-tau-péptido.
Después de lavar el reactivo no unido, el complejo terciario restante se expone entonces a luz con la longitud de onda
apropiada, y la fluorescencia observada indica la presencia del antigeno.

En otra realizacion preferida, la segunda especie de proteina tau, que se anade en fase liquida junto con la sustancia
de ensayo, podria estar unidad a una molécula informadora tal como se mencioné mads arriba. La segunda especie de
tau podria modificarse directamente (por ejemplo, marcada con una marca radioactiva o enzimdticamente detectable)
o conjugarse (por ejemplo, a un fluoréforo) en un dominio de la molécula, por ejemplo el segmento N-terminal, el cual
se sabe que no estd implicado en el sitio de unién tau-tau de alta afinidad, y, por tanto, funcionar por si misma como
el ligando en el ensayo de unién tau-tau y como la molécula informadora.

En el Ejemplo 1 se describe una realizacién particularmente preferida de la presente descripcion.

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos usados en el procedimiento de la presente descripcion pueden produ-
cirse mediante técnicas convencionales, es decir, pueden preparase anticuerpos monoclonales, los cuales son selectivos
para epitopos de tau, mediante el procedimiento de Kohler y Milstein. Los anticuerpos monoclonales apropiados para
los epitopos de tau pueden modificarse mediante procedimientos conocidos para proporcionar realizaciones de frag-
mentos Fab o fragmentos (Fab’)2 quiméricos, humanizados o anticuerpos de cadena tnica.

A continuacion se presentan los ejemplos de anticuerpos monoclonales que son ttiles, tanto para medir la afinidad
de unién en la interaccidn tau-tau, como para demostrar la relacién inmunoquimica entre la unién demostrada in vitro
y la que ocurre en el cerebro humano.

Los anticuerpos monoclonales que reconocen un epitopo N-terminal o C-terminal de tau permiten medir la unién
entre especies de tau truncadas y de longitud completa. Son especialmente ttiles los anticuerpos que reconocen epi-
topos especificos de humanos. Un anticuerpo monoclonal (denominado AK 499) reconoce un epitopo especifico de
humanos ubicado en la region entre Gly-16 y GIn-26 de tau, y, por tanto, permite también la medicién de la unién
entre especie de tau de longitud completa, siempre y cuando una se derive de una fuente no humana (Lai, The role of
abnormal phosphorylation of tau protein in the development of neurofibrillary pathology in Alzheimer’s disease. Tesis
doctoral, Universidad de Cambridge, 1995). El anticuerpo 342 reconoce un epitopo de tau genérico y no especifico de
especie ubicado entre la Ser-208 y la Asn-265 (Figura 21, SEQ. ID. N° 4), el cual es parcialmente tapado en el curso
de la interaccién tau-tau (Lai, loc. cit.).

Otros anticuerpos ttiles ya han sido descritos: el anticuerpo 423 reconoce la tau truncada C-terminalmente en
el Glu-391 (Novak et al., loc. cit. (1993)). Esta truncamiento ocurre naturalmente en el curso del ensamblaje del
PHF en la enfermedad de Alzheimer (Mena et al., loc. cit. (1995), (1996); Novak et al., loc. cit. (1993); Mena et
al., loc. cit. (1991)). La misma truncamiento C-terminal puede demostrarse in vitro después de la unién de tau de
longitud completa a un fragmento de tau truncada que termina en la Ala-390, el cual no es reconocido por el mAb
423 (Novak et al., loc. cit. (1993)), seguida por digestién con la proteasa de amplio espectro Pronasa (Figura 16).
En esta configuracion, la tnica fuente posible de inmunoreactividad con el mAb 423 procede de la digestion de la
tau de longitud completa unida, y puede mostrarse que ésta incrementa de forma dependiente con la concentracién
con Pronasa creciente (Figura 16). Esto demuestra que la conformacién molecular de la interaccion de unién tau-tau
generada in vitro se corresponde precisamente con la que ocurre en el cerebro, y, por tanto, que la inhibicién selectiva
de la unién demostrada in vitro puede generalizarse al cerebro humano.

El anticuerpo 7.51 reconoce un epitopo genérico de tau ubicado en la antependltima repeticion de la tau (Novak et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:5837-5841 (1991)), la cual es obstruida cuando la tau se une en una configuracién
inmunoquimica similar al PHF, pero puede ser expuesta después de su tratamiento con 4cido féormico (Harrington et
al., loc. cit. (1990), (1991); Wischik et al., loc. cit. (1995a)). La tau soluble normal, o la tau unida a microttbulos,
puede detectarse con mAb 7.51 sin tratamiento con dcido férmico (Harrington et al., loc. cit. (1991); Wischik et al.,
loc. cit. (1995a)). La unién de tau de longitud completa en el ensayo de unién tau-tau estd asociada con la obstruccién
parcial del epitopo del mAb 7.51.

Se identificaron fenotiazinas que producen una inhibicién de la unién con una Ki de 98-108 mM (Figura 19).
La inhibicion del 20% puede demostrarse en una proporcién molar de 1:1 con respecto a la tau, y la inhibicién
ulterior es aproximadamente lineal en el rango hasta la proporciéon molar 10:1. Estos hallazgos son consistentes con
las siguientes suposiciones: la unién tau-tau estd determinada por un nimero finito de sitios de unién saturables y
por tanto es especifica; no hay cooperacion, es decir, la unién de una molécula de tau no influencia la unién de otra
molécula de tau en el sitio en el que ocurre la inhibicidn; la unién es reversible y estd en un estado de equilibrio
dindmico en el que la unidén estd determinada s6lo por la concentracién y afinidad de unién.
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Dado que la regién de repeticion en tdindem de la tau funciona normalmente como el dominio de unién de la tubu-
lina, y que la misma region de la molécula contiene también el sitio de captura de alta afinidad de la tau responsable
del ensamblaje del PHF, s6lo seria posible concebir una intervencién farmacéutica para prevenir la unién patoldgica
de la tau si pudiera demostrarse una diferencia molecular mds sutil entre los dos tipos de unidn, lo que permitiria la
inhibicidn selectiva de la interaccion patolégica tau-tau, sin inhibicién de la unién normal tau-tubulina, puesto que mu-
chos procesos celulares, incluyendo particularmente el transporte axonal de vesiculas sindpticas (Okabe y Hirokawa,
Nature 343:479-482 (1990)), dependen de la capacidad de la célula de mantener la tubulina en el estado polimerizado.
Experimentos previos demostraron diferencias inmunoquimicas (obstruccién del epitopo del mAb 7.51 en la interac-
cidn tau-tau, pero no obstruccién de la interaccion tau-tubulina; Harrington et al., loc. cit. (1991); Novak et al., loc.
cit. (1991)), y diferencias moleculares (la tau unida en una configuracién similar al PHF muestra un desplazamiento
de fase de 14/16 aminodcidos con respecto a la organizacién segmento de unién a tubulina/segmento de enlace del
dominio de unién a tubulina, la cual puede demostrarse mediante digestion proteolitica de los sitios N- y C-terminal
caracteristicos; Novak et al., loc. cit. (1993); Figura 3). Sorprendentemente, estas diferencias podrian proporcionar
también una base para la discriminacién farmacéutica usando moléculas pequefias dentro de clases farmacéuticas bien
establecidas. En particular, se ensayaron los efectos de las fenotiazinas, las cuales se observé inhiben la asociacién pa-
tolégica tau-tau, sobre la inhibicién de la unién normal tau-tubulina. Esencialmente, no se pudo demostrar inhibicién
de la unién hasta una proporcién molar de 1000:1 con respecto de la tau (Figura 20). No obstante, se observé que la
hiperfosforilacién de la tau, la cual se ha observado que inhibe la interaccién de unién tau-tubulina, también produce
una inhibicién comparable en este ensayo de unidn tau-tubulina (Lai, loc. cit.). Por tanto, los compuestos, proporcio-
nados por la presente invencién, que inhiben la asociacién patoldgica tau-tau no inhiben la asociacién normal de la tau
a la tubulina. Esto representa un descubrimiento critico de la presente invencion, puesto que demuestra la posibilidad
técnica de descubrir compuestos, sobre la base del sistema de examen descrito en ésta, los cuales pueden distinguir
farmacéuticamente entre la unién patoldgica de la regién de repeticion en tindem en el PHF y la unién normal del
tdndem de la regidn de repeticion en tdndem en la interaccién tau-tubulina.

La tnica proteina asociada a microtibulo identificada hasta la fecha en el nicleo del PHF es la proteina tau. No
obstante, los PHF se ensamblan en el compartimento somatodendritico, en donde la proteina predominante asociada
a microttbulos es la MAP2 (Matus, A., en Microtubules, Eds. Hyams y Lloys, pp. 155-166, John Wiley & Sons,
N.Y.). Las isoformas de MAP2 son casi idénticas a la proteina tau en la regién de repeticién en tdindem, pero difieren
sustancialmente tanto en la secuencia como en el alcance del dominio N-terminal (Figuras 25 y 26, SEQ. ID. N°9 y
10). Tal como se muestra en el Ejemplo 3, la agregacion de la regién de repeticiéon en tdndem no es selectiva para la
secuencia especifica de aminodcidos del nticleo de la tau, y la actividad inhibidora de los inhibidores de fenotiazina,
tales como la tionina, no depende de secuencias tnicas de la tau.

Ademds, la presente descripcion también se refiere a los correspondientes procedimientos in vivo. Estos procedi-
mientos se refieren al examen en busca de agentes que modulen o inhiban la asociacidn patolégica tau-tau caracteri-
zados por poner en contacto una linea celular transfectada bien con una proteina tau, o un derivado de la misma que
contiene el fragmento nuclear de la tau, o con un vector capaz de expresar una proteina tau, o un derivado de la misma
que contiene el fragmento nuclear de la tau, con un agente sospechoso de ser capaz de modular o inhibir la asociacién
tau-tau seguida por la deteccion de la viabilidad de la linea celular y/o la morfologia de la linea celular.

Los Ejemplos 4 y 5 revelan que los fibroblastos son totalmente viables cuando expresan la proteina tau de longitud
completa transgénica, y la distribucién citoesquelética de la proteina tau de longitud completa transigencia no se ve
alterada por el cultivo de las células con un inhibidor potente de la unién tau-tau. LA fenotiazina tionina no parece tener
una toxicidad intrinseca sustancial. Por los fibroblastos o no son viables o exhiben grandes anormalidades morfolégicas
cuando expresan la unidad tau nuclear transigencia del PHF. La frecuencia de los transfectados viables y el nivel de
expresion de la tau trucada incrementan de forma dependiente a la dosis cultivando las células en tionina a continuacién
de la transfeccion. Los transfectados viables que expresan la tau truncada dependen de la tionina, y revierte a las formas
anormales con baja viabilidad a partir de su supresion.

Estos hallazgos corroboran, por tanto, en un sistema celular no neuronal, los hallazgos principales de la presente
invencidn, en concreto: que niveles elevados de la tau del nicleo de PHF dentro de la célula son téxicos; que esta
toxicidad puede invertirse mediante compuestos que son inhibidores selectivos de la interaccién de unién patoldgica
tau-tau; y que tales compuestos no alteran la unién normal de la tau a la tubulina in vivo. Estos hallazgos son gene-
ralizables a otros modelos experimentales, incluyendo sistemas de transfeccién inducible y la transfeccion directa de
células con proteina tau truncada.

Aunque los resultados anteriores apoyan el uso de inhibidores de la unién tau-tau para revertir la toxicidad de la
unidad de tau truncada, es deseable establecer modelos neuronales de estos procesos. En general, las lineas celulares de
neuroblastomas sufren cambios citoesqueléticos complejos en el curso de su diferenciacion, los cuales dependen de un
equilibrio entre los desarrollo de la red de microtiibulos y un desarrollo correspondientes de la red de neurofilamentos.
Se cree que las proteinas de peso molecular elevado asociadas a microtibulos (MAP1A, MAP1B) proporcionan puen-
tes entrecruzados entre estos sistemas citoesqueléticos (Schoenfield et al., J. Neurosci. 9:1712-1730 (1989)). Se sabe
que la interferencia directa con el sistema de microtibulos con agentes despolimerizantes (Wisniewski y Terry, Lab.
Invest. 17:577-587 (1967)) o aluminio (Langui et al., Brain Res. 438:67-76 (1988)) resulta en el colapso de los fila-
mentos intermedios, con formacién de las marafias caracteristicas en el citoplasma (Wischik y Crowther, Br. Med. Bull.
42:51-56 (1986)). Una agregacién similar del citoesqueleto de neurofilamentos puede observarse que ocurre esponté-
neamente en lineas celulares de neuroblastomas que no consiguen diferenciarse. El rol de las MAP en la formacién
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de estos agregados no se conoce actualmente. No obstante, la formacidn, acentuacién e inhibicién de estos agregados
representa marcadores indirectos de la capacidad del citoesqueleto microtubular para asociarse con, y transportar el
citoesqueleto de neurofilamentos hacia neuritas recién formadas.

Los Ejemplos 6 y 7 revelan que los inhibidores de fenotiazinas, tales como la tionina, no son téxicos para las lineas
celulares neuronales en concentraciones de hasta 2 uM, y que la tionina no interfiere con la incorporacién de proteina
tau transigencia en la red de microtiibulos endégena. Estas fenotiazinas son necesarias para la produccién de lineas
celulares neuronales viables a continuacidn de su transfeccion estable con un pldsmido que expresa la tau truncada.
Mas atin, la expresion constitutiva de tau truncada acentia la formacién de agregados de pNFH, mientras que ésta
dltima es inhibida por la expresion de tau de longitud completa. La formacién de pNFH es inhibida por fenotiazinas
tales como la tionina, y la incorporacién de inmunoreactividad al pNFH en los procesos neuronales es facilitada por
estos compuestos.

Estos hallazgos demuestran que la transfeccion estable de lineas celulares neuronales con tau truncada es inhe-
rentemente toxica y, mediante la desestabilizacion del sistema de microtibulos en las células supervivientes, resulta
en la formacion de presuntos agregados de neurofilamentos que no consiguen ser transportados hacia las neuritas en
desarrollo. Estos efectos pueden ser inhibidos mediante un compuesto seleccionado por su capacidad de bloquear la
agregacidn tau-tau in vitro, y esta accién estd mediada presumiblemente por un efecto permisivo sobre la expresion
de tau endégena u otras MAP requeridas para estabilizar los microtibulos. Las fenotiazinas como la tionina tienen
también la inesperada capacidad de bloquear la agregacién de neurofilamentos en las células no transfectadas, bien fa-
cilitando la diferenciacién neuronal, o inhibiendo directamente la formacién de agregados de neurofilamentos. Ademas
de la utilidad potencial en la prevencién de la agregacién de la tau en la enfermedad de Alzheimer, tales compuestos
podrian tener una utilidad potencial adicional en el tratamiento de enfermedades caracterizadas por la agregacion pa-
tolégica de neurofilamentos, tales como la enfermedad neuronal motora y la enfermedad del cuerpo de Lewy. Se ha
hallado que los ratones transgénicos que sobreexpresan las subunidades de los neurofilamentos desarrollan agregados
de neurofilamentos selectivamente en neuronas motoras grandes, las cuales sufren degeneracion, conduciendo al de-
caimiento muscular y debilidad (Cote et al., Cell 73:35-46 (1993); Xu et al., Cell 73:23-33 (1993)). Otras alteraciones
neurodegenerativas, la enfermedad de Pick y la pardlisis supranuclear progresiva, muestran la acumulacién patoldgica
de agregados de tau truncados respectivamente en Gyrus Dentate y en células piramidales estrelladas del neocértex.
Los compuestos que se han descrito también tienen utilidad en estas alteraciones neurodegenerativas.

En consecuencia, la presente descripcidn se refiere especialmente al procedimiento anterior in vivo, en donde dicha
linea celular es preferiblemente una linea celular de fibroblastos o una neuronal, mds preferiblemente una linea celular
de fibroblasto 3T3, una PC-12 o una NIE-115. Estas lineas celulares se transfectan preferiblemente con una proteina
tau truncada, que contiene al menos la unidad tau nuclear. La expresion de la proteina tau podria estar bajo control
constitutivo o inducible, o las especies de proteina tau podrian transfectarse directamente.

La presente invencion se refiere a compuestos, que modulan o inhiben la asociacién tau-tau, que pueden obtenerse
mediante cualquier procedimiento descrito mds arriba.

En base a los resultados anteriores, la presente invencidn también proporciona el uso de fenotiazinas de formula:
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en donde:

Ry, Rs, Ry, R, R; y Ry se seleccionan independientemente entre hidrégeno, halégeno, hidroxilo, carboxilo, alquilo
sustituido o no sustituido, haloalquilo o alcoxi;

Rs, cada Ry, y cada R, se seleccionan entre hidrégeno, hidroxilo, carboxilo, alquilo sustituido o no sustituido,
haloalquilo o alcoxi;

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,

para la utilizacién en la profilaxis o tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa de la agregacion patolégica
tau-tau mediante la inhibicién de dicha asociacion tau-tau sin inhibicién de la unién normal tau-tubilina.

El término “alquilo” tal como se usa en ésta se refiere a grupos de cadenas lineales o ramificadas, que preferible-
mente tienen de uno a ocho, mas preferiblemente de uno a seis, dtomos de carbono. Por ejemplo, “alquilo” podria
referirse a metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo, pentilo, isopentilo, tert-pentilo,
hexilo, isohexilo, y similares. Los sustituyentes apropiados para los grupos alquilos sustituidos usados en la invencién
incluyen los grupos mercapto, tioéter, nitro, amino, ariloxi, halégeno, hidroxilo y carbonilo, asi como arilo, cicloal-
quilo, y grupos heterociclicos no arilos.

El término “alcoxi” se refiere a grupos, tal como se definen en ésta mds arriba como grupos alquilo, como pudiera
ser el caso, que también portan un 4tomo de oxigeno interpuesto entre ellos y el residuo sustrato al que estdn unidos.

El término “haloalcoxi” representa una cadena alquilica lineal o ramificada que tiene de uno a cuatro dtomos de
carbono con 1, 2 6 3 dtomos de halégeno unidos a ella. Los grupos haloalquilo tipicos incluyen el clorometilo, el
2-bromometilo, el 1-cloroisopropilo, el 3-fluoropropilo, el 2,3-dibromobutilo, el 3-clorisobutilo, el yodo-t-butilo, el
trifluorometilo, y similares.

El término “halégeno” representa fluoro, cloro, bromo, o yodo.

Algunos compuestos de la invencidén poseen uno o mds dtomos de carbono asimétricamente sustituidos, y existen,
por tanto, en formas racémicas y dpticamente activas. Se pretende que la invencidn abarque las formas racémicas de
los compuestos, asi como cualquiera de las formas activas de los mismos.

Las sales de adicién farmacéuticamente aceptables se forma entre compuestos basicos de la Férmula (I) y 4cidos
inorgdnicos, por ejemplo, d4cidos halohidricos, tales como el dcido clorhidrico y el 4cido bromhidrico, el 4cido sulftiri-
co, el dcido nitrico, el 4cido fosférico, etc., o dcidos organicos, por ejemplo, dcido acético, 4cido citrico, 4cido maleico,
dcido fumadrico, 4cido tartarico, 4cido metanosulfénico, dcido p-toluensulfénico, etc.
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Son especialmente preferidas las siguientes fenotiazinas:

a) Azul de toluidina O,
1
HaN s N*(CHa)z
b) Tionina
IYGS!
HaN
2 s NH
c) Azure A
N
(CHa)z s NHOHG
d) Azure B
N
CHg)aN S
(CHal2 NCH3eHC!
y
e) azul de 1,9-dimetil-metileno
CHj CHgj
~
S
(CH3)2N N*(CHa) 2
cr

Los compuestos ttiles preferidos para bloquear la asociacion patoldgica tau-tau, preferiblemente fenotiazinas (Fi-
guras 23 y 24), estdn caracterizados por tener un coeficiente de unién inferior a 0,4 y carecer de inhibicién en el ensayo
de unién tau-tubulina, preferiblemente hasta una relacién molar de 1000:1 con respecto a la concentracién molar de la
tau.
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Las fenotiazinas de la presente invencién son conocidas en la técnica, y podrian manufacturarse mediante el pro-
ceso referido en textos estdndares (por ejemplo, Merck Manual, Houben-Weyl, Beilstein E III/IV 27, pp. 1214 y
siguientes, J. Heterocycl. Chem. 21:613 (1984), etc.).

Los compuestos de la férmula anterior, sus sales farmacéuticamente aceptables, u otros compuestos que se ha
encontrado tienen propiedades definidas en los ensayos proporcionados, podria usarse como medicamentos después
de ensayos ulteriores de su toxicidad (por ejemplo, en la forma de preparaciones farmacéuticas). El uso farmacéutico
anterior del azul de metileno en un amplio rango de indicaciones médicas ha sido descrito, incluyendo el tratamien-
to de la metahemoglobinanemia y la profilaxis de la psicosis manfaco-depresiva (Naylor, Biol. Psychiatry 21:915-
920 (1986)), y la penetracién del CNS a continuacién de su administracién sistémica ha sido descrita (Miiller, Acta
Anat. 144:39-44 (1992)). La produccién de Azure A y B ocurre como productos de la degradacion metabdlica nor-
mal del azul de metileno (Disanto y Wagner, J. Pharm. Sci. 61:598-602 (1972a); Disanto y Wagner, J. Pharm. Sci.
61:1086-1094 (1972b)). La administracién de compuestos farmacéuticos puede efectuarse parenteralmente, tal como
oralmente (en forma de tabletas, tabletas recubiertas, grageas, cidpsulas de gelatina dura y suave, soluciones, emulsio-
nes o suspensiones), nasalmente (por ejemplo, en forma de aerosoles nasales), o rectalmente (por ejemplo, en forma
de supositorios). No obstante, la administracién puede efectuarse también parenteralmente, tal como intramuscular o
intravenosamente (por ejemplo, en forma de soluciones de inyeccion).

Para la fabricacidn de tabletas, tabletas recubiertas, grageas, o cdpsulas de gelatina dura, los compuestos de la
FORMULA 1, y sus sales de adicién de dcido farmacéuticamente aceptables, pueden procesarse con excipientes far-
macéuticamente inertes, inorgdnicos u orgdnicos. Por ejemplos, pueden usarse, la lactosa, el almidén de maiz o deri-
vados del mismo, el talco, el dcido estedrico o sales del mismo, etc., como tales excipientes para tabletas, grageas y
capsulas de gelatina dura.

Los excipientes apropiados para cdpsulas de gelatina suave son, por ejemplo, aceites vegetales, ceras, grasas,
polioles semi-sélidos y liquidos.

Los excipientes apropiados para la fabricacién de soluciones y jarabes son, por ejemplo, agua, polioles, sacarosa,
azucar invertido, glucosa, etc.

Los excipientes apropiados para soluciones de inyeccién son, por ejemplo, el agua, los alcoholes, los polioles, el
glicerol, los aceites vegetales, etc.

Los excipientes apropiados para supositorios son, por ejemplo, los aceites naturales o solidificados, las ceras, las
grasas, los polioles semi-liquidos o liquidos.

Mas atin, las preparaciones farmacéuticas pueden contener agentes conservantes, solubilizantes, sustancias que in-
crementan la viscosidad, agentes estabilizantes, agentes humectantes, agentes emulsivos, agentes edulcorantes, agentes
colorantes, agentes saboreadores, sales para variar la presién osmotica, tampones, agentes de recubrimiento, o antio-
xidantes. Ellos pueden contener también todavia otras sustancias terapéuticamente valiosas.

De acuerdo con la invencion, los compuestos de la férmula anterior y sus sales farmacéuticamente aceptables,
pueden utilizarse en el tratamiento o profilaxis de la enfermedad de Alzheimer, mediante la inhibicién de la asociacién
patolégica tau-tau. La dosificacién puede variar dentro de amplios limites y, por supuesto, se ajustard a los requisitos
individuales en cada caso concreto. En general, en el caso de administracion oral deberia ser suficiente una dosis diaria
de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 70 mg, preferiblemente de aproximadamente 150 mg a aproximada-
mente 300 mg, dividida preferiblemente en 1-3 dosis unidad, las cuales pueden, por ejemplo, ser de la misma cantidad.
No obstante, se apreciard que el limite superior dad mds arriba pueda excederse cuando se encuentre que es indicado.

La invencién puede entenderse mejor cuando se lee conjuntamente con las figuras que la acompafian:

Figura 1: Representacion de la unidn de la proteina tau a microtiibulos (modificada a partir de Butner y Kirschner,
loc. cit.).

Figura 2: Representacion esquemdtica de las isoformas de la proteina tau, con las secuencias de aminodcidos
y cADN correspondientes mostradas en la Figura 21. El dominio N-terminal de 252 residuos contiene uno o dos
insertos que totalizan 58 residuos extras (“17, “2”), seguidos por una regién de repeticiones en tindem de 93-125
residuos que contiene 3 6 4 repeticiones, y una cola C-terminal de 64 residuos. Los fragmentos tau aislados a partir de
preparaciones enriquecidas de nicleo de PHF resistente a proteasa se denominan “F5.5”, y consisten en una mezcla
de especies derivadas de ambas, las isoformas de 3 y 4 repeticiones, pero abarcando 93-95 residuos, el equivalente
a 3 repeticiones, desplazados en fase 14-16 residuos con respecto a la organizacién normal del tdindem de la regién
de repeticion en tdndem. Todas las especies F5.5 y la tau normal son reconocidas por el mAb 7.51, pero el mAb
423 reconoce s6lo aquellos fragmentos de F5.5 que terminan en Glu-391. También se muestran las posiciones de los
epitopos para los mAb 499, AT8 y 342.

Figura 3: Analisis de la secuencia N-terminal del fragmento F5.5 de 12 kDa liberado a partir de las preparaciones
de nicleo de PHF, revelado por la presencia de 6 péptidos distintos, los cuales pueden agruparse en 3 pares derivados
de isoformas de 3-repeticiones (A: repeticiones 1-3; SEQ. ID. N° 1) o 4-repeticiones (B: repeticiones 1-3; SEQ. ID.
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N° 2, o C: repeticiones 2-4; SEQ. ID. N° 3) (Jakes et al., loc. cit.). La inmunoreactividad con el mAb423 sirve para
definir un extremo C-terminal en el Glu-391 (mostrado por flechas, Novak et al., loc. cit. (1993)). Los extremos N- y
C-terminales sirven por tanto para definir una fase de la regidn de repeticién en tindem dentro del nticleo del PHF, el
cual estd desplazado 14-16 residuos con respecto a las repeticiones con homologia de secuencia. Esta unidad minima
de tau del nucleo de PHF resistente a la proteasa tiene 93/95 residuos de longitud, lo que equivale precisamente a 3
repeticiones. Los extremos de esta unidad estan también fuera de fase con respecto a los dominios de unién a tubulina
propuestos por Butner y Kirschner (loc. cit.), los cuales se muestran subrayados.

Figura 4: Contenido total de proteina tau en controles y en la enfermedad de Alzheimer. La tau soluble normal
(blanco) es la forma predominante encontrada en controles, mientras que en la enfermedad de Alzheimer, la forma
predominante de tau es la polimerizada en PHF (negra).

Figura 5: Cambios en la tau soluble, tau fosforilada, y recuento de marafias, durante las etapas tempranas de la
enfermedad de Alzheimer (Lai et al., loc. cit. (1995)). La acumulacién de tau unida a PHF se muestra en el eje hori-
zontal. Esta estd acompanada por una perdlda relativa en tau soluble normal. La primera aparicién de tau fosforilada
estd estrechamente unida a la primera aparicién de marafias. No obstante, ambas aparecen s6lo después de que haya
ocurrido una redistribucién sustancial de la tau, de soluble a fases polimerizadas.

Figura 6: Velocidades calculadas de transferencia de sintesis de tau nueva al pool de tau soluble (a), y de tau
soluble al pool unido a PHF (b) en las etapas tempranas de la enfermedad de Alzheimer (Lai et al., loc. cit. (1995)).
A medida que el nivel de tau soluble cae por debajo de los 580 pmoles/g, progresivamente se requiere mds sintesis de
tau nueva para mantener el ritmo con la velocidad de produccién de PHF, y ésta parece estar regulada en una forma de
realimentacién negativa con respecto al nivel ambiente de tau soluble (a). La velocidad de transferencia de tau soluble
en PHF es geométrica con respecto al nivel ambiente de PHF-tau (b).

Figura 7: Escenario hipotético para la transformacién de la proteina tau en PHF en la enfermedad de Alzheimer.
Una vez la tau ha sido inmovilizada y truncada, se expone un sitio de captura patoldgica de la tau con alta afinidad.
Cuando se captura una molécula extra de tau, solo es posible la degradacion proteolitica parcial, puesto que la regién
de asociacion tau-tau de elevada afinidad estd protegida de la proteolisis, dejando un sitio extra de captura de tau con
elevada afinidad disponible para la captura de una molécula extra de tau. La redistribucién de los pool de proteina tau
de las fases soluble a truncada y unidad a PHF es autocalatitica, mediada por la captura repetitiva de tau con elevada
afinidad y la proteolisis parcial.

Figura 8: Configuracién del ensayo de unién a tau en el que se mide la unién de dos unidades truncadas. Primero se

recubre la placa de ELISA con la especie que termina en Ala-390 (“a”) (en tampdn carbonato sédico, 50 mM; pH 9,6).
A continuacidn, se incuba una segunda especie de tau truncada que termina en Glu-391 (“e”) en varias condiciones de
tampdn, mostradas en la Figura 9. S6lo la especie “e” es reconocida por el mAb 423, y, por tanto, la inmunoreactividad
con el mAb 423 mide solamente la tau que se une durante la segunda incubacién.
Figura 9: La unién de especies “e” (0 6 20 ug/ml) a “a” (0 6 10 ug/ml) en solucion salina normal, tamponada con
fosfato (“normal”), agua destilada (“agua”), y tampdn carbonato sddico (“carbonato”, 50 mM, pH 9,6). El eje vertical
muestra la inmunoreactividad con el mAb 423. No se detecta inmunoreactividad cuando se recubre s6lo con la especie
“a”, puesto que el mAb 423 no reconoce “a”. No se detecta inmunoreactividad cuando se incuba “e” son recubrimiento
previo con “a”. Esto se debe a que las cond1c1ones de bloqueo usadas impiden la unién no espemﬁca de “e” ala placa
de ELISA. La inmunoreactividad s6lo se observa en la condicién en que “a” y “e” estdn ambas presentes, demostrando
la deteccion especifica s6lo de “e”, la cual se ha unido a “a”. No se observa unién cuando “e” se afiade en tamp6n
carbonato sédico. Por tanto, esta condicion representa la optlma para el recubrimiento 1n1c1a1 con “a”, puesto que la
auto-agregacion estd minimizada en esta condicién.

Figura 10: Configuracién estdndar para la medicion de la unién de tau de longitud completa (“t”) a la unidad
de tau nuclear truncada, que previamente se ha hallado que se une pasivamente a la fase sélida (“a”). Se recubre
con un fragmento de tau recombinante (“a”), correspondiente a la unidad de tau truncada del nicleo del PHF, a va-
rias concentraciones, una placa de ELISA en condiciones que se ha mostrado no favorecen la asociacién tau-tau
(Figura 9). Después del bloqueo, se recubre con tau recombinante de longitud completa (“t”) en condiciones que
permiten la deteccion selectiva de unién tau-tau. La unién se detecta mediante un anticuerpo apropiado, el cual reco-
noce un epitopo ubicado cerca del extremo N-terminal de la tau de longitud completa. Este anticuerpo no reconoce
la “a”

Figura 11: Determinacién de la Kd para la unién de la tau de longitud completa (“T40) a la unidad de tau truncada
nuclear que termina en Ala-390 (“a”) usando el mAb 499 para medir la tau humana de longitud completa unida. El eje
horizontal sobre la grafica superior muestra la concentracién de T40 usada, y el eje vertical muestra la inmunoreacti-
vidad con mAb 499. Cada curva de unién se obtiene con una concentracion de recubrimiento de “a” que se muestra.
Sin “a” no hay unién, conformando la ausencia de unién no especifica de T40 en las condiciones de ensayo usadas. La
unién depende de ambas, la concentracion de T40 y la concentracion de “a”. La figura inferior muestra la Kd calculada
correspondiente a cada concentracién de recubrimiento de “a”. A medlda que la concentracion de “a” aumenta, las
condiciones de saturacion se aproximan asintéticamente, y esto representa la saturacion Kd para la unién de T40 a la
unidad nuclear de tau truncada, determinada en este experimento como 22,8 nM.
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Figura 12: Usando el formato de ensayo estindar mostrado en la Figura 10, con la especie “a” recubriendo a
10 pg/ml y la T40 afiadida en las concentraciones mostradas (rango 0-50 pg/ml), se midi6 la unién a pH constante
(pH 7,4), mientras que se variaba la concentracién de cloruro sédico. Se observa una meseta en la proximidad de la
concentracion de sal fisiolgica de 137 mM. La unién estd reducida a concentraciones de sal moderadamente bajas o
altas, aunque la unién pasa a ser mas favorable a concentraciones de sal muy bajas.

Figura 13: Experimento similar al mostrado en la Figura 12, manteniendo la concentracién de cloruro sédico
constante a 137 mM, pero variando el pH en el rango 0-10, con unién en solucién fisiolégica salina normal tamponada
con fosfato (“PBS”, pH 7,4) mostrada para comparacién. La unién estd reducida en los extremos del pH. La unién se
muestra detectada por los mAb 499 y 342.

Figura 14: Conjunto tipico de curvas de unién usando la unidad tau nuclear truncada “a” en la fase sélida, e incu-
bando la tau de longitud completa, la cual ha sido fosforilada (“T40P”) o no (“T40”) in vitro usando el procedimiento
de Biernat et al. (EMBO J. 11:1593-1597 (1992)) La Kd fue reducida en 10-veces por la fosforilacién en este expe-
rimento, aunque variando sistemdticamente el estado de fosforilacion en las fases acuosa y sélida, puede mostrarse
que el efecto conjunto de la fosforilacién es, en promedio, una inhibicién de 20 veces de la unién. Aunque algunos
han propuesto un estado fetal de la inhibicién como importante para determinar la unién patoldgica tau-tau, aqui se
muestra que la tau fetal de rata (“POTr”), cuando se introduce en la fase acuosa, es incapaz de unién patoldgica a la
unidad tau nuclear.

Figura 15: En contraste con la Figura 14, a continuacién de que la tau fetal se haya unido pasivamente a la fase
sOlida, es capaz de unir tau de longitud completa y sin fosforilar. En A se muestra un conjunto tipico de curvas,
varidndose la concentracién de tau de longitud completa (“T40”) y tau fetal (“PO Tau”) en los rangos de concentracién
mostrados. La Kd derivada asintéticamente se muestra en B. Al igual que con la unién de la tau de longitud completa
a la unidad de tau nuclear truncada, la unién de tau de longitud completa a la tau fetal inmovilizada tiene la misma
Kd de 20 nM. Por tanto, la tau fetal, la cual no se une a la tau cuando estd presente en la fase acuosa (Figura 14), se
convierte en una especie unidora de tau simplemente mediante unién pasiva a la fase sélida. Por tanto, la unién pasiva
de la tau a una matriz sélida expone el sitio de captura con alta afinidad de tau.

Figura 16: Comparacién de valores de Kd en el ensayo de unién tau-tau usando las especies mostradas en las
fases acuosa o sélida. La fosforilacién de tau recombinante de longitud completa usada en la fase acuosa inhibe la
unién por un factor de 10-veces, y la tau fetal/recién nacida procedente de rata no se une, tal como se muestra en
la Figura 14. Cuando la tau de recién nacida se usa en la fase sélida, la T40 se une con la misma afinidad que a la
unidad de PHF nuclear truncada. La fosforilacién de la T40 en la fase acuosa produce una inhibicién de la unién de
30 veces. La hiperfosforilacion de la tau de recién nacida en la fase sélida inhibe la unién en un alcance comparable,
y la hiperfosforilacién en ambas fases produce una inhibicién de la unién de 50 veces. Por tanto, contrariamente
a la hipétesis de fosforilacion, la fosforilacion inhibe la auto-agregacion patoldgica de la proteina tau en todas las
configuraciones del presente ensayo.

Figura 17: Digestién proteolitica del agregado de proteina tau de longitud completa. (A) Se unién tau de longitud
completa (20 ug/ml) a dGA (20 ug/ml) en PBS, se lavd, y se incubé durante 5 minutos con Pronasa en agua, en las
concentraciones indicadas. La inmunoreactividad se midi6 con los mAb 342 (¢), 499 (O) y 423 (®@). (B) De forma si-
milar se digiri6 tau de longitud completa (10 pg/ml) que se habia auto-agregado en la fase sélida en ausencia de dGA,
y se midié la inmunoreactividad con los mAb 342 (¢) y 423 (@). En ambos casos, la pérdida de inmunoreactividad
dependiente de concentracion de proteasa con ambos mAb 499 y 342 ocurrié con la adquisicién de la inmunoreactivi-
dad del mAb 423. (C) Los resultados de (A) se muestran esquematicamente. La dGA truncada, inicialmente recubierta
sobre la fase sdlida sombreada, se une a la tau de longitud completa con elevada afinidad a través de la interaccién
con la regidén de repeticién. Ambas especies carecen del epitopo para el mAb 423 antes de su digestion. La digestion
proteolitica del complejo (Iineas de puntos) suprime la porcién N-terminal de la molécula de tau de longitud completa,
con pérdida de los epitopos para los mAb 499 y 342 ubicados, tal como se muestra. La adquisiciéon de inmunoreac-
tividad con el mAb 423 indica la truncamiento de la tau de longitud completa en el Glu-391. El alcance N-terminal
preciso del complejo proteoliticamente estable no se conoce, pero excluye el epitopo para el mAb 342 inmediatamente
adyacente a la regidn de repeticion, e incluye el dominio de unién a tau.

Figura 18: Acumulacién de tau truncada mediante captura repetida de tau. Empezando con el fragmento de tau
truncado (dGA, 20 ug/ml) en la fase sdlida, se unié tau humana recombinante de longitud completa (20 pg/ml), se
digirié con Pronasa (1 ng/ml) durante 5 minutos, se lavd, y se incubé de nuevo la preparaciéon con més tau de longitud
completa (20 ug/ml), y se digirié otra vez. El ciclo de unién/digestion se repitié cuatro veces; la inmunoreactividad
con mAb 400 se midi6 antes y después, y con mAb 423 sélo se midié después, de cada etapa de digestion con Pronasa.
(A) La digestion del complejo con Pronasa estuvo asociada con la acumulacidn creciente de proteina tau, truncada en
el Glu-391, en la fase sélida, a continuacién de cada ciclo de digestién. (B) La unién de la tau de longitud completa se
detecto por la aparicién de inmunoreactividad para el extremo N-terminal de la tau (mAb 499), la cual fue enteramente
abolida por la digestiéon con Pronasa. En el ciclo de incubacién subsiguiente, la capacidad de unién se increment6 para
la tau de longitud completa a una concentracién constante en la fase acuosa. La inmunoreactividad creciente con
el mADb 499 no puede explicarse mediante la inmunoreactividad residual restante del ciclo precedente. Por tanto, el
complejo proteoliticamente estable que queda después de la digestién con Pronasa retiene la capacidad de unir mas
tau, y esta capacidad de unién aumenta a medida que la tau truncada se acumula en la fase sélida.
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Figura 19: Union relativa de tau-tau (eje vertical) en presencia de concentraciones crecientes de fenotiazinas inhibi-
doras prototipo (eje horizontal). Esta inhibicion puede expresarse en términos de un modelo de inhibicién competitivo
estandar, con una Ki calculada de 98-108 nM. Los coeficientes de correlacién para estas aproximaciones son 0,99, y
son altamente estadisticamente significativos, tal como se muestra.

Figura 20: Inhibicién selectiva de la unién tau-tau por parte de la tionina. La proteina tau truncada se uso a 489
nM en ambas, las fases acuosa y sélida de los ensayos, como en la Figura 8 (circulos rellenos). En el ensayo de tau-
tubulina, se recubri6 con tubulina despolimerizada a 200 nM (circulos vacios), y se incubd la tau a 400 nM. Los datos
de unién podrian describirse matemdticamente mediante un modelo estdndar que supone una inhibicién competitiva
en el sitio de unidn con elevada afinidad de tau. Los valores de Ki se calcularon usando los valores de Kd, obtenidos
a partir de los correspondientes estudios de unién usando tal de longitud completa. Los puntos representan promedios
de mediciones por cuadruplicado.

Figura 21: Secuencias nucleotidica y predicha de aminoédcidos de una isoforma de proteina tau humana (SEQ.
ID. N° 4). La secuencia, deducida a parir del clon de cADN htau40, difiere la forma de tres repeticiones previamente
determinada (Goedert et al., loc. cit. (1988)) en 58 aminodacidos insertado en la regiéon amino-terminal (subrayados),
y por la repeticidn extra de 31 aminodcidos previamente descrita (Goedert et al., EMBO J. 8:393-399 (1989)) (subra-
yada). Los nucleétidos estdn numerados en la direccién 5°-3’. El clon de cADN htau40 (Goedert et al., Neuron 3:519-
526 (1989b)) contiene la secuencia anterior insertada en un sitio Ndel (extremo 5°) y un sitio EcoRI 3’ respecto la
terminacion del codon (¥*%*),

Figura 22: Secuencia de aminodcidos y cADN de la unidad tau del nicleo de PHF (SEQ. ID. N° 6; Novak et al.,
loc. cit. (1993)), y cebadores (SEQ. ID. N° 7 y 8) usados en la construccion de la unidad tau nuclear preferida.

Figura 23: Graduacién de compuestos mediante inhibicién de la interaccién tau-tau. La graduacién se base en la
unidn relativa estandarizada respecto la observada en la ausencia del compuesto, tomada como el promedio observado
aly 10 ug/ml. En esta graduacién “1” representa unién equivalente a la observada en ausencia del compuesto,
mientras que “0,2” indica que la unién se redujo en un promedio del 20% a las concentraciones de compuesto de
ensayo de 1 y 10 pg/ml. Por tanto, cuanto menor sea el niimero, mds efectivo es el compuesto para inhibir la unién
de e y a. Tal como puede observarse, las cinco primeras fenotiazinas tienen coeficientes de unién estandarizados de
menos de 0,4. Esto es, la unién observada en el rango 1-10 ug/ml es inferior al 40% de la observada en ausencia del
compuesto.

Figura 24: Estructuras quimicas de los compuestos ensayados con valores de unién estandarizada segtin la Figura
23.

Figura 25: Representacion esquemadtica de la tau, MAP2 (forma adulta), MAP2C (forma juvenil), y tau de elevado
peso molecular (encontrada en el sistema nervioso periférico y lineas celulares de neuroblastomas). Estas proteinas
comparten similares dominios de unién a microtibulos, pero difieren sustancialmente en su secuencia y el alcance del
dominio de proyeccion N-terminal. Las formas juveniles de tau y MAP2 tiene s6lo 3 de las repeticiones en tindem.
También existe una forma de MAP2 de 4 repeticiones.

Figura 26: Diferencias de secuencia en la regiéon de repeticion en tdndem de la tau humana (linea superior; SEQ.
ID. N°9) y MAP2 humana (linea inferior; SEQ. ID. N° 10). Las flechas verticales muestran los limites del fragmento
nuclear de PHF truncado que termina en el Glu-391, y los segmentos de unién a tubulina se muestran subrayados.

Figura 27: El vector de expresién pIF2 es un vector de expresion eucariota basado en SV40 (pSV2neo; Sam-
brook et al., loc. cit. (1989); seq id no 11 y 12, modificadas para contener un promotor de la S-globina que dirige la
expresion de ADN extrafio (M. N. Neuberger). Tiene un marcador de la resistencia a neomicina para seleccién con
Geneticin.

Figura 28: Células T3T de fibroblasto de raton transfectadas con PIF2::T40, expresando la proteina tau humana de
longitud completa (T40), inmunomarcados mediante mAb 7.51 (figura superior) y mAb 499 (figura inferior). Las célu-
las forman procesos delgados largos, y también se observa que la inmunoreactividad para la tau tiene una distribucién
citoesquelética en el pericarion.

Figura 29: Células T3T de fibroblasto de ratén transfectadas con PIF2::dGAE, expresando el fragmento de tau
truncada del nicleo de PHF que termina en Glu-391, inmunomarcada con mAb 7.51. Lineas celulares tempranas
transfectadas y cultivadas sin tionina. Las células son descaradamente anormales, multinucleadas, vacuoladas, conte-
niendo agregados de proteina tau en el citoplasma.

Figura 30: Transferencias de proteina Lipofectina/tau al interior de células 3T3 transfectadas con PIF::T40. La
supervivencia celular relativa (normalizada respecto el recuento de células después del tratamiento con Lipofectina sin
protefnas) se muestra para concentraciones aproximadamente equimolares de tau de longitud completa (T40, 220 nM)
y truncada (dGAE, 300 nM), sin (sin sombrear) o con (sombreada) tionina a 3,5 uM. La tau truncada es mas toxica que
la tau de longitud completa (p = 0,02) a pesar del hecho de que, a concentraciones equimolares, la carga de proteina
total es 5 veces superior en el caso de la tau de longitud completa.
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Figura 31: (A) Reversion de la toxicidad de tau truncada. La toxicidad de la tau truncada, transferida a través de la
Lipofectina al interior de células 3T3 que expresan tau de longitud completa depende de la concentracion. La tionina
(linea continua) revirti6 significativamente la toxicidad observada en ausencia de tionina (linea discontinua) en las tres
concentraciones de tau truncada. (B) Experimento similar en el que la tau de longitud completa se transfiri6 a través de
la Lipofectina al interior de células 3T3 que expresaban la tau de longitud completa. Ambos, los efectos de toxicidad
y de tionina fueron mucho menos aparentes.

Los siguientes Ejemplos se pretende que ilustren detalles de la invencién, sin limitarla, por tanto, en modo alguno.

Ejemplos
Ejemplo 1
Ensayo de union tau-tau

El ensayo se realiz6 en una placa de microvaloracién de PVC de 96 pocillos, con las soluciones afiadidas y las
lecturas tomadas respecto los pocillos individuales:

a) Se afiade a cada pocillo una solucién de 50 ul de péptido de tau truncada purificado, en concentraciones
variables en el rango 0-150 pg/ml (0, 1, 5, 10, 50 ug/ml) en tampén carbonato sédico 50 mM (pH 9,6), y
se incuba 1 hora a 37°C.

b) Los pocillos de la placa de microvaloracién se lavan 3x con agua, con o sin un 0,05% de Tween®.

¢) Se afiade a cada pocillo una solucién de 200 ul de extracto de leche al 2% (“Marvel”) preparada en solucién
salina tamponada con fosfato (“PBS”, cloruro sédico 137 mM, fosfato dihidrégeno de potasio 1,47 mM,
fosfato hidrégeno de potasio, 8,1 mM, cloruro potdsico 2,68 mM), y se incuba durante 1 hora a 37°C.

d) Se lava la placa como en b).

e) Se afade a cada pocillo una solucién de 50 ul de tau recombinante de longitud completa (T40) en el mismo
rango de concentraciones que mads arriba en a), en gelatina al 1%, Tween® al 0,05% en PBS, y se incuba
durante 1 hora a 37°C.

f) Se lava la placa como en b).

g) Se afiade a cada pocillo una solucién de 50 ul de anticuerpo monoclonal 499 a una dilucién de 1/2 del
sobrenadante del cultivo de tejidos, con un 2% de extracto de leche (“Marvel”) en PBS, y se incuba
durante 1 hora a 37°C.

h) Se lava la placa como en b).

i) Se aflade a cada pocillo una solucién de 50 ul de un segundo anticuerpo (IgG (H+L) anti-ratén de cabra,
purificado mediante afinidad hasta el grado de transferencia, conjugado con peroxidasa de rdbano silvestre
-nimero de catdlogo 170-6516 de Biorad) a una dilucién de 1/1000 en PBS con 0,05% de Tween®, y se
incuba durante 1 hora a 37°C.

j) Selava la placa 3x con una solucién de Tween® al 0,05% en agua, seguidas por un tnico lavado con agua.

k) La preparacion de la solucidn de revelado del color es como sigue. Disolver 10-15 mg de 3,3°,5,5-tetra-
metilbencidina (TMB, ntimero de catalogo 784.974 de BCL) en dimetilsulf6xido, hasta una concentracién
final de 10 mg/ml (solucién de TMB). Aiiadir 10 ml de acetato sédico de reserva (0,5 M, pH 5,0) a 90 ml
de agua. Mientras se agitan, afiadir suavemente 1 ml de solucién de TMB, seguido por 10 ul de peréxido
de hidrégeno.

1) Se afiaden a cada pocillo 50 ul de una solucién de TMB para desarrollar la reaccién de color de la peroxi-
dasa, la velocidad de desarrollo de la cual se lee a lo largo de 2 minutos, a 650 nm, en un lector Molecular
Device Microplate usando el paquete de programas Kinetic L1 Softmax.
Ejemplo 2
Preparacion de fragmentos recombinantes de tau
El cADN de tau se generd usando protocolos estdndares (Sambrook et al., loc. cit.) a partir de mARN aislado
de tejido cerebral de un paciente con Alzheimer cuyo tejido se obtuvo 3 horas después de su muerte. Se examino la

biblioteca de cADN con sondas oligonucleotidicas sintéticas de 17-meros derivadas a partir de la secuencia de parte de
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una proteina nuclear de PHF (Goedert et al., loc. cit. (1988)). Los clones de longitud completa de cADN se subclonaron
en el sitio EcoRI de M13mp18, y se usé mutagénesis dirigida a un sitio para introducir un sitio Ndel en el contexto
del codén iniciador. A continuacién del corte con Ndel y EcoRI, los fragmentos de cADN resultantes se subclonaron
cadena abajo respecto el promotor de la polimerasa de ARN T7 en el pldsmido de expresion pRK172 cortado con
Ndel/EcoRI (McLeod et al., EMBO J. 6:729-736 (1987)). El pRK172 es un derivado del pBR322 que se propaga en
E. coli con un nimero de copias muy elevado debido a la supresion de la regién de control del ndmero de copias del
pBR322. El pldsmido lleva un gen de la resistencia a la ampicilina para la seleccién de clones recombinantes.

Las construcciones que codifican formas truncadas de la tau se prepararon a partir de mARN tal como se describe
en Novak et al. (loc. cit., 1993). Se us6 el mARN como una plantilla para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
usando cebadores oligonucleotidicos especificos. El cebador con sentido contenia un sitio Ndel, y el anti-sentido, un
sitio EcoRI. Los fragmentos de PCR se subclonaron en el pRK172 tal como se describié mds arriba. Los cebadores
usados para la construccion del dGAE se indican en la Figura 22. La autenticidad de todos los fragmentos de ADN
usados para la expresién se confirmé mediante la secuenciacidn de cadena completa de ambas hebras.

Los detalles para la construccién del cADN de la htau40 (“T40”) estdn descrito en Goedert et al., (loc. cit., 1989).
Esta secuencia es la forma m4s larga de tau hallada en el CNS, y codifica la proteina tau que contiene ambos, las 2
inserciones N-terminales de 29 aminoacidos cada una, y una repeticién extra de 31 aminodcidos en el dominio de
unién a tubulina. La secuencia de ADN y se secuencia de aminodcidos predicha se muestran en la Figura 21 (SEQ.
ID. N° 4).

Los pldsmidos recombinantes se usaron para transformar E. coli BL21 (DE3), una cepa usada para la expresion
procariota que porta una copia cromosémica del gen de la polimerasa de ARN del bacteriéfago T7 bajo control del
promotor lacUV5 (Studier y Moffat, J. Mol. Biol. 189:113-130 (1986)). Se indujeron cultivos que estaban creciendo
exponencialmente con IPTG (isopropil tiogalactésido) durante 3 horas.

La purificacién a gran escala (1 litro de cultivo bacteriano) de fragmentos tau se realiz6 tal como describieron
Goedert y Jakes (EMBO J 9:4225-4230 (1990)) con modificaciones menores. Las células se rompieron mediante con-
gelacion rapida del precipitado de células en nitrégeno liquido. A continuacion se resuspendieron los precipitados en
tamp6n que contenia PIPES 50 mM, ditiotreitol 1 mM (DTT) (pH 6,8). Las proteinas termoestables en el sobrenadante
se dializaron frente PIPES/DTT, se aplicaron a continuacién a una columna que contenia fosfocelulosa equilibrada en
el mismo tampodn. La proteina tau se eluy6 con un gradiente de NaCl (0-0,5 M) en el tampén anterior. Las fracciones
se analizaron mediante SDS-PAGE y ambos, tincién con Coomassie e inmunotransferencia. Aquellas fracciones que
contenian tau se juntaron, se dializaron frente a MES 25 mM, DTT 1 mM (pH 6,25), y se almacenaron a -20°C a apro-
ximadamente 5 mg/ml. Las concentraciones de proteina se midieron mediante el procedimiento de Lowry (Harrington,
loc. cit. (1990)).

Ejemplo 3
Union de la MAP2C fetal a tau truncada y de longitud completa

Una posible explicacién de la ausencia de MAP2 en los PHF podria ser que la MAP2 es incapaz de unirse a
la unidad tau nuclear del PHF debido a la diferencias de secuencias en las regiones de repeticion. Esto se examind
experimentalmente usando el ensayo de unién estdndar en dos configuraciones: tau truncada en la fase sélida con
MAP2C fetal en la fase acuosa, y MAP2C en la fase sélida con tau de longitud completa en la fase acuosa. La unién
pudo demostrarse en ambas configuraciones, la anti-tionina bloqueé la interaccién de unién tau/MAP2. Por tanto, la
agregacion en la region de repeticién en tdindem no es selectiva para la tau, y la actividad inhibidora de los inhibidores
de fenotiazinas tales como la tionina no depende de secuencias Unicas de la tau. La razén por la que MAP2 no se
encuentra en los PHF es actualmente desconocida, pero diversos factores podrian incluir la contribucién del gran
dominio N-terminal encontrado en la forma adulta de la MAP2, diferencias de compartimento dentro de la célula, u
otras diferencias en el procesamiento de las moléculas de MAP2.

Ejemplo 4
Transfeccion de células 3T3 de raton con proteina tau humana

Se transfectaron células 3T3 de fibroblastos de ratén con un vector de expresion en eucariotas (pIF2) que contenia
las formas de longitud completa y truncada de la proteina tau bajo control constitutivo de un promotor de la S-globina.
Este vector contiene un gen de resistencia a la neomicina como marcador seleccionable (pSV2neo; Sambrook et al.,
loc. cit. (1989); modificado por M. N. Neuberger). Las células se cultivaron en mezclas de medio esencial minimo
definidas (DMEM) que contenian agentes antimicrobianos y un 10% de suero fetal bovino, a 37°C, en una atmdsfera
con el 5% de CO,. Se transfectaron con ADN de pldsmido, bien usando una protocolo estdndar de fosfato célcico o
mediante lipofeccidn (segtn el protocolo de los fabricantes; Gibco BRL). Las células que habfan integrado el ADN de
plasmido se seleccionaron mediante viabilidad en medio que contenia Geneticin (0,5 mg/ml; Southern y Berg, J. Mol.
Appl. Genet. 1:327 (1982)).
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Los fibroblastos 3T3 transfectados establemente que expresaban la proteina tau de longitud completa se produje-
ron facilmente. La expresién se pudo demostrar histolégicamente usando anticuerpos anti-tau genéricos (mAb 7.51) y
especificos para humanos (mAb 499) (Figura 28), y mediante inmunotransferencia de extractos celulares (no se mues-
tra). Se produjeron dos lineas celulares viables cuando la transfeccién se llevé a cabo usando el mismo vector portador
de la unidad tau nuclear truncada. La tau truncada pudo demostrarse dentro de estas células histolégicamente, pero la
morfologia de estas células era enormemente anormal en comparacién con aquéllas que expresaban la tau de longitud
completa (Figura 29). Las anormalidades incluian la incapacidad de desarrollar procesos, la formacion de grandes
células redondas, la agregacion citoplasmatica de tau, y la formacién de vacuolas en el citoplasma. No obstante, estas
células se mostraron inestables, y facilmente revertian a formas incapaces de expresar la proteina tau truncada a pesar
de la presencia continuada de Geneticin. La toxicidad de la proteina tau truncada podria explicarse bien por la forma-
cién de vacuolas o de agregados tau-tau toxicos en la célula, o por la unién de tau truncada a las MAP enddgenas de
ratén esenciales para la célula.

Ejemplo 5
Cultivo de células transfectadas con tau en la presencia de inhibidores de fenotiazina

La toxicidad de la unidad de tau truncada podria revertirse en parte si los prototipos de inhibidores de fenotiazina
pudieran usarse para bloquear la agregacion in vivo. Esto seria posible s6lo si los compuestos no fueran intrinseca-
mente téxicos a concentraciones necesarias para bloquear la unién tau-tau. Los inhibidores con la toxicidad més baja
en células 3T3 fueron la tionina y la acriflavina, y las células pudieron sobrevivir la exposicion prolongada a estos
compuestos a concentraciones sustancialmente en exceso de los valores de Ki (100 nM) para la inhibicién de la unién
tau-tau in vitro. En la préctica, las células 3T3 pudieron cultivarse durante varios meses en presencia de tionina 2 uM.

La influencia de la tionina sobre la interaccién de unidn tau-tubulina se examind in vivo cultivando fibroblastos
3T3 transfectados con proteina tau de longitud completa en presencia de tionina en un rango de concentraciones. La
alteracion de la distribucion citoesquelética normal de inmunoreactividad de la tau se observd a concentraciones en
el rango 4-8 uM, comparable con la Ki conocida para la inhibicién de la interaccién de unién tau-tubulina in vitro (8
#M), pero no se observé efecto a lo largo del rango de concentracion (0,5-2 uM) en el que se cultivaron rutinariamente
las células 3T3 transfectadas. Estos hallazgos demuestran la posibilidad de cultivar lineas celulares transfectadas en
presencia de prototipos de inhibidor sin detrimento de la viabilidad celular o de la distribucién citoesquelética normal
de la proteina tau de longitud completa transgénica.

Se encontrd que el cultivo de células transfectadas en presencia de inhibidores de la unién tau-tau incrementaba
la viabilidad de las células transfectadas con la tau truncada de forma dependiente de la dosis. El nimero de lineas
celulares viables transfectadas con la tau truncada incrementé cuando se cultivaron las células en presencia de con-
centraciones mas elevadas de tionina. Més atin, la intensidad de la expresion de la tau truncada, medida mediante
inmunohistoquimica sobre una escala semicuantitativa, se encontré que incrementaba en funcién de la concentracién
de tionina usada después de la transfeccion.

La morfologia de las células 3T3 y la distribucién de la proteina tau truncada fue mucho menos anormal cuando
se produjeron las lineas celulares en presencia de tionina. La proteina tau truncada parecia seguir la distribucioén de
la red de microtibulos end6gena, pero la tincion de tau tenia un cardcter mds roto que la observada con la tau de
longitud completa. Se hallé que las células que expresaban niveles elevados de tau truncada formaban agregados con
alteracion brusca del citoplasma celular cuando se suprimia la tionina. Esto fue similar a los hallazgos iniciales para
células transfectadas en ausencia de tionina.

Ejemplo 6
Lineas celulares neuronales no transfectadas

Las lineas celulares neuronales (N2A, NIE-115) se cultivaron en DMEM que contenia un 2% 6 10% de suero fetal

bovino y un 5% de suero de caballo, sobre placas de cultivo de tejidos recubiertas con colageno. Estas se cultivaron a
37°C en una atmdsfera que contenia un 5% de CO,. Los estudios inmunohistoquimicos iniciales de las lineas celula-
res neuronales antes de la transfeccidn condujeron a la identificacién de agregados citoplasmaticos, inmunoreactivos
con el mAb 423, que se formaban en el citoplasma de células de neuroblastomas indiferenciadas (células N2A) y
en células PC-12 después de un breve tratamiento con dibutiril-cAMP (db-cAMP, conocido por diferenciar células
de neuroblastoma en cultivos celulares). Se observa que estas estructuras son inmunoreactivas con un anticuerpo que
reconoce la proteina del neurofilamento (NFH; SMI-31, Sternberger et al., PNAS 82:4274-4276 (1985)) y mas rara-
mente inmunoreactiva con un anticuerpo que reconoce la MAP1A, la cual se sabe que se une a los neurofilamentos. En
el curso de la diferenciacion, se observd que esta inmunoreactividad endégena con el mAb 423 se desplazaba desde
el citoplasma hacia las neuritas. La inmuno-precipitacién de la inmunoreactividad con el mAb 423 a partir de estas
células condujo a la identificacion de una especie con movilidad en gel de 230 kDa, la cual fue reconocida como la
SMI-31. Estos resultados sugieren que las estructuras reconocidas por el mAb 423 en lineas celulares neuronales de
roedores incluyen la proteina de neurofilamentos de elevado peso molecular en un estado agregado, pero no excluyen
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la posibilidad de que también pudiera incluir MAP alteradas. Nos referimos a ellos como agregados presuntos de NFH
(pNFH). La inhibicién dependiente de la dosis de los agregados de pNFH en el citoplasma podrian demostrarse con
tionina en células PC-12 no transfectadas.

Ejemplo 7

Transfeccion de lineas celulares neuronales con proteinas tau de longitud completa y truncadas, y efectos de los
inhibidores de la agregacion de tau

A. Células PC-12

Las células PC-12 se transfectaron con el vector pIF2 que contenia o el fragmento de tau truncado en el Glu-391
nuclear de PHF o la proteina tau de longitud completa. Como con los fibroblastos 3T3, no se produjeron lineas celulares
viables transfectadas con la tau truncada a menos que se cultivaran en tionina a continuacion de la transfeccién. Una
vez estabilizadas, las lineas celulares transfectadas se analizaron en presencia o ausencia de db-cAMP y en presencia
o ausencia de tionina. Se examinaron dos puntos finales: la formacién de agregados de pNFH citoplasméticos, y la
distribucién de la inmunoreactividad de los pNFH en las neuritas.

La breve incubacién con db-cAMP increment6 la proporcion de células que contenian agregados de neurofilamen-
tos desde el 9% hasta el 37% (p < 0,001). Este efecto se observé en células transfectadas con tau truncada (10% frente
al 47%, p < 0,001), y el efecto diferencial de la tau truncada fue por si mismo significativo (p = 0,005). Por tanto, la
transfeccién con tau truncada acentud la formacién de agregados de pNFH en respuesta al db-cAMP.

El efecto de la supresién de tionina después del tratamiento con db-cAMP fue doblar la frecuencia de células con
agregados de pNFH (27% frentes al 49%, p = 0,05). Estos incrementos se observaron para células transfectadas con
ambas, la tau de longitud completa (16% frentes el 32%) y tau truncada (36% frente al 60%). Un efecto ulterior fue
la incorporacién dependiente de tionina de la inmunoreactividad del pNFH en las neuritas. Esto fue particularmente
evidente en células PC-12 transfectadas con la tau truncada, pero no con la tau de longitud completa o células sin
transfectar (indices de pNFH-neurita de 0,49 frente a 0,04 respectivamente con y sin tionina, p = 0,07).

B. Células NIE-115

En general, los agregados de pNFH observados en el citoplasma de células N2A no ocurrieron en células NIE no
transfectadas. Antes bien, la inmunoreactividad de pNFH se incorporé normalmente en las neuritas en crecimiento
durante el curso de la diferenciacion, aunque también se observo una etapa perinuclear-arc temprana. Las células NIE
se transfectaron como mas arriba con el vector pIF2, que contenia o la proteina tau de longitud completa o la truncada,
y se cultivaron en presencia de tionina. A continuacién se examinaron los efectos de afiadir db-cAMP en presencia o
ausencia de tionina.

Al igual que con las células PC-12, no se produjeron células NIE estables transfectadas con tau truncada en la
ausencia de tionina. Aquéllas transfectadas con tau truncada produjeron una frecuencia general significativamente
superior de agregados de pNFH en el citoplasma que las células transfectadas con tau de longitud completa (9% frente
al 26%, p < 0,001), y la incubacién con db-cAMP indujo agregados de pNFH en células transfectadas con tau truncada,
pero no en transfectadas con tau de longitud completa (6% frente al 36%, p < 0,001).

En células transfectadas con la tau de longitud completa, la presencia de tionina no interfiri6 con la incorporacién
de proteina tau transgénica en el citoesqueleto microtubular, incluyendo el centro organizador de microtibulos, la
distribucién difusa citoplasmatica, y la extension hacia las neuritas. La supresion de tionina en células transfectadas
con la tau de longitud completa incremento la proporciéon que contenia agregados de pNFH (7% frente al 16%, p =
0,03). En células transfectadas con tau truncada, la supresién de tau resulté en agregados de pNFH incrementados
en lineas celulares especificas (por ejemplo, NIE-ND6, 14% frente al 44%, p = 0,07), las cuales se caracterizaron
también por la supresion de la diferenciacién. Esta revision de un fenotipo previamente observado sélo en células
N2A indiferenciadas, pero no en células NIE, fue sorprendente.

Como con las células PC-12, la incorporacién dependiente de tionina del pNFH en las neuritas se pudo demostrar
después del tratamiento de ciertas células con db-cAMP (por ejemplo, NIE-ND1, indices de pNFH-neurita de 0,1
frente a 0,66, respectivamente con y sin tionina, p = 0,01). El transporte dependiente de tionina del pNFH hacia
las neuritas pudo observarse cuantitativamente como el inverso de la relacién entre inmunoreactividad NHF de los
neurofilamentos citoplasmadticos y neuriticos, en células transfectadas, en presencia de tionina (r = -0,52 frente a r =
+0,52 sin o con tionina: p = 0,01 y 0,02 respectivamente).

Referencias citadas en la descripcion
Esta lista de referencias citadas por el solicitante estd prevista inicamente para ayudar al lector y no forma parte
del documento de patente europea. Aunque se ha puesto el maximo cuidado en su realizacion, no se pueden excluir
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REIVINDICACIONES
1. Fenotiazina de férmula:
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en donde:

R, R3, Ry, Rg, R; ¥ Ry se seleccionan independientemente entre hidrégeno, halégeno, hidroxilo, carboxilo, alquilo

sustituido o no sustituido, haloalquilo o alcoxi;

Rs, cada Ry y cada R;; se seleccionan entre hidrégeno, hidroxilo, carboxilo, alquilo sustituido o no sustituido,

haloalquilo o alcoxi;

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, para la utilizacién en la profilaxis o tratamiento de una
enfermedad neurodegenerativa de la agregacion patoldgica tau-tau mediante la inhibicién de dicha asociacién tau-tau

sin inhibicién de la unién normal tau-tubilina.
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2. Fenotiazina segun la reivindicacion 1, en donde dicha fenotiazina se selecciona del grupo donde:

Ry, R;, Ry, Rs, Rg, R7, Ry, cada Ry y cada Ry; se seleccionan independientemente entre -CHj;, -C,H; 6 -C;H;.
5 3. Fenotiazina segun la reivindicacién 1, en donde dicha fenotiazina tiene la férmula (i) de més arriba.

4. Fenotiazina segun la reivindicacién 3, en donde Rs es hidrégeno.

5. Fenotiazina segtin la reivindicacion 1, en donde dicho compuesto se selecciona entre el Azul de metileno, el
10  Azul de Toluidina O, la tionina, el Azure A, el Azure B o el Azul de 1,9-dimetil-metileno.

6. Fenotiazina segun la reivindicacién 1, en donde el agente estd presente en una cantidad terapéuticamente eficaz
en un material portador terapéuticamente inerte en una composicion farmacéutica.

15 7. Azul de metileno para utilizar en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
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Fig. 1
{t-tubulina
B‘ tubulina
Fig. 2
mAbsS 751 423
499 AT8 342 gim

l'_._]._‘ 3 repeticiones
z S s

mAbs 7.51 423

499 AT8 342 Y
l i r—‘—l_’v MR 1 ;-0 i ciones
2 { Tas] T pF7r—
| 45 103 266 207 391 441
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Fig.3
A [R1,R3,R4]

DLEKNVZXSKIGSTEN
‘LKLHf‘DGGGKVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLG
T HHKPSEGECGQVEVKSEXLDFEFK RVO2OSISKIGSLD
ITHVPGGGNKKIETEXLTCEC frenakaktdhg et
(SEQ ID NO: 1)

B [R1,R2,R3]

; DLKNVIXSKIGSTERN
LLK‘{OD(‘-GGKVQIINKKLDLSN‘VOSKCGSKDN
I KHVPGGEGGSVQIVYXKPVDLSKVYTSKCGSILGHN
IFHYX¥X°GGGQOQVEVEKSEXKLDTST KPR Y OQOSKTIGSTULDN?
(SEQ ID NO: 2)

C [R2,R3,R4]

L 2 LSNYODSXCGSKDN

LK E V. 2 GSVQIVYXPVILS3KYTSXCGSLGN
I EHX>2GGEQVEVKSEKLST KDRY 0 S X T GSLDN
Ti—i'\i?GQr‘-NKKIETHKLt:':er_akaktdhgaeb

28
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Fig. 7
Proto-ensamblaje de la tau
“— Truncamiento de los dominios N- y C-terminales
“ Dimero de la minima unidad de tau nuclear
-
ﬂ Unién ulterior de tau
“ — Truncamiento ulterior
m Construccién del PHF nuclear
Fig. 8

. C |
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Fig. 9
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14
Unién de tau de longitud campleta
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Fig. 15A
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Fase acuesa Fig. 16
140 140P Recién nacido
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Inmunoreactividad con el mAb 423 (%)

Inmunoreactividad con el mAb 423 (%)
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Fig. 19
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Fig. 20
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Fig. 21A

SEQ. ID. Nos. 4 y 5

ATG GCT GAG CCC CGC CAG GAG TTC GAA GTG ATG GAA GAT CAC GCT GGG
Met Alia Glu Pro Arg Gln Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly
1 5 10 15

ACG TAC GGG TTG GGG GAC AGG AAA GAT CAG GGG GGT TAC ACC ATG CAC
Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Aso Gln Gly Gly Tyr Thr Met His
20 25 30

CAA GAC CAR GAG GGT GAC ACG GAC GCT GGC CTG AAA GAA TCT CCC CTG
51

Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp Ala Gly Leu Lys Gluy Ser °rs lLeu
35 40 45

CAG ACC CCT ACT GAG GAC GGA TCT GAG GAA CCG GGC TCT GAA ACC =CT
I'ed PThye De - - v (31 ) 3

50 55 60

bl + SJear

GAT GCT AAG AGC ACT CCA ACA GCG GAA GAT GTG ACA GCA CCC TTA GTG
Bsp 31> Tys Sar Thr Oro Thr Ala Glu Asp Yal Th= Ala P-o Tey Yal
65 70 75 80

GAT GAG GGA GCT CCC GGC AAG CAG GCT GCC GCG CAG CCC CAC ACG GAG
Sy Gly o s G) 1 Gla D~ i Th-

85 90 95

ATC CCA G2A GGA ACC ACA GCT GAA GAA GTA GGC ATT GGA GAC ACC CcCC
Ils 2-9 G Thr la Glu Glu Ala Gly Ile Gly Asp Thr Pro
100 105 110

AGC CTG GAA GAC GAA GCT GCT GGT CAC GTG ACC CAA GCT CGC ATG GTC
Ser Leu CGiu Asp Glu Ala Ala Gly Kis Val Thr Gln Ala Axg Met Val
13 120 12s

AGT AAA AGC AAA GAC GGG ACT GGA AGC GAT GAC AAA AAMA GCC AAG GGG
Ser Lvs Ser Lvs Asp Gly Thr Gly Ser Asp Asp Lys Lvs Ala Lvs Gly
1

vs
30 133 140

GCT CGAT GGT AAA ACG AAG ATC GCC ACA CCG CGG GGA GCA GCC CCT cCa
Ala Asp Gly Lys Thr Lys Ile Ala Thr Pro Arg Gly Aala Ala Pro Pro
145 150 155 160

GGC CaG A2AG GGC CAG GCC AAC GCC ACT AGG ATT CCA GCA AAA ACC CCG
Glv Gin Lvs Gly Gln Ala Asn Ala Thr Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro
165 170 175

CCC &CT C

i )

A AAG ACA CCA CCC AGC TCT GGT GAA CCT CCA RAA TCA GGG

®ro aAla ? Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro Pro Lys Ser Gly
180 185 190
GAT CTGZC AT GGC TAC AGC AGC CCC GGT TCC CCA GGC ACT CCTC GGC AGC
AspD AZ3 S2r Gly Tyr 3er Ser Pro Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser
133 200 2C5
CGC TCZ TGI ACC CCG TCC CTT CCA ACT CCA CCC ACC CGG GAG CCZC AAG
Arg Ser A:zz Thr ®ro Ser Leu 2zo Thr 2ro Prc Thr Arg Cla 2o Lys
213 215 229

4
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GGG

Gly

TCC

GTG
val

AAG

f2aw T

AGT

28X
305

Lys

GTS
val

RAS
Lvs

AAG
Lvs

355

290
GTG
val

TGT
Cys

GAA
Glu

ATT
Tle

Lvs
370

aCA

Thr

GCA
Ala

TG
Leu

AAG
Lys

GTG

275

GTG
val

CAG
Gln

ATC
Ile
260

CAG

31 n

GTC CGT

val

ACA

Arg
230

GCC

Thr Ala

245

GGC
Gly

TCC
Ser

ACT
Thr

CCC
Pro

ACT
Thr
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CCA
Pro

GTG
Val

GAG
Glu

ATA ATT AAT AAG

1)

7

280

ccc
Pro

ccc
Pro

AAC
Asn
265

RAG

AAG
Lys

ATG
Met
250

CTG
Leu

TCG
Ser
235

cca

°ro

AAG
Lys

CTG
Leu

GAC
Asp

CAC
His

CTG GAT CTT

A

TCT
Ser

Leu

CAG
Glr

AGC

285

TCC
Ser

AAG
Lys

CCG
Pzo
270

AAC

GCC
Ala

AAT
Asn
255

GGA
Gly

GTC

Fig. 21B

AAG
Lys
240

GGC

GGC
Gly

CAG
1

TGT GGC TCA AAG GAT AAT ATC AAA CAG GTC CCG GGA GGC GGC

CAA
Gln

GGC
Gly

GTA
Val

GGG
Gly
355

ATT

Ile

GAC
Aso

ACG
Th=

ATA
Ile

TCA
Ser

Lys
340

el
Ser

GAA
Glu

cac
His

TCT
Ser

GTA

r Val

42¢C

Z CTG

Leu

or

GTC
val

TTA
Leu
325

TCT
Ser

CTG

=eu

ACC
Thr

GGG
Gly

CCA
®ro

405
Gac

Asp

GCC
Ala

TAC
Tyr
310

GGC
Gly

GAG
Glu

GAC
Asp

Ccac
His

GCG
Ala
390

CGG
Arg

TCG

Ser

AAG
Lys

295

AARA

Lys

AAC

CCA
Pro

Asn Il

AAG
Lys

AAT
Asn

AAG
Lys
375

GAG
Glu

ATC

Ile
360

e
~-0

ATC

Ile

e~

- a

Leu

CAG
Gin

GGT
Gly
449

1a

GTT
val

CAT
His

43

GAac
Asp

CAT
His
330

TTC
Phe

CAC
His

GTC
val

AAT
Asn
410

GCC
ala

TGA

nrw

CTG
Leu
315

Lys

GTC
Val

CGC
Arg

AAG
Lvs
395
GTC
Val

1
300

AGC
Ser

cCa
2ro

GAC
Asp

~m
~ -

Pro

GAG
Glu
380

TCC
Ser

CTA
Leu

D »

AAG
Lys

GGA
Gly

AGA
Arg

GGC
Gly
365

AAC
Asn

r~

GTG
val

GGT
Gly

GTC
Val
350

GGA G

Gly

GCC
Ala

GIG
Val

ACC
Thr

ACC
Thz

GGC
Gly
335
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Gln
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vYal

GGC
Gly
415

C CGAG

A

TCC
Ser
320
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Gln
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Ser

AAT
Asn

~
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Fig.22

Ndel
S' carag
atcaaacacgtcccgggaggcggcagtgtgcaaatagtctacaaaccagttgacctgagcaag
(M)

IleLysHisValProGlvGlyGlySerValGlnIleValTyrLysProValaspLeuSerLys

gtgacctccaagtgtggeicattaggcaacatccatcataaaccaggaggtggccaggrggaagraaaatce
ValThrSerLysCysGlySerLeuGlyAsnIleHisHisLysProGlyGlyGlyGlnValGluvalLysSer:

gagaagcr=gacttcaaggacagagtccagrsgaagattgggtcectggacaatatcacicacgrccstgge
GluLysLauAspPhelysAspArgValGlnSerLysIleGlySerLeuAspAsnIleThzHisValProGly
ggaggaaataaaaagatigaaacccacaagcrgaccitcegegagaacgecaaagecaagacagaccacyggg

GlyGlyAsnLysLysIleGluThrHisLysLeuThrPheArgGluAsnAlalyvsalalysThrAspHisGly

gcggag tgagaartc...3!
AlaGlu *~* EcoRI

(SEQ ID NO: 6)

Cebadores usados
para el dGAE (Novak et al. 1993)

a) Cebador con sentido

NdelI
5'..gcccgggeccgatagatcaaacacgrcccgggaggeggcagegrgeaa. W3’

(SEQ ID NO: 7)

b)Cebador anti-sentido

Zcorl
S5'..acazttacagaziigtcactccgeceoggatoiernceIuges

(SEQ ID NO: 8)

gg52. .3

44
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Fig. 23
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Fig. 24D
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Fig. 25

ozdVIN  =[[[l=—— " —_—— e
L28l 80G1 (G 1
cdvin  —{[]] = =

1281 [

(sNd)ney MNH T[T HIJ»
L89 |

(sNo)neL {[[T=IF

944 |

~ | J

1N ©p
uotun ep otutwoq

50

Teutwlel-N uQTo28Lkoud ep olulwoq



ES 2 346 284 T3

Fig. 26
Tau humana (SEQ ID NO: 9) DLKNVYXSKIGSTEN
MAP2 de ratén (SEQ ID NO: 10) D
J';5(,"-"“’GGGE(VQIINKKLDLS-‘/' J z ' N
I b4 K Q R L I T X R
l'7s<l'~'vaGGSVQIvyxpmeS'v'v K LGN
S A N T KI H X
338 340 342
I EHX2G6CGEGQVEVKSEKLDEKI RVO S XTI GSL DN
2 R R XK IZGZ \% ZK A \
* x x
I THVYVPGCGNKKIETHKLGtIrenakaktdhga eb
d v DS Q n H r v

Promotor del
SvV40

plF-2

(c.4.5kb sin tau)

\\\ Promotor de //
la/$-globina

Intron de poiy A+

la 2-globina

g

Miul

Cebadores de PCR para tau dGAE

BamHl

Mlul
.CGCGACGCET ATG ATC AAA CAC GTC CCG GGA GGC. .. 3¢
M I K H \ 2 G G
23 NC: 11)

w

v
I
Q

dam¥ I
27 .CGG CTT 7GT CTG GTG CCC CGC CTC ACT CLTACGGCGC. . .5°
A « T D Y G A e *
(SEQ ID NO: 12)
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Fig. 28

52



ES 2 346 284 T3

. 29

i

F

K
¢

Py
ot
-,

53



ES 2 346 284 T3

Fig. 30
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: HOFFMANN-LA ROCHE AG
(B) CALLE: Grenzacherstrasse 124
(C) CIUDAD: Basilea
(D) ESTADO: BS
(E) PAIS: Suiza
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): CH-4070
(G) TELEFONO: 061-688 51 08
(H) TELEFAX: 061-688 19 95
(I) TELEX: 962292/965542 hir ch

(i) TITULO DE LA INVENCION: INHIBICION DE LA ASOCIACION TAU-TAU
(iiiy NUMERO DE SECUENCIAS: 12
(iv) FORMATO LEGIBLE POR ORDENADOR:

25

30

35

40

45

50

55

60

65

(A) TIPO DE MEDIO: Disco flexible

(B) ORDENADOR: IBM PC compatible

(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS

(D) PROGRAMA: Pantetln Version #1.0, Version #1.30 (EPO)

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 109 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE HEBRA:

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N° 1:

Asp Leu Lys Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys
1 5 10 15

His GIn Pro Gly Gly Gly Lys Val Gln Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp
20 25 30

Leu Ser Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His
35 40 45

Lys Pro Gly Gly Gly Gln Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe
50 55 60

Lys Asp Arg Val Gln Ser Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His
65 70 75 80

Val Pro Gly Gly Gly Asn Lys Lys Ile Glu Thr His Lys Leu Thr Phe
85 90 95

Arg Glu Asn Ala Lys Ala Lys Thr Asp His Gly Ala Glu
100 105
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45

50

60

65
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 108 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE HEBRA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 2:

Asp Leu Lys Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys
1 5 10 15

His GIn Pro Gly Gly Gly Lys Val Gln Ile Ile Asn Lys Lys Leu Asp
20 25 30

Leu Ser Asn Val GIn Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys His
' 35 40 5

Val Pro Gly Gly Gly Ser Val GIn Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp Leu
50 55 60

Ser Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His Lys
65 70 75 80

Pro Gly Gly Gly GIn Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe Lys
85 90 95

Asp Arg Val Gln Ser Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn
100 105

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 109 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO DE HEBRA:
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 3:
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Asp Leu Ser Asn Val Gln Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp asn Ile Lys
1 5 10 15

His Val Pro Gly Gly Gly Ser Val Gln Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp
20 25 30

Leu Ser Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His
35 40 45

Lys Pro Gly Gly Gly Gln Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe
50 55 60

Lys Asp Arg Val Gln Ser Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His
65 70 75 80

Val Pro Gly Gly Gly Asn Lys Lys Ile Glu Thr His Lys Leu Thr Phe
85 90 95

Arg Glu Asn Ala Lys Ala Lys Thr Asp His Gly Ala Glu
100 105

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1326 pares de bases
(B) TIPO: 4acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: sencilla

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: cADN
(ix) CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) UBICACION: 1..1326

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 4:
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ATG GCT GAG CCC CGC CAG GAG TTC GAA GTG ATG GAA GAT CAC GCT
GGG 48
Met Ala Glu Pro Arg GIn Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly

1 5 10 15

ACG TAC GGG TTG GGG GAC AGG AAA GAT CAG GGG GGC TAC ACC ATG
CAC 96
Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp GIn Gly Gly Tyr Thr Met His

2 25 30

CAA GAC CAA GAG GGT GAC ACG GAC GCT GGC CTG AAA GAA TCT CCC
CTG 144
Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp Ala Gly Leu Lys Glu Ser Pro Leu

35 40 45

CAG ACC CCC ACT GAG GAC GGA TCT GAG GAA CCG GGC TCT GAA ACC
TCT 192
GlIn Thr Pro Thr Glu Asp Gly Ser Glu Glu Pro Gly Ser Glu Thr Ser

50 55 60

GAT GCT AAG AGC ACT CCA ACA GCG GAA GAT GTG ACA GCA CCCTTA
GTG 240

Asp Ala Lys Ser Thr Pro Thr Ala Glu Asp Val Thr Ala Pro Leu Val

65 70 75 80
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GAT GAG GGA GCT CCC GGC AAG CAG GCT GCC GCG CAG CCC CAC ACG
GAG 288
Asp Glu Gly Ala Pro Gly Lys Gln Ala Ala Ala Gln Pro His Thr Glu

85 90 95

ATC CCA GAA GGA ACC ACA GCT GAA GAA GCA GGC ATT GGA GAC ACC
CCC 336
Ile Pro Glu Gly Thr Thr Ala Glu Glu Ala Gly Ile Gly Asp Thr Pro

100 105 110

AGC CTG GAA GAC GAA GCT GCT GGT CAC GTG ACC CAA GCT CGC ATG
GTC 384
Ser Leu Glu Asp Glu Ala Ala Gly His Val Thr Gln Ala Arg Met Val

115 120 125

AGT AAA AGC AAA GAC GGG ACT GGA AGC GAT GAC AAA AAA GCC
AAG GGG 432
Ser Lys Ser Lys Asp Gly Thr Gly Ser Asp Asp Lys Lys Ala Lys Gly

130 135 140

GCT GAT GGT AAA ACG AAG ATC GCC ACA CCG CGG GGA GCA GCCc CcCT
CCA 480

Ala Asp Gly Lys Thr Lys Ile Ala Thr Pro Arg Gly Ala Ala Pro Pro

145 150 155 160

GGC CAG AAG GGC CAG GCC AAC GCC ACC AGG ATT CCA GCA AAA ACC
CCG 528
Gly GIn Lys Gly GIn Ala Asn Ala Thr Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro

165 170 175

CCC GCT CCA AAG ACA CCA CCC AGC TCT GGT GAA CCT CCA AAATCA
GGG 576
Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro Pro Lys Ser Gly

180 185 190

GAT CGC AGC GGC TAC AGC AGC CCC GGC TCC CCA GGC ACT CCC GGC
AGC 624
Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Ser Pro Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser

195 200 205

CGC TTC CGC ACC CCG TCC CTT CCA ACC CCA CCC ACC CGG GAG CccC
AAG 672
Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys

210 215 220

AAG GTG GCA GTG GTG CGT ACT CCA CCC AAG TCG CTG TCT TCC GCC
AAG 720

Lys Val Ala Val Val Arg Thr Pro Pro Lys Ser Leu Ser Ser Ala Lys

225 230 235 240

AGC CGC CTG CAG ACA GCC CCC GTG CCC ATG CCA GAC CTG AAG AAT
GGC 768



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 284 T3

Ser Arg Leu GIn Thr Ala Pro Val Pro Met Pro Asp Leu Lys Asn Gly
245 250 255

AAG TCC AAG ATC GGC TCC ACT GAG AAC CTG AAG CAC CAG CCG GGA
GGC 816
Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys His Gln Pro Gly Gly

262 265 270

GGG AAG GTG CAG ATA ATT AAT AAG AAG CTG GAT CTT AGC AAC GTC
CAG 864
Gly Lys Val Gln Ile Tle Asn Lys Lys Leu Asp Leu Ser Asn Val Gln

275 280 285

TCC AAG TGT GGC TCA AAG GAT AAT ATC AAA CAG GTC CCG GGA GGC
GGC 912
Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys Gln Val Pro Gly Gly Gly

290 295 300

AGT GTG CAA ATA GTC TAC AAA CCA GTT GAC CTG AGC AAG GTG ACC
TCC 960

Ser Val GIn Ile Val Tyr Lys pro Val Asp Leu Ser Lys Val Thr Ser

305 310 315 320

AAG TGT GGC TCA TTA GGC AAC ATC CAT CAT AAA CCA GGA GGT GGC
CAG 1008
Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His Lys Pro Gly Gly Gly Gln

325 330 335

GTG GAA GTA AAA TCT GAG AAG CTT GAC TTC AAG GAC AGA GTC CAG
TCG 1056
Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe Lys Asp Arg Val Gln Ser

340 345 350

AAG ATT GGG TCC CTG GAC AAT ATC ACC CAC GTC CCT GGC GGA GGA
AAT 1104
Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His Val Pro Gly Gly Gly Asn

355 360 365

AAA AAG ATT GAA ACC CAC AAG CTG ACC GTC CGC GAG AAC GCC AAA
GCC 1152
Lys Lys Ile Glu Thr His Lys Leu Thr Val Arg Glu Asn Ala Lys Ala

370 375 380

AAG ACA GAC CAC GGG GCG GAG ATC GTG TAC AAG TCG CCA GTG GTG
TCT 1200

Lys Thr Asp His Gly Ala Glu Ile Val Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser

385 390 395 400

GGG GAC ACG TCT CCA CGG CAT CTC AGC AAT GTC TCC TCC ACC GGC
AGC 1248
Gly Asp Thr Ser Pro Arg His Leu Ser Asn Val Ser Ser Thr Gly Ser

405 410 415
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ATT GAC ATG GTA GAC TCG CCC CAG CTC GCC ACG CTA GCT GAC GAG
GGG 1296
Ile Asp Met Val Asp Ser Pro Gln Leu Ala Thr Leu Ala Asp Glu Gly

420 425 430

TCT GCC TCC CTG GCC AAG CAG GGT TTG TGA 1326
Ser Ala Ser Leu Ala Lys GIn Gly Leu *
435 440

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 442 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 5:

Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly
1 5 10 15
Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp GIn Gly Gly Tyr Thr Met His
20 25 30
Gln Asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp Ala Gly Leu Lys Glu Ser Pro Leu
35 40 45

GlIn Thr Pro Thr Glu Asp Gly Ser Glu Glu Pro Gly Ser Glu Thr Ser
50 55 60

Asp Ala Lys Ser Thr Pro Thr Ala Glu Asp Val Thr Ala Pro Leu Val
65 70 75 80

Asp Glu Gly Ala Pro Gly Lys Gln Ala Ala Ala Gln Pro His Thr Glu
85 90 95

Ile Pro Glu Gly Thr Thr Ala Glu Glu Ala Gly Ile Gly Asp Thr Pro
100 105 110

Ser Leu Glu Asp Glu Ala Ala Gly His Val Thr Gln Ala Arg Met Val
115 120 125



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 346 284 T3

Ser Lys Ser Lys Asp Gly Thr Gly Ser Asp Asp Lys Lys Ala Lys Gly
130 135 140

Ala Asp Gly Lys Thr Lys Ile Ala Thr Pro Arg Gly Ala Ala Pro Pro

145 150 155 160

Gly GlIn Lys Gly Gln Ala Asn Ala Thr Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro
165 170 175

Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro Pro Lys Ser Gly
180 185 190

Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Ser Pro Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser
195 200 205

Arg Ser arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys
210 215 220

Lys Val Ala Val Val Arg Thr Pro Pro Lys Ser Leu Ser Ser Ala Lys
225 230 235 240

Ser Arg Leu GlIn Thr Ala Pro Val Pro Met Pro Asp Leu Lys Asn Gly
245 250 255

Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys His Gln Pro Gly Gly
260 265 270

Gly Lys Val Gln Ile Tle Asn Lys Lys Leu Asp Leu Ser Asn Val Gln
275 280 285

Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys Gln Val Pro Gly Gly Gly
290 295 300

Ser Val Gln Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp Leu Ser Lys Val Thr Ser
305 310 315 320

Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His Lys Pro Gly Gly Gly Gln
325 330 335

Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe Lys Asp Arg Val Gln Ser
340 345 350

Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His Val Pro Gly Gly Gly Asn
355 360 365

Lys Lys Ile Glu Thr His Lys Leu Thr Val Arg Glu Asn Ala Lys Ala
370 375 380

Lys Thr Asp His Gly Ala Glu Ile Val Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser
385 390 395 400

Gly Asp Thr Ser Pro Arg His Leu Ser Asn Val Ser Ser Thr Gly Ser
405 410 415

Ile Asp Met Val Asp Ser Pro Gln Leu Ala Thr Leu Ala Asp Glu Gly
420 425 430
Ser Ala Ser Leu Ala Lys GIn Gly Leu *
435 440
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 291 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: cADN

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 6:
ATCAAACACG TCCCGGGAGG CGGCAGTGTG
ACAAACCAGT TGACCTGAGC 60
AAGGTGACCT CCAAGTGTGG CTCATTAGGC
AACCAGGAGG TGGCCAGGTG 120
GAAGTAAAAT CTGAGAAGCT TGACTTCAAG
AGTCGAAGAT TGGGTCCCTG 180
GACAATATCA CCCACGTCCC TGGCGGAGGA
TTGAAACCCA CAAGCTGACC 240
TTCCGCGAGA ACGCCAAAGC CAAGACAGAC
AGTGAGAATT C 291

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 48 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: cADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 7:

CAAATAGTCT

AACATCCATA

GACAGAGTCC

AATAAAAAGA

CACGGGGCGG

GCCCGGGCCC CATAGATCAA ACACGTCCCG GGAGGCGGCA

GTGTGCAA 48

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 47 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: cADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 8:

AGATTACAGA ATTCTCACTC CGCCCCGTGG TCTGTCTITGG

CTTTGGC 47
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(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 140 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE HEBRA:

(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 9:

Asp Leu Lys Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys
1 5 10 15

His GIn Pro Gly Gly Gly Lys Val Gln Ile Ile Asn Lys Lys Leu Asp
20 25 30

Leu Ser Asn Val Gln Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys His
35 40 5

Val Pro Gly Gly Gly Ser Val GIn Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp Leu
50 55 60

Ser Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His Lys

65 70 75 80

Pro Gly Gly Gly GIn Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe Lys
85 90 95

Asp Arg Val GlIn Ser Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His Val
100 105 110

Pro Gly Gly Gly Asn Lys Lys Ile Glu Thr His Lys Leu Thr Phe Arg
115 120 125

Glu Asn Ala Lys Ala Lys Thr Asp His Gly Ala Glu
130 135 140

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 140 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) TIPO DE HEBRA:

(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 10:

Asp Leu Lys Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Asp Asn Ile Lys
1 5 10 15

Tyr Gln Pro Lys Gly Gly Gln Val Arg lle Leu Asn Lys Lys Ile Asp

10
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20 25 30

Phe Ser Lys Val GIn Ser Arg Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys His
35 40 45

Ser Ala Gly Gly Gly Asn Val Gin Ile Val Thr Lys Lys Ile Asp Leu
50 55 60

Ser His Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser Leu Lys Asn Ile Arg His Arg
65 70 75 80

Pro Gly Gly Gly Arg Val Lys lle Glu Ser Val Lys Leu Asp Phe Lys
85 90 95

Glu Lys Val GIn Ala Lys Val Gly Ser Leu Asp Asn Ala His His Val
100 105 110

Pro Gly Gly Gly Asn Val Lys Ile Asp Ser Gln Lys Leu Asn Phe Arg
115 120 125

Glu His Ala Lys Ala Arg Val Asp His Gly Ala Glu
130 135 140

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 34 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: cADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 11:

CGCGACGCGT ATGATCAAAC ACGTCCCGGG AGGC

(2) INFORMACION PARA LA SEQ. ID. N°: 12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 37 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: cADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEQ. ID. N°: 12:

CGGCTTTGTC TGGTGCCCCG CCTCACTCCT AGGGCGC

11
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