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DESCRIPCION

Compuestos moduladores del transporte de glutamato y métodos.
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° de Serie
60/450.227, presentada el 26 de febrero del 2003. Todo el contenido de esta solicitud se incorpora en este documento
como referencia.

Ayuda gubernamental

Este trabajo descrito en este documento se respaldé por una subvencién del Instituto Nacional de Salud (Subven-
cién N° NS33958). Por lo tanto, el Gobierno de Estados Unidos puede tener ciertos derechos en la invencion.

Antecedentes de la invencion

Los trastornos neuroldgicos pueden afectar significativamente al sistema nervioso central (SNC) y las unidades
de neurona motora. Por ejemplo, se conoce que ciertos trastornos neurolégicos del SNC afectan de forma adversa
al cerebro y las estructuras asociadas. Los trastornos neuroldgicos que afectan a las unidades de neurona motora se
han agrupado en enfermedades de neurona motora y neuropatias periféricas. Véase de forma general Kandel, E. R. ef
al; (1991) en Principles of Neuroscience, Appleton & Lange, Norwalk, CT; y Rowland, L. P. (ed.) (1982) en Human
Motor Neuron Diseases. Nueva York. Raven Press.

Una enfermedad de neurona motora ilustrativa es la esclerosis lateral amiotréfica (ALS). Se ha descrito que la ALS
es un trastorno neuromuscular crénico que tiene manifestaciones clinicas reconocidas. Por ejemplo, se ha sugerido que
la degeneracion de las neuronas motoras corticales y espinales/bulbares puede desempeifiar un papel clave en el trastor-
no. La ALS préicticamente siempre es mortal. Aproximadamente el 95% de todos los casos de ALS son esporadicos,
mostrando muchos de los casos remanentes una heredabilidad autosémica dominante. Véase, por ejemplo, Kuncl R.
W. et al., (1992) Motor Neuron Diseases In Diseases of the Nervous System, Asbury et al. eds. (Philadelphia W. B.
Saunders) pags. 1179-1208; Brown, R. H., (1996) Amer. Neurol. 30: 145; Siddique, T. y Deng., H. X. (1996) Hum.
Mol. Genetics 5: 1465).

También se han descrito trastornos especificos del SNC. En particular, algunos se han atribuido a deficiencias coli-
nérgicas, dopaminérgicas, adrenérgicas, serotoninérgicas o combinaciones de las mismas. Los trastornos del SNC de
impacto grave incluyen demencia pre-senil (denominada en ocasiones enfermedad de Alzheimer (AD) o enfermedad
de Alzheimer de aparicién temprana), demencia senil (demencia del tipo Alzheimer), enfermedad de Parkinson (PD)
y enfermedad Huntington (HD), denominada en ocasiones corea de Huntington). Tales trastornos del SNC estan bien
representados en la poblaciéon humana. Véase de forma general; Gusella, J. F. et al. (1983) Nature 306: 234; Borlauer.
W. y Jprmuloewoca. P. (eds.) (1976); Adv. in Parkinsonism: Biochemistry, Physiology, Treatment. Fifth International
Symposium on Parkinson’s Disease (Viena) Basilea: Roche; y referencias citadas en los mismos.

Se ha dirigido una atencién significativa hacia la comprensién de la etiologia de las enfermedades de neurona
motora. Por ejemplo, se ha descrito que los niveles anormales de ciertos neurotransmisores excitotoxicos contribuyen
de forma adversa a muchas enfermedades de neurona motora. En particular, se reconoce que la excitotoxicidad me-
diada por glutamato tiene un papel critico en ALS. Véase, por ejemplo, Rothstein J. D. et al., (1990) Ann. Neurol.
28: 18; Rothstein J. D. et al. (1992) N. Engl. Med. 326: 1464; Rothstein J. D., et al. (1993) PNAS (USA) 90: 6591; y
Lacomblez, L. et al., (1996) Lancet 347: 1179.

Los transportadores astrogliales GLAST (EAAT1) y GLT-1 (EAAT?2) son responsables del mayor porcentaje de
transporte de glutamato en el prosencéfalo. Como tal, ambos representan dianas fascinantes para la modulacion de la
expresion y, de este modo, como agentes para retrasar la progresion de la enfermedad, incluyendo neurodegeneracion,
ataques y crecimiento de tumor cerebral.

Se han realizado esfuerzos sustanciales para comprender los mecanismos para reducir los niveles de glutamato en
el sistema nervioso. Por ejemplo, el transporte de glutamato dependiente de sodio, de alta afinidad, es un medio des-
crito para inactivar glutamato. En particular, se piensa que las proteinas de transportador 2 de aminodcido excitatorio
astrocitico (EAAT?2) tienen funciones sustanciales en esa activacidon. Véase, por ejemplo, Rothstein J. D. et al. (1994)
Neuron 28: 18; Rothstein J. D. et al., (1995) Ann. Neurol. 38: 78 y referencias citadas en los mismos.

En particular, las investigaciones han sugerido que el EAAT? es un transportador de glutamato predominante. Mas
particularmente, se han puesto de manifiesto ciertos estudios de reduccién de la expresion con oligonucledtidos anti-
sentido que demuestran que la pérdida de EAAT?2 puede conducir a degeneracion neuronal excitotdxica y alteracion
motora progresiva. Los estudios de ALS y otros trastornos neurodegenerativos han relacionado el transporte alterado
de glutamato con la pérdida de la proteina EAAT2. En particular, hasta el 60% al 70% de los pacientes con ALS
esporadica examinados tienen una pérdida del 30% al 95% de la proteina EAAT?2. Véase, por ejemplo, Haugeto et al.,
anteriormente; Rothstein J. D., et al., (1996) Neuron 16: 675; Bristol, L. A. y Rothstein, J. D. (1996) Ann. Neurol. 39:
676.
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Se han realizado intentos de tratar o prevenir trastornos neurolégicos del SNC y las unidades de neurona motora.
Sin embargo, la mayoria de las terapias existentes no siempre detienen el desarrollo o la gravedad de los trastornos en
los pacientes afectados. Véase, por ejemplo, Rowell, (1987) Adv. Behav. Biol. 31: 191; Rinne, et al. Brain Res. (1991)
54: 167; Patente de Estados Unidos N° 5.210.076 de Berliner; Yurek, D. M. (1990) Ann. Rev. Neurosci. 13: 415 y
Rowland et al. anteriormente.

Niederberger et al., (Neuroscience 116 (2003): 81-87) muestra que la estimulacidon nociceptiva aumenta la expre-
sion del transportador de glutamato GLT-1.

O’Shea (Clin. Expt. Pharm. and Physiology (2002) 29: 1018-1023) revisa los papeles de los transportadores de
glutamato en el SNC y sefiala que los transportadores de aminodcidos excitatorios son dianas atractivas para farmacos.

Por consiguiente, existe una necesidad en el campo de terapias eficaces para tratar trastornos neuroldgicos.
Sumario de la invencion

En este documento se describe el uso de un agente promotor de la expresion del transportador de aminodcidos
excitatorios (EAAT) que es un antibidtico, en la fabricaciéon de un medicamento para tratar una enfermedad o un
trastorno neuroldgico asociado con transmision alterada de glutamato.

En un aspecto, el antibidtico es un compuesto identificado por un ensayo de exploracion que incluye los pasos de

a) poner en contacto un antibiético de ensayo con una molécula de 4cido nucleico que comprende una molécu-
la de ADNCc y que tiene una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de al menos aproximadamente
el 60% con la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N°: 1, 2, 3 6 4, donde 1la molécula de acido nucleico es
capaz de dirigir la expresion de ARNm de un vector indicador sin promotor o un complemento del mismo
o una célula que comprende dicha molécula de dcido nucleico; y

b) determinar si la expresién de ARNm o el polipéptido codificado por el ADNc estd modulado, identificando
de este modo un antibiético que es un agente promotor de la expresion de EAAT?2.

La expresion de la proteina EAAT se puede aumentar in vivo o la expresién de la proteina EAAT se puede aumentar
in vitro.

Otros aspectos de la invencion son aquellos en los que el agente promotor de la expresion de EAAT2 comprende
al menos un elemento estructural seleccionado entre heterociclos que tienen al menos un dtomo de azufre de anillo,
aminas terciarias, sales de amonio cuaternario, esteroides, polioles, policétidos, guanidina, urea o arsenato; aquellos en
los que el agente promotor de la expresion de EAAT2 aumenta la produccién de EAAT?2 el 200% o mas con respecto
a la produccién no regulada; aquellos en los que el agente promotor de la expresion de EAAT2 aumenta la produccién
de EAAT?2 el 300% o mas con respecto a la produccién no regulada; aquellos en los que el agente promotor de la
expresion de EAAT?2 aumenta la produccion de EAAT?2 el 600% o mds con respecto a la produccién no regulada.

En otro aspecto, el agente promotor de la expresion de EAAT?2 se selecciona entre el grupo que consiste en peni-
cilina V potdsica, cloruro de decualinio, quinapril, amoxicilina, metanosulfonato de pridinol, aclomida, clorhidrato de
vancomicina, tianfenicol, ceftriaxona sddica, 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX), cefapirina sédica, actinos-
pectacina, cefoperazona sddica, acivicina, acetilcolina, cloranfenicol, vidarabina, atenolol, oxitetraciclina, glafenina,
clorhidrato de oximetazolina, galamina, dcido perilico (-), clorhidrato de amitriptilina, clorhidrato de tetracaina, fosfato
de disopiramida, sulfato de sisomicina, ketamina, clorhidrato, xilacina, bicuculina, flurbiprofeno, cefadroxilo, clorhi-
drato de bacampicilina, clorhidrato de tiaprida, acetato de noretindrona, bergapteno, carisoprodol, citiolona, piroxicam,
etilsuccinato de eritromicina, furegrelato sédico, albendazol, sulfato de dihidrostreptomicina, aloina, fenoprofeno, flu-
tamida, ampicilina sédica, amprolio, sulfato de esparteina, acetato de medroxiprogesterona, clorhidrato de alexidina,
clorhidrato de clindamicina, cefalotina s6dica, daidzeina, clorhidrato de meclizina, lindano, bromoprida, clorhidrato de
N-(3-trifluorometilfenil)piperazina (TFMPP), enoxotona, bromuro de ipratropio, bufexamac, gluconolactona, rifampi-
na, hidroxicloroquina, coleoforsina, cloroxina, clorhidrato de oxidopamina, camptotecina, nafcilina sédica, clorhidrato
de mianserina, acetarsol, clorhidrato de prilocaina, mesilato de deferoxamina, bromuro de hexametonio, metenamina,
paraxantina, clorhidrato de harmalol, piritiona de cinc, butirato de hidrocortisona, acetazolamida, aminoglutetimida,
clorhidrato de meclofenoxato, dcido 2-fenpropilamino-5-nitrobenzoico (NPPB), clorhidrato de amiodarona, aconitina,
caproato de hidroxiprogesterona y diosmina.

En otro aspecto, el agente promotor de la expresion de EAAT?2 se selecciona entre el grupo que consiste en pe-
nicilina V potdsica, cloruro de decualinio, quinapril, amoxicilina, metanosulfonato de pridinol, aclomida, clorhidrato
de vancomicina, tianfenicol, ceftriaxona sddica, 1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina (DPCPX), cefapirina sddica, acti-
nospectacina, cefoperazona sddica, acivicina, acetilcolina, cloranfenicol, vidarabina, cefoperazona sddica, acivicina,
acetilcolina, cloranfenicol, vidarabina, atenolol, oxitetraciclina, glafenina y clorhidrato de oximetazolina; aquellos
en los que el agente promotor de la expresion de EAAT?2 se selecciona entre el grupo que consiste en penicilina V
potasica, cloruro de decualinio, quinapril, amoxicilina, metanosulfonato de pridinol, aclomida y clorhidrato de vanco-
micina; aquellos en los que el agente promotor de la expresiéon de EAAT?2 se selecciona entre el grupo que consiste en
penicilina V potésica, cloruro de decualinio y quinapril.
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El agente promotor de la expresién de EAAT?2 se puede usar para disminuir la concentracién de glutamato extra-
celular en un mamifero, donde se administra al mamifero al menos un agente promotor de la expresiéon de EAAT?2. El
agente promotor de la expresién puede ser un antibiético identificado por un ensayo de exploracién que incluye los
pasos de:

a) poner en contacto una célula que expresa EAAT2 con un antibiético de ensayo; y

b) determinar si la expresion del EAAT?2 en la célula se modula en presencia del antibidtico de ensayo con
respecto a la ausencia del antibiético de ensayo, identificando de este modo un antibiético que modula la
expresion de EAAT2.

La expresion de la proteina EAAT?2 se puede aumentar in vivo o la expresion de la proteina EAAT2 se puede
aumentar in vitro. En estos métodos, el agente promotor de la expresion de EAAT2 es un antibidtico y el agente
promotor de la expresion de EAAT2 puede comprender opcionalmente al menos un elemento estructural seleccionado
entre heterociclos que tienen al menos un dtomo de azufre de anillo, aminas cuaternario, sales de amonio cuaternario,
esteroides, polioles, policétidos, guanidina, urea o arsenato.

En otro aspecto, el agente promotor de la expresion de EAAT2 se puede usar cuando el mamifero es un primate;
y cuando el mamifero es un ser humano. La concentracion extracelular de glutamato se puede reducir al menos
aproximadamente el 50% con respecto a la concentracién no regulada; o la concentracién extracelular de glutamato
se puede reducir al menos aproximadamente el 75% con respecto a la concentracién no regulada.

La enfermedad o el trastorno asociado con transmisién alterada de glutamato puede ser una enfermedad neurolégi-
ca (por ejemplo, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, esclerosis multiple,
esclerosis lateral amiotréfica, enfermedades neurolégicas agudas, epilepsia, lesion de médula espinal, traumatismo
cerebral, glaucoma o trastornos psiquidtricos. El método puede ser aquel en el que el agente promotor de la expresion
de EAAT?2 es un compuesto identificado por un ensayo de exploraciéon como se ha descrito anteriormente.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un antibiético que es un compuesto identificado por un ensayo de explo-
racién que incluye los pasos de:

a) poner en contacto una célula que expresa EAAT2 con un antibiético de ensayo; y

b) determinar si la expresion del EAAT?2 en la célula estd modulada en presencia del antibidtico de ensayo
en comparacion con la ausencia del antibidtico de ensayo, identificando de este modo un antibidtico que
modula la expresion del EAAT2 como un compuesto que es capaz de tratar una enfermedad o un trastorno
neurolégico.

El agente promotor de la expresiéon de EAAT2 puede ser un antibidtico S-lactdmico; o el agente promotor de la
expresion de EAAT?2 puede ser un compuesto de la clase de penicilina, clase de cefalosporina, clase de carbapenam o
clase de monobactdmico.

Otro aspecto es uno en el que la enfermedad o el trastorno neurolégico asociado con transmision alterada de
glutamato estd asociado con aprendizaje o memoria o la mejora de aprendizaje, memoria; 0 mejora cognitiva.

Al sujeto (que incluye un sujeto identificado como que necesita tal tratamiento) se puede administrar una cantidad
eficaz de un antibidtico descrito en este documento o una composicion descrita en este documento para producir tal
efecto. La identificacién de un sujeto que necesita tal tratamiento puede ser a criterio de un sujeto o un profesional
sanitario y puede ser subjetiva (por ejemplo, opinién) u objetiva (por ejemplo, medible por un método de ensayo o de
diagndstico).

La Tabla 1 enumera compuestos (o sales o solvatos de los mismos) ttiles en los métodos definidos en este docu-
mento.
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TABLA 1

Compuestos (-lactdmicos

Penicilinas Cefalosporinas y Otros Beta Lactamicos
cefamicinas
bencilpenicilina (penicilina g) | cefaclor Aztreonam
bencilpenicilina procaina cefadroxilo Imipenem
(penicilina procaina) cefadilo Meropenem
fenoximetilpenicilina cefalexina Ertapenem
(penicilina v) cefamandol FK-037
penicilina benzatina cefazolina
hetacilina cefditoreno
cloxacilina cefepima
carbenicilina cefetamet
flucloxacilina cefdinir
ampicilina cefixima
amoxicilina cefizox
co-amoxiclav cefotaxima
carboxipenicilina cefinetazol
ticarcilina cefobid
timentina cefonicid
tazocina (ureidopenicilina cefoperazona
piperacilina con el inhibidor | cefotan
cefotetan
de beta-lactamasa
tazobactam)
piperacilina cefoxitina
pivmecilinam cefipiroma
amoxicilina-clavulanato cefpodoxima
piperacilina cefpodoxima proxetilo
oxacilina cefprozilo
cefradina
ceftazidima
ceftibuteno
ceftidoreno
ceftina
ceftizoxima
ceftriaxona
cefuroxima
cefuroxima axetilo
cefalexina
cefzilo
cefalotina

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1, que comprende la Fig. 1A a la Fig. 1F, es una serie de imigenes que demuestra que los antibidticos
B-lactamicos son inductores de la proteina EAAT2 basdndose en una exploraciéon de 1040 farmacos aprobados por
la FDA. La Fig. 1A muestra cultivos de médula espinal incubados con compuesto de ensayo; la Fig. 1B es una
transferencia por ranuras de muestra de homogeneizados tisulares; la Fig 1C ilustra una transferencia por ranuras de
exploracidn representativa; la Fig. 1D ilustra los resultados de exploracion de una biblioteca de compuestos de ensayo;
la Fig. 1E es una ilustracién de los resultados de expresion del tratamiento con diversos compuestos categorizados por
clases; la Fig. 1F muestra un anélisis de dosis-respuesta de la expresion de EAAT?2 para ceftriaxona.
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La Fig. 2, que comprende la Fig. 2A a la Fig. 2G, es una serie de imagenes que demuestra la generacién de ratones
transgénicos indicadores con promotor. Las Fig. 2A-2E ilustran la expresion de fragmentos de promotor de EAAT?2 en
cerebro de ratén a las dos semanas y expresion extendida del indicador en astrocitos por todo el parénquima cerebral.
La Fig. 2F muestra astrocitos del indicador de promotor de EAAT1 y la Fig. 2G muestra la expresion cortical del
indicador Bac-eGFP de EAAT1 en ratones transgénicos.

La Fig. 3, que comprende la Fig. 3A y la Fig. 1B, es una serie de imdgenes que demuestra que los S-lactimicos
activan el promotor de EAAT?2. La Fig. 3A muestra la activacién (por clase de compuesto) del promotor de EAAT2
por diversos compuestos de ensayo en células Cos7 y la Fig. 3B muestra la activacion (por clase de compuesto)
del promotor de EAAT2 en astrocitos humanos transfectados con el indicador eGFP de promotor de EAAT2. Los
antibidticos S-lactdmicos (10 M) activan de forma marcada el promotor de EAAT2, aunque los controles tales como
glutamato no tienen efecto. El activador conocido, dibutiril AMP ciclico, tiene un efecto uniforme, pero menor.

La Fig. 4, que comprende la Fig. 4A a la Fig. 4D, demuestra que la ceftriaxona induce la expresiéon de GLT1 y
GLT1b, pero no de otras proteinas, in vivo. A ratas se inyectan (ip) diariamente durante 5 dias ceftriaxona (200 mg/kg)
una dosis conocida por producir concentraciones cerebrales micromolares bajas. La Fig. 4A es una transferencia de
western del efecto de ceftriaxona sobre la expresion de GLT-1 y GLT-1B en el hipocampo; la Fig. 4B ilustra el efecto
de ceftriaxona sobre la expresiéon de GLT-1 y GLT-1B en el hipocampo; la Fig. 4C es una transferencia de western
del efecto de ceftriaxona sobre la expresion de GLAST, EAAC1 y EAAT4; la Fig. 4D ilustra el efecto de ceftriaxona
sobre la expresiéon de GLAST, EAAC1 y EAAT4.

La Fig. 5 ilustra el efecto de diversos antibidticos sobre el transporte de glutamato. La Fig. 5 demuestra que la
administracién del antibidtico S-lactdmico ceftriaxona y penicilina conduce a un aumento funcional en el transporte
de glutamato. El tratamiento diario con ceftriaxona o penicilina (200 mg/kg, 5 dias) no solamente aument6 la proteina
GLT1, sino que también aumenté el transporte de glutamato mediado por GLT1, como se determina por ensayos de
transporte de *H-glutamato (en presencia/ausencia de dihidrocainato, para medir el transporte especifico de GLT-1).
Se observé que el antibiético no S-lactdmico vancomicina no aumento la actividad del transporte de glutamato.

La Fig. 6, que comprende la Fig. 6A a la Fig. 6D, demuestra la neuroproteccién por ceftriaxona. La Fig. 6A ilus-
tra el efecto de ceftriaxona sobre la tolerancia isquémica. Se observé que la privacién de oxigeno-glucosa (OGD) de
neuronas corticales condujo a muerte celular fiable; mientras que el pre-acondicionamiento con OGD breve era pro-
tector. Se consiguié una proteccién similar por pre-tratamiento con ceftriaxona (1 uM). La Fig. 6B ilustra el efecto de
ceftriaxona sobre la degeneracion de neurona motora. Se observé que la ceftriaxona evit6 la degeneraciéon de neurona
motora in vitro. El tratamiento crénico de cultivos organotipicos de médula espina con el inhibidor de transporte de
glutamato treo-hidroxiaspartato condujo a la pérdida de >50% de neuronas motoras.

El co-tratamiento con ceftriaxona evitd esta pérdida excitotoxica de neuronas motoras. La Fig. 6C ilustra el efecto
de ceftriaxona sobre la fuerza de agarre (modelo in vivo); la Fig. 6D ilustra el efecto de ceftriaxona sobre la supervi-
vencia en ratones con ALS SOD1 G93A. Se observé que la terapia con ceftriaxona (200 mg/kg al dia i.p.) retrasé la
pérdida de fuerza muscular en ratones SOD1 G93A. La terapia se inici6 con la aparicién de la enfermedad (aproxi-
madamente a las 12 semanas de edad). Los asteriscos indican una diferencia significativa con respecto al control de
solucién salina (P<0,05) en cada punto de tiempo.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de la secuencia del promotor de EAAT?2.
Por consiguiente, la presente invencién proporciona el uso de un antibidtico en la fabricacién de un medicamento
para tratar una enfermedad o un trastorno neurolégico asociado con transmisién alterada de glutamato y ensayos de
exploracién para identificar antibidticos adecuados.

Los aminodcidos dcidos glutamato (Glu) y aspartato son los neurotransmisores excitatorios predominantes en el
sistema nervioso central (SNC) del mamifero. Aunque existen concentraciones milimolares de estos aminodcidos
excitatorios (EAA) en el cerebro, las concentraciones extracelulares se mantienen en el intervalo micromolar ba-
jo para facilitar la transmision sindptica nitida y para limitar el potencial neurotéxico de estos EAA. Una familia
de transportadores de alta afinidad dependientes de Na* es responsable de la regulacion y el aclaramiento de EAA
extracelulares.

El glutamato y aspartato activan canales idnicos regulados por ligando que se denominan por los agonistas N-metil-
D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) y cainato. Estos receptores de EAA
iondtropos median en la despolarizacion sindptica rdpida y son importantes para varios procesos fisioldgicos adicio-
nales, que incluyen plasticidad sindptica y desarrollo de sinapsis. Los EAA también activan una familia de receptores
de metabdtropos acoplados mediante proteinas G a sistemas de mensajero secundario o canales iénicos. Estd bastante
comprobado que los EAA son extremadamente importantes para la funcién cerebral normal. Sin embargo, existe una
evidencia sustancial de que una acumulacién extracelular de EAA y activacion excesiva de receptores de EAA también
contribuyen a la muerte celular neuronal observada en lesiones agudas en el SNC. El proceso conocido como “exci-
totoxicidad” también puede contribuir a la pérdida neuronal observada en enfermedades neurodegenerativas cronicas,
que incluyen esclerosis lateral amiotréfica (ALS).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2328 811 T3

Las concentraciones intracelulares de glutamato (5-10 nM) y aspartato (1-5 mM) son de 1000 veces 10.000 veces
superiores a las concentraciones extracelulares (<1-10 uM). A diferencia de muchos otros neurotransmisores, no
existen indicios de que el glutamato o aspartato se metabolizan extracelularmente. En lugar de esto, se aclaran del
espacio extracelular por transporte al interior de neuronas y astrocitos.

Se han identificado varios subtipos de transportadores de glutamato dependientes de Na* mediante estrategias far-
macoldgicas y clonaciéon de ADNc. Cinco clones de ADNCc distintos conocidos que expresan transporte de glutamato
de alta afinidad dependiente de Na* se denominan en este documento GLT-1/EAAT2, EAACI/EAATS3,
GLAST/EAAT1, EAAT4 y EAATS. También existen indicios de heterogeneidad adicional de GLT-1 y GLAST que se
origina por el corte y empalme alternativo de ARNm.

La expresion de dos de estos transportadores, GLT-1 y GLAST, generalmente estd restringida a astroglia. La
expresion de los otros dos transportadores, EAAC1 y EAAT4, generalmente estd restringida a neuronas y se piensa
que EAATS estd restringido a la retina. De los tres transportadores encontrados en el prosencéfalo (GLT-1, GLAST y
EAACI), GLT-1 parece ser el tinico transportador que es especifico para el tejido cerebral, sugiriendo que la expresion
de GLT-1 esta controlada por mecanismos cerebrales especificos.

Previamente se pensé que los transportadores pre-sindpticos tienen un papel principal en el aclaramiento de EAA
durante la transmision sindptica. Esto se basaba en los indicios de que la actividad estd enriquecida dos veces en pre-
paraciones de membrana sinaptosémica en comparacién con fracciones enriquecidas en mitocondrias o mielina. Sin
embargo, ahora se conoce que estas preparaciones de membrana contienen membranas gliales reselladas y cantidades
enormes de proteina GLT-1. Ademas, desde hace tiempo se conoce que las lesiones de aferentes especificos da como
resultado una disminucién del transporte dependiente de Na* a dreas diana. Por ejemplo, las lesiones de las proyeccio-
nes corticales al cuerpo estriado dan como resultado la captaciéon disminuida en sinaptosomas del estriado. Estos tipos
de estudios sugirieron que habia transporte significativo al interior de terminales pre-sindpticos, pero los estudios mas
recientes han sugerido que estas lesiones reducen la expresion de los transportadores gliales.

Los indicios de varias estrategias complementarias sugieren firmemente que el GLT-1 media en la gran parte
del transporte dependiente de NA* de EAA en el SNC. Por ejemplo, las propiedades farmacoldgicas de GLT-1 son
paralelas al componente predominante de actividad observado en membranas de cerebro de rata. Basandose en el enri-
quecimiento requerido para purificar GLT-1 hasta homogeneidad, se piensa que GLT-1 representa aproximadamente el
1% de la proteina cerebral total. La inmunoprecipitacion selectiva de GLT-1 de tejido prosencefalico solubilizado y re-
constitucioén de la proteina remanente en liposomas, sugiere que GLT-1 media en el 90% de la actividad de transporte.
Una reduccién de la expresion con oligonucleétidos anti-sentido de GLT-1 da como resultado reducciones espectacula-
res en la actividad del transportador sinaptosémico en varias regiones del prosencéfalo. La captacion sinaptosémica en
ratones a los que se ha delecionado genéticamente GLT-1 es el 5% de la normal. Finalmente, el registro electrofisiol6-
gico de corrientes mediadas por transportador en preparaciones de cerebro sugiere firmemente que GLT-1 tiene un pa-
pel principal para el aclaramiento de glutamato durante la transmisién sindptica en varias regiones del prosencéfalo.

La expresién de GLT-1/EAAT?2 esta regulada dindmicamente tanto in vivo como in vitro. Aunque GLT-1 es el trans-
portador predominante en el SNC adulto, la expresion es mds bien baja de forma temprana en el desarrollo y aumenta
durante la sinaptogénesis tanto en ratas como en seres humanos. Como se ha descrito anteriormente, las lesiones de
proyecciones en un nicleo diana particular dan como resultado la expresién disminuida de ambos transportadores
gliales, GLT-1 y GLAST. Estos datos sugieren que la presencia de neuronas induce y/o mantiene la expresioén de los
transportadores gliales.

Varios grupos diferentes han demostrado expresién disminuida de GLT-1 y/o GLAST en modelos animales de
lesiones agudas del SNC, que incluyen apoplejia y lesion cerebral traumdtica. Se ha demostrado una pérdida en la
expresion de GLT-1 en pacientes con ALS. Ademds, existen indicios de expresién disminuida de estos transportadores
en seres humanos con enfermedades neurodegenerativas crénicas, que incluyen Enfermedad de Alzheimer y Enfer-
medad de Huntington. La pérdida de GLT-1 también es una caracteristica del tumor cerebral mortal, glioblastoma
multiforme.

La esclerosis lateral amiotréfica (ALS) es la forma mas comin de enfermedad de neurona motora del adulto en
la que existe degeneracion progresiva tanto de las neuronas motoras superiores en la corteza como de las neuronas
motoras inferiores en el tronco encefdlico y la médula espinal. La mayoria de los casos de ALS (95%) aparentemente
son esporadicos (SALS), aunque aproximadamente el 5% son familiares (FALS). Cleveland DW, Rothstein JD., Nat.
Rev. Neurosci. (2001); 2: 806-819; Kuncl RW, Crawford TO, Rothstein JD, Drachman DB. Motor neuron diseases. En:
Asbury AK et al., editores. Diseases of the Nervous System. 2 ed. Philadelphia: W. B. Saunders, 1992: 1179-1208.
Se observé que los casos de FALS estaban asociados con mutaciones en SOD-1 (Andersen PM et al. Genetics of
amyotrophic lateral sclerosis: an overview. En: Brown RH, Jr., Meininger V, Swash M, editores. Amyotrophic lateral
sclerosis. London: Martin Dunitz, 2000: 223-250; Brown RH, Jr. Amyotrophic lateral sclerosis. Insights from genetics.
Arch Neurol 1997; 54: 1246-1250; Cleveland DW, Rothstein JD. Nat. Rev. Neurosci. 2001; 2: 806-819), el gen que
codifica la superéxido dismutasa de cobre-cinc (CuZnSOD). Las mutaciones de SOD1 representan aproximadamente
el 15-20% de todas las FALS. Las mutaciones SODI1 se han usado para generar modelos de ratén transgénico; SOD1
G93A, G37R, G86R y G85R producen todos degeneraciéon de neurona motora fiable en ratones transgénicos que
sobre-expresan la proteina mutante. Cleveland DW., Neuron 1999; 24: 515-520; Cleveland DW et al., Nature 1995;
378: 342-343; Cleveland DW, Rothstein JD. Nat. Rev. Neurosci. 2001; 2: 806-819. Los acontecimientos patégenos
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“cadena abajo” de la toxicidad de SOD1 mutante incluyen excitotoxicidad, neuroinflamacion y apoptosis. Cada vez
mads, estos acontecimientos cadena abajo han sido la diana de farmacoterapia -en algunos casos, alterando de forma
exitosa el desarrollo de la enfermedad. Se han identificado multiples otros genes o localizacién cromosdmica en otras
variantes familiares de ALS.

Es comin para la ALS tanto familiar como esporddica la pérdida de la proteina de transportador de glutamato
astroglial EAAT?2. Como se ha descrito anteriormente, el transportador astroglial EAAT?2 es la proteina predominante
responsable de la gran parte del aclaramiento sindptico de glutamato. En particular, el EAAT?2 protege contra neuro-
degeneracion excitotoxica. Los indicios de anormalidades en el manejo de glutamato surgieron inicialmente en ALS
a partir del descubrimiento de grandes aumentos en niveles de liquido cerebral de glutamato en pacientes con ALS,
hallazgos descritos ahora en ~40% de pacientes con ALS esporddica. Rothstein JD et al. Ann. Neurol. 1990; 28: 18-
25; Spreux-Varoquaux O et al. J Neurol Sci. 2002; 193: 73-78. La medicién del transporte de glutamato funcional en
tejido con ALS puso de manifiesto una disminucién marcada en las regiones cerebrales de ALS afectadas. La pérdida
del transportador de glutamato funcional es probablemente el resultado de una pérdida espectacular de la proteina
transportadora de glutamato astroglial EAAT2, que puede estar hasta en el 65% de pacientes con ALS esporadica.
Rothstein JD et al., Ann. Neurol. 1994; 36: 282; Rothstein JD, et al. N Engl. ] Med 1992; 326: 1464-1468; Rothstein
JD et al., Ann Neurol 1995; 38: 73-84. Sin tener en cuenta el mecanismo, la disminucién de EAAT2 con oligonucle6-
tidos anti-sentido ha demostrado que la pérdida de la actividad de transporte provoca directamente muerte neuronal.
Ademds, la expresion de al menos tres mutantes de SOD1 (G85R, G93A, G37R) en ratones transgénicos condujo a
una pérdida de la proteina EAAT?2 y su funcién. Rothstein JD et al., Neuron 1996; 16: 675-686; Rothstein JD et al.,
Proc Natl Acad Sci USA 1993; 90: 6591-6595. En conjunto, estos y otros estudios sugieren que la pérdida funcional de
EAAT? (asociada con disfuncién de astrocitos) contribuye a la pérdida de neuronas motoras en ALS tanto hereditaria
como esporadica. Recientemente también se ha documentado una pérdida de la proteina GLT-1/EAAT2 en un nuevo
modelo transgénico de rata de la enfermedad. Howland DS et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002; 99: 1604-1609. En
particular, la pérdida de proteina transportadora precede a la degeneracion real de neuronas motoras y sus axones
en el modelo de rata.

Dos laboratorios han proporcionado recientemente datos importantes en cuanto a la importancia de EAAT2 como
un terapéutico. El Dr. Glen Lin describié que una sobre-expresién de 2 veces de EAAT?2 en ratones transgénicos
conduce a neuroproteccion in vitro y retrasé la aparicion de enfermedad en ratones con ALS. Guo, H. et al. Hum Mol
Genet. 2003; 12: 2519-2532. De forma similar, Dr. Margaret Sutherland ha descrito que una sobre-expresién de cinco
veces de EAAT? en ratones transgénicos puede aumentar la supervivencia de ratones SOD1 G93A al menos 30 dias
(y en varios animales, muchos meses mas). Maguire JL, ef al. Soc Neurosci Abstr. 2001; 27: 607.9; Sutherland M. L.,
et al. Soc Neurosci Abs. 2003. Ademads, su laboratorio ha descrito que el EAAT2 aumentado también puede atenuar
los ataques y disminuir significativamente tanto los ataques como el crecimiento tumoral en roedores con xenoinjerto
de glioma. Como se mostrard a continuacién, también se han generado datos que sugieren que la sobre-expresion de
EAAT?2 puede retrasar la aparicién de enfermedad en ratones con ALS usando terapéuticos novedosos.

Incluso aunque la expresion de GLT-1 es extremadamente alta in vivo, los astrocitos “normales” mantenidos en
cultivos esencialmente no expresan ARNm o proteina detectable. El co-cultivo de astrocitos con neuronas induce la
expresion glial de GLT-1, sugiriendo que las neuronas inducen y/o mantienen la expresiéon de GLT-1 in vitro. Este
efecto de neuronas, al menos en parte, estd mediado por una molécula secretada soluble. Varias moléculas pequeas
imitan este efecto de neuronas, incluyendo dbc AMP, factor de crecimiento epidérmico, péptido activador de adenilato
ciclasa hipofisaria e inmunofilina. En todos estos casos, los aumentos en la expresion de proteina GLT-1 estdn acom-
pafiados por un aumento en el ARNm de GLT-1 y un cambio en la morfologia de los astrocitos que muchos piensan
que es reminiscente de la diferenciacion.

Los efectos de dbcAMP estan bloqueados por un inhibidor de la proteina cinasa A. Se ha demostrado que el
aumento en la expresiéon de GLT-1 inducida por dbcAMP, factor de crecimiento epidérmico o medio acondicionado
para neuronas estd bloqueada completamente por un inhibidor de fosfatidilinositol 3-cinasa o un inhibidor del factor
de transcripcién NF-«B. Por lo demads, se conoce poco acerca de los mecanismos que controlan realmente la expresion
de GLT-1. Por tanto, la identificacidn del promotor de EAAT?2 proporciona una herramienta valiosa para comprender
la regulacion de EAAT?2 y para desarrollar ensayos para controlar su sintesis.

Como se usa en este documento, el término “EAAT2” se refiere al gen de transportador 2 de glutamato astroglial
humano. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.658.782 que describe la secuencia de ADNc de
EAAT?2 humano, cuya descripcién estd incorporada especificamente en este documento como referencia. Como se usa
en este documento, el término “GLT-1" se refiere al gen del transportador 2 de glutamato astroglial de roedor.

Como se usa en este documento, el término “promotor” se refiere de forma general a una regién de ADN gendémico,
encontrada habitualmente 5’ con respecto a un sitio de inicio de la transcripcion de ARNm. Los promotores estdn
implicados en la regulacién de la sincronizacién y el nivel de transcripcién de ARNm y contienen, por ejemplo, sitios
de union para proteinas celulares tales como ARN polimerasa y otros factores de transcripcion. Como se usan de forma
intercambiable en este documento, las expresiones “promotor de EAAT2”, “regién promotora de EAAT2” y similares
incluyen la regién de ADN genémico encontrada 5’ con respecto al sitio de inicio de la transcripciéon de ARNm de
EAAT?2. En realizaciones preferidas, el promotor de EAAT2 comprende la SEC ID N°: 1, 2, 3 6 4 o fragmentos de
la misma. Cuando se insertan en una construccién indicadora sin promotor, los fragmentos de promotor de EAAT2
preferidos son capaces de dirigir la transcripcién del gen indicador.
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En una realizacién, el promotor de EAAT?2 incluye la SEC ID N°: 1 (por ejemplo, nucleétidos 1-4696 de la SEC
ID N°: 1). En otra realizacién, el promotor de EAAT? incluye una regién P1, que comprende los nucleétidos 733-3450
de la SEC ID N°: 1 (también indicada como SEC ID N°: 2). En otra realizacién, el promotor de EAAT?2 incluye una
regién P2, que comprende los nucleétidos 733-3186 de 1la SEC ID N°: 1 (también indicada como SEC ID N°: 3). En
otra realizacion mads, el promotor de EAAT?2 incluye una regién P3, que comprende los nucleétidos 2590-3450 de la
SEC ID N° 1 (también indicada como SEC ID N°: 4).

Las moléculas de activacién del promotor de EAAT2 de la presente invencidén proporcionan agentes terapéuticos
para trastornos neurolégicos y psiquidtricos. Como se usa en este documento, la expresion “trastorno neurolégico”
incluye un trastorno, enfermedad o afeccién que afecta al sistema nervioso, por ejemplo, el sistema nervioso central.
Los trastornos neurolégicos que se pueden tratar de acuerdo con la presente invencion incluyen trastornos especificos
que se han descrito que estan asociados con excitotoxicidad. Se incluyen particularmente los trastornos neurolégicos
especificados que afectan a la funcién de neurona motora. Los trastornos neurolégicos incluyen, pero sin limitacion,
esclerosis lateral amiotréfica (ALS), trastornos de expansién de repeticién de trinucleétidos (por ejemplo; enferme-
dad de Huntington (HD), atrofia muscular espinal y bulbar, ataxia espinocerebelosa tipos 1, 2, 6 y 7, atrofia dentado-
rubro-pdlido-luisiana y enfermedad de Machado-Joseph), a-sinucleinopatias (por ejemplo, enfermedad de Parkinson
(PD), demencia con cuerpos de Lewy (DLB) y atrofia multi-sistémica (MSA)), esclerosis miltiple (MS), enferme-
dad de Alzheimer, tumores cerebrales (por ejemplo, glioblastoma), apoplejia/isquemia, enfermedad cerebrovascular,
epilepsia (por ejemplo, epilepsia del 16bulo temporal), demencia asociada con VIH, enfermedad de Korsakoff, dolor
crénico, dolor neurogénico, neuropatias dolorosas, cefaleas (por ejemplo, migrafias), enfermedad de Pick, paralisis
supranuclear progresiva, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, paralisis de Bell, afasia, trastornos del suefio, glaucoma y
enfermedad de Meniere.

Ademds, las moléculas de activacion del promotor de EAAT?2 de la presente invencion proporcionan agentes tera-
péuticos para la modulacién de la neurotransmision de glutamato normal asociada con funciones cerebrales tales como
aprendizaje y memoria. Las moléculas descritas en este documento se pueden administrar a un sujeto que necesite tal
tratamiento para la mejora de la memoria y el aprendizaje.

Como se usa en este documento, la expresioén “trastorno psiquidtrico” se refiere a enfermedades y trastornos de
la mente e incluye enfermedades y trastornos enumerados en el Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disor-
ders - Cuarta Edicién (DSM-1V), publicada por la American Psychiatric Association, Washington D.C. (1994). Los
trastornos psiquidtricos incluyen, pero sin limitacion, trastornos de ansiedad (por ejemplo, trastorno de estrés agudo,
agorafobia, trastorno de ansiedad generalizada, trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno de angustia, trastorno de es-
trés pos-traumatico, trastorno de ansiedad por separacion, fobia social y fobia especifica), trastornos de la infancia,
(trastorno de déficit de atencion/hiperactividad, trastornos de la conducta y trastorno negativista desafiante), trastornos
alimenticios (por ejemplo, anorexia nerviosa y bulimia nerviosa), trastornos del animo (por ejemplo, depresion, tras-
torno bipolar, trastorno ciclotimico, trastorno distimico y trastorno depresivo mayor), trastorno de la personalidad (por
ejemplo, trastorno antisocial de la personalidad, trastorno de la personalidad por evitacidn, trastorno limite de la per-
sonalidad, trastorno de la personalidad por dependencia, trastorno histriénico de la personalidad, trastorno narcisista
de la personalidad, trastorno obsesivo-compulsivo de la personalidad, trastorno paranoide de la personalidad, tras-
torno esquizoide de la personalidad y trastorno esquizotipico de la personalidad), trastornos psicéticos (por ejemplo,
trastorno psicético breve, trastorno delirante, trastorno esquizoafectivo, trastorno esquizofreniforme, esquizofrenia y
trastorno psicotico compartido), trastornos relacionados con sustancias (por ejemplo, dependencia del alcohol, depen-
dencia de anfetaminas, dependencia de cannabis, dependencia de cocaina, dependencia de alucinégenos, dependencia
de inhalantes, dependencia de nicotina, dependencia de opioides, dependencia de fenciclidina y dependencia de se-
dantes), trastorno de ajuste, autismo, delirio, demencia, demencia multi-infarto, trastornos de aprendizaje y memoria
(por ejemplo, amnesia y pérdida de memoria relacionada con la edad) y trastorno de Tourette.

Como se ha sefialado, los trastornos neurolégicos y psiquidtricos de interés especifico incluyen los asociados con
liberacién o eliminacién anormal de aminoacidos excitotéxicos tales como glutamato. Varios tipos de neuronas del
SNC estan afectadas de forma especialmente adversa por glutamato excitotéxico. Véase, por ejemplo, Choi, D. W.
(1988) Neuron 1: 623; y referencias citadas en ese documento. Los trastornos neuroldgicos especificamente preferidos
incluyen AD, HD, PD, prefiriéndose especialmente ALS.

1. Ensayos de Exploracion

La invencién proporciona un método (también denominado en este documento un “ensayo de exploracién”) para
identificar moduladores, es decir, compuestos o agentes candidatos o de ensayo (por ejemplo, dcidos nucleicos, pépti-
dos, peptidomiméticos, moléculas pequefias u otros farmacos) que se unen al promotor de EAAT2 y/o que tienen un
efecto estimulador o inhibidor sobre, por ejemplo, la actividad del promotor de EAAT?2.

En una realizacién, la invencidén proporciona ensayos para explorar compuestos candidatos o de ensayo que son
moduladores de la actividad del promotor de EAAT?2. En otra realizacién, la invencién proporciona ensayos para
explorar compuestos candidatos o de ensayo que se unen a o modulan la actividad de un promotor de EAAT?2. Los
compuestos de ensayo de la presente invencién se pueden obtener usando cualquiera de las numerosas estrategias
en métodos de biblioteca combinatorial conocidos en la técnica, que incluyen: bibliotecas bioldgicas; bibliotecas
en fase solida o fase de solucion paralelas dirigibles espacialmente; métodos de biblioteca sintética que requieren
deconvolucién; el método de biblioteca “una perla un compuesto”; y métodos de biblioteca sintética que usan seleccién

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2328 811 T3

por cromatografia de afinidad. La estrategia de biblioteca bioldgica estd limitada a bibliotecas de péptidos, mientras
que las otras cuatro estrategias se pueden aplicar a bibliotecas de péptidos, oligdmeros no peptidicos o moléculas
pequeilas de compuesto (Lam, K. S. (1997) Anticancer Drug Des. 12: 45).

Los ejemplos de métodos para la sintesis de bibliotecas moleculares se pueden encontrar en la técnica, por ejemplo,
en: DeWitt et al. (1993) Proc. Natl. Acad. USA 90: 6909; Erb et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 11422;
Zuckermann et al. (1994). J. Med. Chem. 37: 2678; Cho metal. (1993) Science 261: 1303; Carrell et al. (1994) Angew.
Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell et al. (1994) Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; y Gallop et al. (1994) J.
Med. Chem. 37: 1233.

Las bibliotecas de compuestos se pueden presentar en solucién (por ejemplo, Houghten (992) Biotechniques 13:
412-421) o en perlas (Lam (1991) Nature 354: 82-84), chips (Fodor (1993) Nature 364: 555-556), bacterias (Ladner
Patente de Estados Unidos N° 5.223.409), esporas (Ladner Patente de Estados Unidos N° ’409), pldsmidos (Cull et al.
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 1865-1869) o en fagos (Scott y Smith (1990) Science 249: 386-390); (Devlin
(1990) Science 249: 404-406); (Cwirla et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 6378-6382); (Felici (1991) J. Mol.
Biol. 222: 301-310); (Ladner anteriormente).

En una realizacion preferida, un ensayo es un ensayo basado en células en el que una célula que expresa un gen
indicador unido operativamente a un promotor de EAAT2 o una porcién del mismo (por ejemplo, cuya expresion estd
bajo el control del promotor de EAAT?2 o porcién del mismo) se pone en contacto con un compuesto de ensayo y
se determina la capacidad del compuesto de ensayo de modular la actividad del promotor de EAAT2. La determina-
cion de la capacidad del compuesto de ensayo de modular la actividad del promotor de EAAT?2 se puede conseguir
controlando, por ejemplo, la expresion del gen indicador (por ejemplo, nivel de expresién de ARNm indicador o po-
lipéptido) o actividad. Como se describe a lo largo de este documento, el indicador puede ser cualquier marcador
detectable. Por ejemplo, el indicador puede ser una secuencia de acido nucleico, cuya expresion se puede medir, por
ejemplo, mediante transferencia de Northern, RT-PCR, extension por cebador o ensayos de proteccién de nucleasa. El
indicador también puede ser una secuencia de 4cido nucleico que codifique un polipéptido, cuya expresién se puede
medir, por ejemplo, mediante transferencia de Western, ELISA o ensayos RIA. La expresién del indicador también se
puede controlar midiendo la actividad del polipéptido codificado por el indicador mediante el uso, por ejemplo, de un
ensayo de transporte de glutamato convencional, un ensayo de luciferasa, un ensayo de 3-galactosidasa, un ensayo de
cloranfenicol acetil transferasa (CAT) o un ensayo de proteina fluorescente.

El nivel de expresion o actividad de un indicador bajo el control del promotor de EAAT2 en presencia del com-
puesto candidato se compara con el nivel de expresion o actividad del indicador en ausencia del compuesto candidato.
Después, el compuesto candidato se puede identificar como un modulador de la actividad del promotor de EAAT2
basandose en esta comparacién. Por ejemplo, cuando la expresion del ARNm indicador o la expresién de proteina o
la actividad es mayor (de forma estadisticamente significativa mayor) en presencia del compuesto candidato que en
su ausencia, el compuesto candidato se identifica como un estimulador de la actividad del promotor de EAAT2. Al-
ternativamente, cuando la expresion o actividad de ARNm indicador o proteina es menor (de forma estadisticamente
significativa menor) en presencia del compuesto candidato que en su ausencia, el compuesto candidato se identifica
como un inhibidor de la actividad de promotor de EAAT?2.

También se puede determinar la capacidad del compuesto de ensayo de unirse al promotor de EAAT2 y/o para
modular la unién de proteinas (por ejemplo, factores de transcripcién) al promotor de EAAT?2. La determinacién de la
capacidad del compuesto de ensayo de unirse a y/o modular la unién del promotor de EAAT2 a una proteina de unién
se puede conseguir, por ejemplo, acoplando el compuesto de ensayo, el promotor de EAAT?2 o la proteina de unién
a un radioisétopo o marcador enzimético de tal forma que la unién del promotor de EAAT?2 al compuesto de ensayo
o la proteina de unién se puede determinar detectando el componente marcado en un complejo. Por ejemplo, los
compuestos (por ejemplo, el compuesto de ensayo, el promotor de EAAT2 o una proteina de unién) se pueden marcar
con P, 1P, $§, “C o 3H, directamente o indirectamente, y el radioisétopo se puede detectar por recuento directo
de radioemisién o por recuento de centelleo. Alternativamente, los compuestos se pueden marcar enzimaticamente,
por ejemplo, con peroxidasa de rabano rusticano, fosfatasa alcalina o luciferasa y el marcador enzimético se puede
detectar por determinacién de la conversién de un sustrato apropiado en producto.

También pertenece al alcance de esta invencién determinar la capacidad de un compuesto (por ejemplo, un com-
puesto de ensayo o una proteina de unién a promotor de EAAT?2) de interaccionar con el promotor de EAAT?2 sin
marcar ninguno de los compuestos de interaccién. Por ejemplo, se puede usar un microfisiémetro para detectar la
interaccidon de un compuesto con el promotor de EAAT?2 sin el marcado del compuesto o del promotor de EAAT2
(McConnell, H. M. et al. (1992) Science 257: 1906-1912). Como se usa en este documento, un “microfisiémetro” (por
ejemplo, Cytosensor) es un instrumento analitico que mide la velocidad a la que una célula acidifica su entorno usando
un sensor potenciométrico de luz direccionada (LAPS). Los cambios en esta velocidad de acidificacion se pueden usar
como un indicador de la interaccién entre un compuesto y el promotor de EAAT?2.

En otra realizacion, el ensayo es un ensayo sin células en el que un promotor de EAAT?2 o una porcién del mismo
se pone en contacto con un compuesto de ensayo y se determina la capacidad del compuesto de ensayo de modular
(por ejemplo, estimular o inhibir) la actividad del promotor de EAAT?2 o porcién del mismo. La determinacién de
la capacidad del compuesto de ensayo de modular la actividad de un promotor de EAAT?2 se puede conseguir, por
ejemplo, determinando la capacidad del promotor de EAAT2 de unirse a una molécula diana de promotor de EAAT2
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mediante uno de los métodos que se han descrito anteriormente para determinar la unién directa. La determinacién
de la capacidad del promotor de EAAT?2 de unirse a una molécula diana de promotor de EAAT?2 también se puede
conseguir usando una tecnologia tal como Andlisis de Interacciéon Biomolecular (BIA) en tiempo real. Sjolander,
S. y Urbaniczky, C. (1991) Anal. Chem. 63: 2338-2345 y Szabo et al. (1995) Curr. Opin. Struct Biol. 5: 699-705.
Como se usa en este documento, “BIA” es una tecnologia para estudiar interacciones bioespecificas en tiempo real,
sin marcar ninguno de los compuestos de interaccion (por ejemplo, BIAcore). Los cambios en el fendmeno 6ptico
de resonancia de plasmon superficial (SPR) se pueden usar como una indicacién de reacciones en tiempo real entre
moléculas bioldgicas.

En otra realizacién mads, el ensayo sin células implica poner en contacto un promotor de EAAT2 o porcién del
mismo con un compuesto conocido que se une al promotor de EAAT2 (por ejemplo, un componente de la maquinaria
de transcripcion basal) para formar una mezcla de ensayo, poner en contacto la mezcla de ensayo con un compuesto
de ensayo y determinar la capacidad del compuesto de ensayo de interaccionar con el promotor de EAAT2, donde
la determinacién de la capacidad del compuesto de ensayo de interaccionar con el promotor de EAAT2 comprende
determinar la capacidad del promotor de EAAT?2 de unirse preferentemente a o modular la actividad de una molécula
diana de promotor de EAAT?2.

En mdas de una realizacién de los anteriores métodos de ensayo de la presente invencion, puede ser deseable
inmovilizar el promotor de EAAT?2 o su molécula diana para facilitar la separacién de formas que forman complejos
de las que no forman complejos de una o ambas moléculas, asi como para adaptar la automatizacién del ensayo. La
unién de un compuesto de ensayo a un promotor de EAAT? o la interaccién de un promotor de EAAT?2 con un sustrato
o molécula diana en presencia y ausencia de un compuesto candidato se puede conseguir en cualquier recipiente
adecuado para contener los reactantes. Los ejemplos de tales recipientes incluyen placas de microtitulacion, tubos de
ensayo y tubos de micro-centrifuga. En una realizacion, se puede proporcionar una proteina de fusién que afiade un
dominio que permite que una o ambas proteinas se unan a una matriz. Por ejemplo, se pueden adsorber proteinas de
fusion de glutation-S-transferasa/diana sobre perlas de glutation-sepharose (Sigma Chemical, St. Louis, Mo) o placas
de micrémetro derivatizadas con glutatién, que después se combinan con el compuesto de ensayo o el compuesto de
ensayo y la proteina diana no adsorbida o el promotor de EAAT?2 y la mezcla se incuba en condiciones que conducen a
la formacién de complejo (por ejemplo, en condiciones fisioldgicas para sal y pH). Después de la incubacién, las perlas
o pocillos de placa de microtitulacién se lavan para eliminar cualquier componente no unido, la matriz se inmoviliza
en el caso de perlas, el complejo se determina directamente o indirectamente, como se ha descrito anteriormente.
Alternativamente, los compuestos se pueden disociar de la matriz y se puede determinar el nivel de unién o actividad
de promotor de EAAT?2 usando técnicas convencionales.

También se pueden usar otras técnicas para inmovilizar proteinas o dcidos nucleicos en matrices en los ensayos
de exploracién de la invencién. Por ejemplo, un promotor de EAAT2 o un sustrato o molécula diana de promotor
de EAAT2 se pueden inmovilizar utilizando conjugacién de biotina y estreptavidina. Se pueden preparar promotor,
sustratos o moléculas diana de EAAT? biotinilados a partir de biotina-NHS (N-hidroxisuccinimida) usando técnicas
conocidas en la técnica (por ejemplo, kit de biotinilacién, Pierce Chemicals, Rockford, III.) e inmovilizar en los
pocillos de placas de 96 pocillos recubiertos con estreptavidina (Pierce Chemical). Alternativamente, los anticuerpos
que reaccionan con el promotor de EAAT2 o moléculas diana pero que no interfieren del promotor de EAAT?2 a su
molécula diana se pueden derivatizar en los pocillos de la placa y la diana o el promotor de EAAT2 no unido se pueden
capturar en los pocillos por conjugacién con anticuerpos. Los métodos para detectar tales complejos, ademds de los
que se han descrito anteriormente para los complejos inmovilizados de GST, incluyen inmunodeteccién de complejos
mediante el uso de anticuerpos reactivos con el promotor de EAAT?2 o la molécula diana, asi como ensayos ligados a
enzimas que dependen de la deteccién de una actividad enzimatica asociada con el promotor de EAAT?2 o la molécula
diana.

En otro aspecto mds de la invencion, el promotor de EAAT?2 se puede usar como “cebo” en un ensayo de un
hibrido (véase, por ejemplo, BD Matchmaker One-Hybrid System (1995) Clontechniques X(3): 2-4; BD Matchmaker
library Construction & Screening Kit (2000) Clontechniques XV(4): 5-7; BD SMART technology overview (2002)
Clontechniques XVII(1): 22-28; Ausubel, F. M., et al. (1998 et seq.) Current Protocols in Molecular Biology Eds.
Ausubel, F. M., et al., pags. 13.4.1-13.4.10) para identificar proteinas que se unen a o interaccionan con el promotor de
EAAT?2 (“proteinas de unién a promotor de EAAT2” o “bp a promotor de EAAT2”) y estdn implicadas en la actividad
del promotor de EAAT?2. Tales proteinas de unién a promotor de EAAT?2 también estdn implicadas probablemente en
la regulacion de la transcripcion del promotor de EAAT?.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una combinacion de dos o mds de los ensayos descritos en este documento.
Por ejemplo, se puede identificar un agente modulador usando un ensayo basado en células o sin células, y se puede
confirmar la capacidad del agente de modular la actividad de un promotor de EAAT?2 in vivo, por ejemplo, en un
animal tal como un modelo animal para una enfermedad neurolégica.

Esta invencion se refiere ademds a agentes novedosos identificados mediante los ensayos de exploracién que se
han descrito anteriormente. Por consiguiente, pertenece al alcance de esta invencidn usar adicionalmente un agente
identificado como se describe en este documento en un modelo animal apropiado (por ejemplo, un modelo animal para
una enfermedad neuroldgica). Por ejemplo, un agente identificado como se describe en este documento (por ejemplo,
un agente modulador de promotor de EAAT2 o una proteina de unién a promotor de EAAT2) se puede usar en un
modelo animal para determinar la eficacia, toxicidad o efectos secundarios del tratamiento con un agente de este tipo.
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Alternativamente, se puede usar un agente identificado como se describe en este documento en un modelo animal para
determinar el mecanismo de accién de un agente de este tipo. Ademds, esta invencion se refiere a usos de agentes
novedosos identificados por los ensayos de exploracién que se han descrito anteriormente para tratamientos como se
describen en este documento.

En este documento se describen agentes que se identifican mediante el uso de métodos de exploracién indicados
en este documento. Estos compuestos incluyen una diversidad de estructuras quimicas como se identifican en este
documento, que incluyen compuestos que tienen un sistema de anillo S-lactimico, mas especificamente, compuestos
antibidticos S-lactamicos, que incluyen compuestos de la clase de penicilina, clase de cefalosporina, clase de carbape-
nam y clase de monobactamicos.

IV. Métodos de Tratamiento

El uso de un antibiético de acuerdo con la presente invencién tiene utilidad en el tratamiento de trastornos neu-
rolégicos y psiquidtricos, administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica que
comprende un antibiético como un modulador del promotor de EAAT2 a un sujeto (por ejemplo, un mamifero, tal
como un ser humano).

Para modular la actividad del promotor de EAAT?2 y, de este modo, modular la expresion del gen de EAAT2, por
ejemplo; un compuesto descrito en este documento o identificado mediante los ensayos de exploracién de la invencion,
se puede administrar a una célula o un sujeto. La administracién de un modulador de promotor de EAAT?2 a células
de mamifero (que incluyen células humanas) puede modular (por ejemplo, regular positivamente o negativamente) la
expresion de ARNm y/o polipéptido de EAAT?2, regulando de este modo positivamente o negativamente el transporte
de glutamato al interior de la célula. En tales métodos, el promotor de EAAT?2 se puede administrar a un mamifero
(que incluye un ser humano) mediante procedimientos conocidos.

Un antibiético de acuerdo con la invencién (que incluye uso profilactico) se puede usar para la fabricacién de un
medicamento adecuado para la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un modulador de promotor
de EAAT?2 a un animal que lo necesite, incluyendo un mamifero, particularmente un ser humano. Un medicamento
de este tipo se administrard de forma adecuada a sujetos, particularmente seres humanos, que padecen, tienen, son
susceptibles a o presentan riesgo de una enfermedad o un trastorno neurolégico.

Para aplicaciones terapéuticas, el medicamento fabricado de acuerdo con la invencién se puede administrar de for-
ma adecuada a un sujeto tal como un mamifero, particularmente un ser humano, solo o como parte de una composicién
farmacéutica, que comprende el modulador de EAAT?2 junto con uno o mas portadores aceptables de los mismos y
opcionalmente otros ingredientes terapéuticos. El portador o portadores tienen que ser “aceptables” en el sentido de
ser compatibles con los demds ingredientes de la formulacidn y no perjudiciales para el receptor de la misma.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién incluyen las adecuadas para administracién oral, rectal, nasal,
topica (incluyendo bucal y sublingual), vaginal o parenteral (incluyendo subcutdnea, intramuscular, intravenosa e
intradérmica). Las formulaciones se pueden presentar de forma conveniente en forma de dosificacién unitaria, por
ejemplo, comprimidos y cdpsulas de liberacién sostenida y en liposomas y se pueden preparar mediante cualquier
método bien conocido en la técnica de farmacia. Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Company, Philadelphia, PA (17% ed. 1985).

Tales métodos preparativos incluyen el paso de poner en asociaciéon con la molécula a administrar ingredientes
tales como el portador que constituye uno o mds ingredientes accesorios. En general, las composiciones se preparan
poniendo en asociacién de forma uniforme e intimamente los ingredientes activos con portadores liquidos, liposomas
o portadores sélidos finamente divididos o ambos, y después, si es necesario, conformar el producto.

Las composiciones de la presente invencién adecuadas para administracion oral se pueden presentar como uni-
dades discretas tales como cdpsulas, sobres o comprimidos que contienen cada uno una cantidad predeterminada del
ingrediente activo; como polvo o granulos; como una solucién o una suspensién en un liquido acuoso o un liquido
no acuoso; o como una emulsién liquida de aceite en agua o una emulsion liquida de agua en aceite o introducir en
liposomas y como un bolo, etc.

Un comprimido se puede preparar por compresién o moldeo, opcionalmente con uno o mds ingredientes acce-
sorios. Los comprimidos formados por compresién se pueden preparar comprimiendo en una miquina adecuada el
ingrediente activo en una forma fluida tal un polvo o granulos, mezclada opcionalmente con un aglutinante, lubri-
cante, diluyente inerte, conservante, agente con actividad superficial o dispersante. Los comprimidos moldeados se
pueden preparar moldeando en una méaquina adecuada una mezcla del compuesto en forma de polvo humectado con
un diluyente liquido inerte. Los comprimidos pueden recubrirse o ranurarse opcionalmente y se pueden formular a fin
de proporcionar liberacién lenta o controlada del ingrediente activo en los mismos.

Las composiciones adecuadas para administracion topica incluyen grageas que comprenden los ingredientes en

una base aromatizada, habitualmente sacarosa y goma ardbiga o tragacanto; y pastillas que comprenden el ingrediente
activo en una base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y goma ardbiga.
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Las composiciones adecuadas para administracién parenteral incluyen soluciones para inyeccién estériles acuosas
y no acuosas que pueden contener anti-oxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que convierten la formulacién
en isoténica con la sangre del receptor deseado; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir
agentes de suspension y agentes espesantes. Las formulaciones se pueden presentar en recipientes de dosis unitaria
o multi-dosis, por ejemplo, ampollas y viales sellados, y se pueden almacenar en un estado secado por congelacién
(liofilizado) que requiere solamente la adicién de portador liquido estéril, por ejemplo, agua para inyecciones, inme-
diatamente antes del uso. Las soluciones y suspensiones para inyeccion improvisada se pueden preparar a partir de
polvo estéril, granulos y comprimidos.

La aplicacién de los terapéuticos sujeto frecuentemente serd local, a fin de administrarse en el sitio de interés. Se
pueden usar diversas técnicas para proporcionar las composiciones sujeto en el sitio de interés, tal como inyeccidn, uso
de catéteres, trocares, proyectiles, gel pluronic, endoprétesis vasculares, polimeros de liberacion sostenida de farmaco
u otros dispositivos que proporcionen acceso interno. Cuando un érgano o tejido es accesible debido a la retirada del
paciente, tal érgano o tejido se puede bafiar en un medio que contenga las composiciones sujeto, las composiciones
sujeto se pueden aplicar pintando sobre el 6rgano o se pueden aplicar de cualquier modo conveniente.

Se entenderd que las cantidades preferidas reales de un modulador de EAAT?2 dado de la invencién usadas en
una terapia dada variardn con el compuesto activo particular que se estd utilizando, las composiciones particulares
formuladas, el modo de aplicacidn, el sitio de administracion particular, el peso, estado general, sexo etc., del paciente,
la indicacion particular que se estd tratando, etc. y tales factores adicionales que se reconocen por los especialistas en
la técnica que incluyen el médico o veterinario a cargo del caso. Las velocidades de administracién 6ptimas para un
protocolo de administracién dado se pueden determinar de forma sencilla por los especialistas en la técnica mediante
el uso de ensayos de determinacién de dosificacion convencionales.

La invencién se describird adicionalmente en los siguientes ejemplos. Se debe entender que estos ejemplos son
solamente con propoésitos ilustrativos y que no se tienen que considerar limitantes de esta invencién de ningin
modo.

Ejemplos
Ejemplo 1
Andlisis in vitro de la expresion de proteina EAAT?2

Ensayo de Exploracion para sobre-expresion de Proteina EAATZ. Se usan cultivos organotipicos de médula espinal
y cultivos astrogliales para explorar para farmacos capaces de estimular la sintesis y funcién de EAAT2. Los cultivos
organotipicos ofrecen la ventaja de que mantienen la arquitectura normal de interacciones neurona-astroglia in vitro 'y
se obtienen de tejido post-natal; por tanto, pueden reflejar mejor las respuestas astrogliales in vivo (en lugar de células
embrionarias). Por tanto, un firmaco que actda sobre un astrocito -o induce a las neuronas para que secreten factores
que alertan a los astrocitos- refleja mejor el estado “natural” de suministro de un firmaco a un animal completo.

Meétodo de Bioensayo: la Figura 1 ilustra los resultados de una exploracién de 1040 farmacos aprobados por la
FDA. La exploracién puso de manifiesto que los antibiéticos B-lactdmicos sirven como inductores de la proteina
EAAT2. En resumen, la exploracién incluye la incubacién de cultivos de médula espinal con compuestos durante
3 dias (Figura 1A). La Figura 1B ilustra una transferencia por ranuras de muestra de homogeneizados tisulares para
validar la expresion aumentada de EAAT?2 observada con controles crecientes que se sabe que tienen lugar con Dibutiril
AMP ciclico, GDFN o la neuroinmunofinila GPI-1046. Los tres compuestos (dbcAMP, GDNF y GPI-1046) indujeron
un gran aumento en la expresion de EAAT2 después de tres dias en cultivo. La Figura 1C ilustra una transferencia
por ranuras de datos tipicos de proteina EAAT2 de una exploracién temprana de diversos agentes. Cada transferencia
incluyé tejido no tratado de control y un control positivo del panel B. La Figura 1D ilustra los resultados de exploracién
de la exploracion la NIH-NINDS Custom Collection del 1040 compuestos aprobados por la FDA. La altura de las
barras refleja la expresién aumentada de la proteina EAAT?2 con respecto a controles no tratados. Cada transferencia
incluy6 al menos un control no tratado y un control positivo conocido. La Figura 1E ilustra antibiéticos S-lactdmicos
que estaban altamente representados en la mayoria de los compuestos potentes. Estos compuestos eran capaces de
aumentar la expresién de proteina EAAT?2 hasta 7 veces en comparacion con cultivos de control no tratados, después
de un tratamiento crénico durante 7 dias. La Figura 1F ilustra un andlisis de dosis-respuesta para ceftriaxona poniendo
de manifiesto CEs, 3,5 uM para expresién de EAAT?2.

Médula Espinal Organotipica. Se han descrito en el pasado con detalle cultivos organotipicos de médula espinal.
Rothstein JD et al., N. Engl. J. Med. 1992; 326: 1464-1468. En resumen, secciones de 300 yum de médula espinal
lumbar de rata, de crias de rata de 8-10 dias post-natales, se ponen en membranas semipermeables Millipore Millicell
CM. Cada pocillo contiene 5 cortes (Figura 1A). Semanalmente se pueden preparar cincuenta-100 cultivos. Cada
farmaco (10-100 uM) se afiadié durante 3 dias junto con medio de cultivo celular/suero. Los cultivos se recogieron
y se aplicaron 5-50 ug de tejido a un aparato de transferencia por ranuras para la detecciéon de EAAT2 por métodos
convencionales de transferencia de Western/quimioluminiscencia descritos en el pasado. Kuncl RW et al., Motor
neuron diseases. En: Asbury AK et al., editores. Diseases of the Nervous System. 2 ed. Philadelphia: W. B. Saunders,
1992: 1179-1208; Rothstein JD et al., Neuron 1994; 13: 713-725. Todos los anticuerpos anti-péptido se purificaron
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por afinidad y eran altamente especificos para subtipos de transportador. Se muestra un andlisis de transferencia por
ranuras tipico en la Figura 1B, 1C. Mediante este método se pueden detectar de forma fiable aumentos superiores al
50% de la proteina expresada. Para cada transferencia por ranuras de anticuerpo, se espera que los homogeneizados
usados estén dentro del intervalo lineal para deteccién de anticuerpos, basdndose en curvas patrén anteriores.

Diserio de Ensayo de Bibliotecas de Exploracion. La biblioteca de compuesto para estos primeros estudios era la
NINDS Custom Collection de Microsource Discovery. La biblioteca estd compuesta por 1040 compuestos en placas
de 96 pocillos, que también inclufan un control positivo para la sintesis de transportador (Dibutiril AMP ciclico. [db-
cAMP], GDNF). La biblioteca es una coleccion tinica de compuestos bioactivos conocidos que permiten la evaluacién
simultdnea de cientos de firmacos y patrones bioquimicos comercializados. Cada compuesto se estudié a una concen-
tracion final de 10-100 uM. Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Se muestra una transferencia por ranuras
tipica en la Figura 1C.

Andlisis de Datos. Se analizaron todas las transferencias por densitometria de laser (BioRad Image Quant) y se
promediaron los puntos duplicados. El conjunto de datos de resultado completo de los 1040 compuestos se muestra en
la Figura 1D. Cada transferencia incluy6 un patrén de control positivo (por ejemplo, dbcAMP) y un patrén de control
negativo (por ejemplo, DMSO de suero). Los datos se mantuvieron en hojas de calculo Excel usando un sistema de
codificaciéon numérica/texto. Se re-evaluaron todos los farmacos positivos (definido el positivo como un aumento de
al menos el 50% en la expresién de proteina).

Resultados: Los Farmacos Explorados Pueden Aumentar EAAT2 In Vitro. Después de explorar 1040 compuestos,
se pudieron identificar mas de 10 compuestos relacionados capaces de aumentar los niveles de proteina EAAT2 de
3,5 a 7 veces (véase la Figura 1E). En total, se identificaron 80 compuestos capaces de aumentar EAAT2 2 veces o
mads en la primera exploracién. De esta lista, los antibiéticos B-lactdmicos estaban muy representados y eran el motivo
estructural mas comun observado en todos los compuestos, eran activos quince antibidticos beta lactimicos diferentes.
Como se muestra en la Figura 1E, estos S-lactdmicos eran todos capaces de expresion aumentada de proteina EAAT?.
Un andlisis de dosis-respuesta de seguimiento (Figura 1F) puso de manifiesto una CEs, para la expresion de proteina
para ceftriaxona de 3,5 uM.

Ejemplo 2

Activacion de indicador de promotor de EAAT2. Generacion de Lineas Celulares Indicadoras de Promotor de COS7
y Astroglial Humano

Aislamiento de Promotor de EAAT2 (E2P) y Generacion de Indicador. Se obtuvo un fragmento de promotor de
EAAT2 de 2,7 kb cortando el clon PAC RP4-683L5 con Kpnl y Ncol. Los estudios previos documentan que esa
secuencia, 5’ de la regién codificante de EAAT?, tiene motivos de promotor y se puede activar in vitro. El promotor
se clono6 en el vector indicador de luciferasa pGL3-basic (Promega) (denominado pE2P-GL3) o plasmldo pEGFP-1
(Clontech) (denominado pE2P-eGFP). El E2P también se cloné en un plasmido pLck-eGFP (una version miristoila-
tada de eGFP que dirige la proteina eGFP a la membrana). Finalmente, E2P también se clond en un pldsmido pE2P-
Luciferasa-IRES-Lck-eGFP, que tenia el fragmento E2P-Luciferasa de pE2P-GL3, seguido de un IRES (sitio de en-
trada interno de ribosomas), seguido de Lck-eGFP (denominado pELILE). En esta dltima construccién, E2P dirige la
expresion tanto de Luciferasa como de eGFP al mismo tiempo.

Generacion de ratones Transgénicos E2P-eGFP y Bac-EAATI-eGFP (Figura 2). Para proporcionar lineas celu-
lares de exploracion para los ensayos se han generado ahora de forma exitosa dos ratones transgénicos que expresan
los fragmentos de promotor de EAAT2 (E2P) o el promotor de EAAT1 de longitud completa (Bac-EAAT1). Como se
muestra en la Figura 2, se han generado ratones transgénicos E2P que demuestran expresion extendida del indicador
del promotor de EAAT?2 en el SNC. De forma similar, se han generado ratones Bac-EAAtl y células de expresion.
Recientemente, el grupo Heintz también ha generado un ratén basado en indicador Bac de EAAT1 basado en una
construccion Bac similar usada en ratones.

Ensayos de Exploracion. Se usé el reactivo Lipofectamine 2000 para transfectar células Cos-7 y HEK-293. Se
obtuvieron células astrogliales corticales humanas del colaborador Dr. Avi Nath. Los EpE2P-eGFP, pE2P-Lck-eGFP
y pELILE contienen un gen de resistencia a Neomicina que permiti6 el establecimiento de lineas celulares estables.
Para las células astrogliales humanas se us6 SV40 para inmortalizar la célula. Las células transfectadas de forma
estable se sembraron en placas de 24 pocillos, se incubaron con solucién de compuesto 10 uM durante 48 horas y se
registré la intensidad de fluorescencia con un lector automatizado (SpectraGeminiXS).

Resultados: Identificacion de compuestos de activacion de Promotor de EAAT2 (Figura 3). De la exploracién ori-
ginal de NINDS, se identificaron numerosos compuestos -lactdmicos capaces de activar de forma potente el promotor
de EAAT2. Como se muestra en la Figura 3, la mayoria de los S-lactdmicos fueron capaces de aumentar el promotor de
EAAT bastante mds que el control positivo conocido, dibutiril AMP ciclico. Todos los compuestos fueron activos a una
concentracion farmacoldgicamente pertinente de 1-10 uM -un intervalo de concentracion en el que estos compuestos
se pueden encontrar en el SNC después de terapia anti-bacteriana convencional (por ejemplo, ceftriaxona).
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Ejemplo 3
Activacion in vivo de expresion/funcion de EAAT

La activacién in vivo de la expresién/funcién de proteinas se puede evaluar como se indica en el siguiente ejemplo
usando ceftriaxona como el compuesto de ensayo.

La Ceftriaxona Aumenta el nivel de GLT1 en Cerebro (Figura 4)

Para determinar si un firmaco identificado en las Fases 1 y 2 podria realmente inducir la expresiéon de EAAT in
vivo, se administré ceftriaxona a ratas (n=5) (y ratones, n=3) diariamente. La ceftriaxona se administr6 a una dosis
que se conoce que conduce a niveles en SNC de 200 mg/kg ip. Después de 5 dias de administracién diaria crénica, los
animales se sacrificaron y se recogi6 el tejido cerebral. Como se muestra en la Figura 4A, 4B, la terapia con ceftriaxona
condujo a un aumento de 3 veces en los niveles de GLT1 en cerebro, asi como su producto de corte y empalme normal,
GLT1b. Este aumento es comparable a los resultados de activacién de promotor observados in vitro (Figura 3). Las
transferencias de Western para el transportador de glutamato astroglial GLAST asi como los dos transportadores de
glutamato neuronales, EAACI y EAAT4, no mostraron alteracién en la expresion del transportador después de la
terapia con ceftriaxona (Figura 4C, 4D). De forma similar, la proteina constitutiva actina no estaba modificada por la
administracién de ceftriaxona (Figura 4A, 4C).

Ejemplo 4
Neuroproteccion de compuestos

Para evaluar la potencial neuroproteccion conseguida por expresiéon aumentada de EAAT2 por farmacos de activa-
cién de promotor, se realizaron varios experimentos in vitro € in vivo en los que la toxicidad de glutamato contribuye
a muerte neuronal. La neuroproteccién se puede evaluar como se indica en el siguiente ejemplo usando antibidticos /-
lactdmicos como el compuesto de ensayo.

Modelo de Isquemia In Vitro - Privacion de oxigeno-glucosa (Figura 6A). El modelo in vitro de privacion de
oxigeno-glucosa (OGD) es un modelo bien conocido y bien aceptado de lesiéon neural aguda. En este modelo in vitro
de isquemia, una hora de privacién de oxigeno-glucosa (OGD) es mortal para neuronas cultivadas, conociéndose que
la toxicidad implica el exceso de glutamato. Sin embargo, cuando estos cultivos se pre-acondicionan 24 horas antes
del estado mortal con OGD transitoria (5 minutos), existe una resistencia espectacular y robusta de neuronas a muerte
celular. Los datos indican que esta neuroproteccién puede deberse en parte a la expresion aumentada de GLT1.

Meétodo. Se preparan cultivos de células neuronales-gliales mixtos corticales primarios de ratones CD1 de 14-16
dias de gestacion. La preparacion de estos cultivos a partir de corteza fetal de ratén estd bien descrita. Los experimentos
se realizan en los dias 13-15 in vitro. En el estado experimental, los cultivos se someten a privacion de oxigeno-glucosa
(OGD), un modelo in vitro de isquemia. Las células corticales se someten a tratamiento de control (medio, solucién
salina equilibrada de Earle modificada que incluye glucosa y burbujeada con CO, al 5% O, al 95%, se cambia a lo largo
de los grupos de tratamiento, pero no se realiza OGD) o 5 minutos (subletal) de OGD (mediante el uso de solucién
salina equilibrada de Earle modificada que estd desprovista de glucosa y burbujeada con H, al 10%, N, al 85% y el
5% hasta desoxigenacién). Se consiguen condiciones anaerobias usando una cdmara anaerébica a 37°C. La OGD se
termina por intercambio de medio de nuevo a medio de cultivo oxigenado. Veinticuatro horas después de lo anterior,
las células corticales se someten bien a ningtn tratamiento o bien a una hora de OGD. La supervivencia neuronal
se determina por recuento celular asistido por ordenador después de tincién con los colorantes vitales fluorescentes
yoduro de propidio (como un indicador de muerte neuronal) y Hoechst 33321 (como un indicador del ntimero total de
neuronas) y se presenta como porcentaje de muerte celular. Los niicleos gliales presentan fluorescencia a una menor
intensidad y se eliminan. Se afiaden fairmacos (Ceftriaxona 1 uM) 24 horas antes del primer estado experimental y, por
tanto, han estado en el medio de cultivo 48 horas antes del comienzo de 1 hora de OGD. Después de 1 hora de OGD,
las células se devuelven al medio de cultivo sin farmacos.

Neuroproteccion con Ceftriaxona. La muerte neuronal basal en los cultivos es del 14%, como se muestra en la
columna sin tratamiento (NT) de la Figura 6A. Los datos se presentan como muerte neuronal promedio en pocillos
separados de un experimento. Ceftriaxona 1 uM, cuando se afiade durante 48 horas en estos cultivos, no aumenta la
muerte celular basal (NT + Ceftriaxona). Cuando los cultivos se someten a 1 hora de OGD, la muerte celular neuronal,
como se espera, aumenta espectacularmente hasta aproximadamente el 50%. Cuando los cultivos se pre-acondicionan
con 5 minutos de OGD 24 horas antes de 1 hora de OGD, el porcentaje de muerte celular es comparable al estado
sin tratamiento, indicando tolerancia isquémica de neuronas en este estado. Este es el fendmeno bien conocido de
tolerancias isquémicas. Lo que es importante, Ceftriaxona 1 uM, cuando se aiade 48 horas antes de 1 hora de OGD,
también protege las neuronas contra muerte celular, reduciendo el porcentaje de muerte de células neuronales del 50%
al 20% (de forma similar a la neuroproteccion de tolerancia isquémica). Por tanto, parece que el pre-tratamiento con
ceftriaxona evita la muerte neuronal en tolerancia isquémica.
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Modelo in vitro de neurodegeneracion motora cronica (Figura 6B). Se usé un modelo de neurodegeneracién cré-
nica, basado en el bloqueo del transporte de glutamato en cultivos organotipicos de médula espinal, con el inhibidor
no especifico treo-hidroxiaspartato (THA) o TBOA. La incubacién crénica de cultivos con THA (o TBOA) conduce
a un aumento crénico en el glutamato extracelular y la muerte lenta posterior de neuronas motoras (a lo largo de 4
semanas). El modelo de cultivo de médula espinal organotipica se desarroll6 para estudiar aspectos de toxicidad me-
diada por glutamato (y terapia). Ha sido ttil en identificacién de farmacos pre-clinica (incluyendo riluzol, el Gnico
farmaco aprobado por la FDA para ALS, y mds recientemente, celecoxib). La expresién aumentada del transportador
de glutamato GLT1 por sobre-expresion genética (por ejemplo, sobre-expresion por transfeccién o transgénica), en
este sistema, puede evitar la muerte de neuronas motoras (no mostrado) y muerte neuronal en animales transgénicos.
Guo H., et al. Hum Mol Genet. 2003; 12: 2519-2532.

Para determinar si el farmaco indujo la activacién del promotor de GLT1 y si la sobre-expresién posterior de
la proteina GLT1 puede ser neuroprotectora, se usé el paradigma de médula espinal organotipica. Los cultivos de
médula espinal organotipica se prepararon a partir de médulas espinales lumbares de crias de rata de 8 dias de edad,
como se ha descrito previamente. Rothstein JD, ef al. Proc Natl Acad Sci USA. 1993; 90: 6591-6595. Se afadi6
ceftriaxona con cambios de medio. No se afiadieron farmacos durante los primeros 7 dias después de la preparacién
del cultivo. Después se afiadi6 THA a cultivos experimentales a una concentracién de 100 uM, que produce muerte
de neuronas motoras en el intervalo de 3 a 4 semanas. Se afiadieron diversas concentraciones de ceftriaxona como se
indica, para conseguir concentraciones finales de 0 a 100 uM. Los experimentos siempre se realizaron con cultivos
de médula espinal de control (es decir; sin firmacos afiadidos), THA solo, ceftriaxona sola y ceftriaxona + THA.
Los experimentos a cada concentracién de ceftriaxona se repitieron 3-5 veces. El medio, con THA y ceftriaxona a
las concentraciones indicadas, se cambi6 dos veces por semana. Después de 4 semanas, los cultivos se fijaron y se
inmunotifieron para neurofilamento (SMI-32, Sternberger) para cuantificar neuronas motoras de asta ventral grande
(un método bien establecido para seguir la supervivencia de neurona motora en estos sistemas).

Neuroproteccion por ceftriaxona. Como se muestra en la Figura 6B, el tratamiento con ceftriaxona evit6 la pérdida
de neuronas motoras de un modo dependiente de dosis. Como se muestra en las Fases 1 y 2 de Datos Preliminares,
estd concentracion de ceftriaxona aumenta la proteina y funcién de GLT1 al menos 3 veces. Lo que es importante,
las concentraciones usadas en estos estudios estan dentro del intervalo que se puede conseguir con administracién
oral/parenteral de ceftriaxona (1-4 gramos/dia). En particular, la neuroproteccién no se pudo observar en cultivos
preparados a partir de ratones anulados en GLT-1 (no mostrado).

Efecto de Neuroproteccion In Vivo de ceftriaxona sobre la aparicion y progresion de enfermedad de neurona motora
en el Raton SOD1 G93A. (Figura 6C, 6D)

Para determinar si la ceftriaxona podia alterar la neurodegeneracién en un modelo de enfermedad que implica
la expresion alterada de transportadores de glutamato, se trataron ratones SOD1 G93A con ceftriaxona. Numerosos
estudios han documento un papel que contribuye al exceso de glutamato en este modelo de ratén y un papel para
modular los receptores o transportadores de glutamato en estrategias neuroprotectoras. Guo H., et al. Hum Mol Genet.
2003; 12: 2519-2532. La sobre-expresion modesta por una estrategia transgénica puede alterar la aparicién de la
enfermedad y/o la supervivencia. Ademads, los estudios recientes sugieren que la administracién tardia de farmacos,
por ejemplo, en el momento de la aparicion de la enfermedad, puede ser mds pertinente terapéuticamente.

Paradigma de tratamiento. Se trataron ratones SOD1 G93A [(B6.Cg-Tg(SOD1-G93A)IGur/J, de alta expresion]
con ceftriaxona (200 mg/kg ip) comenzando aproximadamente a las 12 semanas de edad. Los animales tratados con
farmaco (n=20) y los controles a los que se inyectd solucién salina (n=20) se controlaron diariamente para super-
vivencia y semanalmente para fuerza de agarre (Columbus Instruments) y para peso corporal, como se ha descrito
anteriormente.

La Ceftriaxona Retrasa la Pérdida de Fuerza de Agarre y Aumenta la Supervivencia

Como se muestra en la Figura 7C, el tratamiento con ceftriaxona retrasé significativamente la pérdida de fuerza
muscular. Este efecto se observé en el intervalo de 7 dias después del tratamiento y persisti6é durante 4 semanas. A las
18 semanas de edad se habia perdido la conservacién de la fuerza. De un modo similar, el firmaco también aumentd
la supervivencia global de los ratones aproximadamente 7-10 dias (Figura 6D). Aunque este efecto es relativamente
pequefio, el farmaco se administré en el momento de la aparicién de la enfermedad y, por tanto; incluso un efecto
pequefio puede tener importancia clinica. La neuroproteccion observada en este estudio probablemente no se debe
a las propiedades antibidticas normales del fidrmaco, ya que los ratones no tienen infecciones conocidas a las 12-16
semanas de edad, cuando se observaron efectos de fuerza muscular destacados.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un agente promotor de la expresion de EAAT?2 que es un antibidtico, en la fabricacién de un medicamento
para tratar una enfermedad o un trastorno neurolégico asociado con transmision alterada de glutamato.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la enfermedad o el trastorno neurolégico asociado con trans-
misidn alterada de glutamato estd asociado con aprendizaje, memoria o cognicion.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la enfermedad o el trastorno neurolégico se selecciona entre
el grupo que consiste en enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, esclero-
sis mdltiple, esclerosis lateral amiotréfica, enfermedades neuroldgicas agudas, epilepsia, lesion de médula espinal,
traumatismo cerebral, glaucoma y trastornos psiquiatricos.

4. Uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que la enfermedad o el trastorno neurolégico es esclerosis lateral
amiotrofica.

5. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el antibidtico es un compuesto identificado por un ensayo de
exploracién que comprende los pasos de:

a) poner en contacto un antibiético de ensayo con una molécula de dcido nucleico que comprende una molécu-
la de ADNc y que tiene una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos aproximadamente
el 60% con la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N°: 1, 2, 3 6 4, donde la molécula de acido nucleico es
capaz de dirigir la expresiéon de ARNm de un vector indicador sin promotor o un complemento del mismo
o una célula que comprende dicha molécula de dcido nucleico; y

b) determinar si estd modulada la expresiéon de ARNm o el polipéptido codificado por el ADNc,
identificando de este modo un antibidtico que es un agente promotor de la expresiéon de EAAT?2.

6. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el antibidtico es un compuesto identificado por un ensayo de
exploracién que comprende los pasos de:

a) poner en contacto una célula que expresa EAAT2 con un antibiético de ensayo; y
b) determinar si la expresion del EAAT?2 en la célula estd modulada en presencia del antibidtico de ensayo
en comparacién con la ausencia del antibiético de ensayo, identificando de este modo un antibiético que
modula la expresion del EAAT2.
7. Uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en el que el antibidtico comprende al menos un ele-
mento estructural seleccionado entre heterociclos que comprenden al menos un dtomo de azufre de anillo, aminas

terciarias, sales de amonio cuaternario, esteroides, polioles, policétidos, guanidina, urea o arsenato.

8. Uso de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, en el que el antibidtico aumenta la produccién de
EAAT2 el 200% o mads con respecto a la produccién de EAAT?2 no regulada.

9. Uso de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, en el que el antibidtico aumenta la produccién de
EAAT?2 el 300% o mads con respecto a la produccién de EAAT2 no regulada.

10. Uso de acuerdo con cualquier reivindicacién precedente, en el que el antibidtico aumenta la produccién de
EAAT?2 el 400% o mds con respecto a la produccién de EAAT2 no regulada.

11. Uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, en el que el antibidtico aumenta la produccién de
EAAT2 el 600% o mas con respecto a la produccién de EAAT?2 no regulada.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la concentracién extracelular de glutamato estd reducida al
menos aproximadamente el 50% con respecto a concentraciones no reguladas.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la concentracién extracelular de glutamato estéd reducida al
menos aproximadamente el 75% con respecto a la concentracién no regulada.

14. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el antibidtico es un antibidtico -
lactamico.

15. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el antibidtico es un antibiético -
lactdmico de la clase de penicilina, clase de cefalosporina, clase de carbapenam o clase de monobactdmico.
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16. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el antibidtico es un antibidtico S-lacta-
mico seleccionado entre el grupo que consiste en bencilpenicilina, bencilpenicilina procaina, penicilina V, penicilina
V potésica, penicilina benzatina, hetacilina, cloxacilina, carbenicilina, flucloxacilina, ampicilina, ampicilina sddica,
amoxicilina, co-amoxiclav, carboxipenicilina, ticarcilina, timentina, tazocina, piperacilina, pivmecilinam, amoxicilina-
clavulanato, oxacilina, HC] de bacampicilina, nafcilina sédica, cefaclor, cefadroxilo, cefadilo, cefalexina, cefamandol,
cefazolina, cefditoreno, cefepima, cefetamet, cefdinir, cefixima, cefizox, cefotaxima, cefmetazol, cefobid, cefonicid,
cefoperazona, cefoperazona sédica, cefotan, cefotetan, cefoxitina, cefpiroma, cefpodoxima, cefpodoxima proxetilo,
cefprozilo, cefradina, ceftazidima, ceftibuteno, ceftidoren, ceftina, ceftizoxima, ceftriaxona, ceftriaxona sédica, cefu-
roxima, cefuroxima axetilo, cefalexina, cefzilo, cefalotina, cefalotina sédica, cefapirina sédica, Aztreonam, Imipenem,
Meropenem, Ertapenem y FK-037.

17. Uso de acuerdo con la reivindicacién 16, en el que el antibidtico S-lactamico se selecciona entre grupo que
consiste en penicilina V, penicilina V potésica, amoxicilina, ceftriaxona, ceftriaxona sédica, cefapirina sédica, cefope-
razona, cefoperazona sédica, cefadroxilo, HCI de bacampicilina, ampicilina, ampicilina sédica, cefalotina, cefalotina
sddica y nafcilina sddica.

18. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el antibiético se selecciona entre el
grupo que consiste en cloruro de decualinio, clorhidrato de vancomicina, actinospectacina, oxitetraciclina, sulfato de
sisomicina, etilsuccinato de eritromicina, sulfato de dihidrostreptomicina, amprolio, HCI de alexidina, clindamicina,
enoxotona, rifampina, cloroxina, metenamina y piritiona de cinc.

19. Uso de acuerdo con la reivindicacién 17, en el que el antibidtico es ceftriaxona o ceftriaxona sédica.

20. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el antibiético es tianfenicol.

21. Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el antibiético es cloranfenicol.

22. Uso de acuerdo con la reivindicacién 19, en el que la enfermedad o el trastorno neuroldgico es esclerosis lateral
amiotrofica.

23. Un método in vitro para aumentar la expresion de proteina EAAT?2 que comprende el paso de poner en contacto
una célula con al menos un agente promotor de la expresion de EAAT2 que es un antibidtico.

18



ES 2328 811 T3

GONF — — — — —
GP-10da — — — — —
1 2 3 4 5 10

pHg de proteina

i1

FIG. 1B

ks o Saklep Tna L gk

B e T i — P
3 peet o o
L L w———r " —

I

i ‘3 .“." ¥y

- B

R —

PN ST Aol

19



ES 2328 811 T3

50
Muestra de Farmaco

N
b

10+
8
6
4
2
0
2
4

{seuenqie sapepiun)
043102 e 0328d58d U0 LD euleoad ap ¢

FIG. 1E

oy —

I
AT

DAL AI,

TR A A A A

400
300
2004-----

o

B
{opejesy ou josUOD 3D Y,)

Z1vv3 ruiojosd ap uolisasdxy

700~
600+

cleweInio)
BUlllofeN
eunoiejad
eulisidwy
euljioidweseg
o[IX0ipeHD
jozrisdojeD
euidegan
RUOXELINSD
mE:Exo;&
euljiaiuad

210740

FIG. 1F

® b
\d
L
pr
S 3888 8 3
Q L =
— oy -

(1002 8p %)
Z1lvv3 ep ugisaidxy

100

0,1

0,01

Cefriaxona uM

20



ES 2328 811 T3

EAAT1

EAAT2

2B

G.2A FIG.

l

F

.2C

G

|

F

FIG. 2E

21



ES 2328 811 T3

25+

eAeial uplsaLdxa ap Jojoed

4 L —
o] w3 o] 0 Lon

FIG. 3A

. l
e 9o 9 o
- «©) o —

eAljejal uoisasdxe ap 10)oey

1
<
o

e
7 e

)1 21XOWY

PUOXRLY2D

FIG. 3B

22



ES 2328 811 T3

Tratado con Tratado con

Ceftriaxona Control Control

GLT-t = "~ GLT-1b
ACting e wsen, pseis wsmm Actina

FIG. 4A

Tratado con
Ceftriaxona

S 7w <vere~ GLAST
pra— eosmai® actina

S A gty g e
e S s EC G EAACY

b e “htuty mamtes actina

Control

FIG. 4C

23



ES 2328 811 T3

22

MMM

GLTiB

FIG. 4B

=

2
e MMM

GLT1

| N L) LA 1 8 ] 1 14
O VOTAND OO
N ™ v v~ v v
(seueniqJe sapepiun)
esopejodsued] euiajoud ap ugisaidxy

AT
(LT

(L

©
c
8
o
o Gonn
8C
® O
0O
N
N
N
| | L Y. e N
Q W o wm Q v g
m o N - - o

(seltesjiqle sapepiun)
elopenodsuel] eu1sjold ap ugoisatdxg

EAAT4

Subtipo de Transportador

MO &

3

FIG. 4D

24



ES 2328 811 T3

1 1 kS ¥

w o O © O 9o
o

S R & 288

{jo3109 € 2)UBLY)

OAIA Ul Z 1YY 9P 9140dsSurs} 8p PePIAlIY

FIG.5

25



ES 2328 811 T3

T%\\&% 190 +eureo

T&r 190 +puode-aid 490

— § -BUOXEUaD + [N

&-E

.......

jeucInau Jejnied auenuw ap afejuaniod

T§;mx ) 000 Wm

i 1 1 1
Lo d L g
8 8 8 & & *°

g

(opejes) ou [OBUODI 8P 9,)
210]OW BUGINSU ap BIDUSAIAIBANG

Ceftriaxona ( M)

FIG. 6B

26



Fuerza de agarre (gms)

ES 2328 811 T3

60 *
50—~
404 —@— cefiriaxona ~
---wp---solucion salina \f

30— \\\\\.
20~ Terapia inicial "*k-_i
10 T T T ‘ ) !

11 12 13 14 15 16 17

Semanas de Edad

FIG. 6C

1,0
os{l L

ceftriaxona

solucion salina |

T ] T T T | p— | 71
110 115 120 125 130 135 140 145 150 155
Supervivencia (dias)

FIG. 6D

27



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 1 SECID N°: 1
<211> 4696
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1

aaaacgacca gggttgttge
tgtattttag caatttettt
tgttccagee cttetttatg
cgeagtggac tcaateccect
ceecaaagat geatggacca
aaggetctet cagaccattt
taaaaaataa ttggtgtgaa
ttcttctage taatgtttgt
gacctggtct tccagggeag
ggcttacaga gaaagtggga
gattcacctg gatitctctea
gaatgtttaa azgagtgaaa
tatgtaccac caggtacctt
cectgaagect gtgtgeagag
taaggggggt gctaatagca
agattgtgat ggettetttt
acttgtaaag ttagacaatt
gacacacact tacccttgac
aagaagatag ctctteatcet
ctaatttite ggaagagaag
tggcattttt ttttaaataa
tgaataaggt acagacatga
aggggagaga tggagaaagg
gagagtaaag gaaggaggta
cctettttte ttgttatitt

ES 2328 811 T3

LISTA DE SECUENCIAS

tggaaagttt
ttaaggttaa
tgttgaccac
gggaagtcct
gaaatctctd
taatgggcac
tattggcaaa
tagccagaat
ctgaatgcaa
aactggaatg
tgtecetgage
acaacteccat
getettggea
attgagggat
gactagtgcet
ccagttgeca
agactgtaaa
ggggettaag
acaaattatt
agtacccaia
agaaaatgea
ttattctaat
catggatgga
agcagagatt
tetcatetgt

ttatteetgy
tgtcccatge
ttctaggtee
ttaaaaatge
aaaggtggee
cecagtgttga
agcectetgy
tatctgtage
atgtttectea
atgactccat
attgaaaaca
ccetttbtet
gtgagegtga
tgtgatggag
cctgegatta
cctcageaga
gtttgtatat
aggagagtgt
tttaaacaca
gtcaaatgece
aagttagagt
ggtgcagaca
agatgacgtt
tattttttaa
ctgtteatac

actatcttct aaggactctg aaaatgcact gaatatttbt

agacgecact ttaggagttt
gaagtgggag aagatagtce
ccecaggtta ctecagetaga
catttaacta ccaatcggte
tactcagaga gtttgecacgt
gcaaatcega agategtceta
ctccaagtga gttecttttgg
ctgegeteac agggteggea

tacatatcct
cattttacag
aggtggtgaa
ctgctgggac
ggecggtege
ceccggggaa
gttccattge

agtagtggga

ctccatttca
gtgggatgaa
gaactcaage
teeggetect
gttccategt
aaagagagtce
ctagacgagg
ccctaggtte

attaaaggca
gccacctact
agcacttece
ccaagtcage
tgagtattac
aaataactge
cacaaagaaa
atagtceatg
cgtgtagaac
ctaattegge
taatgaagag
gttteotttt
atgaatgagca
tagttcatte
ttaatatcta
aagggaaata
gtgacaactt
caaacataat
tetaccaggt
ctaagacgaa
ggttetgaag
ggattgagag
tggattecaga
attttattaa
ttggatattt
ggagggttta
tttagttcte
gagagagatg
ctteggatat
ctggcaccat
ctaacaaggt
tgtttaattc
aaagtgaggce
ctgcagtatt

aggatcagcee
tctggggeee
aactctgetg
cceegectac
tattttctaa
tecagtttgt
gagaaccagt
tgacttaata
gggatgtcag
catgcetggat
tttttaaatt
accttgtatt
cagctoageo
atgcteatgt
ggtctygggac
gaaaacccta
cagatacaaa
accaaagtga
taaacaataa
gagatgetta
gaacctagga
agaaggygygg
ttttggaaag
tgtgttttee
tgtecaataa
ctggggtgee
ttageacaga
gaggaatttg
cagegectgyg
ceecgggace
cecageacage
tectgtggee
tttgectget
ccagagataa

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1850
1920
1980
2040
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tcaaagetgce
cttgcacaag
agegeegagt
ttctcagecyg
cggcctecee
aataattgaa

cgtttagget

-agacgtggga

ES 2328 811 T3

acaggtctcg tcatttttat
cocatetgte totgtgegee
gggtggagaa cogtectcecyg
geacccacga ggccgaccte
tgcaccecge ccgoegecce
ggccagagat ttattcgage
gceaccacceg cgtgtttcag
ggatggagty ggtgtgectg

geaaaggegt coggaagget cgaactetce
gcccecggga cacggaagea ggeggegage
ccacteaccc cteggocaac totocgegee
tctoggocta aaaaaaaaaa aaaaaaatcec
cagggagctg cattaatatt aatctogety

ttcggcgggy gagggagege agetgggecg

agegggtact ceggggagtyg aggagggage
gaggggcatc cegggtctce gegeggtege
ggecacgegg gettoaggay aaacaatage
getgeccaag cetteecgga cgageggeag
cgagaggetg ggggaaggga tggcagagga
cggeggttaa aggagttgce cgaggeggeg
agagagggat cgcctgcaaa tccccagete
ggeeggegee gagecagage gcageggect
cacacgecgea cgeacgetea ccgtectetg
geccgogage cccgeagcaa agcacaggtg
gegecetect geagecctgg gogceatceget
gageteceeg ccaagegecea teccegegyg
gagccgggac gcggattage geccgeagga
cttacccegg aggegagtgg aagggeggge
geacttegeg ctceaccecgg cgtecgettt
gaagaggagg gggegttecc cagaccatgg
tgtaccegeg ggaaageggg gtoacgegey
tagagaggcg geggeggcog goctoggagyg
gggatggtag ggaggggatt gattttcttt
tgcgagaggt ggagggttgt tttattttga
gagtgtgagg aagaaatcct cttgaggtta
gycatagtgt gagcagacac cggggtages
gegggettge aggtggtgee ggcteggaag
gcaaggacea gegegegegy ccttgaacge
ggceccgetee gateggteet tgtecctgga
agggtggaag agatttgggt gettcecggg
geaggagteg coagactocs gogggcagsyy
atcteogagte gtgteoctgec tocczagatt
tgataactaa agacaattgt ctttageaag
ttetttgaat actcacacat caaaggaaag
agaaaacttt ttgggcttcg tagaacctga
ctttggttaa ttcccaaaat tgcagttact

ccgekegact
cetgtgagtt
gecagggget
ctgegettea
tactecttag
ggcctetett
gggacecgega
gegegggtga
cggegggget
ccaccgecte
ccaccactet
geageggetg
ctcteggaga
<ggaggggag
gectectgeg
agaggetect
ctecctegee
ecatcetacgga
gggtggtgge
tggtagcgga
cctggagatt
taaaaagggt
cttttgggat
gegeetagag
gaatgagcca
caggtttgca
aggoeggaate
aggegggaaa
atageattgg
ccagetggea

ccgetggace tgggacceee
tgaggytgag tgtgagctga
gctcecaggga ggeggagacy
ccecegeacgy ggtgaccetgyg
atcctgoget cctgecaceg
cttatttgge taatttatgg
ctgaaaatgyg 9g99c999999
tgtcagetet ‘cgacgaaaat
aaaccttgea atccctecct
cccaggegeyg cacacacecey
ctgctecoge cactcegeege
caggggcgea tegeeggegt
agccacccte ggagecceeyg
cgcgggtege gegeegtgga
ccegttgagy cgctaaaggg
cttaaatace geteeoggee
cacagctgece ggatagtget
agggtgaggyg gatttttate
gcceetatee gggatgogga

gcegtagett
gctgettaat
aaggtgcget
ttcaaaacas
cgcggegece
&gacagggee
gagtcgecat
tcecetggeta
acgtgtggtt
ctteectatt

tggggeaage

ggetagggat
cctttgaaaa
gggggcctga
taggggattg
caggecogayg
ctggggeggy
ggagatgcty
getctaagga
tgggacaagy
cagecegagy
teeectcgeag

agacagaagy ggctgraggy ggcaaaagga

gtecacagag
gtggcaatga
cacttgcaag

tecttggace
azagactagg
cgatcacaaa

tgtgaaaage aaatatcagg ggcttcotctg ggetcaagtg gtggtgttgg

tttctecctaa gaaattttac caactocgea
aggctgaaga gctggtatec aaagceagat
atatttctag aactgtctct ctgtccagga

ggettgtttt
ctctagacty
gaaggaatte

agtatcteee
cagctcagee
atccatgtta
cattttccay

aggggaatgg atctctaaac
caatctccaa tagaaggaaa
cagcacactyg gcggeegtta

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
2320
4380
4440
4500
4560
1620
4680

ctagtggatec cgagct 4696

<210>2 SECID N°: 2
<211> 2718
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

qgtaccttge tcttggcagt gagcgtgaat gaatggcaca getcageccce tgaagectgt 60
gtgcagagat tgagggattg tgatggagta gttcattcat gctcatgtta aggggggtge 120
taatagcaga ctagtgctce tgegattatt aatatctagg tctgggacag attgtgatgg 180
cttcttttece agttgccacc tcagcagaaa gggaaataga aaaccctaac ttgtaaagtt 240
agacaattag actgtaaagt ttgtatatgt gacaacttca gatacaaaga cacacactta 300
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cecttgacgg
cttcatctac
aagagaagag
ttaaataaag
agacatgatt
gagaaaggca
aggaggtaag
gttattttte
ggactctgaa
aggagtttta
gatagteccca
cagctagaag
aateggtect
ttgcacqgtgg
atcgtetace
tettttgggt
ggtcggeaag
aggtctegte
catctgtcte
gtggagaacc
acccacgagg
cacceegece
ccagagattt

' accacccgceyg

atggggtagg
ggggagtgag
gggtcteege
ttcaggggaa
ttceocggacg
ggaagggatg
gagttgcceg
cctgcaaate
gccagagege
cacgctcace
cgcagcaaag
agccetggace
aagcgeeate

gegtteccea
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gacttaagag gagagtgtca
aaattatttt taaacacatt
tacccaaagt caaatgcect
aaaatgcaaa gttagagtgyg
attctaatgg tgcagacagg
tggatggaag atgacgtttyg
cagagattta ttttttaaat
tcatctgtct gttcatactt
aatgcactga atatttttgg

catatcctct
ttttacaggt
gtggtgaaga
gctgggactce
ccggtegegt
ccggggaaaa
tccattgect
tagtgggace
atttttatge
tgtgcgcege
gtceecegee
ccgacctete
gcegecceca
attegagett
tgtttcagcc
tgtgectgee
gagggagege
geggtegect
acaatagcta

ccatttcatt
gggatgaaga
actcaagcect
cggetectet
tcecategtet
agagagtctg
agacgaggaa
ctaggttect
aaaggegtcc
ceccgggaca
actcacccet
tcggectaaa
gggagctgcea
cggeggggga
gctegactce
tgtgagtttg
cagaggetgce
gecgetteace
ctccttagat

aacataatac
taccaggtta
aagacgaaga
ttctgaagga
attgagagag
gattcagatt
tttattaatg
ggatattttg
agggtttact
tagttctett
gagagatgga

tcggatatea’

ggcaccatcce
aacaaggtcce
tttaattcte
agtgaggctt
gcagtattcec
ggaaggcteg

caaagtgaaa gaagatagct
aacaataact aatttttcegg
gatgcttatg gcattttttt
acctaggatg aataaggtac
aaggggggag gggagadatg
ttggaaagga gagtaaagga

tgttttecece
tccaataaac
ggggtgccag
agcacagaga
ggaatttgce
gcgectggea
ecgggaccta
agcacagecge
ctgtggeeet
tgcctgetet
agagataatc
aactctecct

tetttttett
tatcttctaa
acgecacttt
agtgggagaa
ccaggttact
tttaactace
ctcagagagt
aaatccgaag
ccaagtgagt
gcgctcacag
aaagctgcac
tgcacaagge

cggaageagg cggcgagcag cgcecgaglgg

cggecaactce
aaaaaaaaaa
ttaatattaa

tecgegectt
aaaaatcceg
tctcgetgaa

gggagcgecag ctgggecgeg
gectggacctg ggacccceag
ggggtgagtg tgagctgaag

agegacgggg cctettitcet
gcagaggagg gaccgcegact
aggcggegge gegggtgatg
ccecagetecg geggggetaa
agcggcctcc acegecetoce

tccagggagy
ccgcacggay
cctgggctcec
tatttggcta
gaaaatgggg
tcagctetceg
accttgcaat
caggegegea

gtectetgee. accactctet getccegeca
cacaggtgge agcggetgea ggggcegeate
geategeect ctcagggaag ceacectegg
€Ccgegggcy gaggggages cggategeye
ggattagege ccgeaggage ctectgegec cgttgaggeyg
gogagtggaa gggcgggeag aggctectct taaatacege
cacccrggeg tecgetttet coctegececa cagetgecgy atagtgetga

gaccatgg

<210> 3 SECID N°: 3
<211> 2454
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3

cggagacgga
tgacctgogg
tgccaccgge
atttatggeg
gcggggggcyg
acgaaaatag
ccetecetgg
cacaceccgca
ctegeegege
geeggegtge
ageeceegga
gecegtagaga
ctaaagggct
tceceggeege

ctcagecgge
gccteecectg
taattgaagg
tttaggctge
acgtgggagy
cgagtgctec
ggggcatcee
ccacgeggge
tgcecaagee
agaggctggyg
geggttaaag
agagggatcg
ceggegecga
cacgcgeacyg
ctgegageec
gceetcéetge
gctececegec
gecgggacqc
taccccggag
acttcgeget
agaggagggg

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1860
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2530
2640
2700
2718

ggtaccttgc tcttggeagt gagecgtgaat gaatggcaca gctcagecec tgaagectgt 60

gtgcagagat tgagggattg tgatggagta
taatagcaga ctagtgetce tgegattatt
cttettttee agttgecace tcagcagaaa
agacaattag actgtaaagt ttgtatatgt
cecttgacgg ggcttaagag gagagtgtea
ctteatetac aaattatttt taaacacatt
aagagaagag taccecaaagt caaatgecct

gttcattcat gctcatgtta aggggggtge 120
aatatctagy tetgggacag attgtgatgg 180
gggasataga aaaccctaac ttgtaaagtt 240
gacaacttca gatacaaaga cacacactta 300
aacataatac caaagtgaaa gaagataget 360
taccaggtta aacaataact aatttttcgg 420
aagacgaaga gatgcttatg gecattttitt 480

ttaaataaag aaaatgcaaa gttagagtgg ttctgaagga acctaggatg aataaggtac 540
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agacatgatt
gagaaaggca
aggaggtaag
gttattttte
ggactctyaa
aggagtttta
gatagtccca
cagctagaag
aatcggtceet
ttgcacgtygg
atcgtctace
tcttttgggt
ggtcggcaag
aggtctegte
catctgtcte
gtggagaace
acccacgagy
cacccegece
ccagagattt
accaccegeg
atggggtggg
ggggagtgag
gggtctecge
ttcaggggaa
ttcccggacg
ggaagggatg
gagttgcceg
cctgeaaate
gccagagege
cacgcetcace
cgcagcaaag
agecetggge

<210> 4 SECID N°: 4
<211> 861

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4

ccecgggtete
ggettcaggg
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attctaatgg tgcagacagg attgagagag aaggggggag gggagagatg 600
tggatggaag atgacgtttg gattcagatt ttggaaagga gagtaaagga

cagagattta
tcatctgtct
aatgcactga
catatcctct
ttttacaggt
gtggtgaaga
gctgggacte
ccggtegegt
ccggggaaaa
tccattgect
tagtgggace
atttttatge
tgtgcgeege
gtececcegee
ccgacctete
gcegecececa
attcgagcett
tgtttcagee
tgtgectgee
gagggagcgce
geggtegect
acaatagcta
ageggegggy
gcagaggagy
aggcggcgge
cccagetecg
agcggecetec
gtcctetgee
cacaggtgac
gcategetct

cgcgeggteg
gaaacaatag

gectteeegg acgageggcedg
gg9gggaaggg atggcagagg

ttttttaaat
gttcatactt
atatttttgg
ccatttcatt
gggatgaaga
actcaagcet
cggetectet
tccategtet
agagagtctg
agacgaggaa
ctaggttect
aaaggegtee
ccccgggaca
actcaccect
tcggcectaaa
gggagctgea
cggcggyggga
gctegactcee
tgtgagtttg
caggggctge
gegetteace
ctecttagat
cctéttttet
gaccgcgact
gegggtgatg
gcggggctaa
acegectece
accactcect

tttattaatg
ggatattttg
agagtttact
tagttctett
gagagatgga
tcggatatca
ggcaccatee
aacaaggtcce
tttaattcte
agtgaggett
geagtattce
ggaaggcteg
cggaagcagg
cggccaacte
aaaaaaaaaa
ttaatattaa
gggagcgcag
gctggacctg
ggggtgagtg
tceagggagg
ccgeacggag
cctggactce
tatttggceta
gaaaatgggg
tecagctcetceg
accttgecaat
caggcgcgca
gctceegeca

tgttttecce
teccaataaae
ggggtgecag
agcacagaga
ggaatttgee
gcgcectggea
ccgggaccta
agcacagege
ctgtggceet
tgectgetet
agagataate
aactctecct
cggcgagcag
tecegegectt
aaaaatcccyg
tctegetgaa
ctgggecgeg
ggaccececag
tgagctgaag
cggagacgga
tgacctgggg
tgecaccgge
atttatggceg
gcggggggcyg
acgaaaatag
cccteceetgg
cacacccgea
ctegeegege

agcggetgca ggggegcate gocggegtge
ctecggggaag ccaccctcgg agcccccgga

totetttett
tatcttctaa
acgccacttt
agtgggagaa
ccaggttact
tttaactacc
ctcagagagt
aaatccgaag
ccaagtgagt
gcgctcacag
aaagetgcae
tgcacaagce
cgecgagtgg
ctcagcegge
gcctecccty
taattgaagg
tttaggctge
acgtgggagg
cgggtgctee
ggggcatcee
ccacgeggge
tgeccaagce
agaggctggg
gcggttaaag
agagggatcg
ccggegecga
cacgcegeacyg
ccgegagece
gcectectge
gcte

660

720

780

840

900

260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2454

cctgcgette accecgcacg gggtgacetg gggccacgey 60

ctactcctta
gggcetettt

gatcctggge
tocttatttgg

tectgeccace ggetgeccaa

aaggagttgce
tcgectgeaa
cgagccagag
acgcacgcte
cccegoagea
tgcagcectg
gccaagcgec
cgcggattag
gaggegggtg
gctcacececg
ggggcgttee

ccgaggegygce
atccccagcet
cgcageggece
accgtcctct
aagcacaggt
ggcgecatcge
atcccegegg
cgcecgeagg
gaagggcggg
gcgtcegett
ccagaccatg

agggacecgeg actgaaaatg
ggecgegggtg atgtcagcetc
ccggegggge taaaccttge

tccaccgect
gccaccacte
ggcagegget
tctctcgggg
gcggagggga
agcctcetge
cagaggctce
tctcectege

)

ccecaggege
tectgcteceg
gcaggggcgce
aagccacccet
gcgegggteg
gcecgttgag
tcttaaatac
ccacagcetge

ctaatttatg gcgagaggcet

ggg9g9cggggy goggeggtta
tcgacgaaaa tagagaggga

aatccctcece tggecggege

gcacacacce gcacacgcge
ccactcgecg cgcccgegag
atcgccggeg tgcgecctee
cggageccec ggagetccee
cgcgecgtgg agagecggga
gcgctaaagg gettaccecg
cgctecegge cgecacttege
cggatagtge tgaagaggag

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
861
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