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DESCRIPCION

Procedimientos de deteccién de inhibidores de la produccién de péptidos S-amiloides.
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencién se refiere generalmente a procedimientos para el control del tratamiento de la proteina pre-
cursora del S-amiloide. Mdas particularmente, la presente invencion se refiere a la utilizacién de dichos procedimientos
para el diagndstico, prondstico y control de la respuesta a la terapia de la enfermedad de Alzheimer, y para la deteccién
y evaluacién de medicamentos potenciales para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la presencia de numerosas placas amiloides y redes neurofibri-
lares (agregados proteicos muy insolubles) que se encuentran en los cerebros de los pacientes de esta enfermedad,
particularmente en aquéllas regiones implicadas con la memoria y el conocimiento. Mientras que en el pasado exis-
tié un debate cientifico significativo respecto a si las placas y las redes eran la causa o meramente el resultado de la
enfermedad de Alzheimer, recientes descubrimientos indican que la placa amiloide constituye un precursor o factor
causante. En particular, se ha descubierto que la produccién del péptido S-amiloide, un constituyente principal de la
placa amiloide, puede proceder de mutaciones en el gen que codifica la proteina precursora amiloide, una proteina
que cuando es procesada normalmente, no producira el péptido S-amiloide. Se cree actualmente que un tratamiento
normal (no patogénico) de la proteina precursora S-amiloide tiene lugar mediante la fragmentacién mediante una “a-
secretasa” putativa que realiza la fragmentacion entre los aminoacidos 16 y 17 de la proteina. Se cree ademas que el
tratamiento patogénico tiene lugar mediante una “fB-secretasa” putativa en el extremo amino del péptido B-amiloide
dentro de la proteina precursora.

La identificaciéon de mutaciones en el gen de la proteina precursora amiloide que causan la enfermedad de Alz-
heimer familiar de comienzo temprano, constituye la evidencia mds importante de que el metabolismo amiloide es el
evento central en el proceso patogénico que subyace a la enfermedad. Se informa de cuatro mutaciones que provocan
la enfermedad, que se incluyen respecto a la isoforma 770, valina’' a isoleucina (Goate et al. (1991) Nature 349:704-
706), valina’'” a glicina (Chartier Harlan et al. (1991) Nature 353:844-846, valina’'” a fenilalanina (Murell ez al. (1991)
Science 254:97-99) y respecto a la isoforma 695, una mutacién doble que cambia lisina® -metionina®® a asparagina®’
-leucina®®® (Mullan et al. (1992) Nature Genet 1:345-347) a la que se hace referencia como la mutacién sueca. Ade-
mads, el péptido S-amiloide parece ser téxico para las neuronas cerebrales, y la muerte de las células neuronales se
asocia con la enfermedad.

De este modo, la capacidad para controlar el tratamiento celular de la proteina precursora del amiloide seria de
un valor significativo en el diagnéstico, prondstico y supervision terapéutica de la enfermedad de Alzheimer. En par-
ticular, seria deseable identificar procedimientos minimamente invasores para el control y evaluacién de marcadores
diagnésticos detectables, con el objeto de obtener facilmente muestras de pacientes, tales como suero, liquido cefa-
lorraquideo (CSF) y similares.

Se han propuesto varios marcadores diagndsticos potenciales para la enfermedad de Alzheimer. De interés par-
ticular para la presente invencion son ciertos fragmentos de la proteina precursora amiloide, incluyendo fragmentos
carboxiterminales (tales como el mismo péptido S-amiloide y sus fragmentos), y fragmentos amino-terminales (tales
como fragmentos de 25 kD, 105 kD y 125 kD). Hasta ahora, ninguno de los marcadores propuestos ha probado ser
definitivo para el diagndstico antes de la muerte o el control de la enfermedad de Alzheimer.

Asi, seria deseable identificar marcadores diagndsticos alternativos para la enfermedad de Alzheimer. Dichos mar-
cadores serfan ttiles por si mismos y/o en combinacién con otros marcadores diagndsticos y procedimientos. Preferen-
temente, los marcadores diagndsticos serian detectables en liquidos corporales, tales como CSF, sangre, plasma, suero,
urina tejidos y similares, de forma que pueden ser utilizados procedimientos diagndsticos minimamente invasores.

Son también de interés para la presente invencién los procedimientos in vivo para detectar los medicamentos can-
didatos en cuanto a la capacidad de inhibir o evitar la produccion de la placa S-amiloide. Seria deseable proporcionar
procedimientos en cuanto a la capacidad para inhibir o evitar la conversién de la proteina precursora amiloide al pépti-
do B-amiloide. En particular, seria deseable basar dichos procedimientos en las vias metabélicas que se ha encontrado
que estdn implicadas en dicha conversion, donde el compuesto prueba seria capaz de interrumpir o interferir la via me-
tabdlica que conduce a la conversién. Dichos procedimientos serfan rapidos, econémicos y apropiados para detectar
grandes cantidades de compuestos prueba.

2. Descripcion de la técnica anterior

El péptido B-amiloide (al que también se hace referencia como A4, SAP, AB, 6 ASP; véase el documento de
patente n° 4.666.829 y Glenner y Wong (1984) Biochem. Biophys. Res. Commun. 120:1131-1135) se deriva de la
proteina precursora B-amiloide (BAPP), que se expresa en distintas formas empalmadas de 695, 751, y 770 ami-
noécidos. (Véase King et al. (1987) Nature 325:773-776; Ponte et al. (1988) Nature 331:525-527; y Kitaguchi et
al. (1988) Nature 331:530-532. El tratamiento normal de la proteina precursora amiloide implica la fragmentacién

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2206 470 TS

proteolitica en un sitio entre los residuos Lys'® y Leu!” (tal como se denomina la regién vAP donde Asp™’ es el

residuo 1 en Kang et al (1987) Nature 325:773-776), cerca del dominio transmembranal, que da lugar a la secre-
cion constitutiva de un dominio extracelular que conserva la parte permanente de la secuencia del péptido S-amiloide
(Esch et al (1990) Science 248:1122-1124). Esta via parece estar ampliamente conservada entre las especies y se
encuentra en muchos tipos celulares. Véase Weidemann et al (1989) Cell 57:115-126 y Oltersdorf et al (1990) J.
Biol. Chem. 265:4492-4497. Esta via normal se fragmenta en el interior de la regién de la proteina precursora que
corresponde al péptido B-amiloide, impidiendo aparentemente asi su formacién. Se ha tenido en cuenta otra forma
de BAPP secretada constitutivamente (Robakis ef al, Soc. Neurosci., 26 Octubre, 1993, resumen n° 15.4, Anaheim,
CA), que contiene més de la secuencia carboxi terminal de SAP que la forma descrita por Esch et al (1990), Science
248:1122-1124).

Golde et al (1992), Science 255:728-730, prepararon una serie de mutantes de delecién de la proteina precursora
amiloide y observaron un tnico sitio de fragmentacion en el interior de la regién del péptido S-amiloide. Basado en
esta observacion, se postul6 que la formacidén del péptido S-amiloide no implica una via secretora. Estus et al (1992)
Science 255:726-728, da a conocer que los dos fragmentos proteoliticos carboxi terminales mds grandes de la proteina
precursora amiloide encontrados en las células cerebrales contienen la region peptidica S-amiloide entera.

La solicitud PCT WO 92/00521 describe procedimientos para la evaluacién de la enfermedad de Alzheimer basada
en la medicion de las cantidades de ciertos derivados solubles de 25 kD, 105 kD, y 125 kD de la proteina precursora
amiloide en el liquido cefalorraquideo de un paciente. La Fig 3 de WO 92/00521 sugiere que la fragmentacion de
la proteina precursora amiloide puede tener lugar de forma adyacente al extremo amino del péptido S-amiloide para
producir un fragmento amino-terminal soluble, pero en la memoria no se presenta evidencia o consideracién de tal
fragmentacion. Kennedy et al. (1992) Neurodegeneration 1:59:64, presentan datos para una forma de SAP secretado,
que se caracterizd por su reactividad con anticuerpos para los residuos 527-540 de SAPP y la falta de reactividad con
los anticuerpos para los primeros quince residuos de SAP. No se proporcioné una evidencia directa para sugerir el
sitio de fragmentacién o la identidad del extremo carboxi de la forma SAPP. La solicitud PCT WO 91/16628 describe
procedimientos para el diagndstico de la enfermedad, basados en la deteccion de las proteinas precursoras del amiloide
y de sus fragmentos, utilizando anticuerpos para la proteasa nexina-2 o la proteina precursora del amiloide.

Informes recientes muestran que el péptido soluble S-amiloide es producido por las células sanas en medio de
cultivo (Haass et al. (1992) Nature 359:322-325) y en el CSF animal y humano (Seubert e? al. (1992) Nature 359:325-
327).

Palmert et al. (1989) Biochem. Biophys. Res. Comm. 165:182-188, describe tres posibles mecanismos de frag-
mentacién para BAPP y presenta evidencias de que la fragmentacién de SAPP no tiene lugar con la metionina®® en
la produccién de derivados solubles de SAPP. La patente U.S. n° 5.200.339 considera la existencia de ciertos factores
proteoliticos que son capaces putativamente capaces de fragmentar SAPP en un sitio cercano del extremo amino de
BAPP.

Sahasrabudhe ez al (1993) J. Biol. Chem. 268:16699-16705 se refiere a la generacién enzimética del extremo amino
del péptido S-amiloide y considera experimentos dirigidos a la identificacién de enzimas que puedan fragmentar ciertos
péptidos sintéticos.

Sumario de la invencion

Se proporcionan los procedimientos definidos en las reivindicaciones 1, 2 y 8 para la deteccién y monitorizacién
de un fragmento terminal amino de la proteina precursora del S-amiloide (BAPP) que proviene de la fragmentacién
con la B-secretasa. El fragmento resultante, al que se hard referencia en adelante en la presente memoria como ATF-
BAPP, puede ser detectado en muestras bioldgicas y es util para la monitorizacion del tratamiento de SAPP en modelos
animales. En particular, la presente invencidn proporciona la monitorizacién del tratamiento de SAPP in vivo, donde
la presencia de ATF-SAPP se detecta en una muestra de un animal no humano transformado para expresar la mutacién
sueca del BAPP humano y donde el ATF-BAPP se ha fragmentado a partir de BAPP entre LEU>® y ASP%”7, basdndose
en el nimero de Kang et al (1987) Nature 325:773-776, en la isoforma del aminodcido 695. La mutacién sueca
proviene de una sustituciéon de ASN>*-LEU>* por LYS™ -MET>* que se encuentran en la isoforma 695 del tipo
salvaje de SAPP.

Se ha encontrado que los modelos animales no humanos que expresan la mutacién sueca humana del gen SAPP son
productores particularmente prolificos de su fragmento amino-terminal. Es decir, los modelos animales no humanos
son capaces de fragmentar la mutacién sueca humana con una frecuencia superior que la fragmentacién del SAPP
endégeno o de SAPP humano de tipo salvaje. Se cree ademds que el tratamiento intracelular de la mutacién sueca del
BAPP humano, da lugar a una produccién mayor del ATF-BAPP que el producido por otras mutaciones humanas del
gen SAPP. De este modo, los sistemas animales transgénicos no humanos, tales como los ratones transgénicos, que
expresan la mutacion sueca de SAPP y son particularmente apropiados como modelos para monitorizar el tratamiento
intracelular de BAPP asi como para detectar los compuestos de ensayo respecto a su capacidad para inhibir o modular
la fragmentacién de SAPP como resultado de la actividad de la B-secretasa, la forma aparentemente patogénica del
tratamiento de SAPP.
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La invencién proporciona también un procedimiento para la identificacién de los inhibidores de la produccién del
B-amiloide, el cual procedimiento comprende la administraciéon de un compuesto de prueba a un animal no humano
transformado para expresar la mutacién sueca de la proteina precursora del 5 -amiloide humano (BAPP); la deteccién
de la cantidad de un fragmento amino terminal de SAPP (ATF-BAPP) fragmentado entre Leu™® y Asp™’ en una
muestra del animal no humano; y la comparacién de la cantidad detectada de ATF-BAPP con una cantidad control de
ATF-BAPP producido en la ausencia del compuesto de la prueba.

En un aspecto preferido de la presente invencion, ATF-SAPP producido por la fragmentacién mediante la S-secre-
tasa de la mutacion sueca de SAPP, se detecta mediante una sustancia de unién que se une especificamente a un epitopo
que se encuentra en o cerca del extremo carboxilo de ATF-BAPP, en el que el epitopo comprende el residuo terminal
carboxilo (LEU>®), y preferentemente los cinco residuos aminodcidos que se encuentran en el extremo carboxilo de
ATF-BAPP. Se ha encontrado que la unién entre sustancias de unién, tales como anticuerpos, contra dicho epitopo C-
terminal, proporciona una deteccion de alta especificidad de la forma sueca de ATF-BAPP. Los anticuerpos preferidos
se producen contra un péptido que comprende el extremo carboxilo de los cinco residuos, que es expuesto mediante
la fragmentacion por la S-secretasa de la SAPP sueca.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para detectar compuestos de prueba en cuanto a la
capacidad para inhibir o modular la fragmentacién de SAPP, el cual procedimiento comprende la administracién de
un compuesto de prueba a un ratdn transformado para expresar la mutacion sueca del SAPP humano, en el que dicho
BAPP humano se procesa a ATF-BAPP en una cantidad suficiente para ser detectable en un homogenado cerebral de
dicho rat6n transformado, y la deteccién de un cambio en el tratamiento de SAPP en dicho ratén transformado, cuando
se compara con dicho tratamiento en ausencia del compuesto de prueba, en el que dicho cambio en el tratamiento de
BAPP es detectado midiendo un cambio en la cantidad de ATF-BAPP

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A y 1B ilustran las distintas isoformas del SAPP normal y las isoformas correspondientes del ATF-
BAPP, respectivamente.

Las figuras 2A, 2B y 2C, son patrones gélicos quimioluminiscentes de material derivado del medio condicionado de
un cultivo de células cerebrales fetales humanas. Los carriles 1, 2 y 3 de cada gel representan el medio condicionado
no tratado, el medio condicionado vacio por reaccién con anticuerpos que reconocen un epitopo en el interior de
los residuos 1-16 del péptido S-amiloide, y el material eliminado por este anticuerpo, respectivamente. Los cuadros
A, B y C representan las siguientes sondas: anti-anticuerpo 5 (que reconoce localizaciones entre la regién terminal
amino de SAPP y la regién del péptido S-amiloide), el anticuerpo 92 (que se produjo contra un péptido sintético
que terminaba en la metionina C-terminal expuesta por fragmentacién de SAP de SAPP), y el anticuerpo 10D5 (un
anticuerpo monoclonal que reconoce un epitopo de SAP en el interior de los residuos 1-16), respectivamente.

La Figura 3 es un patrén gélico quimioluminiscente obtenido mediante examen del CSF lumbar humano. E1 CSF
se sonded con 92 anticuerpos o solo (carril 1) o preincubado con varios péptidos que representan variaciones del
extremo C de ATF-BAPP. Se observé una competencia significativa (reduccién en la unién) con los péptidos que
finalizaban en la metionina C-terminal (carriles 3, 4, 6 y 7). Los péptidos fueron de la manera siguiente: carril 1,
no se afiadié péptido de competencia; carril 2, GSGLTNIKTEEISEVK carril 3, YSGLTNIKTEEISEVKM; carril 4,
ISEVKM,; carril 5 EISEVKMD; carril 6, CISEVKM; carril 7, YISEVKM. MW = marcadores de peso molecular
(indicados en kilodaltons).

La Fig 4 es un autoradiograma que representa patrones de geles electroforéticos obtenidos mediante inmunopreci-
pitacién del medio condicionado de varias progenies celulares. El material secretado por los cultivos cerebrales fetales
humanos e inmunoprecipitado por el anticuerpo 92 (carril 11 en la flecha) es aparentemente mas pequefio que el ma-
terial precipitado por el anticuerpo 6C6 (carril 10 en la flecha). El anticuerpo 6C6 reconoce un epitopo en el interior
de los residuos 1-16 de SAP.

La Fig 5 es un autoradiograma que representa patrones de geles electroforéticos obtenidos mediante inmunopreci-
pitacién del medio condicionado de las progenies celulares 293 humanas transfectadas con cADN que codifica tanto
el BAPP normal como el sueco. La cantidad de material AFT-BAPP secretada por las células suecas transfectadas
(carriles 11 y 12) es cualitativamente mds grande que el producido por los transfectantes normales SAPP (carriles 9 y
10).

La Fig 6 es una inmunotransferencia que demuestra la especificidad de un anticuerpo monoclonal producido contra
la mutacién sueca de ATF-BAPP (al que se hard referencia en lo sucesivo en esta memoria como el anticuerpo sueco
192).

La Fig 7A es un mapa del pldsmido pNSEAPPswA3’.

La Fig 7B es un mapa del plasmido pNSEAPPsw.

La Fig 8 es una transferencia Western de fracciones solubles de homogenados cerebrales de ratones transgénicos
y no transgénicos (control) sondeados respecto a la presencia de fragmentos SAPP.
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La Fig 9 son transferencias Western de fracciones solubles de homogenados cerebrales de ratones transgénicos
y no transgénicos (control) demostrando que el anticuerpo sueco 192 no reacciona cruzadamente con fragmentos de
BAPP fragmentados en el sitio de la a-secretasa.

Descripcion de las formas de realizacion especificas

La presente invencidn se deriva de la identificaciéon de un fragmento secretado de la proteina precursora del -
amiloide (BAPP) que proviene de la fragmentacion de una regién intacta de un péptido S-amiloide (BAP) de la proteina
precursora. El fragmento secretado comprende la parte terminal amino de SAPP que permanece después de dicha
fragmentacién y a la que se hara referencia después en la presente memoria como forma del fragmento terminal amino
de BAPP (ATF-BAPP). Se cree que ATF-BAPP es el producto de una via de tratamiento secretoria alternativa para
BAPP, la cual via se encuentra incluso en las células normales (no enfermas). Se cree ademds, sin embargo, que la
via secretoria alterna puede ser responsable de un evento esencial en la produccién de SAP en las células enfermas
en los pacientes, y que la produccién anormal de ATF-SAPP puede estar implicada en enfermedades relacionados con
la placa SAP, particularmente con la enfermedad de Alzheimer y de Down. Asf, la presente invencién proporciona
procedimientos para controlar el tratamiento celular de SAPP que se basan en la deteccién y medicién del ATF-BAPP
en las muestras bioldgicas.

El ATF-BAP es identificado y reconocido mediante la unién especifica a anticuerpos producidos contra péptidos
que comprenden ciertos residuos de SAPP que se disponen inmediatamente adyacentes a la regién SAP y para el BAPP
incluyen la metionina (que se numera como metionina ** en la isoforma 695, tal como se expone a continuacién). Los
péptidos incluiran habitualmente por lo menos cinco residuos contiguos hasta e incluyendo el residuo™®, exponiéndose
a continuacién procedimientos especificos para producir dichos anticuerpos.

Haciendo referencia ahora a las Figs 1A y 1B, SAPP se encuentra en tres isoformas que comprenden 695, 751 y
770 aminodcidos, respectivamente. La isoforma 695 es la mas habitual en las células neuronales, con las isoformas
751 y 770 resultando de las inserciones en el residuo 289 en la isoforma 695 (toda la numeracion de la isoforma 695
estard de acuerdo con Kang et al. (1987) Nature 325:733-736). ATF-BAPP resulta aparentemente de la fragmentacién
proteolitica de las varias isoformas SAPP en o en el interior de los cinco residuos en el lado amino terminal del
extremo amino de la regién del péptido B-amiloide, que se localiza entre los residuos 596 y 597 de la isoforma 695.
Tal fragmentacién conduce a la exposicién de un residuo C-terminal, el cual serd habitualmente metionina®®, lisina®®
o leucina®® siendo mds habitualmente metionina®® o leucina®®, que se muestra como MET*¢ y LEU** en la Fig 1B.
La exposicién de LEU** tiene lugar con la fragmentacion de la -secretasa de la mutacién sueca de la BAPP humana
tanto en los modelos humanos como animales, tal como se describe con mds detalle a continuacién en la presente
memoria. Se apreciard, desde luego, que los residuos C-terminales tengan una numeracion distinta cuando ATF-SAPP
se derive de una isoforma BAPP diferente. En particular, la metionina C-terminal serda MET®? y MET®"! y la leucina
C-terminal serda LEU®! y LEU®" en las isoformas Bapp 751 y 770, respectivamente. Tal como se utiliza a continuacién
en la presente memoria y en las reivindicaciones, metionina®®, lisina®’ y leucina®®® se referirdn generalmente a los
residuos correspondientes en todas las otras isoformas o variantes de SAPP. En la actualidad, se cree que el residuo
N-terminal de ATF-BAPP es LEU'® en todas las isoformas (basiandose en el tratamiento del final amino terminal de
BAPP en las formas secretadas que son fragmentadas en el interior de la regién SAP).

Segtn la presente invencién, ATF-BAPP puede detectarse /o medirse en una muestra bioldgica, a partir de un mo-
delo animal, tipicamente CSF, sangre, suero, plasma, orina, tejidos y similares. La deteccién y la medicién pueden
llevarse a cabo mediante cualquier técnica capaz de distinguir ATF-BAPP de otros fragmentos -APP que pudieran
encontrarse en la muestra. Convenientemente, pueden utilizarse técnicas de deteccién inmunolégica que utilicen anti-
cuerpos, fragmentos de anticuerpos, y otras sustancias de unién especificas que se unen a un epitopo caracteristico de
ATF-BAPP y que estan sustancialmente libres de reactividad cruzada con otros fragmentos SAPP. De utilizacién par-
ticular son anticuerpos y otras sustancias de unién que se unen a un epitopo que comprende el residuo C-terminal de
ATF-BAPP que es expuesto después de la fragmentacién con la S-secretasa de la regién SAP, por ejemplo metionina®®®
leucina®® o lisina®”. Se ha encontrado que dichos anticuerpos especificos C-terminales, son capaces de discriminar
entre ATF-BATF y fragmentos SAPP relacionados. Alternativamente, las técnicas de deteccién inmunolégica pueden
estar basadas en ATF-BAPP aislado y purificado utilizando técnicas convencionales. La preparacién de tanto anti-
cuerpos especificos residuales C-terminales, como ATF-BAPP aislados y purificados, se describe a continuacién en
la presente memoria. Particularmente, las técnicas de deteccion apropiada incluyen ELISA, transferencia Western,
radioinmunoensayo, y similares.

Para la deteccién de ATF-SAPP, pueden utilizarse otras técnicas que no necesitan utilizar sus (de ATF-GAPP)
anticuerpos especificos y/o antigenos competitivos. Por ejemplo, puede utilizarse la electroforesis en gel bidimensional
para separar fragmentos solubles de SAPP estrechamente relacionados. Los anticuerpos que reaccionan cruzadamente
con muchos o todos los fragmentos, pueden entones utilizarse para sondear los geles, basdndose la identificacion en
la presencia de ATF-SBAPP en su posicién precisa en el gel. Otras técnicas para la deteccién de ATF-SAPP también
forman parte de la experiencia en la materia. Por ejemplo, los tipos de SAPP que contienen la regién terminal amino
de BAP pueden eliminarse inmunolégicamente de una muestra para aislar ATF-BAPP (véase la Fig 2A, carril 2y Fig 5,
carriles 11y 12), que puede entonces detectarse mediante cualquier de los diversos procedimientos que se consideraron
anteriormente.
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Los anticuerpos especificos para un epitopo caracteristico del ATF-BAPP del tipo salvaje pueden prepararse con-
tra un antigeno apropiado o hapteno, que comprende la secuencia C-terminal de ATF-BAPP que incluye el residuo
de metionina. Los anticuerpos especificos para un epitopo caracteristico de la mutacién sueca de ATF-BAPP pueden
prepararse contra un antigeno apropiado o hapteno que comprenda la secuencia C-terminal de ATF-BAPP que incluye
el residuo de leucina en la posicidon 596. Pueden prepararse convenientemente péptidos sintéticos mediante técnicas
convencionales en fase solida, acopladas a un inmundgeno apropiado, y utilizarse para preparar antisueros o anticuer-
pos monoclonales mediante técnicas convencionales. Un péptido sintético apropiado estd formado por seis residuos
de ATF-BAPP (ISEVKM) que se localizan en el lado terminal amino inmediato de SAP y que puede acoplarse a un
inmunégeno y utilizarse para preparar anticuerpos especificos, tal como se describe detalladamente en la seccion ex-
perimental. Otros haptenos peptidicos apropiados comprenderdn habitualmente por lo menos cinco residuos contiguos
en el interior de SAPP en el lado terminal amino inmediato de SAP, y puede incluir més de seis residuos (aunque se en-
contré que un péptido que incluia dieciséis residuos producia un antisuero que era menos especifico). Los 25 residuos
de extremo carboxilo del ATF-BAPP normal, son de la siguiente manera: (utilizando denominaciones de aminoacidos
con letras sencillas):

DRGLT TRPGSGLTNI KTEEISEVKM
576 586 596

Los 25 residuos de extremo carboxilo de la mutacion sueca de SAPP son de la siguiente forma:

DRGLT TRPGSGLTNI KTEEISEVNL
576 586 596

Los haptenos polipeptidicos sintéticos pueden producirse mediante la técnica bien conocida de sintesis en fase soli-
da de Merrifield, en la que los aminodcidos se afiaden secuencialmente a una cadena en crecimiento (Merrifield (1963),
J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2156). Las secuencias aminodcidas pueden basarse en la secuencia de ATF-SBAPP que se
ha expuesto anteriormente, o pueden utilizarse secuencias mutantes que se encuentren de forma natural o que se han
manipulado genéticamente. Por ejemplo, los péptidos que imitan al mutante sueco tendrian asparagina®® -leucina®®®
sustituidos por lisina**’-metionina™® y otra sustitucién podria incluir sélo la sustitucién de leucina®® por metionina®*®.
Un péptido preferido comprende los cinco aminoacidos carboxi terminales del ATF-BAPP sueco: SEVNL.

Una vez se ha obtenido una cantidad suficiente de polipéptido hapteno, puede conjugarse con un transportador
inmunogénico apropiado, tal como albimina sérica, hemocianina de lapa, u otros transportadores proteicos apropiados,
como los que se describen generalmente en Hudson y Hay, Practical Inmunology, Blackwel Scientific Publications,
Oxford, capitulo 1.3, 1980, cuya exposicién se incorpora en la presente memoria como referencia.

Una vez que se ha obtenido una cantidad suficiente del inmundgeno, los anticuerpos especificos para el residuo C-
terminal expuesto después de fragmentacion de SAP a partir de ATF-BAPP pueden producirse mediante técnicas in
vitro o in vivo. Las técnicas in vitro implican la exposicion de los linfocitos a los inmundgenos, mientras las técnicas
in vivo necesitan la inyeccién de los inmundgenos en un huésped vertebrado apropiado. los huéspedes vertebrados
apropiados no son humanos, e incluyen ratones, ratas, conejos, ovejas, cabras y similares. Los inmundgenos se inyectan
al animal seglin un esquema predeterminado, y los animales se sangran periddicamente con sangrados sucesivos
que muestran titulos y especificidad mejorados. Las inyecciones pueden realizarse intramuscular, intraperitoneal o
subcutdneamente, o de forma similar, y se utilizard un adjuvante, tal como al adjuvante incompleto de Freund.

Si se desea, los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse preparando progenies celulares inmortalizadas capa-
ces de producir anticuerpos con la especificidad deseada. Dichas progenies celulares inmortales pueden producirse
de diversas formas. De modo conveniente, un pequefio vertebrado tal como un ratén, es hiperinmunizado con el in-
mundgeno deseado mediante el procedimiento tal como se acaba de describir. El vertebrado se sacrifica entonces,
habitualmente varios dias después de la inmunizacion final, se recuperan las células del bazo, inmortalizdndose. La
forma de llevar a cabo esta inmortalizacion, no es critica. Actualmente, la técnica mas habitual es la fusion con una
pareja de fusién de célula de mieloma, tal como se describi6 primero por Kohler y Milstein (1975), Nature 256:495-
497. Otras técnicas que incluyen la transformacién EBV, la transformacién con ADN desnudo, por ejemplo, oncoge-
nes, retrovirus, etc., o cualquier otro procedimiento que proporcione un mantenimiento estable de la progenie celular y
la produccién de anticuerpos monoclonales. Las técnicas especificas para la preparacion de anticuerpos monoclonales
se describen en Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory, 1988.

Ademas de los anticuerpos monoclonales y policlonales (antisueros), las técnicas de deteccidn de la presente inven-
cién podrdn también utilizar fragmentos de anticuerpos, tales como F (ab), Fv, V,, Vy, y otros fragmentos. También se
podran utilizar anticuerpos producidos de forma recombinante (inmunoglobulinas) y sus variaciones, tal como se des-
criben actualmente en las patentes y en la literatura cientifica. Véase, por ejemplo, las patentes EPO 8430268.0; EPO
85102665.8; EPO 85305604.2; PCT/GB 85/00392; EPO 85115311.4; PCT/US86/002269; y la solicitud de patente
japonesa 85239543.
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También podran prepararse otras proteinas recombinantes que imitarian la especificidad de unién de los anticuerpos
preparados tal como se acaba de describir.

El ATF-BAPP aislado y purificado es obtenido habitualmente en una forma sustancialmente pura. “Sustancialmen-
te pura” significa una pureza del 50% peso/peso aproximadamente, por lo menos, o mds, con la libertad sustancial de
la interferencia de proteinas y contaminantes. Preferentemente, el ATF-BAPP ser4 aislado o sintetizado con una pureza
superior al 50% pero/peso, preferentemente del 80% peso/peso o superior. ATP-BAPP puede purificarse a partir de una
fuente natural mediante técnicas convencionales de purificacién de las proteinas, con composiciones homogéneas de
por lo menos el 50% peso/peso aproximadamente de pureza, purificindose mediante la utilizacién de anticuerpos pre-
parados tal como se ha descrito anteriormente, empleando técnicas convencionales de separacién por inmunoafinidad.
Los materiales apropiados naturales de iniciacién incluyen medio condicionado procedente de progenies celulares
productoras de ATF-BAPP, tales como cultivos de células cerebrales fetales, y similares. Alternativamente, el ATF-
BAPP puede aislarse de muestras bioldgicas obtenidas de un huésped humano, tales como CSF, suero, y similares.
En Methods in Enzymology, Vol 182, Deutcher, ed., Academic Press, Inc., San Diego, 1990, se describen técnicas
apropiadas de purificacién proteica.

Los anticuerpos y el ATF-BAPP purificados preparados tal como se describe anteriormente, pueden utilizarse
en varias técnicas inmunoldgicas convencionales para la deteccién de ATF-SAPP en muestras bioldgicas, a partir de
especimenes animales para el control de enfermedades relacionadas con el S-amiloide y la deteccion de medicamentos.
Las técnicas inmunoldgicas apropiadas incluyen inmunoensayos, tales como ELISA, andlisis de transferencia Western,
y similares. En Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow and Lane, eds, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988, se
describen numerosas técnicas especificas de deteccion inmunolégica.

De manera similar, el control in vitro de ATF-BAPP en modelos animales de la enfermedad de Alzheimer, como se
da a conocer en la presente memoria, pueden también utilizarse para detectar compuestos de prueba para la efectividad
terapéutica (habitualmente para ensayar los compuestos que se han identificado previamente mediante una deteccién
in vitro). El compuesto o compuestos de prueba se administran al animal y se observa el nivel de ATF-BAPP o la
proporcién de ATF-BAPP a otros fragmentos de SAPP. Los compuestos que reducen el nivel de ATF-BAPP, o dismi-
nuyen la proporcién de ATF-BAPP a otros fragmentos de SAPP, se considerard como candidato para una evaluacién
posterior.

Los modelos animales para la fragmentacién, mediante la S-secretasa, de SAPP son los animales transgénicos
no humanos que expresan la mutacién sueca del gen SAPP, tal como se describié anteriormente. Se ha encontrado
que dichos animales transgénicos, particularmente los ratones transgénicos, producen grandes cantidades de ATF-
BAPP, que pueden detectarse segtin los procedimientos de la presente invencién. En particular, se ha encontrado que
la mutacion sueca de BAPP produce cantidades de la ATF-BAPP que serdn habitualmente dos veces mas altas, por
lo menos, que la SAPP humana de tipo salvaje que se expresa en los animales. Habitualmente, la produccion sera
significativamente mds alta, siendo tipicamente por lo menos dos veces mas alta. Con tales niveles elevados de la
produccién de ATF-BAPP, el control de la actividad de la S-secretasa bajo distintas condiciones se facilita mucho.
En particular, la deteccién de medicamentos y otras terapias para la inhibicién de la actividad de la 8-secretasa (y
por tanto, la inhibicién de la produccién de SAPP), se simplifican mucho en los modelos animales no humanos que
expresan la mutacion sueca de la SAPP humana.

La utilizacién de modelos animales para la detecciéon de medicamentos en cuanto a la actividad de la inhibicién
de la B-secretasa, se llevard a cabo a menudo después de que las técnicas de deteccién de cultivos celulares in vitro,
se hayan llevado a cabo. Los medicamentos que parecen prometedores en la deteccion in vitro, pueden administrarse
entonces a los animales no humanos de prueba, tales como los ratones de prueba, que son transgénicos y que expresan
la mutacién sueca de la SAPP humana. Las técnicas particulares para la produccién de ratones transgénicos que
expresen la forma sueca de SAPP se describen en la seccién Experimental al final de la presente memoria. Se apreciara
que la preparaciéon de otros animales transgénicos no humanos que expresen la SAPP humana sueca puede llevarse
facilmente a cabo, incluyendo ratas, hamsters, cobayas, conejos, y similares.

El efecto de los compuestos de prueba sobre la produccién de ATF-BAPP en los animales de ensayo puede medirse
en varias muestras procedentes de dichos animales. En la seccién Experimental, la deteccién de ATF-BAPP en los ho-
mogenados cerebrales, se describe en detalle. La deteccién de ATF-BAPP en los homogenados cerebrales es ejemplar,
pero no necesariamente preferida. En algunos casos, serd ventajoso medir la ATF-BAPP en otras muestras, tales como
el liquido cefaloraquideo, sangre y similares, que pueden obtenerse del animal de prueba sin el sacrificio de éste.

En todos los casos, serd necesario obtener un valor de control que sea caracteristico del nivel de produccién de
ATF-BAPP en el animal de ensayo en ausencia del compuesto o compuestos de prueba. En los casos en los que
el animal se sacrifique, serd necesario basar dichos valores de control en el promedio o en un valor tipico de otros
animales de ensayo no humanos que hayan sido modificados transgénicamente para expresar el mutante sueco de la
BAPP humana, pero a los que no se les haya administrado cualesquiera compuestos de prueba o de otras sustancias de
las que se pueda esperar que afecten el nivel de produccién de ATF-BAPP. Una vez que se determina dicho nivel de
control, los compuestos de prueba pueden administrarse a animales de ensayo adicionales, en los que la desviacion del
valor de control promedio indica que el compuesto de prueba tenia un efecto sobre la actividad 3-secretasa en el animal.
Las sustancias de prueba que se consideran positivas, es decir, que es probable sean beneficiosas en el tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer o de otras situaciones relacionadas con el S-amiloide, serdn aquéllas que son capaces de
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reducir el nivel de produccion de ATF-BAPP, preferentemente en un 20% por lo menos, mas preferentemente en un
50% por lo menos, y muy preferentemente un 80% por lo menos.

Los compuestos de prueba pueden ser cualquier molécula, compuesto, u otra sustancia que pueda ser afiadida al
cultivo celular o administrada al animal de ensayo sin interferir sustancialmente con la viabilidad celular o del animal.
Los compuestos de prueba apropiados pueden ser moléculas pequefias, polimeros biolégicos, tales como polipéptidos,
polisacdridos, polinucledtidos, y similares. Los compuestos de prueba se administraran tipicamente al medio de cultivo
a una concentracion del orden de entre 1 nM a 1 mM aproximadamente, habitualmente de entre 10 uM a 1 mM. Los
compuestos de prueba se administrardn tipicamente a una dosis de entre 1 ng/kg a 10 mg/kg, habitualmente entre 10
uglkg a 1 mg/kg.

Los compuestos de prueba que sean capaces de inhibir la secrecién o la produccién animal de ATF-BAPP se
consideran como candidatos para ulteriores determinaciones de la capacidad para bloquear la produccion de S-amiloide
en los animales y en el hombre. La inhibicién de la secrecién o produccion indica que la fragmentacién de SAPP en
el extremo amino de SAP se ha bloqueado parcialmente por lo menos de modo similar, reduciendo la cantidad de un
intermediario de tratamiento disponible para la conversion al péptido S-amiloide.

Los ejemplos siguientes se proporcionan a titulo ilustrativo, no limitativo.

Experimentacion
Materiales y métodos
1. Preparacion del anticuerpo y de la matriz de afinidad

Se produjo el anticuerpo monoclonal 6C6 y se detecté de la misma forma que el anticuerpo 10D5 (Hyman et al
(1992) J. Neuropath. Exp. Neurol. 51:76), utilizando un péptido sintético que contenia residuos 1-28 de SAP conjuga-
dos a la albimina sérica de conejo como el inmunégeno. Tanto 10D5 como 6C6 reconocen un epitopo en el interior
de los primeros 16 aminodcidos de la secuencia SAP. 6C6 fue mds eficiente que 10D5 en la inmunoprecipitacion y se
utiliz6 como un anticuerpo de captura. para preparar la resina de 6C6, 4 mls de Affigel® 10 (Laboratorios Bio-Rad,
Hercules, CA), se lavaron con agua fria y se combinaron con 3 mls de 6C6 (12,5 mg/ml en PBS (2,7 mM KCl, 1,5
mM KH,PO,, 8,1 mM Na,HPO,, 137 mM NaCl, pH 7,5) 0,5 M NaCl. El acoplamiento tuvo lugar durante la noche
a 4°C con agitacion suave. Se afiadieron entonces 400 ul de 1M Tris, pH 8,0, continudndose la agitacién durante 40
minutos. La resina se lavé entonces con TTBS (137 mM NaCl, 5 mM KCl, 25 mM Tris, 0,5% Tween® 20, pH 7,5)
exhaustivamente antes de usarla. El anticuerpo 7HS5 se describe también en Hyman et al (1992), J. Neuropath. Exp.
Neurol. 51:76. Los anticuerpos anti-5 se produjeron contra SAPP 444-592 (Oldersdorf et al (1989) Nature 341:144-
147 y (1990) J. Biol. Chem. 265:4492-4497.

Los anticuerpos (denominados anticuerpo 92) se produjeron contra un péptido sintético que incluia los residuos
591-596 de BAPP (tal como se numera en Kang et al (1987) Nature 325:773-776). El péptido (N-acetil-CISEVKM)
se conjugd a la albimina sérica de conejo que se habia activado con el éster de sulfomaleimido benzoil-N-hidro-
xisuccinimida para formar un inmundgeno. Los antisueros se produjeron contra el inmundgeno en conejos mediante
metodologias estandar. Durante cada inoculacidn, los conejos recibieron 5 ug de inmundgeno en inyecciones de 0,1 ml
subcutdneamente en 10 sitios aproximadamente (50 ug/revacunacién). El mismo péptido se acoplé al gel Sulfolink™
(Pierce Chemical Co., Rockford, IL) para la purificacién por afinidad de los anticuerpos de la fraccion IgG.

Una descripcién mds detallada de la preparacion del anticuerpo 92 es la que sigue a continuacién. Albimina sé-
rica de conejo (12,3 mg) se incubd con 13 mg de éster sulfo-maleimido benzoil-N-hidroxisuccinimida en 1,25 mls
de 0,05 M KH,PO,, pH 7,0 durante 20 minutos a 0°C. La mezcla se sometié entonces inmediatamente a filtracién
en gel sobre una columna de 1 x 75 cm de Sephadex G-10 equilibrada con el tampén fosfato. El eluyente proteico
en el volumen excluido se agrupd y se combiné inmediatamente con 30 mg del péptido N-acetil-CISEVKM que se
sintetizé mediante metodologias estindar automatizadas en fase sélida. Se dejé que se llevara a cabo la reaccién de
acoplamiento (volumen de 20 ml) por la noche y se envié entonces a instalaciones comerciales para la generacién
de anticuerpos. El protocolo de inyecciones consistié en emulsificar el antigeno en un volumen igual del adyuvante
completo de Freund e inyectar subcutdneamente un total de 50 ug del antigeno en alicuotas de 0,1 ml en 10 sitios
aproximadamente. Después, cada tres semanas se administré una inyeccién de recuerdo mediante un protocolo idén-
tico excepto en que como emulsificante, se utiliz6 el adyuvante incompleto de Freund. Los conejos se sangraron una
semana después de cada inyeccioén y se examind el suero respecto a la titulaciéon mediante la reaccién para los péptidos
en ELISA. Se purificé la IgG a partir de los sueros reaccionantes positivos mediante precipitaciéon con (NH,),SO, al
50%, (2 x’s) y se dializ6 contra PBS. El péptido N-actil-CISEVKM se conjugé al gel Sulfo-link™ (Pierce Chemical
Co., Rockford, IL) utilizando las recomendaciones del fabricante para generar una resina de afinidad con objeto de pu-
rificar los anticuerpos especificos para el péptido. La fraccién IgG se aplicé a la columna y, después de lavar mediante
un material no especificamente unido con PBS, los anticuerpos se eluyeron con 0,1 M de glicina pH 2,5, 0,5 M NaCl,
dializdndose entonces respecto a PBS antes de congelar.

El anticuerpo sueco 192 se produjo contra un péptido sintético compuesto de los residuos 590-596 de la secuencia
sueca SAPP. Ademads de la secuencia SAPP, dos glicinas y una cisteina se afiadieron como un espaciador y un engarce,
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dando lugar a la secuencia siguiente: CGGEISEVNL. El péptido se conjugé a una Albimina Sérica Bovina cationizada
activada por la maleimida, disponible comercialmente (modulador Inmune Super transportador Pierce Imject, al que
se hard referencia en adelante en la presente memoria como cBSA.) El antisuero se produjo siguiendo el esquema de
inyeccién descrito anteriormente para el anticuerpo 92.

En general, el cBSA se volvi6 a suspender en agua desionizada hasta una concentracién de 10 mg/ml. Una cantidad
igual en miligramos del péptido se afiadid al transportador y se mezclé durante cuatro horas a temperatura ambiente.
El conjugado se dializé entonces extensamente contra solucion salina tamponada de fosfato de Dulbecco sin calcio y
magnesio.

El conjugado se comparé con el cBSA inicial sobre un gel Novex de Tris-glicina al 6% pre-vertido. La conjugacién
exitosa fue indicada por un cambio visible a un peso molecular mas alto.

2. Cultivo de células cerebrales fetales humanas

Se obtuvieron muestras de tejido neural fetal a partir de caddveres fetales de 12-14 semanas. Muestras de cortex
cerebral se enjuagaron dos veces con Solucién Salina Equilibrada de Hank (HBSS). El tejido cortical (2-3 gramos) se
emplazé en 10 mls de HBSS fria a la que se afadi6 1 mg de DNasa (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO D3427).
La suspension triturada se filtr6 a través de pantallas de nylon Nitex de 210 yum y entonces de 130 um, tal como se
describe por Pullian et al. (1984) J. Virol. Met. 9:301.

Las células se recuperaron mediante centrifugacién y se volvieron a suspender en medio neuronal (MEM reforzado
con suero bovino fetal al 10%, glucosa al 1%, 1 mM Piruvato de sodio, | mM glutamina, 20 mM KCI). Placas (o discos)
de 100 mm revestidos con polietilenimina se sembraron con 1,5 x 107 células en 8 mls de medio neuronal. El medio
se cambi6 dos veces a la semana. Todos los cultivos en este estudio se desarrollaron in vitro por lo menos 30 dias.
Para las condiciones de crecimiento sin suero, los cultivos se cambiaron a un medio definido (DMEM suplementado
con 5 pg/ml de insulina bovina; 0,1 mg/ml de transferrina humana; 0,1 mg/ml de la fraccién V de BSA; 0,062 ug/ml
de progesterona, 1,6 pg/ml de putrescina; 0,039 pg/ml de selenito sédico, 0,042 ug/ml de tiroxina; y 0,033 pg/ml de
triyodo-L-trionina), recuperdndose, después de 3 dias, el sobrenadante.

El medio condicionado de las células (10 ml) se recuperé. EDTA (5 mM), leupeptina (10 pg/ml) y Tris-HCI (20
mM, pH 8,0) se afiadieron a cada uno de las muestras de 10 ml a la concentracién final indicada, haciendo rotar la
muestra a 30.000 xg durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante se dividi6 en dos alicuotas iguales, afiadién-
dose 6C6 a una de las alicuotas (200 ul de la resina con aproximadamente 5 mg/ml de 6C6 unido). Ambas alicuotas
se mezclaron suavemente durante 6 horas a 4°C, sedimentandose la resina, y aladiéndose una segunda alicuota de 200
ul de la resina. Las muestras se mezclaron posteriormente durante la noche a 4°C. Las resinas combinadas se lavaron
dos veces con TTBS, y se extrajeron brevemente dos veces con una alicuota de un ml de 0,1 M glicina, 0,1 M NaCl,
pH 2,8.

El material extraido de la resina, el medio vaciado por la resina y el medio de iniciacién se precipitaron individual-
mente con TCA al 10% (4cido tricloro-acético) a 0°C durante una hora, se lavaron los sedimentos con acetona y se
volvieron entonces a suspender en 150 ul de tamp6én SDS-PAGE de la muestra, bajo condiciones reductoras, hirvién-
dose. Cada muestra (25 ul) se sometié a SDS-PAGE utilizando geles de tricina del 10-20% (Novex). Las proteinas se
transfirieron a membranas Problot DVDF durante la noche a HOV. La visualizacién de las proteinas inmunoreactivas
utilizé el sistema de quimioluminiscencia TROPIX segtn las instrucciones del fabricante para el sustrato AMPPD.
Las concentraciones de anticuerpos primarios fueron de: anti-5, 0,1 pg/ml; 92, 2 ug/ml; 10DS, 2 ug/ml.

3. Cultivo de las células 293 humanas

Células humanas 293 (ATCC n° CRL-1573) se modificaron para sobreexpresar APP (Selkoe et al. (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci USA 85: 7341). Las células se hicieron crecer en placas de 10 cm para obtener subclonfluencias antes
de utilizarlas. El marcado metabdlico y la inmunoprecipitacion se llevaron a cabo esencialmente tal como previamente
se describi6 en Oltersdorf et al. (1989), Nature 341:144 y (1990) J. Biol. Chem. 265:4492. Brevemente, el marcado se
realiz6 en placas de 10 cm. Las células se lavaron en medio sin metionina, se incubaron durante 20 minutos en 2 ml
de medio sin metionina suplementado con 0,5 mCi de 35%-metionina, se lavaron en medio completo, y se retuvieron
durante 2 horas en 3 ml de medio completo. El medio condicionado se recuperé y depur6é a 3000 xg durante 10
minutos, seguido por preabsorcién con proteina A Sepharose® (Pharmacia, Piscataway, NJ). La inmunoprecipitacién
se llevé a cabo con 1,5 mg de proteina A Sepharose® por muestra. Se utiliz6 un anticuerpo anti-5 con 2 ug por muestra;
6C6, THS y 92 se utilizaron con 10 ug por muestra. 5 mg de la IgG anti ratén de conejo se utilizaron con 6C6 y 7HS,
asf como en las muestras de control. Los precipitados se lavaron cuatro veces en TBS (137 mM NacCl, 5 mM KClI, 25
mM Tris, pH 7,5), NP40 al 0,1%, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 10 ug/ml leupeptina. SDS-PAGE se llevé a cabo en
geles Laemmli al 5%.
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4. Cultivo de células 293 humanas transfectadas con la mutacion sueca

Pocillos duplicados en una bandeja de 6 pocillos de células 293 renales humanas se transfectaron transitoriamente
con vectores plasmidicos que expresaban la SAPP humana normal o 1a SAPP variante de la mutacién sueca utilizando
la transfeccién mediada por DOTAP, tal como se describe por el fabricante (Boehringer Mannheim). 40 horas después,
las células se dispusieron en DME sin metionina que contenia suero de ternera fetal al 10% y 20 minutos después se
marcaban durante 35 minutos con 200 uCi/ml de S**-metionina. Las células se volvieron entonces a situar en medio
DME normal que contenia suero de ternera fetal al 10% y se incubaron otras 2,5 horas. El medio se recupero a partir
de las células, y se hicieron rotar a 1000 xg durante 15 minutos para eliminar todas las células. Los sobrenadantes se
dividieron por la mitad y una de las mitades se inmunoprecipité con anticuerpo anti-5 mediante los procedimientos
estdndar. La otra mitad se incubd por la noche con el anticuerpo 6C6 acoplado a agarosa, y el material unido al
6C6 agarosa se separé mediante centrifugacién. El material que quedaba fue el que precipité inmunolégicamente
con el anticuerpo anti-5. Los inmunoprecipitados totales anti-5 (a5+), los precipitados unidos a 6C6 (6¢6+) y los
inmunoprecipitados reactivos anti-5 y no reactivos 6C6 (6C6-, @5+) se procesaron en un gel Laemmli al 5% y las
protefnas inmunoreactivas se visualizaron mediante autoradiografia.

5. Especificidad del anticuerpo 192 sueco

Se recuper6 el medio condicionado de las células renales 293, que se habian transfectado establemente para so-
breexpresar la proteina SAPP sueca. Alicuotas de un mililitro se afiadieron a 100 ul de la resina de afinidad-6C6
inmovilizada (véase antes) o a 100 ul de agarosa-heparina (Sigma). La reaccion con la resina 6C6 se realiz6 durante
5 horas a 4°C; la agarosa-heparina se hizo reaccionar durante 30 minutos a 4°C. Después de la incubacion, las resinas
se lavaron con TTBS y entonces se afiadieron a cada muestra 100 ul del tampdén de muestra 2 X SDS-PAGE, hirvién-
dose las muestras (5 minutos) y centrifugdndose brevemente. Veinte ul de las muestras se cargaron en geles de SDS-
poliacrilamida al 6% y se sometieron a electroforesis. Las proteinas se transfirieron a membranas ProBlot® tal como
se ha descrito anteriormente. Las muestras se sondearon con los anticuerpos siguientes: 6C6 (descrito anteriormente),
sueco 192 (véase antes), o 8E5 (un anticuerpo monoclonal que reconoce un epitopo de SAPP en la regién de los ami-
noécidos 444-592, utilizando la numeracién de la forma 695). Se utilizaron todos los anticuerpos a 2 ug/ml durante
el sondeo de la inmunotransferencia. La visualizacién del material inmunorreactivo se alcanzé utilizando el sistema
Amersham ECL® segiin las recomendaciones de los fabricantes. El bloqueo y las diluciones de los anticuerpos se
realizaron utilizando leche seca sin grasa al 5% (Carnation) en TTBS.

6. Ratones transgénicos

Se generaron ratones transgénicos utilizando los pldsmidos que se muestran en la Fig 7 (NSEAPPsw y
NSEAPPswA3’). Estos pldsmidos contienen la forma 751 de SAPP que contiene la mutacién sueca (KM a NL en
posicién 595 y 596 de la forma 695). El promotor neural enolasa especifico gobierna la expresion y proporciona una
secuencia de corte y empalme. El promotor NSE de la rata y las secuencias de corte y empalme se derivaron de pNSE6
(Okayama y Berg (1982) Mol. Cell. Biol. 2:161-170. Este vector contiene el fragmento Bg1II de 4,2 kb de la regién
del promotor NSE de la rata (que empieza a partir del sitio Bg11I por encima y continua hasta el sitio Bg11I en el intrén
segundo), clonado en el sitio BamHI del vector pSP65 (Promega). El sitio Xbal derivado del vector en el extremo 5’
del promotor definié el extremo 5’ del promotor utilizado y el ATG iniciador de la traduccién de NSE, contenido en
el interior del intrén segundo, se fusion6 con el ATG iniciador de SAPP.

NSEAPPsw contiene también una secuencia de corte y empalme de SV40 en la region 3’ del gen. Esta secuencia
de corte y empalme se derivé del vector pL1 de Okayama/Berg, y es una fusién de las dltimas secuencias de corte y
empalme mensajeras 19s y 16s (Forss-Petter et al. (1990) Neuron 5:187-197). La poliadenilacion es suministrada por
las secuencias de SV40.

Los ratones transgénicos que incorporan estas secuencias plasmidicas se generaron utilizando técnicas estandar.
El fragmento Notl que contiene la casette de expresion anteriormente descrita se purificé e inyeccté en los cigotos
obtenidos de un ratén hibrido C57B1/DBA. Los cigotos se implantaron en ratones pseudopreiiados y la descendencia
se detect6 en cuanto a la presencia de secuencias plasmidicas en el ADN de la cola mediante PCR, transferencia en
ranura y andlisis Southern. Los ratones fundadores asi generados se detectaron respecto a la expresion de la expresion
del BAPP humano mediante andlisis de su descendencia F1 transgénica. Los cerebros de los animales F1 se homoge-
nizaron con un homogenizador manual (polytron PT122B, Kinematica AG), bien en tamp6én SDS (SDS al 2%, 20 mM
Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA) o en tamp6n NP-40 (NP40 al 1%, 50 mM Tris pH 7,5, 10 mM EDTA, y
un coctel de inhibidores de la proteasa que contenia 5-10 ug/ml de leupeptina, 2-4 pg/ml de Pepstatina A, 5-10 pug/ml
Aprotinina, y 1-2 mM PMSF). Los lisados de SDS se cargaron directamente sobre los geles para andlisis Western.
Los homogenados NP40 se hicieron rotar a 55.000 rpm durante 10 minutos en una ultracentrifuga Beckman (rotor
T1100.3) y los sobrenadantes se cargaron en los geles para el andlisis Western. Este se llevo a cabo mediante proce-
dimientos estdndar que utilizaban los anticuerpos anti-5 (0,4 pg/ml) o 8E5 (5 pg/ml) para detectar la SAPP especifica
humana. Aquellas progenies que expresaban niveles relativamente altos de SAPP se seleccionaron para un andlisis
posterior. Este incluia las progenies Hillary 14, Chelsea 32 y Chelsea 58. Los experimentos que se describen en la pre-
sente memoria se llevaron a cabo en animales heterocigotos de estas progenies derivados mediante cria transgénica,
que contenia animales de tipo salvaje y detectando a la descendencia respecto a la presencia del transgén. De modo
similar, pueden utilizarse animales homocigéticos procedentes de un nimero seleccionado de progenies.
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Descripcion de las figuras experimentales
Fig 2
Demostracion de BAPP truncado en un medio condicionado de cultivos celulares humanos cerebrales mezclados

La muestra 1 es el medio condicionado del cultivo; la muestra 2 es el medio vaciado del BAPP 6C6 reactivo; y la
muestra 3 es el material extraido de la resina 6C6. El grupo A se sondeé con 5 anticuerpos que se obtuvieron contr
la secuencia 444-592 de BAPP (Oltersdorf et al. (1989), Nature 341:144-147 y (1990) J. Biol. Chem. 265:4492-4497.
El grupo B se sonded con el anticuerpo 92, descrito en la seccion de Materiales y Métodos. El conjunto C se sonded
con 10DS3, un anticuerpo monoclonal que reconoce un epitopo en el interior de los residuos 1-16 de SAPP, tal como se
describe en la seccién de Materiales y Métodos. las bandas de peso molecular mas bajo observadas en C2 y C3 no se
apreciaron en C1 y se derivan de la resina 6C6 y son reconocidas por el conjugado de fosfatasa alcalina IgG anti ratén
de cabra, independiente de un anticuerpo primario (datos que no se muestran).

Fig 3
Especificidad de los anticuerpos 92

Un mililitro de una muestra de CSF lumbar humano obtenida de un macho de 75 afios de edad, se precipité con
TCA al 10% para obtener una concentracion diez veces superior y se proceso tal como se describe en la Fig 2, excepto
en que el pocillo del gel tiene una ranura de 4 cm. El anticuerpo 92 se diluy6 hasta 6,7 ug/ml en 0,5 mls de TTBS
en presencia de varios péptidos potencialmente competitivos, cada uno a una concentracion aproximada de 60 uM,
durante 10 horas a 4°C con agitacién suave. El anticuerpo se diluyé entonces ocho veces en gelatina al 1%/TTBS
antes de incubarlo con tiras de la transferencia por adsorcion del material derivado de CSF y procesado tal como se
describe en la Fig 2. Los péptidos competitivos son de la siguiente forma: carril 1, sin afladir péptidos competitivos,
carril 2, GSGLTNIKTEEISEVK; carril 3,YSGLTNIKTEEISEVKM,; carril 4, ISEVKM,; carril 5, EISEVKMD,; carril
6, CISEVKM,; carril 7, YISEVKM. MW= marcadores de peso molecular (indicados en kilodaltons).

Fig 4

Heterogeneidad del peso molecular de las formas secretadas de APP en la inmunoprecipitacion detectada por los
anticuerpos contra distintos extremos C en las progenies celulares y en los cultivos cerebrales fetales humanos pri-
marios

Anticuerpos: anti-5:Carriles 3,6,9; 6C6 (dirigido contra los residuos 1-16 del péptido SAP): Carriles 4, 7, 10;
anticuerpo 92 (contra aminoacidos 591 a 596 de APP): Carriles 5, 8, 11; 7HS (contra APP-KPI): Carril 12. Células:
grupo izquierdo (carriles 1 y 3-5): células 293 transfectadas establemente con APP 695; grupo medio (carriles 2 y
6-8): células 293 transfectadas establemente con APP 751; grupo derecho (carriles 9-13): cultivos cerebrales fetales
humanos. Controles: carriles 1, 2 y 13: anticuerpo de conejo anti IgG de ratén. Flechas: un ejemplo de diferencia de
peso molecular entre formas secretadas de APP reconocidas por los anticuerpos 6C6 y 92. SDS-PAGE se llevé a cabo
en un gel Laemmli al 5%. MW= marcadores de peso molecular (indicados en kilodaltons).

Fig 5
Demostracion de BAPP truncado en medio condicionado de células 239 humanas transfectadas con la mutacion sueca
La Fig 5 muestra resultados de transfecciones duplicadas tanto para la forma normal como para la sueca. Los
carriles 1-4 son a5+; los carriles 5-8 son 6C6+; y los carriles 9-12 son muestras 6C6-, a5+. Los carriles 1, 2, 5, 6,
9y 10 son del BAPP normal, y los carriles 3, 4, 7, 8, 11 y 12 son del SAPP sueco. La mutacién sueca da lugar a la
produccion de un aumento de AFT-aAPP, pues los carriles 11 y 12 contienen mds material ATF-BAPP que los carriles
9y 10.
Fig 6
Inmunotransferencia que demuestra la especificidad del anticuerpo sueco 192
La figura 6 muestra una inmunotransferencia que demuestra la especificidad del anticuerpo sueco 192. Los carriles
1, 3, 5 contienen material eluido de heparina agarosa. Los carriles 2, 4, 6 contienen material eluido de la resina 6C6.

Los carriles 1 y 2 se sondearon con el anticuerpo 8ES; los carriles 3 y 4 se sondearon con el anticuerpo sueco 192; los
carriles 5 y 6 se sondearon con el anticuerpo 6C6.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2206 470 TS

Figs 7TAy 7B
Mapas plasmidicos

Las Figuras 7A y 7B son mapas plasmidicos de pPNSEAPPswA3’ y pNSEAPPsw, respectivamente, que se utilizan
para producir ratones transgénicos tal como se describid anteriormente.

Fig 8
Transferencia Western

La Fig 8 es una transferencia Western de fracciones solubles de cerebros de animales transgénicos y de control
sondeados respecto a la presencia de fragmentos SAPP secretados que reaccionan con el anticuerpo sueco 192. Carril
1: marcadores de peso molecular; carril 2: progenie no transgénica; carril 3: progenie transgénica.

Fig 9
Transferencia Western

La Fig 9 son transferencias Western de homogenados cerebrales de animales transgénicos (+) y no transgénicos (-)
vaciados de formas SAPP anticuerpo 6C6-reactivas sondeados con el anticuerpo 8 E5 (grupo A) y el anticuerpo sueco
192 (grupo B).

Resultados

El anticuerpo monoclonal 6C6 que reconoce un epitopo de SAP en el interior de los residuos 1-16, se utilizé
para vaciar inmunoldgicamente ciertos fragmentos SAPP de varias muestras. El anticuerpo monoclonal 6C6 se acopld
a la resina (tal como se describi6 anteriormente) y se incubd con el medio condicionado de los cultivos celulares
cerebrales fetales humanos, tal como se describié anteriormente. Como puede apreciarse (Fig 2, carril C2) esta resina
elimina efectivamente el SAPP que contiene SAP 1-6 del medio condicional del cultivo celular. La inmunoreactividad
sustancial del SAPP, sin embargo, no es capturada por la resina tal como se detecta mediante el anticuerpo anti-5
dirigido contra un epitopo N-terminal a la regién SAP (Fig 2, carril A2).

Con objeto de caracterizar esta forma de SAPP, se produjeron anticuerpos contra un péptido sintético que incluia
residuos 591-596 de BAPP (tal como se describe antes). Se encontré que este anticuerpo (denominado 92) reconocia
los tipos de BAPP no capturados por la resina, (Fig 2, carril B2), pero sorprendentemente no reacciond con la forma
secretada de BAPP que contenia la secuencia 1-16 de SAP (carril B3).

La explicacion para esta falta de reactividad cruzada parece ser que el anticuerpo 92 reconoce un epitopo en SAPP
incluyendo la metionina carboxi terminal, que corresponde al residuo 596. De acuerdo con esto, se examind la capa-
cidad de varios péptidos sintéticos para bloquear la inmunoreactividad generada con el 92. Como puede apreciarse en
la Fig 3, los péptidos basados en la secuencia SAPP que finalizan con el equivalente de la metionina 596, bloquean
sustancialmente la reaccion del 92, mientras que los péptidos que son un aminoacido mas largos o mds cortos en su
extremo carboxilo, son comparativamente inefectivos en la competencia. Se observé el mismo patrén de competencia
peptidica en los sobrenadantes del cultivo celular (datos que no se muestran) y en el CSF. Una serie de experimentos de
atrapamiento de pulsos revelaron que cantidades detectables del material inmunoprecipitable por el anticuerpo 92 son
producidas por células 293 que sobreexpresan bien la isoforma 695 6 la 751 de BAPP (Fig 4, carriles 5 y 8). Experi-
mentos similares sobre cultivos celulares cerebrales fetales humanos muestran que el material inmunoprecipitable por
92 puede resolverse a partir del BAPP C6C reactivo en un SDS-PAGE de bajo porcentaje (5%) (Fig 4, carriles 9-11).
En los cultivos de células cerebrales fetales, el tratamiento alternativo de las formas SAPP que contienen el dominio
KPI (inhibitorio de la proteasa Kunitz) es menos aparente, aunque se observan bandas pélidas que co-emigran con las
inmunoprecipitaciones del anticuerpo 92 y del anticuerpo 7H5 anti-KPI (carriles 11, 12).

La capacidad para resolver los materiales precipitables por los anticuerpos 92 y 6C6 en los cultivos mezclados
cerebrales se debe, por lo menos en parte, a las cantidades casi iguales de las formas respectivas producidas cuando se
comparan a la situacion en las células 293. Estus et al (1992), Science 255:726-728, observé que comparado con otros
tejidos, el cerebro humano contenia una cantidad relativamente alta del fragmento carboxi terminal amiloidogénico
que, debido a su tamaifio, parece empezar en o cerca del extremo amino de SAP.

La coincidencia temporal de la aparicion de los materiales SAPP precipitables por los anticuerpos 92 y 6C6 es un
argumento contra la posibilidad de un segundo evento proteolitico que tenga lugar después de la secrecion, particu-
larmente desde que tiempos de captura més largos no dan lugar a una alteracién notable en la proporcion de los tipos
reactivos 92 y 6C6 (datos que no se muestran). La resolucién de las formas secretadas mediante SDS-PAGE, acoplada
con la falta completa de reactividad cruzada inmunoldgica de estos tipos, demuestra posteriormente la existencia de
una via secretora alternativa. El sitio alternativo de fragmentacion se denomind como sitio de la S-secretasa, para ha-
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cer hincapié en que la fragmentacién es amino-terminal al SAP, distinta de la descrita por Esch ef al (1990), Science
248:1122-1124, que tiene lugar en el interior de SAP.

Como puede apreciarse en la Figura 6, carril 4, el anticuerpo sueco 192 no reconoce apreciablemente la forma de
BAPP que reacciona con 6C6 a pesar del hecho de que en el carril 4, comparado con el carril 3, se encuentra mas
BAPP total (comparense los carriles 1y 2). La falta de reactividad con las formas de SAPP que contienen la secuencia
BAP parcial (que reacciona con 6C6) sugiere que el anticuerpo sueco 192 reconoce el SAPP fragmentado en o cerca
del extremo amino de SAP, pero no cuando SAPP se extiende mas allad de esta region.

Con objeto de comprobar la utilidad de este planteamiento como un modelo animal, fracciones solubles de los
cerebros de animales transgénicos se sondearon en cuanto a la presencia de la forma “92” del BAPP secretado (Fig
8). Esta forma se produce como un producto de desecho de la produccién de SBAP, y la inhibiciéon de la produccion de
esta forma en células cultivadas, acompaiia a la inhibicion de la fragmentacién del extremo N-terminal de SAP, el sitio
fragmentado por la S-secretasa.

Los cerebros de ratones transgénicos (sueco Hillary 14) o no transgénicos se homogenizaron en 50 mM Tris 10 mM
EDTA junto con el céctel inhibidor protedsico anteriormente descrito, centrifugdndose a 55k rpm 10 minutos tal como
se describi6 antes. El sobrenadante se analizé mediante transferencia Western, utilizando el anticuerpo sueco “192”
que reacciona s6lo con la forma secretada de SAPP producida por la S-secretasa. Para el andlisis Western, las proteinas
se separaron sobre un gel SDS-PAGE al 6% (de Novex) y se transfirieron entonces a immobilonP mediante técnicas
estandar. El filtro se incubd con 2 pg/ml del anticuerpo sueco “192” utilizando técnicas estandar, y el anticuerpo unido
se visualizo utilizando el equipo ECL de Amersham. Tal como se muestra en la Fig 8, carril 3, existia material que
reaccionaba con “192” intensamente detectable en el sobrenadante del animal transgénico. El homogenado cerebral
del animal no transgénico contenia una pequefia cantidad de material inmunoreactivo que se mostraba ligeramente
mas rapido sobre el gel que el material especifico al animal transgénico (carril 1). Este material no estd probablemente
relacionado con SAPP, ya que no se hibridiza con otros anticuerpos SAPP (por ejemplo, anti-5).

En los sistemas de cultivo de tejidos, el anticuerpo sueco 192 no reacciona cruzadamente con el SAPP secretado
que se fragmenta en el sitio de la a-secretasa en posicién 17 en el punto medio de la secuencia SAP. Para comprobar
que esto es también verdad en los modelos murinos, se vaciaron (o eliminaron) homogenados cerebrales de formas
del BAPP fragmentado por la a-secretasa utilizando resina unida al anticuerpo 6C6, el cual es especifico para los pri-
meros 16 aminodcidos de SAP, y reacciona por tanto con el fragmento terminal amino del fragmento SAPP secretado,
fragmentado por la @-secretasa, pero no con el fragmento SAPP secretado mas corto, fragmentado por la S-secretasa.
La resina se produjo utilizando Actigel-ALS acoplado en suspension, tal como se describe por el fabricante (Stero-
gene). Se incub6 un exceso de resina-anticuerpo con los homogenados cerebrales de los animales que contenian o no
el transgén durante una incubacién inicial de 3 horas a 4°C con agitacion, separandose el material unido y no unido
mediante centrifugacién a 14.000 rpm durante 1 min. El sobrenadante se incub6 otra vez con un exceso de resina unida
al 6C6 durante 16 horas a 4°C, centrifugdndose otra vez para separar el material no unido. El material unido durante
la primera incubacién y el material que no se unié a la resina acoplada a 6C6, se analizaron mediante transferencia
Western utilizando 8ES y los anticuerpos sueco 192 (Fig 9).

Los homogenados de los ratones transgénicos (+) o no transgénicos (-) se sondearon con 8ES (grupo A) o sueco
192 (grupo B). Los catrriles 1 se refieren al homogenado total, los carriles 2 se refieren a la fraccién que no se unié a la
resina 6C6 (es decir, que no contiene el fragmento de SAPP fragmentado por la @-secretasa), y los carriles 3 se refieren
ala fraccion que se uni6 a la resina acoplada con 6C6 (es decir, que conserva el fragmento de SAPP fragmentado por la
a-secretasa). Ninguno de los SAPP, identificados por su reactividad con el anticuerpo anti-5, reacciond cruzadamente
con el anticuerpo sueco 192. El material no unido, identificado por la reactividad con el anti-5, reaccion6 con el
anticuerpo sueco 192.

De este modo, la presente invencién proporciona un modelo animal viable para la elucidacion del tratamiento
de BAPP a BAP y fragmentos relacionados, y proporciona ademds un sistema conveniente para la deteccion de los
inhibidores de la actividad de la B-secretasa y/o de medicamentos que modulen la actividad de ella.

Aungque la invencidn anteriormente mencionada se ha descrito detalladamente con objeto de clarificar su compren-
sién, es obvio que pueden llevare a cabo ciertas modificaciones dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para controlar el tratamiento in vivo de la proteina precursora del S-amiloide (BAPP), compren-
diendo dicho procedimiento la deteccién de la presencia de un fragmento terminal amino de SAPP (ATF-SAPP) en
una muestra procedente de un animal no humano transformado para expresar la mutacién sueca de la SAPP humana,
en el que el fragmento terminal amino se ha fragmentado entre Leu™® y Asp®”’.

2. Procedimiento para identificar los inhibidores de la produccién de S-amiloide, comprendiendo dicho procedi-
miento:

la deteccién de la cantidad de un fragmento terminal amino de BAPP (ATF-BAPP) fragmentado entre Leu™® y
Asp®’ en una muestra de un animal no humano transformado para expresar la mutacién sueca de la proteina precursora
del S-amiloide humano (BAPP) y al cual se ha administrado un compuesto prueba; y

la comparacién de la cantidad detectada de ATF-BAPP con una cantidad control de ATF-BAPP producida en
ausencia de dicho compuesto de prueba.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 2, en el que la cantidad de control de ATF-BAPP se mide en el mismo
animal no humano que recibe el compuesto de prueba o en el que la cantidad de control de ATF-BAPP es un valor
promedio determinado a partir de diversos animales no humanos de prueba que expresan la mutacion sueca del SAPP
humano.

4. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la presencia de ATF-BAPP se detecta
mediante reaccion de la muestra con una sustancia especifica de unién para un epitopo en el extremo carboxilo de
ATF-BAPP, que comprende la secuencia aminoécida Ser-Glu-Val-Asn-Leu, opcionalmente en el que la sustancia de
unién es un anticuerpo monoclonal producido contra un péptido que comprende los aminoacidos.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra es liquido cefalorraquideo u
homogenado cerebral.

6. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la presencia del ATF-BAPP se detecta
mediante la reaccién de la muestra con una sustancia de unién capaz de discriminar entre ATF-BAPP y los fragmentos
de BAPP relacionados.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho animal no humano es un ratén.

8. Procedimiento para detectar compuestos de prueba en cuanto a la capacidad para inhibir o modular la fragmen-
tacion de SAPP, comprendiendo dicho procedimiento:

la administracién de un compuesto de prueba a un ratén transformado para expresar la mutacién sueca del SAPP
humano, en el que dicho SAPP humano se procesa a ATF-BAPP en una cantidad suficiente para ser detectable en un
homogenado cerebral de dicho ratén transformado, y

la deteccién de un cambio en el tratamiento de SAPP en dicho ratén transformado, cuando se compara con dicho

tratamiento en ausencia del compuesto de prueba, en el que dicho cambio en el tratamiento de SAPP es detectado
midiendo un cambio en la cantidad de ATF-SAPP.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE: ATHENA NEUROSCIENCES, INC.

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Procedimientos de deteccién de inhibidores de la produccién de péptidos
beta-amiloides

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 12

(iv) DIRECCION CORRESPONDENCIA:
(A) DIRECCION: Townsend and Townsend Khourie and Crew
(B) CALLE: One Market Plaza, Steuart Tower, Ste. 2000
(C) CIUDAD: San Francisco
(D) ESTADO: California
(E) PAIS: USA
(F) ZIP: 94105
(v) MEDIO LEGIBLE POR ORDENADOR
(A) TIPO DE MEDIO: Disquete
(B) ORDENADOR: PC compatible IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version # 1.25

(vi) FECHA DE SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 08/143.697
(B) FECHA DE PRESENTACION: 27-OCT-1993
(C) CLASIFICACION:

(vii) FECHA DE SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 07/965.971
(B) FECHA DE PRESENTACION: 26-OCT-1992

(viii) FECHA DE SOLICITUD ANTERIOR:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: US 07/868.949
(B) FECHA DE PRESENTACION: 15-ABR-1992

(ix) DATOS DE ABOGADO/AGENTE DE INFORMACION:
(A) NOMBRE: Heslin, James M.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 29.541
(C) REFERENCIA/NUMERO DE DOCUMENTO: 15270-4-2PC

(ix) INFORMACION DE CONTACTO:
(A) TELEFONO: 415-326-2400
(B) FAX: 415-326-2422

(2) INFORMACION PARA SEC ID n°: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 16 aminoacidos
(B) TIPO: aminoécido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO MOLECULAR: péptido
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(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 1

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

(2) INFORMACION PARA SEC ID n® 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO MOLECULAR: péptido

(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 2

TyYyr Ser Gly Leu Thr Asn Ile Lys Thr Glu Glu Ile Ser Glu Vval
Lys
1 5 10 1s

Met

(2) INFORMACION PARA SEC ID n® 3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 6 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO MOLECULAR: péptido

(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 3:

Ile Ser Glu Val Lys Met
b s

(2) INFORMACION PARA SEC ID n® 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 8 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO MOLECULAR: AND (genémico)

(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 4:

Glu Ile Ser Glu Val Lys Met Asp
1 S

(2) INFORMACION PARA SEC ID n°: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 7 aminoacidos
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(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO MOLECULAR: ADN (genémico)
(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 5:

10 Cys Ile Ser Glu Val Lys Met
1 5

(2) INFORMACION PARA SEC ID n°: 6

15 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 7 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

20 (C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO MOLECULAR: ADN (genémico)
25 (xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 6:

Tyr Ile Ser Glu Val Lys Met
1 )

30 (2) INFORMACION PARA SEC ID n°: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

40 (ii) TIPO MOLECULAR: péptido
(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 7:

35

Asp Arg Gly Leu Thr
1

45 5

(2) INFORMACION PARA SEC ID n°: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 10 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO MOLECULAR: péptido
(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 8:

50

55

60

Thr Arg Pro Gly Ser Gly Leu Thr Asn Ile
1 S 10

(2) INFORMACION PARA SEC ID n°: 9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 10 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO MOLECULAR: péptido

(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 9:

Lys Thr Glu Glu Ile Ser Glu Val Lys Met
1 5 10

(2) INFORMACION PARA SEC ID n° 10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 10 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO MOLECULAR: péptido
(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 10:

Lys Thr Glu Glu Ile Ser Glu Val Asn Leu
1 5 10

(2) INFORMACION PARA SEC ID n°: 11:

1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 5 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO MOLECULAR: péptido
(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 11:

Ser Glu Val Asn Leu
1 S

(2) INFORMACION PARA SEC ID n® 12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 9 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(C) TIPO FILAMENTO: simple
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO MOLECULAR: péptido
(xi) DESCRIPCION SECUENCIA: SEC ID n° 12:

Cys Gly Gly Glu Ile Ser Val Asn Leu
1 s
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