@ Numero de publicacién: 2 274 869

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
GO1N 33/68 (2006.01)
ESPANA A61K 38/17 (2006.01)

CO7K 14/47 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 01909655 .1
Fecha de presentacion : 18.01.2001

Numero de publicacion de la solicitud: 1250600
Fecha de publicacion de la solicitud: 23.10.2002

Titulo: Diagndstico de tauopatias determinando la relacion tau/fosfotau.

Prioridad: 24.01.2000 EP 00870008 @) Titular/es: Innogenetics N.V.
27.01.2000 US 178391 P Industriepark Zwijnaarde 7, Box 4
22.11.2000 EP 00870280 9052 Ghent, BE
Fecha de publicacion de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Vanmechelen, Eugeen y
01.06.2007 Vanderstichele, Hugo
Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Lehmann Novo, Maria Isabel
01.06.2007

ES 2274 869 T3

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2274 869 T3

DESCRIPCION

Diagnéstico de tauopatias determinando la relacién tau/fosfotau.
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con el diagndstico de tauopatias. Asimismo proporciona un método nuevo para
la deteccidn y/o el diagnéstico diferencial de tauopatias. Y también proporciona un fosfopéptido que se puede usar en
la estandarizacién de un método de la invencion.

Antecedentes de la invencion

Se han asociado varias formas de demencia, las denominadas tauopatias (Goedert et al, 1998), con el mismo
mecanismo fisiopatolégico, la participacién de la proteina estructural tau. La proteina tau asociada al microtibulo
es un componente principal por ejemplo de los filamentos helicoidales apareados (FHA) y los ovillos neurofibrilares
(ONF), asociados a la enfermedad de Alzheimer (Brion et al., 1985; Delacourte y Defossez, 1986; Grundke-Igbal et
al., 1986; Kosik et al., 1986; Wood et al., 1986; Kondo et al., 1988). La proteina tau existe en diferentes isoformas,
de las cuales entre 4 y 6 se encuentran en el cerebro del adulto pero sélo 1 isoforma se detecta en el cerebro del feto.
La diversidad de las isoformas se genera a partir de un tnico gen del cromosoma humano 17 por empalme alternativo
de ARNm (Himmler, 1989; Goedert et al., 1989; Andreadis et al., 1992). La caracteristica mds sorprendente de la
proteina tau, segin se deduce de la clonacién molecular, es un tramo de 31 6 32 aminoécidos, que se encuentra en la
parte carboxilo terminal de la molécula, que puede repetirse 3 6 4 veces. Se genera una diversidad adicional mediante
inserciones de 29 6 58 aminoédcidos de longitud en la parte NH,-terminal de las moléculas de tau (Goedert et al.,
1989). In vivo la proteina tau promueve el ensamblaje del microtibulo y la estabilidad del compartimiento axonal de
las neuronas mediante interacciones en las que participa su dominio de unién al microtibulo que esta ubicado en la
region repetida de tau (255-381) (Lewis et al., 1988). En circunstancias normales el cerebro del adulto contiene 2 a 3
moles de fosfato por mol de tau (Selden y Pollard, 1983; Ksiezak-Reding et al., 1992). La fosforilacion de diferentes
sitios en la proteina tau normal segin se estudid en ratas y seres humanos depende del estado de desarrollo (Lee et al,
1991; Bramblett et al., 1993; Goedert et al., 1993). Se detectaron variantes de tau de 60, 64 y 68 kDa que surgen como
consecuencia de la fosforilacion en dreas cerebrales que presentan ovillos neurofibrilares (Delacourte et al., 1990;
Goedert et al., 1992; Flament et al., 1990. Greenberg y Davies, 1990). Estos cerebros contienen de 6 a 8 moles de
fosfato por mol de tau (Ksiezak-Reding et al., 1992). En proteina tau aislada de FHA (tau de FHA), la fosforilacién
tiene lugar en varias posiciones (Igbal et al., 1989; Lee et al., 1991; Hasegawa et al., 1992; Hanger et al., 1998; Buee
et al., 1999).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo mas comin de demencia degenerativa primaria asociada a una pa-
tologia tau y tiene una prevalencia de 42 a 75% (Brun, 1993; Gustafson, 1993; Ebly et al., 1994). La demencia
frontotemporal (DFT) es una afeccion clinica en la que estan presentes patolégicamente la enfermedad de Pick, la
demencia frontotemporal con parkinsonismo vinculado al cromosoma 17, la demencia frontotemporal esporddica y
enfermedades de las motoneuronas. Segin un estudio pequefio de Mann et al. (2000), 16 de los 37 casos de DFT se
pueden clasificar como tauopatias basdndose en la inmunohistoquimica de tau. La patologia tau filamentosa asociada
a tau es decir ovillos neurofibrilares (ONF), se encuentra congruentemente en la EA (Tomlinson y Corsellis, 1984)
pero también en la DFT (Spillantini y Goedert, 1998). Las proteinas tau patoldgicas se encuentran tanto en la EA
como en la DFT (Vermersch et al., 1995; Delacourte et al., 1996), sin embargo estudios del tejido cerebral sugieren
que la patologfia tau es diferente en la EA y la DFT, lo que esté posiblemente relacionado con el grado de fosforilacién
(Delacourte et al., 1996). Otras formas de demencia asociadas a una patologia tau incluyen la paralisis supranuclear
progresiva (PSP), la degeneracién corticobasal (DCB) y la panencefalitis esclerosante subaguda. En la actualidad no
se comprende muy bien el papel de la hiperfosforilacién en la patologia de estas tauopatias. Ademas, se han encon-
trado varias dificultades para determinar exactamente el grado de fosforilacién de sitios de fosforilacion especificos
concentrados en la region de la prolina. Debido a estas dificultades, no se cuenta todavia con un método preciso para
la deteccidn especifica de estas tauopatias.

Objetivos de la invenciéon

Un objetivo de la presente invencidn es proporcionar un método para el diagnéstico de una tauopatia en un indivi-
duo.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para el diagndstico de la enfermedad de Alzhei-
mer, la enfermedad de Pick, la demencia frontotemporal esporadica y/o la demencia frontotemporal con parkinsonismo
vinculado al cromosoma 17 en un individuo.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un método para el diagndstico diferencial de una tauopatia
frente a una no tauopdtica.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para el diagndstico diferencial de una tauopatia
frente a una neurodegeneracion no-tauopatia.
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Otro objetivo de la presente invencidn es proporcionar un método para el diagnéstico diferencial de una tauopatia
frente a la demencia vascular, la enfermedad de Creutzfeldt Jacob, el accidente cerebrovascular y/o la neurotoxicidad
en pacientes con leucemia.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un método para el diagnéstico diferencial de la enfermedad
de Alzheimer; la enfermedad de Pick, la demencia frontotemporal esporadica y/o la demencia frontotemporal con
parkinsonismo vinculado al cromosoma 17 frente a la demencia vascular, la enfermedad de Creutzfeldt Jacob, el
accidente cerebrovascular y la neurotoxicidad en pacientes con leucemia.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un método in vitro seglin se describi6 precedentemente.
Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un fosfopéptido para usar en estandarizacion.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un fosfopéptido para usar en la estandarizacién de un método
para detectar fosfotau (181).

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un fosfopéptido para usar en la estandarizacién de un método
segun se describié precedentemente.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar un juego de reactivos de diagndstico para usar en un método
seglin se describi6 precedentemente.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un péptido, un método y/o un juego de reactivos de diagnds-
tico para la experimentacion o la seleccién de farmacos, para la determinacidn de las concentraciones de un farmaco
y/o para la determinacién de la eficacia de un determinado tratamiento para una tauopatia.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Cartografia fina de los anticuerpos contra tau, HT7, taul, BT2, AT120 y AT270 en péptidos sintéticos
superpuestos. S6lo se muestran péptidos inmunorreactivos. A. Cartograffa de péptidos sintetizados sobre pines (va-
rillas). Se utilizaron 48 nonapéptidos con 8 aminodcidos superpuestos para cubrir la regiéon de tau desde 155 hasta
208. B. Sintesis de péptidos sobre papel. Dieciséis péptidos superpuestos de 12 aminodcidos de longitud definen el
epitopo AT120 en la regién 206-232. C. Cartografia del anticuerpo AT270 en fosfopéptidos biotinilados (la treonina
fosforilada estd indicada) que cubren la regién desde 166 hasta 196.

Figura 2. Especificidad del anticuerpo AT270 para fosfoThr 181 segin se definié por cribado de fosfopéptidos
sintéticos. Los fosfopéptidos biotinilados se capturaron en placas recubiertas con estreptavidina a una concentracién
de 1 pg/ml. Se detecté AT270 a través de un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa. Las secuencias de los
péptidos se muestran en la Tabla 1.

Figura 3. Relacién de los niveles de fosfotau, determinados mediante el ensayo de HT7-AT270, y de los niveles
de tau total (ensayo AT120-(HT7-BT2)). Se analizaron varias preparaciones de tau en FHA con diferentes diluciones.
La figura muestra los datos brutos segtin se analizaron por duplicado en dos placas diferentes de la dilucién de la
preparacién de tau en FHA correspondiente aproximadamente a una DOys, de 0,5. Las barras en la grafica son desvia-
ciones estdndar. Los FHA-A a D derivan de corteza frontotemporal, en tanto los FHA-E se preparan de una region del
hipocampo de un cerebro con Alzheimer.

Figura 4. Nube de puntos de tau total en LCR en demencia frontotemporal, enfermedad de Parkinson, enfermedad
de Alzheimer y encefalopatia arteriosclerética subcortical.

Figura 5. Nube de puntos de fosfotau (181) en LCR en la demencia frontotemporal, la enfermedad de Parkinson,
la enfermedad de Alzheimer y la encefalopatia arterioesclerdtica subcortical.

Figura 6. Representacion grafica de la correlacion entre tau total en LCR y fosfotau (181) en LCR, con todos los
individuos del estudio incluidos.

Figura 7. Nube de puntos de la relacién de fosfotau (181)/tau total en el LCR de pacientes con demencia fronto-
temporal, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer y encefalopatia arteriosclerdtica subcortical.

Figura 8 Tau total en LCR (izquierda) y fosfotau (181) en LCR (derecha) en diferentes momentos (puntos de la
gréfica correspondientes al tiempo) después del accidente cerebrovascular. Las grapas son valores medios y las barras
desviaciones estdndar (DE). Nimero de muestras en diferentes momentos: dia 0-1: n =9, dia 2-3: n =18, dias 7-9: n =
22, semana 3: n = 2I, meses 3-5: n = 21. Significancia comparada con dfa 0-1: para tau en LCR: dia 2-3: p = 0,002, dias
7-9: p<0,0001, semana 3: p<0,0001, meses 3-5: p = 0,035; para fosfotau en LCR: No hubo diferencias significativas
en ningdn punto de la grafica correspondiente al tiempo en comparacién con los dias 0-1.

Figura 9. Valores individuales de tau total en LCR (izquierda) y fosfotau (181) en LCR (derecha) en diferentes
momentos, de los nueve pacientes de los que se obtuvieron muestras de LCR el dia uno.
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Figura 10. Correlacidn entre tau total en LCR y fosfotau (181) en LCR en pacientes con enfermedad de Alzheimer
(n =54) y controles (n = 17) (izquierda) y en pacientes con accidente cerebrovascular (n = 22, nimero de muestras =

91) (derecha).

5 Tablas

TABLA 1
10 Secuencia de los péptidos fosforilados utilizados para determinar la especificidad de AT270 para fosfoThr 181

Nombre Secuencia N° de ID Sec
. 153 KGADGKTKIAT (p) PRGAAPPGQK 8
175 QANATRIAPKT (p) PPAPKTPPSS 9
20 181 RIPAKTPPAPKT (p) PPSSGEPPKS 10
198 PPKSGDRSGYS {p) SGSPGTPGSR 11
199 PKSGDRSGYSS (p) GSPGTPGSRS 12
25 202 SGDRSGYSSGS (p) PGTPGSRSRT 13
205 RSGYSSGSPGT (p) PGSRSRTPSL 14
2 208 YSSGSPGTPGS (p) RSRTPSLPTP 15
210 SGSPGTPGSRS {p) RTPSLPTPTR 16
212 SPGTPGSRSRT (p) PSLPTPTREP 17
35 214 GTPGSRSRTPS (p) LPTPTREPKK 18
217 GSRSRTPSLPT (p) PTREPKKVAV 19
231 REPKKVAVVRT (p) PKSPSSAKS 20
» 235 KKVAVVTPKS (p) PSSAKSRLQ 21
262 VKSKIGS (p) TENIK 22
45 396 TDHGAEIVYKS (p) PVVSDTSPRH 23
400 AEIVYKSPVVS (p} DTSPRHLSNV 24
403 IVYKSPVVSDT (p) SPRHLSNVSS 25
% 404 YKSPVVDTS (p) PRHLSNVSST 26
409 VVSDTSPRHLS (p) NVSSTGSIDM 27
55 412 DTSPRHLSNVS (p) STGSIDMVDS 28
422 SSTGSIDMVDS (p) POQLATLADEV 29
(p): el aminocacido esta fosforilado.

60

65
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TABLA 2

Caracteristicas clinicas de los pacientes que participaron en el estudio descrito en el ejemplo 2

Diagnéstico N = Sexo Edad Duracién de Grado de Relacién de
(M:F) demencia (y)  demencia® albumina®

DFT 18 5:13 65,548, 4 4,1+3,2 17,746, 4 9,7++2,9
Frob EA 41 13:28 73,8%5,9 3,2+1,8 17,6%5,2 5,4+1,8

Pos EA 19 11:8 78,9%5,° 3,0%2,3 21,9%3,7 7.,9t2,9

EAS 17 12:5 75,844, 4 2,612,2 22,1+7,2 11,9+7,2

EP 15 11:4 69,9+7,5 - - 6,8+2,4
Controles 17 4:13 71,8%+4,2 - - 5,341,8

2 Puntuacién MMSE (Mini examen del estado mental); "Relacién de albimina = [albimina en LCR
(mg/L)/albimina en suero (g/L)]. Todos los valores se expresan como medias + DE. Se utilizan las
abreviaturas siguientes: DFT: Demencia frontotemporal; EA: enfermedad de Alzheimer; EAS: encefa-
lopatia arterioesclerética subcortical; EP: enfermedad de Parkinson; Prob: probable; Pos: posible; N:
nimero de individuos; M: masculino; F: femenino; y; afos de edad; LCR: liquido cefalorraquideo

TABLA 3

Niveles en LCR de tau total, fosfotau (181) y relacion fosfotau (181)/tau total en los trastornos de demencia, la
enfermedad de Parkinson y el envejecimiento normal

Diagnéstico

Niveles en liquido cefalorraguidec

{(pM)

Tau total

Fosfotau (181)

Fosfotau{l8l)

/tau total

DET
Probable EA

Posible EA

EAS

EP

Controles

t 2,88

20,01 & 7,58%**
16,34 £ 4,30%%%
3

L 70 E 2,208k

+ 1,59

o

7.4

8,33 £ 2,83

8,59 & 3,88%%*

23,12 £ 10,10%*

18,01 + 5,86
T 5,590
+ 3,11

>+ 5,72

0,88
1,16

1,96 &%
1,92 &

1,95

+ 0, 34%*%%

+ 0, 24%*%
T 0, 20%%*
1,08
0,42

0,60

Todos los valores se expresan como medias + DE. Abreviaturas:

DFT: demencia frontotemporal; EA: enfermedad de Alzheimer; EP: enfermedad de Parkinson;
EAS: encefalopatia arterioesclerdtica subcortical.

**%: el valor es significativamente diferente comparado con el valor de los controles (p<0,001).

ok el valor es significativamente diferente comparado con el valor de los controles (p<0,01).

*: el valor es significativamente diferente comparado con el valor de los controles (p<0,05).
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Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se relaciona con un método para el diagndstico de una tauopatia en un individuo, donde
dicho método comprende los pasos de:

- determinar la relacion fosfotau (181)/tau total en dicho individuo;

- inferir que dicho individuo sufre una tauopatia por comparacién de la relacion fosfotau (181)/tau total
obtenida en dicho individuo con la relacion fosfotau (181)/tau total en los individuos de control, donde una
relacién fosfotau (181)/tau total alterada en comparacién con dicha relacién en los individuos de control
constituye una indicacion.

La presente invencién también se relaciona con un método para el diagnéstico diferencial de una tauopatia frente
a una no-tauopatia en un individuo, donde dicho método comprende los pasos de:

- determinar la relacion fosfotau (181)/tau total en dicho individuo;

- inferir que dicho individuo sufre una tauopatia por comparacién de la relacién fosfotau (181)/tau total
obtenida en dicho individuo con la relacién fosfotau (181)/tau total en un individuo que sufre una no-
tauopatia o con la relacion fosfotau (181)/tau total en individuos de control, donde una relacién fosfotau
(181)/tau total alterada en comparacién con dicha relacion en individuos que sufren una no-tauopatia o en
individuos de control constituye una indicacién.

La presente invencion se basa en el hallazgo de que la relacién fosfotau (181)/tau total en el LCR de los pa-
cientes que sufren la EA y en el LCR de los pacientes que sufren ciertas formas de DFT esta significativamente
alterada en comparacién con la relacion fosfotau (181)/tau total en el LCR de los individuos de control. La presen-
te invencion se basa ademads en el hallazgo de que la relacién fosfotau (181)/tau total en el LCR de pacientes que
sufren la EA estd significativamente alterada en comparacion con la relacién fosfotau (181)/tau total en el LCR de
pacientes que sufren un accidente cerebrovascular. La indicacién de que la relacién fosfotau (181)/tau total en pa-
cientes con una tauopatia estd alterada, aporta una base para el desarrollo de una prueba para el diagndstico de una
tauopatia en un individuo y/o para el diagndstico diferencial de individuos que sufren una tauopatia frente a indivi-
duos que sufren una no-tauopatia. Una “tauopatia” es cualquier forma de demencia que se asocia con una patologia
tau.

La enfermedad de Alzheimer y ciertas formas de demencia frontotemporal (la enfermedad de Pick, la demencia
frontotemporal esporddica y la demencia frontotemporal con parkinsonismo vinculado al cromosoma 17) son las for-
mas mas comunes de tauopatia. Consecuentemente, la presente invencién se relaciona con cualquier método como el
descrito antes, donde la tauopatia es la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Pick, la demencia frontotemporal
esporddica y la demencia frontotemporal con parkinsonismo vinculado al cromosoma 17. Otras tauopatias incluyen
pero no exclusivamente la pardlisis supranuclear progresiva (PSP), la degeneracion corticobasal (DCB) y la panence-
falitis esclerosante subaguda.

En una materializacién especifica, la presente invencion se relaciona con un método para el diagndstico de la
enfermedad de Alzheimer en un individuo, donde dicho método comprende los pasos de:

- determinar la relacion fosfotau (181)/tau total en dicho individuo;

- inferir que dicho individuo sufre la enfermedad de Alzheimer por comparacién de la relacién fosfotau
(181)/tau total obtenida en dicho individuo con la relacién fosfotau (181)/tau total en los individuos de
control, donde una relacién fosfotau (181)/tau total alterada en comparacién con dicha relaciéon en los
individuos de control constituye una indicacion.

Una “no tauopatia” es cualquier estado del cerebro que no se asocia con una patologia tau. En una materializacién
de la invencion, dicha no-tauopatia es una neurodegeneracion no tauopdtica. Una neurodegeneracién no tauopdtica
es cualquier forma de trastorno neuroldgico que no esté asociado a una patologia tau. Las neurodegeneraciones no
tauopdticas incluyen pero no exclusivamente a la demencia vascular, la enfermedad de Creutzfeldt Jacob, el accidente
cerebrovascular y/o la neurotoxicidad en pacientes con leucemia. Por consiguiente, en una materializacién especifica,
la presente invencion se relaciona con un método para el diagndstico diferencial en un individuo de la enfermedad de
Alzheimer frente al accidente cerebrovascular, donde dicho método comprende los pasos de:

- determinar la relacion fosfotau (181)/tau total en dicho individuo;

- inferir que dicho individuo sufre la enfermedad de Alzheimer y no un accidente cerebrovascular por compa-
racion de la relacion fosfotau (181)/tau total obtenida en dicho individuo con la relacién fosfotau (181)/tau
total en los individuos que sufren un accidente cerebrovascular, donde una relacién fosfotau (181)/tau to-
tal alterada en comparacién con dicha relacién en los individuos que sufren un accidente cerebrovascular
constituye una indicacion.
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Fosfotau (181) incluye todas las moléculas tau que tienen un fosfato en la treonina en la posicién 181. La nume-
racién con respecto a la secuencia de aminodcidos hace referencia a la isoforma mds larga hTau40 (Goedert et al.,
1989).

Tau total hace referencia a todas las formas de tau e incluye la proteina tau en cualquier estado de fosforilacion.

La presente invencion por lo tanto se basa en el uso de tau y fosfotau (181) como marcadores neurolégicos para el
diagndstico de una tauopatia y/o para el diagnéstico diferencial de una tauopatia frente a una no-tauopatia.

Basandose en el nivel de fosfotau (181) y tau total en un individuo, se puede determinar la relacién fosfotau
(181)/tau total en dicho individuo.

La relacion fosfotau (181)/tau total se puede detectar in vitro e in vivo.

El método para la deteccién in vitro de la relacion fosfotau (181)/tau total en un individuo comprende los pasos de:
- obtener una muestra de dicho individuo;
- determinar la relacién fosfotau (181)/tau total en dicha muestra;

- inferir que dicho individuo sufre una tauopatia por comparacion de la relacién fosfotau (181)/tau total
obtenida en dicho individuo con la relacién fosfotau (181)/tau total en una muestra de individuos que
sufren una no-tauopatia o con la relacién fosfotau (181)/tau total en una muestra de individuos de control,
donde una relacion fosfotau (181)/tau total alterada en comparacién con dicha relacién en individuos que
sufren una no-tauopatia o en individuos de control constituye una indicacién.

El término “muestra” se refiere a cualquier fuente de material biolégico, por ejemplo, liquidos orgdnicos, extracto
cerebral, sangre periférica o cualquier otra muestra que contenga la proteina fosfotau (181). En una materializacién
de la invencidn, la relacion fosfotau (181)/tau total se determina in vitro mediante el analisis de la relacion fosfotau
(181)/tau total en una muestra de un liquido orgénico del paciente. La expresién “liquido orgdnico” hace referencia
a todos los liquidos que estdn presentes en el organismo humano incluidos sin caracter excluyente la sangre, la linfa,
la orina y el liquido cefalorraquideo (LCR) que contienen la proteina fosfotau (181). En otra materializacion de la
presente invencion la relacion fosfotau (181)/tau total se determina en una muestra de liquido cefalorraquideo (LCR)
extraida del paciente. Consecuentemente, la presente invencion se relaciona con un método como el descrito antes,
que comprende los pasos de:

- extraer una muestra de liquido cefalorraquideo del individuo;
- determinar la relacion fosfotau (181)/tau total en dicha muestra de liquido cefalorraquideo;

- inferir que dicho individuo sufre una tauopatia por comparaciéon de la relacion fosfotau (181)/tau total
obtenida en dicho individuo con la relacién fosfotau (181)/tau total en el LCR de individuos que sufren
una no-tauopatia o con la relacién fosfotau (181)/tau total en el LCR de individuos de control, donde una
relacién fosfotau (181)/tau total alterada en comparacién con dicha relacién en el LCR de individuos que
sufren una no-tauopatia o en el LCR de individuos de control constituye una indicacién.

Tau total se puede cuantificar por cualquier método conocido, incluido sin caricter excluyente el uso de anticuerpos
o de lo contrario mediante un ensayo funcional (Bramblett ez al., 1992). Cualquier anticuerpo monoclonal o policlonal
que reconozca especificamente a tau total se puede usar para su cuantificacién. Los anticuerpos que reconocen a la
proteina tau normal y anormalmente fosforilada incluyen el Alz50 (Ghanbari et al, 1990), el HT7 (Mercken et al.,
1992) y el AT120 (Vandermeeren et al, 1993). Pero también se pueden usar otros anticuerpos conocidos por los
técnicos en la materia que reconozcan a tau total. Un método muy rapido y fécil de usar para la cuantificacién de tau
total es INNOTEST hTau-Ag (Innogenetics, Gent, Bélgica).

Fosfotau (181) se puede cuantificar por cualquier método conocido por los técnicos en la materia, incluido pero
no exclusivamente el uso de anticuerpos. En una materializacién preferida, se cuantifica fosfotau (181) mediante un
inmunoensayo que comprende al menos los pasos siguientes:

- obtener una muestra del paciente;

- poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo monoclonal que reconozca especificamente a fosfotau
(181), en condiciones adecuadas para producir un complejo antigeno-anticuerpo;

- detectar la unién inmunolégica de dicho anticuerpo con dicha muestra.

En una materializacién atin mas preferida, se puede cuantificar a fosfotau (181) mediante el inmunoensayo ELISA
tipo sandwich que comprende los pasos siguientes:
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- obtener una muestra del paciente;

- poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo monoclonal (anticuerpo primario o anticuerpo de cap-
tura) que reconozca a fosfotau (181), en condiciones adecuadas para producir un complejo antigeno-anti-
cuerpo;

- poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo monoclonal (anticuerpo secundario o anticuerpo detec-
tor) que reconozca especificamente a fosfotau (181), en condiciones adecuadas para producir un complejo
antigeno-anticuerpo;

- poner en contacto el complejo antigeno-anticuerpo con un marcador para etiquetado especifico o acopla-
miento con dicho anticuerpo secundario, donde dicho marcador es cualquier marcador posible conocido
por los técnicos con experiencia en el tema;

- posiblemente ademds, a los efectos de estandarizacidn, poner en contacto los anticuerpos con una proteina
fosfotau purificada o un fosfopéptido que reaccione con ambos anticuerpos.

De manera ventajosa, el anticuerpo secundario lleva él mismo un marcador o un grupo para el acoplamiento directo
o indirecto con un marcador.

Las expresiones “que reconozca”, “que reaccione con”, “unién inmunolédgica” o “producir un complejo antigeno-
anticuerpo” como se usan en la presente invencion se deben interpretar en el sentido de que la unién entre el antigeno
y el anticuerpo se produce en todas las condiciones que respeten las propiedades inmunoldgicas del anticuerpo y el
antigeno.

La expresion “que reconozca especificamente” segin se usa en la presente invencion se debe interpretar en el
sentido de que dicho anticuerpo es capaz de formar un complejo inmunolégico con fosfotau (181) pero no con una
molécula de tau que no esté fosforilada en la treonina 181.

Cualquier anticuerpo monoclonal que reconozca especificamente a fosfotau (181) se puede usar en dicho método
para la cuantificacién de fosfotau (181). Un anticuerpo monoclonal preferido para usar en la cuantificacién de fos-
fotau (181) es AT270 (Solicitud internacional, publicada como WO 95/17429). Pero también se pueden usar otros
anticuerpos conocidos por los técnicos en la materia que reconozcan especificamente a fosfotau (181).

A efectos de estandarizacion, se puede usar una proteina tau o un péptido fosforilado en la treonina 181. Este
se puede obtener mediante cualquier método como la extraccién del cerebro o la fosforilacién in vitro de tau nor-
mal. Puesto que es dificil determinar con exactitud el grado de fosforilacion de los sitios de fosforilacion especificos
concentrados en la regién prolina, en una materializacién de la invencion, se usa un fosfopéptido sintético para la es-
tandarizacién. Dicho fosfopéptido sintético debe poder formar un complejo inmunoldgico con los anticuerpos usados
en el inmunoensayo.

La presente invencidén por lo tanto se relaciona también con un fosfopéptido que comprende al menos dos epi-
topos que son reconocidos por un anticuerpo monoclonal, donde dicho fosfopéptido es responsable de formar un
complejo inmunolégico con dichos anticuerpos monoclonales en un inmunoensayo ELISA tipo sandwich. Trabajos
anteriores demostraron que, aunque un péptido contenga un epitopo para un determinado anticuerpo monoclonal,
dicho anticuerpo monoclonal no siempre reconoce a dicho péptido (DeLeys et al., 1996). Los inventores de la pre-
sente pudieron definir un fosfopéptido con dos epitopos tales, que en verdad dicho fosfopéptido es capaz de formar
un complejo inmunolégico con los anticuerpos monoclonales que reconocen a dichos epitopos. Ademads, los invento-
res de la presente pudieron definir ambos epitopos de modo que el fosfopéptido fuera capaz de formar un complejo
inmunolégico con los anticuerpos monoclonales que reconocen dichos epitopos en un inmunoensayo ELISA tipo
sandwich.

El término “péptido” hace referencia a un polimero de aminoécidos (aa) y no hace referencia a una longitud especi-
fica del producto. En una materializacién de la invencion, la longitud del fosfopéptido es entre 15 y 100 aminodcidos.
En una materializacién preferida de la invencion, el fosfopéptido contiene 20 a 50 aminoédcidos. En otra materializa-
cién preferida de la invencion, el fosfopéptido contiene 30 a 40 aminoécidos.

El péptido de la invencién se puede producir mediante cualquier método conocido por los técnicos en la materia
como sintesis quimica clasica segtin describen Houbenweyl (1974) y Atherton y Shepard (1989), mediante cualquier
método comercial como los que se describen en la seccidén de los ejemplos, o por medio de técnicas de ingenieria
genética segun describen Sambrook et al. (1989).

Un fosfopéptido es un péptido que tiene un fosfato en al menos un aminodcido. El uso del fosfopéptido de la
invencién permitié a los inventores determinar la relacién entre el fosfopéptido y las fosfoisoformas especificas y
evaluar el grado de fosforilacion de los sitios de fosforilacion especificos (ver ejemplo 1, 1.5). El uso del fosfopéptido
de la invencién permitird la cuantificacion de formas moleculares particulares de tau de manera estandarizada.
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Los péptidos fosforilados se pueden preparar por cualquier método conocido. Se pueden preparar post ensamblaje,
mediante la reaccién por ejemplo con di-t-butil diisopropil diisopropilfosfoaramidita y oxidacién con hidroperéxido
de t-butilo de los residuos de serina y treonina desprotegidos. También se pueden preparar por incorporacién de ami-
noécidos fosforilados durante la sintesis peptidica. Recientemente, comenzé la comercializacion de nuevos derivados
fosforilados de serina (N-a-Fmoc-O-bencil-L-fosfoSer) (Calbiochem-Novabiochem AG, San Diego, CA 92121) para
sintetizar fosfopéptidos directamente sin fosforilacion post ensamblaje.

En una materializacion, la presente invencion se relaciona con un fosfopéptido responsable de formar un complejo
inmunolégico con el anticuerpo monoclonal HT7 y el anticuerpo monoclonal AT270, que comprende al menos:

- el epitopo minimo de HT 7:PPGQK (SEC. N°de ID 1); y
- el epitopo minimo de AT270:PPAPKT(p)P (SEC. N° de ID 2).

En una materializacién ain mas preferida, la presente invencion se relaciona con un fosfopéptido como el descrito
anteriormente, que comprende la siguiente secuencia:

PRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKT(p)PPSSGE (SEC. N°de ID 3)

donde “(p)” significa que la treonina esta fosforilada, o secuencias variantes en las condiciones en que todavia se une a
los anticuerpos monoclonales HT7 y AT270. El término “secuencias variantes” hace referencia a cualquier variante o
fragmento del péptido representado en la SEC. N° de ID 3, por sustitucién o delecién de uno o mas aminodcidos, que
todavia reconoce los anticuerpos monoclonales HT7 y AT270. El término no se refiere especificamente a, ni excluye,
las modificaciones post traduccionales del péptido como glicosilacidn, acetilacion, fosforilacién, modificaciones con
acido graso y similares. Incluidos en la definicién estan, por ejemplo, los péptidos que contienen uno o mas analogos
de un aminoécido (incluidos los aminodcidos que no son naturales), los péptidos con uniones sustituidas, las versiones
mutadas, los péptidos que contienen enlaces disulfuro entre los residuos de cisteina, los péptidos biotinilados asi como
otras modificaciones conocidas por los técnicos en la materia.

La presente invencion se relaciona ademds con el uso de dicho fosfopéptido en un método para medir el nivel de
fosfotau (181).

La presente invencion se relaciona ademads con el uso de dicho fosfopéptido en un método para el diagndstico de
una tauopatia y/o para el diagndstico diferencial de una tauopatia frente a una no-tauopatia.

La presente invencion se relaciona ademds con el uso de dicho fosfopéptido en un método para el diagndstico de
la enfermedad de Alzheimer.

La presente invencién se relaciona ademds con el uso de dicho fosfopéptido en un método para el diagnéstico
diferencial de la enfermedad de Alzheimer frente al accidente cerebrovascular.

El método para la deteccién in vitro de la relacion fosfotau (181)/tau total en un individuo, también se puede usar
para la experimentacion o el cribado de farmacos, para la determinacién de las concentraciones de un farmaco y/o
para evaluar el efecto de un determinado tratamiento sobre la tauopatia en dicho individuo.

El método para la deteccion precoz in vivo de la relacién fosfotau (181)/tau total en un individuo comprende los
pasos de determinacién de la relacién fosfotau (181)/tau total en dicho individuo y de comparacién con la relacién
fosfotau (181)/tau total en individuos sanos de control. En una materializacién, fosfotau (181) y tau total se pueden
cuantificar in vivo mediante imaginologia. Fosfotau (181) y tau total se pueden cuantificar in situ por métodos no
invasivos que incluyen sin cardcter restrictivo los métodos de imaginologia del cerebro descritos por Arbit et al.
(1995), Tamada et al. (1995), Wakabayashi et al. (1995), Huang et al. (1996), Sandrock et al. (1996), Mariani et al.
(1997). Estos métodos de imaginologia in vivo permiten la localizaciéon y cuantificacién de fosfotau (181) y tau total,
por ejemplo, mediante el uso de anticuerpos etiquetados que reconocen especificamente a fosfotau (181) o tau total,
respectivamente.

Fosfotau (181) y tau total también se pueden usar como marcadores para imaginologia in vivo para la experimen-
tacion o el cribado de farmacos, para la determinacion de la concentracién de un fairmaco y/o para evaluar el efecto de
un determinado tratamiento sobre la tauopatia en dicho individuo.

La presente invencién se relaciona ademds con un juego de reactivos para el diagndstico de una tauopatia en un
individuo y/o para el diagnéstico diferencial de una tauopatia frente a una no-tauopatia que comprende al menos un
anticuerpo que reconoce especificamente a fosfotau (181).

En otra materializacidn, la presente invencion se relaciona con un juego de reactivos de diagndstico como el que
se describi6 antes que comprende al menos:

- un anticuerpo que reconoce especificamente a fosfotau (181);
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- un anticuerpo que reconoce a tau.

En otra materializacidn, la presente invencion se relaciona con un juego de reactivos de diagndstico como el que
se describid antes que comprende al menos un fosfopéptido de acuerdo con la invencidn.

En otra materializacidn, la presente invencion se relaciona con un juego de reactivos de diagndstico como el que
se describi6 antes que comprende al menos:

- un anticuerpo que reconoce especificamente a fosfotau (181);
- un fosfopéptido de acuerdo con la invencidn.

En otra materializacidn, la presente invencién se relaciona con un juego de reactivos de diagndstico como el que
se describi6 antes que comprende al menos:

- un anticuerpo que reconoce especificamente a fosfotau (181);
- un anticuerpo que reconoce a tau;
- un fosfopéptido de acuerdo con la invencidn.

Un juego de reactivos preferido para el diagndstico de una tauopatia en un individuo se basa en un inmunoensayo
y comprende:

un anticuerpo monoclonal (anticuerpo primario) que forma un complejo inmunolégico con un epitopo de
fosfotau (181);

- un anticuerpo monoclonal (anticuerpo secundario) que reconoce especificamente a fosfotau (181);
- un marcador para etiquetado especifico o acoplamiento con dicho anticuerpo secundario;

- soluciones amortiguadoras apropiadas para llevar a cabo la reaccién inmunoldgica entre el anticuerpo pri-
mario y la muestra de ensayo, entre el anticuerpo secundario y la muestra de ensayo y/o entre el anticuerpo
secundario enlazado y el marcador;

- un fosfopéptido de acuerdo con la invencidn.

La presente invencién se relaciona ademds con el uso de un juego de reactivos de diagndstico como el que se
describid antes para el diagndstico de una tauopatia en un individuo y/o para el diagndstico diferencial de una tauopatia
frente a una no-tauopatia.

La presente invencién se relaciona ademds con el uso de un juego de reactivos de diagndstico como el que se
describi6 antes para el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Pick, la demencia frontotemporal
esporadica y/o la demencia frontotemporal con parkinsonismo vinculado al cromosoma 17.

La presente invencién se relaciona ademds con el uso de un juego de reactivos de diagndstico como el que se
describid antes para el diagnéstico diferencial de la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Pick, la demencia
frontotemporal esporddica y/o la demencia frontotemporal con parkinsonismo vinculado al cromosoma 17 frente a la
demencia vascular, la enfermedad de Creutzfeldt Jacob, el accidente cerebrovascular y/o la neurotoxicidad en pacientes
con leucemia.

La presente invencion también se relaciona con el uso de tau total y fosfotau (181) como marcadores neurolégicos
para la fabricacién de un juego de reactivos de diagndstico para el diagndstico de una tauopatia y/o para el diagndstico
diferencial de una tauopatia frente a una no-tauopatia.

La presente invencidn también se relaciona con el uso de un fosfopéptido, un método y/o un juego de reactivos de
diagndstico de la invencién para la experimentacién o el cribado de farmacos, la determinacion de las concentraciones
de un farmaco y/o para la determinacion de la eficacia de un determinado tratamiento para una tauopatia.

En toda esta especificacidn y en las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera otra cosa, la
palabra “comprenden” y las variaciones como “comprende” y “que comprende”, se entenderd que implican la inclusién
de un nimero entero o paso establecido o grupo de niimeros enteros o pasos establecidos pero que no excluye otro
nimero entero ni paso o grupo de nimeros enteros o pasos.

La referencia a cualquier estado anterior de la técnica en esta especificacion, no es y no debe tomarse como un

reconocimiento ni ningin tipo de sugerencia de que ese estado anterior de la técnica forma parte del conocimiento
general comun en Australia.
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La presente invencion se ilustrard a continuacién por referencia a los ejemplos siguientes que exponen materiali-
zaciones particularmente ventajosas. Sin embargo, se debe observar que estos ejemplos son ilustrativos y no pueden
interpretarse como restrictivos de la invencién de ninguna manera.

Ejemplos

Ejemplo 1

Diserio de un fosfopéptido para usar en la estandarizacion
1.1 Sintesis de tau y péptidos derivados de tau

Se utilizaron dos cebadores de RCP (un cebador que contiene el codén de inicio de la metionina -CATGGCTGAG
CCCCGCCAGGAGTTCGAAGTGATGG (1 a 34) (SEC. N°de ID 4) y el cebador inverso alrededor del codén de pa-
rada CCTGATCACAAACCCTGCTTGGCCAGGGAGGC (SEC. N° de ID 5)) para amplificar la forma mds pequeiia
de la tau humana en un sistema de expresién basado en P. (Innogenetics, Gent, Belgium). La secuencia del producto
de RCP se confirmé por secuenciacién. Sélo se observaron cambios en el tercer par de bases en los codones: en Pro
182 CAG en vez de CAA, en ALA 227 GCG en vez de GCA y en Asn 251 AAC en vez de AAT. Toda la numeracién
con respecto a la secuencia de aminodcidos hace referencia a la isoforma mds larga de tau: hTau40 (Goedert et al.,
1989). Se hicieron mutantes por delecién basados en la construccién de mutantes del marco de lectura llenando el sitio
Sacll (posicién del aminodcido 154-155) y el sitio Pstl (posicion 242-243).

Se llevé a cabo una sintesis peptidica automatizada en un sintetizador Millipore 9050, en general como péptidos
biotinilados N-terminalmente. Se llevé a cabo una sintesis a gran escala del péptido Ac-PRGAAPPGQKGQANATRI-
PAKTPPAPKT(p)PPSSGE-NH, (posicién 154-187) (SEC. N° de ID 3) por inmunoensayo ELISA tipo sindwich tanto
internamente como en Neosystems (Estrasburgo, Francia). El control de calidad incluye RP-HPLC (cromatografia
liquida de alta presién en fase reversa) (>99% puro), andlisis de espectrometria de masa (PM promedio 3.454,8) y
andlisis de aminodcidos (84,3% de contenido neto de péptido).

Para la cartografia de epitopos, se sintetizaron péptidos manualmente sobre pines (varillas) derivatizados (Multiple
Peptide Systems, San Diego, CA92121) o sobre papel. Para los péptidos sintetizados en papel, el papel se derivatizd
usando el anhidrido simétrico de Fmoc-B-alanina (9-fluorenilmetoxicarbonil-3-alanina) en presencia de la dimetila-
minopiridina. Después de la eliminacién del grupo Fmoc, se agregd un segundo residuo de $S-alanina a continuacién
de la activacién con TBTU (=2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1’,3,3’-tetrametiluronio tetrafluoroborato). A continuacién se
sintetizaron los péptidos manualmente como manchas.

Los péptidos fosforilados se hicieron mediante reaccion post ensamblaje con di-t-butil diisopropil diisopropilfos-
foaramidita y oxidacién con hidroperéxido de t-butilo de los residuos desprotegidos de serina y treonina. Recien-
temente, comenzd la comercializacion de nuevos derivados fosforilados de serina (N-a-Fmoc-O-bencil-L-fosfoSer)
(Calbiochem-Novabiochem AG, San Diego, CA 92121) para sintetizar fosfopéptidos directamente sin fosforilacién
post ensamblaje. Después de separarlos del soporte s6lido, los péptidos y fosfopéptidos se purificaron por cromatogra-
fia de liquidos de alto rendimiento en fase reversa (RP-HPLC). La calidad de los péptidos se verific6 por espectrometria
de masa.

1.2 Inmunoensayos

Se describieron detalles del aislamiento y la caracterizacién de los anticuerpos AT120 (Vandermeeren et al.,
1993b), HT7 (Mercken et al., 1992), BT2 (Vandermeeren et al., 1993a) y AT270 (Goedert et al, 1994). Para cuanti-
ficar las interacciones péptido-anticuerpo por ensayo de captura, se recubrié con estreptavidina (Roche Diagnostics,
Bruselas, Bélgica) a una concentracién de 5 ug/ml durante toda la noche en una solucién amortiguadora de carbonato
50 mM de pH 9,5. Después de bloquear, se agregaron y se detectaron los péptidos biotinilados con los anticuerpos
contra tau. Se usé un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa de rdbano para cuantificar la inmunoreaccion.

La version de investigacion del INNOTEST fosfotau (181P) se disefié del modo siguiente:

Las inmunoplacas de HT7 recubierto se incubaron durante toda la noche a 4°C con 75 ul de muestra o estdndar,
simultdneamente con AT270 biotinilado. Después del lavado, se agregd estreptavidina marcada con peroxidasa de
rdbano (RDI, Flandes, NJ, EE.UU.) durante 30 min. La reaccion se detuvo por agregado de 50 ul de H,SO, 0,9 N.

Se midi6 tau total usando INNOTEST hTau-Ag y se empled un peso molecular calculado de 41.065 para la tau
recombinante que se usé como estandar para convertir pg/ml a pM.

1.3 Cartografia de los anticuerpos contra tau

Para cartografiar los anticuerpos contra tau que reconocen a tau recombinante en la molécula de tau completa,
se construyeron mutantes por delecién basados en los sitios Pstl y Sacll. Los anticuerpos probados, es decir HT7,
AT120, BT2 y tau 1, estdn todos en el mapa de la region rica en prolina (posicién 154-242 en hTau40, no se muestran
los resultados). Para delinear mejor los epitopos, se sintetizaron péptidos superpuestos pequefios. En un primer paso,
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se sintetizaron 48 péptidos, de 9 aminoécidos de longitud y 8 aminoécidos superpuestos en los pines (varillas). La
secuencia varié de 155 a 208. Se probaron AT120, HT7, BT2 y taul. Se pudo cartografiar a cuatro de los cinco
anticuerpos: el epitopo minimo de HT7 fue PPGQK (posicién 159-163) (Sec. N° de ID 1), en tanto las reactividades de
BT2y tau-1 no se pudieron distinguir: DRSGYS (posicién 193-198) (SEC. N° de ID 6) (Fig. 1a). Puesto que no se pudo
cartografiar a AT120 en esos péptidos, se sintetizé un nuevo conjunto de péptidos sobre papel, cubriendo la secuencia
de 206 a 232. Fue necesario un total de 16 péptidos de 12 aminoécidos de longitud y con 11 aminodcidos superpuestos
para cubrir esta region. El epitopo minimo de AT 120 se definié mediante la secuencia PPTREPK (posicion 218-224)
(SEC. N° de ID 7) (Fig. 1b).

1.4 Especificidad de AT270

Se confirmé la especificidad del anticuerpo fosfo dependiente, AT270, en los fosfopéptido sintéticos que cubrian
22 sitios de fosforilacion de tau. Las secuencias de estos péptidos se resumen en la Tabla 1. Los péptidos sin fosforilar
correspondientes a 12 de estos sitios se analizaron en paralelo (Fig. 2). AT270 s6lo reaccioné con fosfopéptidos que
contenian fosfoThr 181 y/o fosfoThr 175. Cuando se valoraron esos péptidos en un ensayo de captura, AT270 fue 18
veces menos reactivo en base molar con el péptido que contenia a fosfoThr 175 en comparacién con el que contenia
a fosfoThr 181 (los resultados no se muestran). Finalmente el epitopo minimo se definié usando péptidos fosforilados
biotinilados de 15 aminoacidos de longitud que cubrian la regién 166-196. Los péptidos inmunorreactivos se muestran
en la Fig. 1c y el epitopo minimo de AT270 fue PPAPKT(p)P (posicién 176-182) (SEC. N° de ID 2).

1.5 Diserio del fosfopéptido y determinacion del grado de fosforilacion

Usando esta informacion del péptido, se sintetiz6 un fosfopéptido que cubria la posicién 154 a 187. Esta secuencia
cubre el epitopo de HT7 (159-163) y de AT270 (176-182) y otros 5 aminoacidos N-terminales respecto al epitopo de
HT7 y C-terminales respecto al epitopo de AT270. La concentracion exacta del fosfopéptido se determiné usando ané-
lisis de aminodcidos (Blennow et al., 1995). Basado en esta concentracion, el intervalo dindmico de un inmunoensayo
ELISA basado en peroxidasa es entre 5 y 300 pM usando precisién de perfilamiento. Los coeficientes de variacién
intraensayo y entre ensayos fueron inferiores al 10%.

Para determinar en qué medida el grado de fosforilacion se relaciona con los niveles absolutos de fosfotau (181) y
tau total, se cuantificaron simultdneamente cinco preparaciones diferentes de tau en FHA en los ensayos respectivos.
Se preparé tau de FHA de acuerdo con Goedert et al. (1992) usando N-lauroilsarcosinato al 1% para precipitar selecti-
vamente tau de HFA de sobrenadantes de extractos de un cerebro. Se obtuvo tejido de la corteza temporal (FHA-A-D)
o del hipocampo (FHA-E) de pacientes con EA del banco de cerebros Born-Bunge (Dr. P. Cras, Amberes, Bélgica).

Como se muestra en la Fig. 3, el grado de fosforilacion de fosfoThr 181 fue diferente en las distintas preparaciones
de tau de FHA. Suponiendo que la preparacion de tau de FHA con los niveles mds altos de fosfotau tiene un grado de
fosforilacién préximo al 100%, la relacién fosfotau (181)/tau total sobreestima el grado de fosforilacién al menos en
3,3 veces. No obstante, teniendo en cuenta que la relacion fosfotau (181)/tau total sobreestima el grado de fosforilacion,
el estado de fosforilacion de Thr 181 de tau en tau de LCR es un 59% + un 18% (1,952/3,3) como maximo, que esta
bastante de acuerdo con el estado de fosforilacion de Thr 181 en tau derivada de cerebro en condiciones normales (20-
30%; Watanabe et al, 1993; Matsuo et al., 1994).

Ejemplo 2

Uso del fosfopéptido para la estandarizacion de un ensayo para determinar fosfotau (181) en pacientes con enferme-
dad de Alzheimer, demencia frontotemporal y/o demencia vascular

2.1 Pacientes

Se incluyeron en el estudio 18 pacientes con DFT (intervalo de edad 48 a 77 afios), 60 pacientes con EA (intervalo
de edad para posible EA 68 a 88 afios; para probable EA 58 a 90 afios), 17 pacientes con encefalopatia arterioesclerdtica
subcortical (EAS; una supuesta forma de demencia vascular) (intervalo de edad 67 a 84 afios), 15 pacientes con EP
(intervalo de edad 59 a 82 afios) y 17 controles (intervalo de edad 68 a 80 afos). Sus caracteristicas se resumen en la
tabla 2.

Todos los pacientes incluidos en el estudio tenfan un diagndstico clinico de DFT, EA, EAS o EP y fueron reclu-
tados consecutivamente de estudios longitudinales prospectivos sobre pacientes con demencia o EP. Se establecieron
los diagnésticos clinicos y se obtuvieron muestras de LCR. Luego se realizaron los andlisis neuroquimicos en el Ins-
tituto de Neurociencias Clinicas, Sahlgrenska University Hospital, Molndal, Suecia. Se excluyeron los pacientes con
demencia inespecifica (por ejemplo, demencia mixta), antecedentes de enfermedad psiquidtrica grave (por ejemplo,
esquizofrenia), alcoholismo crénico, enfermedad neuroldégica no degenerativa diferenciada (por ejemplo, hidrocefalia
normotensiva), antecedentes de traumatismo craneoencefalico grave, infecciones graves del SNC, enfermedad sisté-
mica (por ejemplo, tumores malignos) y causas secundarias de demencia (por ejemplo, hipotireosis) de acuerdo con el
manual de Diagndstico y estadistica de trastornos mentales (Association AP, 1987) o criterios bioquimicos. También
se excluyeron los pacientes con infartos cerebrales importantes y/o lagunas mdltiples. Todos los pacientes incluidos
fueron sometidos a una investigacién clinica minuciosa, que incluy6 una historia clinica, exdmenes fisicos, neuroldgi-
cos y psiquidtricos, andlisis de sangre de cribado (andlisis clinicos pertinentes para descartar otras causas de demencia
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por ejemplo, hipotiroidismo), andlisis de rutina del LCR (por ejemplo, citologia), ECG, radiografia de térax, EEG,
tomografia computarizada (CT) o imaginologia por resonancia magnética (IRM) del cerebro, investigacién del flujo
sanguineo cerebral regional (FSC), usando tomografia computarizada por emisién de fotén tnico (SPECT) o técnica
de inhalacién de **Xenon (Cortexplorer; Risberg y Gustafson, 1983).

La DFT se diagnosticé de acuerdo con los criterios de Lund/Manchester (Brun et al., 1994) segtin se describi6
previamente (Sjogren et al., 1997). Ninguno de los pacientes con DFT tuvo signos de infarto, y s6lo se encontraron
cambios leves en la sustancia blanca de algunos pacientes con DFT.

El diagnéstico de “probable EA” se hizo por exclusion, de conformidad con los criterios de NINCDS-ADRDA
(Mc Khann et al., 1984). Los pacientes con EA se dividieron en un grupo con probable EA y otro con posible EA, de
acuerdo con los criterios de NINCDS-ADRDA.

Los criterios diagnésticos para EAS fueron todos los siguientes: a) deterioro mental (predominantemente trastorno
asteno-depresivo y disfuncidn cognitiva frontal; b) el trastorno de la marcha (ataxia y/o disfuncién motriz); c) sig-
nos neurolégicos focales; d) factores de riesgo vascular como hipertension y diabetes, o presencia de vasculopatia
sistémica; e) en resonancia magnética o tomografia computarizada, cambios en la sustancia blanca profunda bilate-
rales multiples o subcorticales difusos - periventriculares (>2 mm), infartos lacunares, sistema ventricular agrandado
y ausencia de mds de un infarto cortical. Los criterios fueron compatibles con los sugeridos por otros (Bennett et al,
1990). Quince de los pacientes con EAS no tenian infarto cortical; los cuatro restantes tenian un infarto cortical.

El diagndstico de EP se hizo segun las recomendaciones de Langstron y Koller (1991a, b). Todos los pacientes
con EP presentaron al menos dos de tres de las caracteristicas: bradicinesia, rigidez y temblor de reposo y todos
los pacientes con EP fueron receptivos al tratamiento con L-dopa. Ningtn paciente con EP mostré ningiin signo de
demencia, y todos tuvieron una puntuacién de Mini examen del estado mental (MMSE) (Folstein et al., 1975) de 27 o
superior.

Todos los diagndsticos clinicos fueron hechos por médicos que no conocian los resultados de los andlisis bioquimi-
cos y viceversa. Ninguno de los pacientes fue tratado por demencia (por ejemplo, con inhibidores de la colinesterasa).

En los pacientes dementes, el grado de demencia se evalué usando e MMSE (Folstein et al, 1997).

Los pacientes normales de control y los pacientes con EP se incluyeron en el andlisis de sensibilidad y especificidad
del posible marcador.

El grupo de control consté de individuos sin antecedentes, sintomas ni signos de enfermedad psiquiatrica o neuro-
16gica, enfermedad maligna o trastornos sistémicos (por ejemplo, artritis reumatoide, enfermedad infecciosa). Se usé
el MMSE para evaluar su estado cognitivo, y se excluyeron los que tuvieron puntuaciones inferiores a 28.

Los Comités de Etica de las Universidades de Goteborg, Lund/Malmé y Linkoping, Suecia, aprobaron el estudio.
Todos los pacientes (o sus familiares mas cercanos) y los controles dieron su consentimiento informado para participar
en el estudio, que se llevé a cabo de conformidad con las disposiciones de la Declaracién de Helsinki.

2.2 Andlisis de LCR

Se realiz6 una puncién lumbar en todos los pacientes y controles, en los espacios intervertebrales L3/L.4 o L4/L5.
Los 12 primeros mL de LCR se recogieron en tubos de polipropileno y se mezclaron suavemente para evitar efectos de
gradiente (Blennow et al. 1993). Al mismo tiempo, se extrajo una muestra de suero. Se excluyeron todas las muestras
de LCR con mas de 500 eritrocitos por ul. E1 LCR y las muestras séricas se centrifugaron a 2.000 xg durante 10 min
para eliminar las células y otro material insoluble. Después se almacenaron alicuotas -80°C hasta la realizacién del
analisis bioquimico.

La determinacion cuantitativa de albimina en el suero y el LCR se realiz6 por nefelometria, usando el Nephelome-
ter Analyzer de Behring (Behringwerke AG, Marburg, Alemania). La relacién de albimina en LCR/suero (Tibbling et
al., 1977) se calculé como [albumina en LCR (mg/L)/albiimina en suero (g/L)] y se usé como medida de la funcién
de la barrera hematoencefalica (BHE).

Se determiné tau en LCR usando un inmunoensayo ELISA tipo sindwich (INNOTEST hTau-Ag, Innogenetics,
Gent, Bélgica), construido para medir tau total (tanto tau normal como tau en FHA), segin se describié previamente
en detalle (Vandermeeren et al., 1993b; Blennow et al., 1995).

El nivel de fosfotau (181) se determiné mediante el INNOTEST fosfotau (181P) segtin se describié anteriormente.

2.3 Andlisis estadistico

Se hizo una distribucién normal de todas las variables y por consiguiente se usaron estadisticas paramétricas para
comparaciones de grupos con respecto a las variables de efecto (tau en LCR y fosfotau en LCR). Se realiz6 un andlisis
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multi factorial ANOVA con tau en LCR y fosfotau en LCR como variables dependientes, la edad, la duracién y
la gravedad de la demencia como covariables, y la categoria diagndstica (probable y posible EA, DFT, EP, EAS y
envejecimiento normal) como factor. Se excluyeron del andlisis los factores que no contribuyeron a la varianza y se
volvié a realizar el cdlculo. Se llevaron a cabo comparaciones a posteriori utilizando pruebas de Turkey a posteriori
para los n’ desiguales.

La media de edad fue significativamente inferior en la EP (p<O0, 001) y la probable EA (p<0,05) que en la posi-
ble EA. Los pacientes con probable EA fueron s1gn1ﬁcat1vamente mas dementes que los pacientes con posible EA
(p<0,05). No se encontr6 ninguna diferencia entre ninguno de los grupos de pacientes ni de control con respecto a la
relacién albiimina en LCR/suero y el sexo (s6lo para los grupos de demencia) (tabla 2).

2.4 Tau total en LCR y fosfotau (181) en LCR en la demencia, la enfermedad de Parkinson y el envejecimiento
normal

Tau en LCR fue significativamente mayor en la probable EA y en la posible EA en comparacién con la DFT
(p<0,001), la EP (p<0,001), La EAS (p<0,001) y los controles (p<0,001) y en la DFT en comparacién con la EAS
(p<0,01) (tabla 3; fig. 4).

Fosfotau (181) en LCR fue significativamente mayor en la probable EA en comparacién con la DFT (p<0,001), 1a
EP (p<0,001), 1a EAS (p<0,001) y los controles (p<0,0079) y en la posible EA en comparacién con la DFT (p<0,001),
y la EAS (p<0,001), pero no en comparacién con los controles. Ademads, la fosfotau (181) en LCR también fue
significativamente menor en DFT (p<0,0001) y en EAS (p<0,0001) en comparacién con los controles (tabla 3; fig. 5).

Tauen LCR y fosfotau (181) en LCR se correlacionaron positivamente en todos los grupos de diagndstico (probable
y posible EA: r = 0,86, p<0,001; DFT: r = 0,66, p<0,01; EAS: r = 0,58, p<0,05; EP: r = 0,62; p<0,05; controles: r =
0,65, p<0,01; fig. 6).

Se calcul6 una relacién fosfotau (181) en LCR/tau total en LCR y se encontré que era significativamente menor
en la probable EA (p<0,001; 1,16 + 0,24), la posible EA (p<0,001; 1,10 + 0,20), y la DFT (p<0,001; 0,88 + 0,34)
en comparacion con los controles (p<0,001 para los tres grupos; 1,95 + 0,60), la EP (p<0,001 para los tres grupos;
1,92 + 0,42), y la EAS (p<0,001 para los tres grupos; 1,96 + 1,08) (tabla 3; fig. 7).

Ejemplo 3

Determinacion del nivel de fosfotau (181) en LCR y tau total en LCR en los pacientes con enfermedad de Alzheimer
[frente a los pacientes con accidente cerebrovascular isquémico

3.1 Pacientes

Se examinaron tau total en LCR y fosfotau (181) en LCR en muestras de LCR longitudinales de 22 pacientes, 16
hombres y 6 mujeres con una media de edad + DE de 65,7 + 9,2 afios, con un accidente cerebrovascular isquémico.
Se evaluaron todos los pacientes de manera estandarizada, segtin se describié previamente (Tarkowski et al., 1999).
Cuando fue posible, las muestras de LCR se recogieron en cinco ocasiones; al ingreso dia 0-1 (n =9), dia 2-3 (n = 18),
dias 7-9 (n = 22), a las tres semanas (n = 21) y a los 3-5 meses (n = 21).

También se estudiaron 54 pacientes con probable EA, 25 hombres y 29 mujeres con una media de edad + DE,
de 73,3 + 7,4 afios y 17 controles sanos, 4 hombres y 13 mujeres con una media de edad + DE de 68,6 + 7,5 afios.
La media de edad fue significativamente mayor (p<0,05) en la EA que en el grupo de control. El diagndstico de
“probable EA” se hizo por exclusion, de acuerdo con los criterios de NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984). La
evaluacién clinica y el procedimiento diagnéstico se describieron en detalle en otra parte (Andreasen et al., 1998,
1999). Se evalué el grado de demencia usando al MMSE (Folstein, 1975) y fue de 23,8 + 4,4 en el grupo de la EA. El
grupo de control consté de individuos sin antecedentes, sintomas ni signos de enfermedad psiquidtrica o neuroldgica,
enfermedad maligna o trastornos sistémicos. No se incluyeron individuos con puntuaciones de MMSE inferiores a 28.
Todos los diagnésticos clinicos se hicieron sin conocimiento de los resultados de los andlisis bioquimicos y viceversa.

Los pacientes con accidente cerebrovascular se examinaron por tomografia computarizada (TCT) e imaginologia
por resonancia magnética (IRM) aproximadamente 1 mes después del accidente cerebrovascular, segin se describié
en detalle previamente (Tarkowski et al, 1999). Se determiné el tamafio (en cm?) por TC y el volumen (en mL) por
MRI.

Se usé la prueba de Kruskal-Wallis para las comparaciones entre tres o mds grupos, y si era indicativa de algo, la
prueba U de Mann-Whitney para las comparaciones entre dos grupos. Para las correlaciones se usé el coeficiente de
correlacion de Spearman.

Los Comités de Etica de las Universidades de Géteborg y Umeii aprobaron el estudio. Todos los pacientes (o sus
familiares mas cercanos) y los controles dieron su consentimiento informado para participar en el estudio, que se llevo
a cabo de acuerdo con las disposiciones de la Declaracion de Helsinki.
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3.2 Andlisis de LCR

Se realiz6 una puncién lumbar en el espacio intervertebral L3/L.4 o L4/L5. Los 12 primeros mL del LCR se
recogieron en tubos de polipropileno y se mezclaron suavemente para evitar posibles efectos de gradiente (Blennow,

1993).
Se excluyeron las muestras de LCR con mds de 500 eritrocitos por ul.

Las muestras de LCR se centrifugaron a 2.000 xg durante 10 min, para eliminar las células y otro material insoluble,
y después se almacenaron alicuotas a -80°C en espera de los andlisis bioquimicos.

El nivel de tau en LCR se determiné usando un inmunoensayo ELISA tipo sandwich (Innotest hTAU-Ag, Inno-
genetics, Gent, Bélgica), construido para medir tau total (tanto tau normal como tau en FHA), segin se describié
en detalle previamente (Vandermeeren et al., 1993b, Blennow et al., 1995). El nivel de fosfotau (181) en LCR se
determiné mediante el INNOTEST fosfotau (181P) segtin se describi6 antes.

3.3 Fosfotau (181) en LCR y tau total en LCR en los pacientes con enfermedad de Alzheimer y en los pacientes
con accidente cerebrovascular

En los pacientes con accidente cerebrovascular, la tau total en LCR experimenté un marcado aumento en el dia
2-3 (24,4 + 7,4 pM; p = 0,002) después del accidente cerebrovascular en comparacion con el dia 0-1 (media + EEM
5,4 +1,2 pM) y permanecio elevada en los dias 7-9 (24,1 + 4,3 pM; p<0,0001) y después de tres semanas (25,0 + 4,1
pM; p<0,0001) y luego recuper6 los niveles normales después de 3-5 meses (8,5 + 1,2 pM; p = 0,35) (Fig. 8). En la
Fig. 9 se presentan los valores de tau total en LCR de cada uno de los nueve pacientes a los que se les extrajo una
muestra de LCR al inicio.

En contraposicién, no hubo ningtin cambio significativo en fosfotau (181) en LCR entre el inicio (media + EEM
9,1+ 3,1 pM) y el dia 2-3 (10,9 + 1,0 pM), los dias 7-9 (13,0 +2,1 pM), a las tres semanas (11,5 + 2,0 pM) o a los 3-5
meses (10,6 + 2,0 pM) (fig. 8). En la fig. 9 se presentan los valores de fosfotau (181) en LCR de cada uno de los nueve
pacientes a los que se les extrajo una muestra de LCR al inicio.

Tau total en LCR aument6 significativamente en la probable EA (media + DE 14,4 + 5,5 pM) en comparacién con
los controles (8,3 + 2,8 pM) (p<0,0001). También fosfotau (181) en LCR aument6 significativamente en la probable
EA (20,5 + 6,5 pM) en comparacién con los controles (15,9 +5,7 pM) (p<0,05).

Tau total en LCR y fosfotau (181) en LCR se correlacionaron positivamente en la EA (r = 0,93; p<0,0001) y en
los grupos de control (r = 0,72, p<0,01) (fig. 10). En el grupo del accidente cerebrovascular, la correlacién fue mayor
en el dia 0-1 (r = 0,63, p<0,001) y después de 3 meses(r = 0,80), que en el dia 2-3 (r = 0,54), los dias 7-9 (r =0,58) y
especialmente después de tres semanas(r = 0,15).

De la fig. 10 se desprende claramente que hay una diferencia entre la relacion fosfotau (181) en LCR/ tau total en
LCR en los pacientes con enfermedad de Alzheimer en comparacién con los pacientes con accidente cerebrovascular.
El andlisis de regresion para los valores obtenidos de los pacientes con enfermedad de Alzheimer (y = 0,82x +4,39;
r = 0,90, p<0,0001) y de los pacientes con accidente cerebrovascular (y = 0,17x + 8,09; r = 0,415, p<0,0001) reveld
una diferencia significativa (p<0,001).

Hubo una correlacién positiva entre el tamafio del infarto medido por TC y el nivel midximo de tau total en LCR
(r=0,72; p<0,01), en tanto la correlacién para fosfotau (181) en LCR no fue significativa (r = 0,349). También hubo
una correlacién positiva entre el volumen del infarto medido por IRM y el valor médximo de tau total en LCR (r = 0,66;
p<0,05), en tanto la correlacion para fosfotau (181) en LCR no fue significativa (r = 0,59).
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para el diagndstico de una tauopatia en un individuo, donde dicho método comprende los
pasos de:

- determinar la relacion fosfotau (181)/tau total en una muestra obtenida de dicho individuo;

- inferir que dicho individuo sufre una tauopatia por comparacion de la relacién fosfotau (181)/tau total
obtenida en dicha muestra con la relacion fosfotau (181)/tau total en una muestra obtenida de los individuos
de control, donde una relacién fosfotau (181)/tau total alterada en comparacién con dicha relacion en la
muestra obtenida de los individuos de control constituye una indicacién.

2. Un método in vitro para el diagnéstico diferencial de un tauopatia frente a una no-tauopatia en un individual,
donde dicho método comprende los pasos de:

- determinar la relacion fosfotau (181)/tau total en una muestra obtenida de dicho individuo;

- inferir que dicho individuo sufre una tauopatia por comparacién de la relacién fosfotau (181)/tau total
obtenida en dicha muestra con la relacién fosfotau (181)/tau total en una muestra obtenida de individuos
que sufren una no-tauopatia o con la relacién fosfotau (181)/tau total en una muestra obtenida de individuos
de control, donde una relacién fosfotau (181)/tau total alterada en comparacién con dicha relacién en la
muestra obtenida de individuos que sufren una no-tauopatia o con la muestra obtenida de los individuos de
control constituye una indicacion.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 2 donde dicha no-tauopatia es una neurodegeneracion no-tauopatica.

4. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 3 donde dicha no-tauopatia es demencia
vascular, enfermedad de Creutzfeldt Jacob, accidente cerebrovascular y/o neurotoxicidad en pacientes con leucemia.

5. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde la tauopatia es la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Pick, la demencia frontotemporal esporddica y/o la demencia frontotemporal con par-
kinsonismo vinculado al cromosoma 17.

6. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde dicho método comprende los pasos
siguientes:

- determinar la relacién fosfotau (181)/tau total en una muestra de liquido cefalorraquideo obtenida de dicho
individuo;

- inferir que dicho individuo sufre una tauopatia por comparacion de la relacién fosfotau (181)/tau total
obtenida en dicha muestra de LCR con la relacion fosfotau (181)/tau total en la muestra de LCR obtenida
de individuos que sufren una no-tauopatia o con la relacién fosfotau (181)/tau total en una muestra de LCR
obtenida de los individuos de control, donde una relacién fosfotau (181)/tau total alterada en comparacién
con dicha relacién en la muestra de LCR obtenida de individuos que sufren una no-tauopatia o con la
muestra de LCR obtenida de los individuos de control constituye una indicacién.

7. Un anticuerpo que reconoce especificamente a tau y un anticuerpo que reconoce especificamente a fosfotau
(181) para usar en un método para el diagndstico in vivo de una tauopatia y/o para el diagndstico diferencial in vivo de
una tauopatia frente a una no-tauopatia.

8. El uso de un anticuerpo que reconoce especificamente a tau y de un anticuerpo que reconoce especificamente
a fosfotau (181) para la fabricacién de un juego de reactivos para el diagndstico in vivo de una tauopatia y/o para el
diagnéstico diferencial in vivo de una tauopatia frente a una no-tauopatia.

9. Un fosfopéptido sintético de 15 a 100 aminodcidos responsable de formar un complejo inmunolégico con el
anticuerpo monoclonal HT7 y el anticuerpo monoclonal AT270, que comprende al menos:

- el epitopo minimo de HT7: PPGQK (SEC.N°de ID 1) y
- el epitopo minimo de AT270: PPAPKT(p)P (SEC. N° de ID 2)

10. Un fosfopéptido de acuerdo con la reivindicacion 9, donde dicho fosfopéptido comprende la secuencia siguien-
te:

PRGAAPPGQKGQANATRIPAKTPPAPKT(p)PPSSGE (SEC. N°de ID 3)

o secuencias variantes en las condiciones en las que todavia se une a los anticuerpos monoclonales HT7 y AT270.
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11. El uso de un fosfopéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10 en un método para medir el
nivel de fosfotau (181).

12. Un juego de reactivos de diagndstico para el diagndstico de una tauopatia en un individuo y/o para el diagnds-
tico diferencial de una tauopatia frente a una no-tauopatia que comprende al menos:

- un anticuerpo que reconoce especificamente a fosfotau (181);
- un anticuerpo que reconoce a tau total.

13. Un juego de reactivos de diagndstico que comprende al menos un péptido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 9 a 10.

14. Un juego de reactivos de diagnéstico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 a 13 que comprende
al menos:

- un anticuerpo que reconoce especificamente a fosfotau (181);
- un anticuerpo que reconoce a tau total;
- un péptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10.

15. El uso de un juego de reactivos de diagndstico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14 para
el diagndstico in vitro de una tauopatia y/o para el diagnéstico diferencial in vitro de una tauopatia frente a una no-
tauopatia de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

16. El uso de un juego de reactivos de diagndstico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14 para
el diagnéstico in vitro de la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Pick, la demencia frontotemporal esporadica
y/o la demencia frontotemporal con parkinsonismo vinculado al cromosoma 17 y/o para el diagnéstico diferencial in
vitro de la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Pick, la demencia frontotemporal esporddica y/o la demen-
cia frontotemporal con parkinsonismo vinculado al cromosoma 17 frente a la demencia vascular, la enfermedad de
Creutzfeldt Jacob, el accidente cerebrovascular y/o la neurotoxicidad en pacientes con leucemia.
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1 5 10 15

Pro Thr Arg Glu Pro
20

<210> 18

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION

<400> 18

Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Thr
1 5 10 15

Arg Glu Pro Lys Lys
20

<210> 19
<211>21
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION

<400> 19

Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Thr Arg Glu Pro
1 5 10 15

Lys Lys Val Ala Val
20

<210> 20
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION
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<400> 20

Arg Glu Pro Lys Lys Val Ala Val Val Arg Thr Pro Lys Ser Pro Ser
1 5 10 15

Ser Ala Lys Ser
20

<210> 21

<211> 20

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION

<400> 21

Lys Lys val Ala Val Val Arg Thr Pro Lys Ser Pro Ser Ser Ala Lys
1 5 10 15

Ser Arg Leu Gln
20

<210> 22
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)

<223> FOSFORILACION)

<400> 22

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

<210> 23

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION
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<400> 23

Thr Asp His Gly Ala Glu Ile Val Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser Asp
1 5 10 15

Thr Ser Pro Arg His
20

<210> 24

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION

<400> 24

Ala Glu Ile Val Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser Asp Thr Ser Pro Arg
1 5 10 15

His Leu Ser Asn Val
20

<210> 25
<211>21
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION

<400> 25

Ile Val Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser Asp Thr Ser Pro Arg His Leu
1 5 10 15

Ser Asn Val Ser Ser
20

<210> 26
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (10)

<223> FOSFORILACION
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<400> 26
Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser Asp Thr Ser Pro Arg His Leu Ser Asn
1 5 10 15
Val Ser Ser Thr
20
<210> 27
<211>21
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION

<400> 27

Val Val Ser Asp Thr Ser Pro Arg His Leu Ser Asn Val Ser Ser Thr
1 5 10 15

Gly Ser Ile Asp Met
20

<210> 28
<211>21
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION

<400> 28

Asp Thr Ser Pro Arg His Leu Ser Asn Val Ser Ser Thr Gly Ser Ile
1 5 10 15

Asp Met Val Asp Ser
20

<210> 29
<211>21
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (11)

<223> FOSFORILACION
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<400> 29

Ser Ser Thr Gly Ser Ile Asp Met Val Asp Ser Pro Gln Leu Ala Thr

1 5 10

Leu Ala Asp Glu Val
20

<210> 30

<211>78

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Arg Gly 2la Ala Pro Pro Gly Glun Lys

1 5

Ile Pro Rla Lys Thrx Pro Pro Ala Pro

20 25

Glu Pro Pro Lvs Ser Gly Asp Aryg Ser

358 40

Pro Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg

50 55

Pro Thr Arg Glu Pro Lys Lys Val Ala
€5 70

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31
Arg Gly Ala Ala Pro Pro Gly Gln Lys
1 5

<210> 32

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Gly Ala Ala Pro Pro Gly Gln Lys Gly
1 5

<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

10

15

Gly Gln

10

Lys Thr

Gly Tyr

Thr Pro

val val
75

Ala Asn

Fro Pro

Ser Ser

45

Ser Leu
60

Axrg Thr

Ala Thr
15

Ser Ser

30

Pro Gly

Pro Thr

Pro

Arg

Gly

Pro
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<400> 33

Ala Ala Pro Pro Gly GIn Lys Gly Gln
1 5

<210> 34
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Ala Pro Pro Gly GIn Lys Gly GIn Ala
1 5

<210> 35
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Pro Pro Gly GIn Lys Gly Gln Ala Asn
1 5

<210> 35
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36

Lys Ser Gly Asp Arg Ser Gly Tyr Ser
1 5

<210> 37
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Ser Gly Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Ser
1 5

<210> 38

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Gly Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Ser Pro
1 5

11
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<210> 39
<211>9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39

Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Ser Pro Gly
1 5

<210> 40

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40

Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys
1 5 10

<210> 41

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Ser Leu Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys Lys
1 5 10

<210> 42
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Leu Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys Lys Val
1 5 10

<210> 43

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys Lys Val Ala
1 5 10

<210> 44

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

12
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<400> 44

Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys Lys Val Ala Val
1 5 10

<210> 45
<211> 12
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys Lys Val Ala Val Val
1 5 10

<210> 46
<211>15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (14)

<223> FOSFORILACION

<400> 46

Ala Thr Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro
1 5 10

<210> 47

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (13)

<223> FOSFORILACION

<400> 47

Thr Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro

1 5 10

<210> 48
<211>15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (12)

13
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<223> FOSFORILACION

<400> 48

Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser
1 5 10 15

<210> 49
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222>(11)

<223> FOSFORILACION

<400> 49

Ile Pro Ala Lys Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser
1 5 10 15

<210> 50
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (10)

<223> FOSFORILACION

<400> 50

Pro Ala Lys Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly
1 5 10 15

<210> 51

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (9)

<223> FOSFORILACION

<400> 51

Ala Lys Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu
1 5 10 15

<210> 52

14
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<211>15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (8)

<223> FOSFORILACION

<400> 52

Lys Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro
1 5 10 15

<210> 53
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (7)

<223> FOSFORILACION

<400> 53

Thr Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro Pro
1 5 10 15

<210> 54

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> MOD_RES
<222> (6)

<223> FOSFORILACION

<400> 54

Pro Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro Pro Lys
1 5 10 15

15
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