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DESCRIPCION
Péptidos capaces de inhibir la interaccion entre las presenilinas y el péptido beta-amiloide o su precursor.

La presente invencion se refiere a la elaboracion de ensayos in vitro para poner de manifiesto moléculas y en
particular pequefias moléculas capaces de inhibir la interaccion entre APP y el extremo N-Terminal de las
Presenilinas.

El péptido amiloide AB, de 37 a 42 aminodacidos, es el principal componente proteico de las placas seniles
caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer. Este péptido es producido por division de su precursor, la proteina
precursora del péptido amiloide (APP). Las mutaciones en el gen del APP son responsables de ciertas formas
familiares precoces de la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, la mayoria de estas formas estan asociadas a la
presencia de mutaciones en dos genes, presenilinas PS1 (inicialmente denominado S182) y PS2 (inicialmente
STM2), recientemente identificados por clonacion posicional (Hardy, 1.997). Estas formas son dominantes y estas
anomalias corresponden todas a mutaciones de sentido falso a excepcién de una conviccién la delecion de un exon.
Las presenilinas son proteinas hidréfobas de membrana de aproximadamente 45-50 kDa de masa molecular y que
presentan el 67% de identidad entre ellas. Son homodlogas a dos proteinas de C. elegans, SPE4 y Sel-12, que estan
implicadas de manera indirecta respectivamente en el transporte intracelular y en la sefalizacién de los receptores
Notch. Sin embargo, la funcidn fisiologica de las presenilinas aun se desconoce. La implicacién en la enfermedad de
Alzheimer, las dos proteinas aunque vecinas, permiten pensar que las presenilinas contribuyen a una via fisioldgica
esencial en la etiologia de esta patologia.

La proteina PS1 comprende 467 aminodacidos y PS2 448. Las dos presentan la estructura de una proteina de
membrana con 6 a 8 dominios transmembrana potenciales. Cada una de estas presenilinas esta sujeta in vivo a una
division proteolitica precisa que da como resultado dos fragmentos denominados generalmente fragmentos
N(amino)- y C(carboxi)-terminales (Thinakaran et col., 1.996). Esta divisién ha sido cartografiada entre los restos 291
y 299 de PS1 (Podlisny et col., 1.997) y en una regiéon homéloga de PS2. En general se entiende por fragmento N-
terminal (N-ter), el fragmento de la posicion 1 a aproximadamente 291 de PS1 y por fragmento C-terminal, el
complemento. Aunque la topologia exacta de las presenilinas en las membranas lipidicas no esta claramente
establecida, se ha propuesto que sus extremos N- y C-terminales [RC1], asi como el gran bucle hidréfilo, estan
presentes en el compartimento citosolico (Doan et col, 1.996, véase el esquema de la figura 1).

Ahora se ha demostrado que las formas mutadas de las presenilinas inducen el aumento de la produccion del
péptido amiloide largo AB 1-42 con respecto al AR 1-40 tanto en los pacientes portadores (Scheuner et coll., 1.996),
como en células transinfectadas (Borchelt et coll., 1.996) o en ratones transgénicos (Duff et coll: 1.996). El péptido
amiloide AR, que forma las placas seniles, lesiones caracteristicas de la patologia, y sus diferentes formas proceden
del catabolismo de la proteina precursora del amiloide, APP. En particular, se han descrito dos formas esenciales del
péptido amiloide, una de cuarenta restos, AB40, y la otra poseyendo dos restos suplementarios en su carboxi
terminal, AB42. In vitro, el péptido AB presenta fuertes propiedades de agregacion que aumentan para la forma Ap42
y esta Ultima parece formar efectivamente los primeros agregados detectables en la patologia. Por otro lado, la
forma AB42 es producida especificamente después de traumatismo craneano en el hombre, lo que constituye uno de
los factores de riesgo medioambientales mejor establecidos de la enfermedad de Alzheimer. Ademas, las formas
genéticas precoces de la enfermedad asociadas a las mutaciones tanto en APP (hay seis) como ahora en las
presenilinas 1y 2, concurren todas en un aumento de la relacion AB42/AB40. El conjunto de estos factores parece
designar el AB42 como el agente clave de la patologia tanto en las formas genéticas como esporadicas de la
enfermedad y la elucidacion de su mecanismo de formacién se ha vuelto una cuestion fundamental.

Con respecto a esto, se ha indicado la formacién de complejo en la misma envoltura celular entre el precursor del
péptido B-amiloide y PS1 o PS2 (Weidemann et al. 1.997, Xia et al., 1.997) sin embargo no se conoce la naturaleza
precisa de los casos responsables de la produccién del péptido B-amiloide y aun no se ha podido establecer ninguna
relacion entre el posible papel de estos complejos y la produccién del péptido B-amiloide AB42. Es importante sin
embargo sefialar que el péptido AB42, pero no el AR40, parece estar localizado en el reticulo endoplasmatico en las
células neuronales (Hartmann et al., 1.997).

La presente invencion resulta de la identificacion y caracterizacién por la solicitante de regiones particulares de la
presenilina 1 (PS1) y la presenilina 2 (PS2), asi como regiones particulares del precursor del péptido B-amiloide
(APP) implicadas en la formacion de los complejos APP/PS1 y APP/PS2.

La presente invencion deriva en particular de la evidencia de la capacidad de la region N-terminal hidrdfila
(aminoacidos 1-87) de la PS2 para reconocer diferentes dominios de APP. Deriva ademas de la evidencia de
propiedades similares para la region N-terminal de PS1 (fragmento 1-213). Resulta igualmente de la demostracion
de la capacidad de los polipéptidos procedentes de las regiones de las presenilinas definidas anteriormente para
inhibir la formacién de los complejos entre APP y las presenilinas. Las presenilinas de la presente solicitud
corresponden esencialmente a la presenilina 1 (PS1) y/o a la presenilina 2 (PS2).

La presente invencion resulta ademas de la evidencia de la localizacion celular particular, no esperada, de las
regiones en interaccion con respecto a la membrana lipidica. Resulta mas en particular del hecho de que estas
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interacciones pueden tener lugar no solamente al nivel de membrana sino igualmente al nivel de la luz del reticulo
endoplasmatico y en el compartimento extracelular. Esto es inesperado en la medida en que la region N-terminal de
PS (implicada en la interaccion) esta considerada en general como que esta localizada en el citoplasma en las
condiciones estandar.

La caracterizacién de los dominios de interaccion del APP y las presenilinas y la puesta en evidencia de las
diferentes localizaciones celulares de estas interacciones permiten considerar la preparacién de nuevos polipéptidos
utilizables farmacéuticamente. Un primer objeto de la invencién se refiere a un procedimiento de puesta en evidencia
o inclinacién de compuestos destinados al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer que comprende al menos una
etapa de deteccidn de la inhibicion de la interaccion entre el APP y un péptido que comprende la secuencia de los
aminoacidos 1 a 213 de PS1 o la secuencia de aminoacidos 1 a 87 de PS2.

En el sentido de poder inhibir la interaccién, se entiende que la presencia de polipéptidos de la invencién y/o los
ligandos y/o moléculas puestas en evidencia con ayuda del procedimiento de la invencién, basta para inhibir al
menos parcialmente dicha interaccion entre una presenilina y/o su extremo N-Terminal y el precursor del péptido (-
amiloide y/o el péptido B-amiloide y preferiblemente el péptido AB1. 12.

Se demuestra en los ejemplos de la presente solicitud que la inhibicion de esta interaccion con uno de los
polipéptidos de la invencion, conduce a la disminucién de la produccién del péptido amiloide intracelular AB+.12. Esta
consecuencia funcional esta considerada pues para todo polipéptido de la invencion y/o ligandos y/o moléculas
puestas en evidencia con ayuda del procedimiento de la invencion. Inhibir esta interaccion y por tanto inhibir la
produccién de AB1.12, representa por consiguiente un blanco terapéutico de eleccién en las enfermedades que
implican esta forma de péptido amiloide.

Segun un modo particular, los polipéptidos puestos en evidencia por la invencion comprenden al menos una parte de
la presenilina 2 (PS2) permitiendo la interaccion con el precursor del péptido 3-amiloide y/o el péptido $-amiloide. De
manera preferida, los polipéptidos se caracterizan por que la parte de PS2 corresponde al fragmento N-terminal
hidréfilo de PS2. Mas preferiblemente, los polipéptidos comprenden toda o parte de la secuencia que corresponde a
la secuencia SEC ID N°1 o una secuencia derivada de ésta.

Segun otro modo de realizacion, los polipéptidos puestos en evidencia por la invencion comprenden al menos una
parte PS1 que permite la interaccion con el precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido B-amiloide. Mas
preferiblemente, los polipéptidos segun la invencién comprenden toda o parte de la secuencia que corresponde a la
secuencia SEC ID N°2 o una secuencia derivada de ésta.

Segun otro modo de realizacion los polipéptidos comprenden al menos las regiones de homologia comunes que
corresponden a las secuencias SEC ID N° 1y SEC ID N° 2.

Segun otro modo de realizacion los polipéptidos puestos en evidencia por la invencion comprenden al menos una
parte del precursor del péptido B-amiloide (APP). Preferiblemente, los polipéptidos constan de una parte del APP
menos la region que corresponde al péptido B-amiloide. Incluso mas preferiblemente, los polipéptidos se
caracterizan por que la parte del precursor del péptido B-amiloide comprende todo o parte del fragmento 1-596. Mas
preferiblemente, los polipéptidos constan de toda o parte de una secuencia elegida entre la secuencia que
corresponde al fragmento 1-596 de la secuencia SEC ID N°3 o una secuencia derivada.

En el sentido de la presente invencién, el término secuencia polipeptidica derivada designa toda secuencia
polipeptidica que difiere de las secuencias polipeptidicas que corresponden a las secuencias presentadas en SEC
ID N°1 o SEC ID N°2 o los fragmentos designados de la SEC ID N°3, obtenida por una o varias modificaciones de
naturaleza genética y/o quimica, y que poseen la capacidad de inhibir al menos en parte la interaccion entre la
presenilina 1 o la presenilina 2 y el precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido B-amiloide. Por modificacion de la
naturaleza genética y/o quimica se debe entender cualquier mutacion, sustitucion, delecién, adicién y/o modificacion
de uno o varios restos. Dichos derivados se pueden generar con finalidades diferentes, tales como principalmente la
de aumentar la afinidad del péptido por su lugar de interaccion, la de mejorar sus niveles de produccion, la de
aumentar su resistencia a proteasas, la de aumentar su eficacia terapéutica o reducir sus efectos secundarios o la
de conferir nuevas propiedades farmacocinéticas y/o bioldgicas.

La invencion se refiere igualmente a poner en evidencia o a aislamiento de compuestos no peptidicos o no
exclusivamente peptidicos utilizables farmacéuticamente. Es posible en efecto, a partir de los restos polipeptidicos
descritos en la presente solicitud, realizar moléculas que inhiben al menos parcialmente la interaccion entre la
presenilina 1 o la presenilina 2 y el precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido B-amiloide, y que no sean
exclusivamente peptidicos y compatibles con una utilizacion farmacéutica. Se puede considerar la utilizacion de
polipéptidos tal como se ha descrito anteriormente, para la preparaciéon de moléculas no peptidicas o no
exclusivamente peptidicas, activas farmacolégicamente, mediante la determinacion de los elementos estructurales
de estos polipéptidos que son importantes para su actividad y reproduccién de estos elementos por estructuras no
peptidicas o no exclusivamente peptidicas.

Los polipéptidos puestos en evidencia por la invencion deben comprender secuencias que permitan una localizacion
celular precisa con el fin de inhibir la interaccion entre las presenilinas y el precursor del péptido B-amiloide y/o el
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péptido B-amiloide. Preferentemente son los polipéptidos derivados de la SEC ID 1 y SEC ID 2 que comprenden
secuencias de localizacion celular exégena y de manera incluso mas preferida un polipéptido que comprende el
extremo N-Terminal de PSI o de PS2. Entre estas secuencias se pueden citar las secuencias de péptido sefal tales
como la secuencia del péptido sefial de IgkB, el péptido sefal de APP, los péptidos sefial de subunidades de los
receptores nicotinicos de la acetilcolina musculares y centrales, etc...

Entre los polipéptidos particularmente interesantes se puede citar un polipéptido que comprende los 87 primeros
restos del extremo N-Terminal de PS2 y el péptido sefial de IgkB.

El objeto de la presente invencion se refiere en particular a un procedimiento de identificacion de compuestos
capaces de modular o inhibir al menos en parte la interaccion entre la presenilina 1 o la presenilina 2 y el precursor
del péptido B-amiloide y/o el péptido 3-amiloide. En particular, el procedimiento es utilizable como ensayo de cribado
de moléculas para identificar dichos compuestos inhibidores.

Este ensayo se basa en particular en la deteccion de la inhibicion de la interaccién de una manera general entre las
presenilinas (1 6 2) y APP o el péptido AB y de una manera particular entre el péptido AB1.12 y el extremo N-Terminal
de PS2. En efecto, con ayuda de proteinas marcadoras fijadas a las presenilinas o fragmentos de las mismas y
sistemas de revelacion apropiados y especialmente por inmunoprecipitacion, utilizacion de cromoéforos o fluoréforos,
se ha hecho posible detectar una inhibicion en la interaccion de las proteinas o fragmentos de las mismas,
previamente citadas. Dicho procedimiento comprende pues al menos una etapa de marcado de las presenilinas y/o
de APP o fragmentos del mismo y una etapa de deteccion de la inhibicion de la interaccion o entre el péptido AB1.12 y
el extremo N-Terminal de las presenilinas y preferentemente PS2 o entre las proteinas completas APP y
presenilinas.

Segun un primer modo de realizacion del procedimiento, la evidenciacién y/o identificacion de dichos compuestos se
realiza segun las etapas siguientes:

e el péptido AB1.12 es absorbido previamente sobre una membrana de nitrocelulosa por incubacion.

e un extracto bacteriano que contiene todo o parte de una presenilina (PS1 o PS2) y ventajosamente el
extremo N-Terminal, se afiade a continuacién para incubacion con la molécula o una mezcla que contenga
diferentes moléculas para ensayar

e Después de lavados, la interaccion de la presenilina con el péptido AB1.42 sobre el filtro de nitrocelulosa se
pone en evidencia con ayuda de proteinas marcadoras de las presenilinas. Las moléculas buscadas
inhiben la interaccion y disminuyen pues la intensidad de la sefial de las proteinas marcadoras.

Las proteinas marcadoras son ventajosamente a) la proteina fijadora de la etiqueta S, acoplada a fosfatasa alcalina
0 a un cromoforo fluorescente o b) un anticuerpo anti-PSNT es decir dirigido contra el extremo N-Terminal de una
presenilina.

Segun otro modo de realizacion del procedimiento, la busqueda de nuevos compuestos se efectda de la siguiente
manera:

e el péptido AB42 incubado previamente en una placa que contiene los pozos (formato de 96 pozos o
superior)

e el extremo N-Terminal de una presenilina recombinante purificada se afiade a continuacién con la molécula
0 una mezcla que contiene diferentes moléculas para ensayar, para incubacién

e Después de lavados, la interaccion de la presenilina con el péptido AB142 sobre la placa se pone en
evidencia con ayuda de proteinas marcadoras de las presenilinas. La pérdida de interaccion entre las
presenilinas y el precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido B-amiloide se detecta por
espectrofotometria.

En el caso preciso de la utilizaciéon de la proteina fijadora de la etiqueta S acoplada a la fosfatasa alcalina como
proteina marcadora, después de revelado con un substrato colorimétrico, la sefial se detecta a 450 nm.

Segun un modo de realizacion ventajoso y preferido del procedimiento, la puesta en evidencia y/o el aislamiento de
compuestos capaces de modular o inhibir al menos en parte la interaccién de una manera general entre la
presenilina 1 o la presenilina 2 y el precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido B-amiloide y de una manera
particular entre el péptido AB+.42 y el extremo N-Terminal de PS2, se realiza segun las siguientes etapas:

e se pone en contacto una molécula o una mezcla que contiene diferentes moléculas con el péptido AB1.42
sintetizado con una biotina y un brazo de 3 BAlaninas (o 3 lisinas) en su extremo N-terminal (mas arriba de
la posicion 1)
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e se incuba la mezcla de reaccion precedente con el extremo N-terminal de una presenilina purificada
marcada con ayuda de un primer fluoréforo. Ventajosamente, el fluoréforo es el criptato de Europio

e se afhade estreptavidina (que se fijara sobre la biotina del péptido biot-AB142) acoplada a un segundo
fluoréforo, capaz de ser excitado a la longitud de onda de emisidon de un primer fluoréforo para que se
beneficie de una transferencia de fluorescencia si los dos fluoréforos se encuentran muy préximos.

e la puesta en evidencia de nuevos compuestos que inhiban la interaccion se detecta por fluorometria a la
longitud de onda de emision del primer fluoréforo y/o midiendo la disminucion de la sefial a la longitud de
onda de emisién del segundo fluoréforo

Segun un modo particular, este segundo fluoréforo es la XL665 que es la aloficocianina reticulada quimicamente
para aumentar su fluorescencia a 665 nm (CisBiointernational). La pérdida de interaccién es detectada por tanto por
fluorimetria a la longitud de onda de emision del primer fluoréforo y por disminucion de la sefial de la XL665 cuya
longitud de onda de emision es 665 nm.

Este procedimiento es bastante ventajoso pues permite poner de manifiesto directamente la interaccion entre las
presenilinas y APP y/o el péptido AR en fase liquida y homogénea y por consiguiente poner de manifiesto las
moléculas inhibidoras de dicha interaccion. En efecto, este procedimiento se basa en la transferencia de
fluorescencia entre dos fluoréforos si estos dos cromoéforos estan cerca fisicamente (por tanto en caso de interaccion
entre AB+.42 y la proteina recombinante). Segun una variante preferida del procedimiento, el primer fluoréforo es el
criptato de Europio, soportado por la proteina recombinante marcada (excitada a 337 nm) que reacciona con la
estreptavidina-XL665 fijada sobre el péptido biot-AB y en particular el péptido biot-Ag1.42. Ventajosamente, la proteina
marcada esta constituida por el extremo N-Terminal de una u otra de las presenilinas (PSNT-K). La pérdida de la
fluorescencia a 665 nm y el aumento de la fluorescencia a 620 nm caracteristico del criptato de Europio indica una
inhibicion de la interaccion entre las presenilinas o sus extremos N-Terminales y APP y/o el péptido AR por las
moléculas buscadas.

Segun una variante de este procedimiento, la molécula o la mezcla que contiene las diferentes moléculas se pueden
poner en contacto primero con el extremo N-terminal de una presenilina purificada marcada con ayuda de criptato de
Europio (PSNT-K) después con el péptido AB1-40 o AB1-42 que soporta una biotina y un brazo de 3 BAlaninas (o de
3 lisinas) en su extremo N-terminal. La puesta en evidencia de nuevas moléculas capaces de modular o inhibir al
menos en parte la interaccién entre la presenilina 1 o la presenilina 2 y el precursor del péptido B-amiloide y/o el
péptido B-amiloide se hace igualmente, después de adicion de la estreptavidina marcada en la XL665, por
espectrofluorometria segun el procedimiento precedente y especialmente por lectura de la fluorescencia a 665 nm.

Segun un ultimo modo de realizacion del procedimiento de puesta en evidencia de compuestos que inhiban la
interaccion de una manera general entre las presenilinas (1 6 2) y APP o el péptido AB y de una manera particular
entre el péptido AB1.42 y el extremo N-Terminal de PS2 comprende las etapas siguientes:

e se pone en contacto una mezcla a) de lisados celulares que contienen toda o parte de una presenilina (PS1
o PS2) y ventajosamente el extremo N-Terminal, b) lisados celulares que contienen APP, lisados obtenidos
a partir de células infectadas por virus y en particular baculovirus y c) la molécula o una mezcla que
contiene diferentes moléculas para ensayar

e co-inmunoprecipitado con ayuda de anticuerpos apropiados y conocidos por el experto en la materia,
proteinas solubilizadas y que corresponden a las presenilinas o a APP o el péptido A B

e l|a pérdida de co-inmunoprecipitacién de las presenilinas y del APP se revela por ensayo de western con
anticuerpos marcadores indicando que las moléculas ensayadas tienen la propiedad inhibidora buscada

En un modo particular, los procedimientos de la invencién descritos anteriormente se adaptan a la puesta en
evidencia y/o el aislamiento de ligandos, agonistas o antagonistas de la interaccién entre las presenilinas y el
precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido B-amiloide.

La presente invencion se refiere igualmente a la utilizacion de los polipéptidos definidos anteriormente para poner en
evidencia ligandos de los polipéptidos pero sobre todo de los ligandos de las presenilinas, del precursor del péptido
B-amiloide y/o del péptido B-amiloide, y preferentemente del péptido AB1.42 y/o del extremo N-Terminal de PS2, asi
como compuestos capaces de inhibir al menos la interaccion entre una presenilina y el precursor del péptido -
amiloide y/o el péptido B-amiloide.

Otro objeto de la invencion se refiere a la utilizacion como medicamento de un ligando o de un modulador
identificado y/u obtenido segun los procedimientos aqui descritos anteriormente. Tales ligandos o moduladores por
su capacidad para interferir al nivel de la interaccion entre las presenilinas y el precursor del péptido B-amiloide y/o el
péptido B-amiloide pueden modular por tanto la produccién de péptido amiloide AB142 y permitir tratar ciertas
afecciones neuroldgicas y en especial la enfermedad de Alzheimer.
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Otro objeto de la invencion se refiere a la puesta a punto de un ensayo de interaccion entre una presenilina y el
precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido B-amiloide, y preferentemente entre el péptido AB1.42 y el extremo N-
Terminal de PS2, caracterizado por que comprende al menos una etapa de transferencia de fluorescencia entre dos
fluoréforos fijados a las moléculas precedentes y una etapa de revelacion de la interaccion medida por
espectrofluorimetria. Como se mencion6 precedentemente, este ensayo se utiliza igualmente para poner de
manifiesto moléculas inhibidoras de dicha interaccién, segun el procedimiento de deteccién de inhibicién de la
interaccion descrito en la presente solicitud.

La invencion tiene por objeto ademas cualquier composicidon farmacéutica que comprenda como principio activo al
menos un polipéptido puesto de manifiesto para la invencion.

Las composiciones farmacéuticas segun la invencion se pueden utilizar para inhibir al menos en parte la interaccion
entre una presenilina y el precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido B-amiloide. Se trata mas preferentemente
de composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como, por ejemplo,
la enfermedad de Alzheimer.

Otro objeto de la presente invencion es la utilizacion de polipéptidos puestos en evidencia por la invenciéon para
inhibir al menos en parte la interaccion entre una presenilina y el precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido -
amiloide y preferiblemente la utilizacion de estos polipéptidos para la obtencion de un medicamento destinado al
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y especialmente la enfermedad de Alzheimer.

Para su utilizaciéon segun la presente invencién, los polipéptidos puestos en evidencia por la invencion de una parte
o toda la molécula capaz de inhibir al menos en parte la interaccion entre una presenilina y el precursor del péptido
B-amiloide y/o el péptido B-amiloide, las secuencias nucleicas correspondientes por otra parte, incluso se asocian
preferiblemente vectores a uno o a los vehiculos farmacéuticamente aceptables para ser formulados a la vista de
administraciones por via tépica, oral, parenteral, intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraocular,
transdérmica, etc. Preferiblemente, se utilizan en una forma oral. Se puede considerar sin embargo la forma
inyectable y se podra formular en particular con disoluciones salinas (fosfato monosédico, disddico, cloruro de sodio,
potasio, calcio o magnesio, etc., 0 mezclas de dichas sales), estériles, isotonicas o de composiciones secas,
especialmente liofilizadas, que por adicion segun el caso de agua esterilizada o de suero fisiolégico, permitan la
constitucion de solutos inyectables.

Las dosis de vector y en particular de virus utilizadas para la administracién se pueden adaptar en funciéon de
diferentes parametros y especialmente en funcion del sitio de administracién considerado (6rgano, tejido nervioso o
muscular), del numero de inyecciones, del gen que se vaya a expresar o incluso de la duraciéon del tratamiento
buscado. De manera general, los adenovirus recombinantes segun la invencion se formulan y administran en forma
de dosis comprendidas entre 10* y 10™ pfu, y preferentemente 10°a 10" pfu. El término pfu ("unidad formadora de
placas") corresponde al poder infeccioso de una disolucion de virus y se determina por infeccién de un cultivo celular
apropiado y se mide generalmente después de 15 dias, el numero de halos de lisis de células infectadas. Las
técnicas de determinacion de la titulacion pfu de una disolucion viral estan bien documentadas en la bibliografia.

La presente invencion ofrece un medio eficaz para tratar las enfermedades para las que esta implicada la interaccion
entre una presenilina y el precursor del péptido B-amiloide y/o el péptido B-amiloide y de manera preferida para el
tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y especialmente la enfermedad de Alzheimer.

La presente invencién se detallara mas extensamente con ayuda de los ejemplos mas adelante considerados de
manera descriptiva y no limitante.

Lista de figuras
Figura 1:
A) Esquema de construcciones PS2 truncadas
B) Expresion en células COS 1.
Figura 2: Interaccién de las formas truncadas de PS2 con APP.
Figura 3:

A) Interaccion del término N segregado de PS2 (SecPS2NT) pero no de su forma citoplasmatica (myc-
PS2NT) y de APP extracelular.
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B) Puesta en evidencia de la interaccion SecPS2NT /APP pero no de myc -PS2NT /APP en medio
extracelular.

Figura 4: Interaccion de PS2 con las formas truncadas de APP:

A) Interaccion de PS2 con la forma SPA4CT de APP pero no con el dominio citoplasmatico de APP
(MCA45F).

B) Interaccién de PS2 con la forma C100 de APP
Figura 5: Interaccién de PS1y PS1DC2 con APP y su forma corta:
A) Interaccion de PS1 con la forma entera de APP y la forma truncada SPA4CT
B) Interaccion de la forma truncada de PS1 (PS1 AC2) con APP
Figura 6: Interaccion de PS1 y de APP en células de insectos.
A) Inmunoprecipitados anti-Histidina (etiqueta sobre PS1), revelacién de APP
B) Inmunoprecipitados anti-PS 1, revelacién de APP
C) Inmunoprecipitados anti-APP inverso, revelacion de PS 1
Figura 7: Interaccion de la forma segregada de PS2NT con el péptido AB en el medio extracelular.
Figura 8: Reconstitucién de la interaccion Ap/PS2Nt in vitro sobre filtro de nitrocelulosa.
A) Dependencia de la dosis en funcién de la concentracion de PS2Nt
B) Dependencia de la dosis en funcién de la concentracion de A £.
Figura 9: Interaccion in vitro de formas completas de PS1 y APP.
A) Inmunoprecipitados anti-Histidina
B) Inmunoprecipitados anti-PS 1

Figura 10: Desplazamiento por el extremo N-Terminal de PS2 precedido de un péptido sefial (SecPS2NT)
de la interaccién entre PS1 y el fragmento SPA4CT

Figura 11: Interaccién de PS2 NT con el péptido AB1.42 in vitro: puesta en evidencia por el ensayo en placas
de 96 pozos (ELISA)

Figura 12: Interaccion de PS2 NT con el péptido AB1.42 puesta en evidencia por el ensayo de transferencia
de fluorescencia HTRF (Fluorescencia con Resolucion Temporal homogénea).

Figura 13: El bloqueo de la interaccion APP/PS1 con SecPS2NT conduce a la inhibicién de a produccién de
péptido amiloide A 1.2 intracelular

A) La puesta en evidencia del bloqueo de la interaccion APP/PS1 con SecPS2NT conduce a la
inhibicion de la produccion de péptido amiloide A B1.42 intracelular

B) Controla que la expresion de SecPS2NT no tiene influencia sobre la expresion de los diferentes
transgenes

Figura 14: Deteccion de la interaccion de PS2 con APP endégeno de células COS con ayuda del
tratamiento farmacoldgico a la lactacistina
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Figura 15: Interaccion de PS2 y PS2 NT con una segunda region del APP, diferente del péptido A {.

Materiales y métodos

Al MATERIALES

1. Construcciones que expresan las presenilinas.

La obtencion de vector de expresion (vector anfitrion, pcDNAS, Invitrogen) en células de mamifero de las proteinas
humanas PS1 y PS2 se ha descrito precedentemente (Pradier et col., 1.996). Se han generado diversas deleciones
sucesivas por el extremo C-term de PS2 (véase la Fig 1A). Las numeraciones se hacen a partir del codon de
iniciacion de PS2 como posicion 1.

El fragmento de restriccion Hindlll del vector PS2 (de 5' no codificador, posicién -55, en el sitio interno en la posicion
1.080) ha sido purificado y puesto en ligadura con el vector pcDNAS3 lineal por Hindlll y es tratado con fosfatasa
alcalina. La PS2 truncada asi producida (PS2AC1) se extiende desde el extremo N-terminal al resto 361 mas 7
restos aportados por el extremo 3' y comprende por tanto los seis primeros dominios transmembrana y una gran
parte del bucle hidrofilo (Fig 1A).

PS2AC2 ha sido construido por digestion del plasmido PS2 por Pstl (sitio interno en la posicién 679) y ligadura con
el fragmento Pstl correspondiente a la parte 3' no codificadora del vector PS2. La proteina truncada PS2AC2 se
extiende desde la posicion 1 al resto 228 de PS2 mas 18 restos suplementarios aportados por el extremo 3'. Incluye
los cuatro primeros dominios transmembrana de PS2.

Una construccion similar se ha efectuado para PS2 portando la mutacion N1411, PS2 AC2*.

El fragmento de restriccion Hindlll (-55)/Mscl(590) de la construccion PS2AC2 se ha clonado a continuacion en el
vector pcDNAS3 tratado por Hindlll y cuyo extremo Apal se ha devuelto a verdadero extremo. Esta construccion
PS2AC3 se extiende desde el extremo N-term al resto 198 mas 2 restos suplementarios que comprenden por tanto
los tres primeros dominios transmembrana de PS2.

El fragmento de restriccion de PS2AC2, Hindlll (-55)/Ncol(504) devuelto a verdaderos extremos en su extremo Ncol
para tratar el fragmento Klenow de la ADN polimerasa ha sido clonado en el mismo vector pcDNA3 Hindlll/(Apal
verdadero extremo) para construir PS2AC4 se extiende hasta el resto 168 de PS2 mas 3 restos suplementarios.

La construccién del extremo N-terminal hidréfilo de PS2 se ha obtenido por amplificacion de la secuencia PS2 con
los oligonucledtidos ext5'":

5'-CGGAATTCATCGATTCCACC ATGCTCACATTCATGGCC-3' (SEC ID4) (solapandose el ATG inicial, en
negrita, e introduciéndose un sitio de restriccion EcoRI, subrayado) y ext3'":

5'-CCGCTCGAGTCATTGTCGACCATGCTTCGCTCCGTATTTGAGG-3' (SEC ID5) (introduciendo un codén
de deteccion después del resto 90 de PS2 asi como un sitio de restriccion Xhol, subrayado).

Después de la clonacién en el vector pCRII por el método TA cloning (InVitrogen), la conformidad del fragmento de
PCR se ha verificado por secuenciacion. Este fragmento (EcoRI/Xhol) se ha introducido a continuacion en un vector
pcDNA3 en fase con una secuencia correspondiente al epitopo myc en su extremo N-terminal: mycPS2Nter.

Para no prejuzgar la topologia de PS2, se ha vuelto a clonar el mismo fragmento Nter en el vector pSectagB, en fase
con la secuencia del péptido sefial de IgkB para dirigir la segregacion de la proteina pS2Nter: SecPS2-Nter.

El extremo C-term de PS2 ha sido construido de manera similar con ayuda del fragmento de restriccién Hindlll
(1.080)/Pstl (en 3' no codificador) reclonado en el vector pSecTagB Hindlll/Pstl, SecPS2Cter se extiende del resto
361 al extremo C-terminal o en el vector pcDNA3myc en fase con el epitopo myc.

Igualmente, se ha obtenido una construccion truncada de PS1. El vector pcDNA3-PS1 ha sido digerido por Pflml
(situado en la posicion 636 de la secuencia nucleica codificadora de PS1) y Xhol en la 3' no codificadora de la
secuencia de PS1. Estos sitios han sido transformados en extremo verdadero por tratamiento en la T4 ADN
polimerasa. El fragmento vector, purificado sobre gel de agarosa, ha sido ligado de nuevo sobre si mismo para
construir un vector de expresion de una PS1 truncada extendiéndose del N-ter de PS1 hasta el resto lle213
(después del 5° dominio transmembrana) mas 12 restos suplementarios. Esta construccion corresponde a la
quimera AC2 y se denomina PS1 AC2.

2.Construcciones que expresan APP.
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2.1 Construcciones APP

Las diferentes construcciones APP completo (isoforma 695) y SPA4CT (los 100 ultimos restos del APP (aminoacido
597 a 695) precedidas de un péptido sefial para insercidon en la membrana) se han descrito precedentemente (Dyrks
et coll., 1.993). Los vectores, para la expresion de C100 y del dominio citoplasmatico del APP, se han obtenido de la
siguiente manera: los ADNc correspondientes se han obtenido por amplificacion enzimatica del ADN (PCR
(Reaccién en Cadena de la Polimerasa)) utilizando como cebo de sintesis, los oligonucledtidos siguientes: para el
C100: los oligonucledticos 8.172 y 8.181; para el dominio citoplasméatico del APP: los oligonucleétidos 8.171y 8.181.

Oligo 8172 5' CAAAGATCTGATGCAGAATTCCGACAT 3'(SEC ID6) que contiene:

e un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Bglll (subrayado)

e la secuencia codificadora para los aminoacidos 597-602 de APP (en negrita) [numeraciéon de APP de 695
aminoacidos]

Oligo 8181 5' CAAGCGGCCGCTCATCCGTTGTCATCGTCGTCCT
TGTAGTCTCCGTTCTGCATCTGCTC 3' (SEC ID 7) que contiene:

e un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Notl (subrayado)

e la secuencia complementaria a la secuencia codificadora para los aminoacidos 691-695 de APP (en
negrita) [numeracion APP de 695 aminoacidos]

e la secuencia complementaria a la secuencia Asp-Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys que corresponde al epitopo
FLAG (en italica).

Oligo 8171 5'CAAAGATCTAAGAAACAGTACACATCC 3'(SEC ID 8), que contiene :

e un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion (subrayado)

e la secuencia codificadora para los aminoacidos 650-655 de APP (en negrita) [numeracién de APP de 695
aminoacidos]

Los productos de la amplificacién enzimatica del ADN han sido clonados en el vector pCRIl. La secuencia
nucleotidica se ha verificado por el método de los terminadores especificos de ADN.

Los ADNCc se introducen a continuacion por ligacion en el plasmido de expresion derivado del plasmido pSV2 y que
contiene, en el mismo ambito de lectura, un epitopo MYC.

2.2. Construccion de formas solubles de APP: a-sAPP y 3-sAPP.

Los ADNCc correspondientes a las formas segregadas del APP que terminan en los sitios a- y - de divisidon se han
obtenido por PCR.

El oligonucleétido 1:

5'-ccatcgatgqctaCATCTTCACTTCAGAG-3' (SEC ID 9) introduce:

e un cododn de detencion (secuencia complementaria inversa subrayada) después de la posicion 1.788 de
APP que corresponde al sitio de division B

e yun sitio de restriccién Clal.
El oligonucleétido 2:

5'- ccatcgatggctaTTTTTGATGATGAACTTC -3' (SEC ID 10) introduce:

e un coddn de detencion (secuencia complementaria inversa subrayada) después de la posicion 1.836 de
APP que corresponde al sitio de division a

e yun sitio de restriccion Clal.

El oligonucledtido 3:
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5'- CCGTGGAGCTCCTCCCG -3'(SEC ID 11), comun para las dos formas, corresponde a la region 1.583 a 1.600 de
APP incluyendo el sitio de restriccion interna de APP Sacl (subrayado).

El ADNc del APP ha sido amplificado por PCR utilizando los pares oligo3-oligol y oligo3-oligo2 para B-sAPP y a-
sAPP respectivamente. Los productos de amplificacion han sido subclonados como precedentemente en pCRIl y las
secuencias verificadas por secuenciacion. Para cada uno, el fragmento de restriccion Sacl-Clal ha sido purificado y
reclonado en el vector de expresion APP (véase anteriormente) digerido también por Sacl-Clal para reemplazar la
parte C-terminal de APP por los fragmentos C-terminales de B-sAPP y a-sAPP respectivamente y reconstituir las
proteinas completas.

3. Construcciones baculovirus.

La obtencién de vector de transferencia para baculovirus codificador para la proteina humana PS1 se ha realizado a
partir de vector de expresion para células de mamiferos (Pradier et col, 1.996). EI ADNc codificador para la proteina
PS1 se ha extraido por una digestion por las enzimas de restriccion Xhol y Notl, después se clona en el plasmido de
transferencia pAcHTLB (proteina de fusion 6Histidinas) y pAcSG2 (proteina nativa). La obtenciéon de baculovius
recombinante se efectia segun el protocolo del proveedor (Pharmingen) y consiste en cotransinfectar 2 X 10°
células de insectos (sf9) con 1 pg de plasmido de transferencia que contiene el gen de interés y 0,5 ug de ADN viral
(Baculogold). Después de 5 dias a 27°C, se rascan las células, después se centrifugan, se utiliza el sobrenadante
como patrén virico para la amplificacion y la determinacién del titulo virico, se visualiza la expresion de la proteina
por ensayo de western sobre el resto celular.

La obtencién de baculovirus que expresa APP Humano (695) se ha descrito precedentemente (Essalmani et col,
1.996).

Para el estudio de expresion de PS1 y APP, se coinfectan las células sf9 a una M.O.l de 2 por los baculovirus que
expresan APP humano (695), la proteina humana Presinilina 1 (PS1) o PS1 con una etiqueta 6 histidina en N
terminal (6HisPS1), o la proteina de control de pseudomas putrida XylE con una etiqueta 6 histidina en N terminal
(6HisXylE), después se solubiliza con un tampén Tris 10 mM, NaCl 130 mM, Tritén X100 1%, NP 40 1%, pH 7,5.

Las proteinas solubilizadas son inmunoprecipitadas por un anticuerpo antiHistidina (A), antiPS1 (1805)(B) o antiAPP
(22C11) (C). La presencia de APP o de PS1 se ha realizado por ensayo western con el anticuerpo antiAPP
aCT43(A), 22C11(B) o el anticuerpo antiPS1 95/23(C).

Las fracciones solubilizadas que contienen APP, PS1 o 6HisPS1 se mezclan, después se inmunoprecipitan en

presencia de anticuerpos anti Histidinas o antiPS1 durante una noche a 4°C. La coinmunoprecipitacion del APP se
revela después de ensayo western con los anticuerpos aCT43 o 22C 11.

4. Los plasmidos

Los plasmidos utilizados segun la invencion son los siguientes:

e ADNpc es un plasmido comercial (InVitrogen) utilizado para la clonaciéon y expresion en células de
mamiferos de las secuencias PS1y PS2 y de sus formas truncadas.

e pCRII es un plasmido comercial (InVitrogen), utilizado para la clonacion de fragmentos de PCR

e pSecTagB es un plasmido comercial (InVitrogen), utilizado para la clonacion y expresion en células de
mamiferos de ADNc a las que se ha adicionado de nuevo la sefial de secrecion (péptido sefial Ig k).

e pSV2 es un plasmido comercial (Pharmacia), utilizado para la clonacion y la expresion en células de
mamiferos de ADNCc.

e pAcHTLB es un plasmido comercial (Pharmingen), para la insercion de un epitopo (His)6 en los ADNc y la
recombinacién homadloga con baculovirus.

e pAcSG2 es un plasmido comercial (Pharmingen), para la recombinacién homdloga con baculovirus.

pET29a es un plasmido comercial (Novagene), para la expresién de ADNc en bacterias
B/ METODOS

1. Transinfeccidon de las células

El método establecido para las células COS1 o las células CHO, consiste en utilizar un lipofectante en una relacion
de 1 para 8 (peso/peso) con respecto al ADN y un péptido sintético H1 (secuencia: KTPKKAKKPKTPKKAKKP) en la
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misma proporcion para optimizar la compactacion del ADN y la eficacia de transinfeccion. Este método se basa
especialmente en la neutralizacion de cargas de los fosfatos del ADN por las cargas positivas del lipofectante.

Las células COS1 son cultivadas en incubadora a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO- en el medio DMEM (Medio
Dulbecco's Modified Eagle) que contiene 4,5 g/l de glucosa (Gibco-BRL) enriquecidos con 3% de L-Glutamina, 1%
de penicilina-estreptomicina y 10% de Suero Fetal Bovino.

La vispera a la transinfeccion, las células se siembran a una densidad de 2,5 10° células por caja de 100 mm. El dia
de la transinfeccion se enjuagan las células 2 veces con PBS (Disolucién Salina con Tampéon de Fosfato) y una vez
en OptiMEM (composicion patentada; Gibco-BRL) para una habituaciéon de al menos 15 minutos en incubadora.

Por caja equivalente de 100 mm, se afiaden 8 ug de ADN plasmidico en total a 300 pyl de OptiMEM y 64 ug de
péptido H1. Después de haber sido sometido a vértex vigorosamente durante 10 segundos, se esperan 5 minutos y
se afiade la lipofectamina (32 pl o 64 ug) diluida en 300 ul de OptiMEM a la mezcla precedente. Se somete
vigorosamente de nuevo el conjunto a vortex después se deja reposar 30 minutos. Se afiaden cinco mililitros de
OptiMEM por tubo y la mezcla sometida a vortex se pone sobre las células (cuyo medio ha sido previamente
aspirado). Las células se ponen entonces en incubadora durante 4 horas, al término de las cuales se reemplaza la
mezcla con medio completo.

2. Lisis de células y dosis de proteinas

Las células son lisadas lo mas a menudo 48 horas después de la transinfeccion (al maximo habitual de expresion).
El tampodn de lisis contiene 10 mM de Tris pH 7,5, 1 mM de AEDT, 1 % de Tritén X100, 1 % de NP40 y un coctel de
inhibidores de proteasas (Complete©, Boehringer-Mannheim). Para cada placa, después de enjuagado con PBS, se
afiaden 800 pl del tampodn frio. Los lisados experimentan entonces ultrasonidos seguido por agitacion con barra
magnética a 4°C durante una noche. Una centrifugacion de 30 minutos a 15.000 vueltas/min separa el residuo del
sobrenadante. Las proteinas solubles se dosifican entonces segun el estuche BCA (Pierce) para poder normalizar
las experiencias siguientes.

3. Inmunoprecipitaciones

Los anticuerpos dirigidos contra el péptido del N-term de PS2, 95041, (Blanchard et coli., 1.997) y contra los veinte
primeros aminoacidos de PS1 (Duff et coll., 1.996) se han obtenido en el conejo por inmunizacién con los péptidos
sintéticos. Para la inmunoprecipitacién, se diluyen 100 ug de proteinas en 400 ul de RIPA modificado (NaCl 150 mM,
Tris 50 mM pH 8,0, Tritén al 1 % X100 v/v, NP40 1% v/v). Se afiaden treinta microlitros de suspensién de proteina A
Sepharose (0,1% m/v en disolucién de PBS) y 3 ul de anticuerpos. Se mezclan las suspensiones lentamente en un
agitador giratorio a 4°C durante una noche. El complejo de proteina A Sepharose se lava 3 veces con 0,5 ml de
RIPA modificado y una vez con 0,5 ml de tampdn de lavado « Lavado C » (Tris 10 mM pH 7,5).

4. Inmunotransferencia

Se desnaturalizan las muestras (lisados de células) en un volumen igual de tampon de sedimento (Tris 125 mM pH
6,8, SDS al 4% mlv, glicerol al 20%, Azul de Bromofenol al 0,02%, Ditiotreitol 50 mM) a 95°C durante 5 minutos.
Para el andlisis de la expresion de las presenilinas, se desnaturalizan las muestras en presencia de urea 8 My a 37
°C para evitar la agregacion apropiada a las presenilinas a 95°C.

Las muestras se depositan sobre geles de Tris-Glicina (Novex), con un porcentaje de acrilamida diferente segun el
peso molecular que se va a discriminar. Se deposita igualmente un marcador de Peso Molecular (Broad Range,
BioRad). La migracion tiene lugar durante aproximadamente 2 horas a 100 Volts constantes en un tampén SDS 1X
final (Novex). A continuacién se transfiere el gel sobre una membrana de nitrocelulosa o de PVDF (Tampén de
transferencia 1X final (Novex) con 10% de metanol) durante 2 horas a 150 mA constantes.

Después de la transferencia, la membrana se bloquea durante 2 horas a temperatura ambiente en 50 ml de PBS-T
(PBS con Tween al 0,5%) que contiene 2% de leche desnatada (Merck). El anticuerpo primario (diluido a la
concentracion 6ptima del orden del 1/1.000° al 1/5.000°, en PBS-T con o sin 2% de leche desnatada) se deja una
noche a 4°C. Después de un breve enjuague con PBS-T, se incuba la membrana 45 minutos en presencia del
segundo anticuerpo (IgG anti-raton o anti-conejo segun el caso, acoplada a la peroxidasa de Raifort) diluida al
1/5.000 en un tampoén denominado «ECL» (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 0,1%).

Se enjuaga entonces la membrana 4 veces 15 minutos con tampon «ECL». Se puede revelar mediante el reactivo
ECL (Amersham) constituido por 2 tampones de mezcla extemporaneamente en igual volumen. Se efectian
diferentes exposiciones de pelicula fotografica (Hyperfilm ECL; Amersham) seguidas de un desarrollo.

5. Fijacion in vitro de PS2 NT con el péptido AB Amiloide

5.1 Produccidén de la proteina recombinante PS2 NT en bacterias
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Para la creacion de un vector de expresion bacteriano de PS2NT (aminoacidos 1 a 87), se ha amplificado ADNc de
PS2 mediante PCR con los oligonucleétidos 3':(CCGCTCGAGTCATTGTCGACCATGCTTCGCTCCGTATTTGAGG)
y 5' (CCGGAATTCATCGATTCCACCATGCTCACATTCATGGCC). El fragmento resultante se clona en pCRIl y se
confirma la secuencia. Este fragmento se subclona a continuacién con el vector pET29a (Novagene) en fase con la
secuencia de la etiqueta etiqueta-S. La proteina se ha producido en bacterias BL21A. Después de induccién con
IPTG para 5 h, las bacterias se recuperan por centrifugacion (10 min a 6.000 vueltas/min) y el residuo celular
disuelto en tampdn RIPA (volumen calculado multiplicando la DO del cultivo después de la induccion por el volumen
de cultivo dividido por 23). Se han lisado las bacterias por ultrasonidos y se centrifuga el lisado a 13.000 vueltas/min
durante 20 min a 4°C. Se ha utilizado el sobrenadante (extracto total) para los estudios de fijacion.

La proteina recombinante PS2NT también se ha purificado del extracto total sobre columna de Niquel (etiqueta poli-
His aportada en el vector pET29a) como describe el proveedor (Novagene).

5.2 Ensayo de fijacion PS2NT/AB42 sobre membrana de nitrocelulosa

El péptido AB sintético (en disolucion) se ha depositado sobre membrana de nitrocelulosa (Schleicher and Schuell)
utilizando un aparato dot-blot de 96 pozos. Después de depdsito, se bloquea el filtro (reverso sitios no especificos de
fijacion de proteinas) con el reactivo de bloque de gelatina (Novagen) diluido a la 10 en TBST. Después de bloqueo,
se reemplaza el filiro sobre el aparato de dot-blot y se afiade el extracto bacteriano PS2NT a los pozos para una
incubacién de 2 h a temperatura ambiente. Como control, se utiliza un extracto bacteriano que contiene el plasmido
vacio pET29 sobre los pozos por duplicado. Se lava el filtro a continuacién una vez con tampén RIPA, después se
retira del aparato y se lava tres veces con PBST (15 min para cada lavado). La deteccién de la etiqueta etiqueta-S
se efectia a continuacion como prescribe el proveedor (Novagen) con un substrato colorimétrico. La cuantificacion
de la reaccion colorimétrica (precipitado) se efectia por escaneo 6ptico del filtro y cuantificacion de la intensidad en
cada pozo mediante logiciel Tina 2.1 (Raytest).

5.3 Ensayo de Interaccion PS2NT/A 42 en formato ELISA

Se incubo el péptido AB (1-40 y 1-42) sintético (100 pl, 2 yg/ml) durante la noche en placas de 96 pozos para fijacion
sobre el plastico. Se enjuagan las placas dos veces con PBS y se saturan los sitios de fijacién no especificos por
incubacién con 5% (p/v) de Albumina de Suero Bovino en PBS. La proteina recombinante purificada (segun el
protocolo descrito en 5.1), PS2NT, se afiade diluida en tampén (25 mM Tris/HCI, pH 7,5, Triton X-100 al 0,5%, NP40
al 0,5%) y se incuba durante 4 h, a temperatura ambiente. Después de dos enjuagues con PBS-Tween 0,5%, la
proteina PS2NT retenida sobre la placa (en interacciéon con el péptido AB) se revela por incubacion con la proteina
fijadora de la Etiqueta-S acoplada a fosfatasa alcalina como precedentemente. La deteccién de la sefial se efectua
en un espectrofotometro a 450 nm.

5.4 Ensayo de Interaccion PS2NT/AB1-42 en formato HTRF (Fluorescencia con Resoluciéon Temporal).

La proteina purificada PS2NT (producida segun el protocolo descrito en 5.1) se ha marcado con ayuda del fluoréforo
criptato de Europio (PS2NT-K). Los péptidos AB1.40 Y AB1-42 se han sintetizado con una biotina y un brazo espaciador
de 3 BAlaninas (o de 3 lisinas) en su extremo N-terminal (mas arriba de la posicion 1 de los péptidos AB) y dos
Argininas (R) en su extremo C-terminal para facilitar la sintesis, péptidos biot-3K-AB40rr y biot-3K-AB42rRr.

La reaccion de interaccion de PS2NT-K con biot-AB40 o biot-AB42 se efectia en un tampén de HEPES 10 mM,
pH=7,2, que contiene NaCl 150 mM, AEDT 3,4 mM y CHAPS 3 mM (detergente). La proteina PS2NT marcada
(conc. final 6 nM o 40 pl de disolucién inicial a 15 nM) se incuba con el péptido biot-AB40 o biot-AB42 (conc. final 2
UM o 40 pl de disolucién inicial a 5 yM y 20 pl de tampdn) durante 10 min., seguido por adicion de estreptavidina
marcada a la XL665 (XL665 es una aloficocianina reticulada, CisBio International) a la concentracion de 8 ug/ml (o
100 pl de disolucion inicial a 16 pg/ml) en un tampon HEPES 100 mM pH=7,0 que contiene KF 400 mM, AEDT 133
mM y BSA 1 g/l. La reaccién se incuba, o 4 h a temperatura ambiente 0 24 h a 4°C y se leen las placas en un
contador Packard Discovery que mide por una parte la emision del criptato de Europio a 620 nm después de
excitacion a 337 nm y por otra parte la emision de la XL665 a 665 nm después de transferencia de la fluorescencia a
620 nm por el criptato de Europio sobre la XL665. La formacién del complejo XL665-estreptavidina/biot-AR42/
PS2NT-criptato conduce a una transferencia de fluorescencia del criptato hacia la XL665 que se mide a 665 nm por
el contador. En ausencia de formacion de un complejo XL665-estreptavidina/biot-Ap42/ PS2NT-criptato, el criptato
de Europio presenta fluorescencia a 620 nm.

Ejemplos

Ejemplo 1. Interaccion entre APP y PS2 y cartografia de la zona de Interacciéon sobre PS2.

Este ejemplo tiene como finalidad determinar la zona de interaccion sobre PS2 y poner en evidencia una interaccion
entre dicha region y APP.
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La interaccion entre las proteinas APP y PS2 en células de mamifero se ejemplifica en la figura 2. El lisado de
células COS transinfectadas con PS2 y APP esta sometido a una inmunoprecipitacion con un anticuerpo dirigido
contra el N-term de PS2 (95041, Blanchard et col.,, 1.997). Se analiza a continuacién el inmunoprecipitado por
inmunotransferencia con un anticuerpo contra APP. El APP es detectado claramente en los inmunoprecipitados de
células cotransinfectadas con APP y PS2 pero no en ausencia de PS2 (Fig 2, pista 6 con respecto a la pista 7) como
se describié precedentemente (Weidemann et col., 1.997). Para cartografiar la zona de interaccién entre estas dos
proteinas, se han construido diversas formas truncadas de PS2. Para conservar la topologia de membrana de PS2
determinada en general por la parte N-term de las proteinas de membrana, se producen truncamientos progresivos
del extremo C-term de PS2 que terminan después de diversos dominios transmembrana TM6 (PS2AC1), TM4
(PS2AC2), TM3 (PS2AC3) y TM2 (PS2AC4), esquema Fig 1A. El extremo N-term hidrofilo (87 residuos) de PS2 se
ha construido también en forma citoplasmatica (secuencia nativa) o en forma segregada por insercién del péptido
sefal de la cadena Igk. La expresion de estas diferentes formas se ejemplifica en la figura 1B, revelada con ayuda
del anticuerpo anti-PS2 (95041). Las construcciones que poseen dominios hidréfobos presentan ademas bandas
que corresponden a las formas mondémeras de los pesos moleculares esperados (que forman aqui dobletes
proximos), formas dimeras y agregados de altos pesos moleculares tipicos de PS2 (Fig 1B, pistas 3-5). En particular
para PS2 completo, solo estos agregados son detectables en esta figura mientras la forma mondémera no es
detectable (pista 6). Las dos construcciones del N-term hidréfilo de PS2: mycPS2Nt y SecPS2Nt dan lugar a bandas
de los pesos moleculares esperados (Fig 1B, pistas 1 y 2.). La construccion SecPS2Nt es segregada igualmente en
el medio extracelular (Fig 3B, pista 2) mientras que la construccion mycPS2Nt es citoplasmatica.

Estas construcciones se han cotransinfectado individualmente con APP. La fraccion detergente - soluble de los
lisados celulares se ha inmunoprecipitado con el anticuerpo dirigido contra el N-term de PS2 y se han analizado
estos inmunoprecipitados por inmunotransferencias. Como con la PS2 completa, el APP es detectable en los
inmunoprecipitados con todas las formas truncadas de PS2, PS2AC2 a PS2AC4 (Fig 2, pistas 3-5) que demuestran
la interaccion entre APP y las formas que contienen el N-term de PS2. Esta interaccién con el APP se conserva con
la construccion N-term de PS2 en su forma segregada (Fig 2, pista 2) demostrando que el anclaje de PS2Nt en la
membrana lipidica no es necesario para esta interaccion. Por contraste, la forma citoplasmatica mycPS2NT no
reacciona con APP (Fig 2, pista 1).

La experiencia inversa de inmunoprecipitacion por un anticuerpo anti-APP y la deteccion por el anticuerpo N-term de
PS2 ha permitido confirmar la interaccién entre el APP y SecPS2Nt en condiciones experimentales diferentes.

En el medio de cultivo de células cotransinfectadas con APP y SecPS2Nt, una interaccién entre estas dos proteinas
se demuestra igualmente por coinmunoprecipitacién (Fig 3A, pista 4 y Fig 3B, pista 3). La forma mycPS2NT no
reacciona con APP en el medio (Fig 3B, pista 2). La presencia de esta interaccion en el medio, demuestra que el
complejo APP/PS2Nt es relativamente estable durante el proceso de secrecion.

Ejemplo 2. Interaccién entre APP y PS2 y cartografia de la zona de interaccién sobre APP.

Este ejemplo tiene como finalidad determinar la zona de interacciéon sobre APP y poner en evidencia una interaccion
entre dicha region y la presenilina 2.

A tal efecto, las formas truncadas de APP se han utilizado para delimitar la zona de interaccion sobre el APP. Se ha
utilizado una construccion que comprende los 100 ultimos restos del APP bajo el control o no de un péptido de
secrecion (SPA4CT y C100, Dyrks et col.,1.993) y una construccion que comprende solamente el dominio
citoplasmatico (los 45 ultimos restos del APP) y su presencia detectada con ayuda de un anticuerpo dirigido contra el
dominio citoplasmatico del APP (aCT43, Stephens et Austen, 1.996). En las células cotransinfectadas con PS2, se
ha podido poner en evidencia una interaccién de SPA4CT pero no del domino citoplasmatico del APP con PS2 (Fig
4A, comparar pistas 4 y 5). La interaccién de PS2 con la construccion C100 (sin sefial de secrecion) también se ha
podido demostrar (Fig 4B, pista 7). Incluso asociando el dominio citoplasmatico del APP a la membrana en una
construccion quimérica con el receptor alfa de IL2, no se ha podido observar ninguna interacciéon con PS2. Este
ejemplo demuestra que existe una interaccion con SPA4CT (restos 597 a 695 de APP) pero no con el dominio
citoplasmatico (restos 651 a 695) que indica por tanto que sobre el APP, la regidon del AR (restos 597 a 637) y el
resto del segmento transmembrana (hasta el resto 650) son suficientes para la interaccién con PS2.

Ejemplo 3. Interaccion de PS1 con APP y cartografia inicial

Este ejemplo tiene como finalidad determinar la zona de interaccion sobre PS1 y validar la interaccion entre dicha
regiéon y APP.

Por analogia con los resultados obtenidos para PS2 (ejemplos 1 y 2), el estudio de interaccion de PS1 con APP se
ha realizado en el mismo sistema celular COS1. Después de coinmunoprecipitacion con un anticuerpo dirigido
contra los ultimos 20 aminoacidos de PS1 (Duff et col., 1.996), el SPA4CT, el fragmento C-terminal de APP, se ha
podido detectar en los precipitados (Fig. 5A, pista 4 ). EI APP también reacciona con PS1. Igualmente, la forma
truncada de PS1, PS2AC2(1-213), reacciona con APP (Fig 5B. pista 4). Estos proporcionados primero nos permiten
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considerar que las regiones de interaccion entre APP y PS1 deben ser vecinas de las ejemplificadas
precedentemente con PS2.

Para verificar la validez y la generalidad de esta interaccion PS1/APP, se ha utilizado un sistema celular diferente, en
el que las células de insectos se han infectado por baculovirus recombinantes que expresan la PS1 con o sin
etiqueta His6 y APP (c.f. Materiales y métodos). El estudio de los lisados celulares ha permitido detectar el APP en
los inmunoprecipitados antiHis6 (para la PS1-His6, Fig 6A, pista 4) o antiPS1 (para la PS1 con o sin His6, Fig 6B,
pistas 4 y 5) cuando las células son coinfectadas con los dos tipos de virus recombinantes pero no cuando se
expresa una sola proteina (pistas 1, 2 y 3 correspondientes). A la inversa, en los inmunoprecipitados anti-APP, las
proteinas PS1-His6 y PS1 son detectables (Fig 6C, pistas 4 y 5) para las dobles infecciones. Esta experiencia
permite confirmar la interaccion en el sentido inverso con diferentes anticuerpos.

Ejemplo 4. Interaccion de A PS2 en células

Dado que la regién de interaccion entre el APP y la PS2 implica sobre el APP, una region que incluye el péptido
amiloide (de 595 a 635) y sobre la PS2, su dominio N-term hidréfilo, se ha demostrado en este ejemplo que esta
ultima interreacciona directamente con el péptido amiloide (AB) producido por las células. La expresion de SPA4CT
(que corresponde a los 100 ultimos restos de APP precedidos de un péptido sefial) en células COS conduce a una
fuerte produccion del péptido amiloide, en parte ya que SPA4CT es considerado como el precursor bioldgico del AR.
Las células COS se han transinfectado con SPA4CT sdlo, SPA4CT y SecPS2Nt o con SecPS2Nt sdélo. Los medios
extracelulares correspondientes se han inmunoprecipitado con el anticuerpo antiPS2 y el péptido AR se ha detectado
gracias al anticuerpo especifico W02 (Nida et al. (1.996) J. Biol. Chem. 271, 32.908-914) (Fig 7). El péptido AR se
identifica solamente para células cotransinfectadas con SecPS2Nt y SPA4CT como una banda de débil intensidad
(Fig 7, pista 1) pero no con los controles individuales (Pistas 2 y 3). Por otro lado, también se detecta una banda
suplementaria a aproximadamente 40 kDa de manera especifica para las células doblemente transinfectadas.
Después de lavado del filtro y deteccion con el anticuerpo PS2, parece que una banda del mismo peso molecular es
igualmente PS2-inmunoreactiva (Fig 7, pista 4). Esta banda se presenta también para las células transinfectadas
con SecPS2Nt como se espera. Asi, en las células doblemente transinfectadas, esta banda representa un complejo
SDS-estable entre SecPS2Nt y AR, pudiendo confirmar la interaccion entre estas dos entidades. La escasa
diferencia de masa aportada por el péptido AR (4kDa) explicaria que no hubiera diferencia de tamario detectable con
las células transinfectadas con SecPS2Nt solamente. Los resultados de estas experiencias permiten concluir que la
forma segregada de PS2 (secPS2Nt) interreacciona con el péptido AR (restos 597-637 de APP695).

Ejemplo 5. Reconstitucion de la interaccion de AB y PS2Nt en ensayo in vitro sobre membranas de
nitrocelulosa

Este ejemplo tiene como finalidad demostrar la reconstitucion de la interaccion PS2Nt-APP(A () in vitro.

Para confirmar la interaccion entre el péptido AR y PS2Nt (extremo N-terminal de PS2), se ha desarrollado un
ensayo de fijacion in vitro. Se ha construido una proteina de fusion PS2Nt que porta el péptido etiqueta/marcador S
(etiqueta-S) en su extremo N-terminal y se ha expresado en bacterias. Los péptidos AB140 Y AB142 se han
depositado sobre membranas de nitrocelulosa que se han incubado en presencia de un extracto bacteriano que
expresa la proteina PS2Nt. La etiqueta-S se ha revelado a continuacion mediante la proteina fijadora de la etiqueta-
S acoplada a fosfatasa alcalina y mediante reaccion colorimétrica. La proteina etiqueta-S-PS2Nt se fija bien sobre
los péptidos AB en este ensayo in vitro (Fig 8A). Como controles, los duplicados se han incubado en presencia de un
extracto bacteriano que no expresa mas que el péptido S que es utilizado como nivel de fijacion no especifica sobre
el péptido AR (formas 1-40 y 1-42). Las diluciones seriales del extracto bacteriano permiten establecer que esta
fijacién depende de la dosis y es saturable. En esta experiencia, la fijacién parece ser mas importante sobre el AB1.42
que sobre el AB1.49 con sin embargo una cierta variabilidad. Por ejemplo, la fijacién de PS2Nt depende de la dosis de
AB depositada sobre la membrana, mientras que AB1.40 y AB1.42 presentan valores de fijacion equivalentes.

Este ejemplo proporciona pues una demostracion de la reconstitucion de la interaccion PS2Nt-APP(AR) in vitro entre
AB sintético y la PS2NT de origen bacteriano. Dado que las mutaciones patolégicas de PS2 conducen a un aumento
de la relacion AB1-42/AB1-40 producida en numerosos sistemas y que por otro lado, hay interaccion fisica entre PS2
y APP, parece que esta interaccion fisica podria estar implicada en la produccion del péptido AB1.2. Asi, la inhibicion
de esta interaccion constituye una aproximacion terapéutica extremadamente original para la enfermedad de
Alzheimer.

Ejemplo 6. Ensayo de interaccion AB42/PS2NT en formato de 96 pozos (tipo ELISA). Fig 11

El ejemplo 5, proporciona resultados que demuestran la interaccion directa entre el péptido AR y la proteina PS2NT
sobre membrana de nitrocelulosa. Este ejemplo tiene por finalidad confirmar las informaciones del ejemplo 5 y
describir la puesta en evidencia de la interaccion en un formato de placas de 96 pozos. El péptido AB (AB40 o AB42)
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se fija por incubacion sobre placas de plastico de 96 pozos. Se incuban las placas a continuaciéon con la proteina
PS2NT recombinante. Después de enjuagues, la deteccidn de la interaccion (AB/PS2NT) se hace por fijacion de la
proteina fijadora de la etiqueta-S en los pozos y revelado colorimétrico. Se fija PS2NT de manera dependiente de la
dosis sobre el péptido AB1-42 (Fig 11) pero no sobre el péptido AB1-40 o sobre el péptido de secuencia inversa
AB40-1, ni sobre ningun otro péptido amiloidogénico, la amilina. Las cantidades de péptidos AB1-42 o AB1-40 fijadas
sobre las placas son idénticas como se verifica por inmunodeteccién). La constante de fijacion de PS2NT sobre
AB42 es de 0,18 uM. La especificidad de PS2NT para la forma AB42 del péptido con respecto a AB40 sélo se habia
sugerido en el ejemplo 5. Este ejemplo establece de esta especificidad que es perfectamente reproducible en el
presente ensayo.

Este formato de ensayo de interaccion AB42/PS2NT permite pues considerar facilmente un ensayo de cribado de
moléculas que inhiban esta interaccion.

Ejemplo 7. Ensayo de Interaccion A 42/ PS2NT en formato HTRF

En los ejemplos 5 y 6, la interaccién directa entre el péptido AB42 y la proteina PS2NT se ha demostrado por una
parte sobre una membrana de nitrocelulosa y por otra parte sobre placas de 96 pozos (tipo ELISA).

Este ejemplo tiene como finalidad confirmar estas informaciones y describir la puesta en evidencia de la interaccion
en fase liquida’/homogénea utilizando la técnica de transferencia de fluorescencia.

El principio de ensayo descrito en Materiels et Méthodes (5.4) se basa en la transferencia de fluorescencia. La
proteina recombinante PS2NT marcada con criptato de Europio (PS2NT-K) interreacciona con el péptido biot-AB42
como lo muestra la figura 12 (barra N° 3). Esta sefial disminuye y por tanto la interaccion PS2NT-K/biot-AR42 se
desplaza por un exceso de PS2NT no marcado (C150=400 nM ). La sefal de fluorescencia detectada es estable en
el tiempo: de 4 h a temperatura ambiente a 24 h a 4°C (segun las condiciones elegidas, descritas en Matéries| et
Methodes ).

Esta interaccion depende de la dosis para el péptido biot-AB42 (zona de linealidad de la sefial de 0 a 2,5 yM) y para
PS2NT-K (zona de linealidad de la sefial de 0 a 7,5 nM). Como lo indica la figura 12, barra N° 5, no hay interaccion
de PS2NT-K con el péptido biot-AB40 que aporta un elemento suplementario de especificidad. La especificidad de
PS2NT para la forma AB42 del péptido con respecto a AR40 que no habia sido mas que sugerida en el ejemplo 5 se
confirma entonces en el ejemplo 6 y el presente ejemplo.

Este ensayo HTRF de interaccion entre PS2NT y AB42 (reflejando la interaccion APP/PS en células) permite por
tanto la identificacién de moléculas quimicas que inhiban esta interaccion mediante un cribado a alto flujo.

Ejemplo 8. Reconstitucion de la interaccion APP/PS1 in vitro

Este ejemplo tiene como finalidad demostrar que la interaccién entre las proteinas completas APP y PS1 puede ser
recreada a partir de lisados celulares diferentes, mezclados de manera Unica para poner en evidencia la interaccion.

El sistema de expresion del baculovirus permite la expresién de grandes cantidades de proteinas recombinantes, los
lisados de las células infectadas individualmente para cada uno de los tres virus se han utilizado como fuente de
proteinas APP, PS1 y PS1-His6. Las fracciones solubilizadas que contienen APP, PS1 o 6HisPS1 se mezclan,
después se inmunoprecipitan en presencia de anticuerpos anti Histidinas o antiPS1 durante una noche a 4°C. El
APP es detectado claramente en los inmunoprecipitados (Fig 9A, pista 3 y Fig 9B, pista 3) demostrando que la
interaccion APP con PS1-His o PS1 es reconstituida in vitro por incubacion de dos proteinas. El APP sélo parece
precipitar débilmente mediante anticuerpos anti-PS1 (Fig 9B, pista 1) pero no con anticuerpo anti-His que confirma la
especificidad de la interacciéon en ese caso. Estos resultados permiten poner a punto un ensayo de interaccion in-
vitro de dos proteinas completas APP y PS1.

Ejemplo 9. SecPS2Nt bloquea la interaccién de APP y PS1 en células transinfectadas.

Se ha demostrado en los ejemplos precedentes que APP interreacciona con PS1 de manera parecida a PS2 y que
para este Ultimo, basta la construccion SecPS2Nt en la interaccién con APP. Este ejemplo tiene como finalidad
evaluar si la fijacion de SecPS2Nt sobre el APP puede bloquear la interaccion con PS1 de manera cruzada
(heterdloga). En el sistema COS1, el SPA4CT (que corresponde a los ultimos 100 restos de APP precedidos de un
péptido sefal) se puede detectar en los inmunoprecipitados anti-PS1 de células que expresan SPA4CT y PS1 p o
PS1 mutante, PS1*, (Fig 10A. pistas 1 y 2). Ademas, cuando SecPS2NT se cotransinfecta igualmente, la sefal
SPA4CT casi desapareceria en los inmunoprecipitados anti-PS1 (Fig 10A, pistas 3 y 4). Después de
inmunoprecipitacion anti-PS1, los sobrenadantes (fraccion no asociada a la proteina A sepharosa) han
experimentado una segunda inmunoprecipitacién con el anticuerpo anti-PS2. El SPA4CT se detecta claramente en
las células cotransinfectadas con PS1 y SecPS2Nt (Fig 10B, pistas 3 y 4) que demuestra que en estas células, el
SecPS2Nt fjiandose, ha desplazado la fijacion de SPA4CT sobre PS1. Esta experiencia nos permite por tanto
concluir que SecPS2Nt es una molécula capaz no solamente de fijarse sobre APP, sino también de desplazar la
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fijacién de APP sobre PS1 y probablemente PS2. SecPS2Nt puede servir por tanto en células de cebo para bloquear
la interaccién de APP con las dos presenilinas, PS1 y PS2. En efecto, los resultados de la cartografia de la
interaccion PS1/APP, confirman que las zonas de interaccién puestas en juego son similares a las de PS2.

Ejemplo 10. El bloqueo de la interaccién APP/PS1 conduce a la inhibiciéon de la produccion del péptido
amiloide AB42 intracelular.

El ejemplo precedente demuestra que la expresion de SecPS2NT puede bloquear la interacciéon entre APP y PS1 o
PS1 mutante. El presente ejemplo analiza las consecuencias de esta inhibicion sobre la produccion del péptido
amiloide, en particular de estas dos formas ABR40 y AB42. En efecto, se ha descrito precedentemente en la
bibliografia que las mutaciones patolégicas de las presenilinas (PS1 o PS2) conducian a un aumento de la relacion
de la forma larga del péptido AR, forma AB42, sobre la forma AB40. relacion AR42/AB40 (Borchelt et coll. 1.996 y
para revision Hardy, 1.997).

SPA4CT se ha coexpresado con PS1 wt (Fig 13A, pistas 1 y 3) o con PS1 mutante (Fig 13A, pistas 2 y 4) o en
ausencia (pistas 1 y 2) o en presencia de SecPS2NT (pistas 3 y 4). Los lisados celulares y los medios
acondicionados de las células han sido analizados para la produccion del péptido amiloide. Las formas AB40 y ABR42
se han analizado por inmunoprecipitacion con anticuerpos que reconocen especificamente los extremos C-
terminales AB40 (FCA3340) o AB42 (FCA3542, Barelli et coll.,, 1.997) y los inmunoprecipitados analizados por
inmunotransferencia con un anticuerpo que reconoce las dos formas. En los lisados celulares, la expresion de PS1
mutante conduce bien a un aumento de la producciéon de AB42 (1,5 a 2 veces) y sus formas multiméricas con
respecto a PS1wt y poca variacién de los niveles de AB40 (comparar Fig 13 A, pistas 1y 2, paneles AB42 y AB40
lisados celulares) como se espera. En presencia de SecPS2NT, los niveles de AB42 (y multimeros) se reducen
considerablemente (Fig 13A, pistas 3 y 4) tanto con PS1 wt como PS1 mutante. En el medio extracelular, los niveles
de AB42 parecen disminuir también pero de manera menos importante. No hay variacion de los niveles de péptido
amiloide AB40 entre las diferentes condiciones lo que demuestra que el efecto sobre ABR42 es especifico y no es
debido a una modificacion global de los niveles de expresion. Esto se confirma por analisis de la expresion de
diferentes genes transinfectados: SPA4CT, SecPS2NT y PS1 (Fig 13B). En este ejemplo, se ha demostrado por
tanto que inhibir la interaccion PS1/APP con el dominante genético SecPS2NT conduce a una disminucion de los
niveles de produccion de AB42 intracelulares tanto con PS 1 mutante como con PS1 wt. En relacién al papel
principal acordado para el AB42 en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, este ejemplo aporta la
demostracion de que la inhibicidon de la interaccion APP/PS representa por tanto una criba terapéutica importante
tanto para las formas genéticas como para las formas esporadicas de la enfermedad.

Ejemplo 11. Detecciéon de la interaccion de PS2 con APP enddégeno de las células COS con ayuda de un
tratamiento farmacolégico.

Este ejemplo tiene como finalidad demostrar que los resultados obtenidos en los ejemplos precedentes (estos
resultados en células, corresponden a la sobreexpresién de dos parejas de la interacciéon APP y PS (PS1 o PS2))
son igualmente validos con proteinas no sobreexpresadas o enddgenas. En efecto, la fuerte sobreexpresion de dos
proteinas podria conducir a un artificio de interacciéon. En este ejemplo se ha perseguido la deteccién de la
interaccion en las condiciones no implicando la sobreexpresion simultanea de dos parejas.

Las células COS expresan el APP de manera enddgena a pesar de los bajos niveles. Las células COS se han
cotransinfectado por tanto con solamente PS2. Los lisados celulares se han analizado por inmunoprecipitacion con
el anticuerpo dirigido contra el péptido del N-term de PS2 y se revela por inmunotransferencia con anticuerpo anti-
APP, WO2. El panel superior de la figura 14 muestra que la transinfeccién con PS2 sélo no permite detectar la
interaccion con APP endégeno por coinmunoprecipitacion (Fig 14, pista 1).

Por otro lado, como la interacciéon APP/PS conduce a la produccion del péptido amiloide AB42 (ejemplo precedente),
por tanto al catabolismo del APP, al nivel del reticulo endoplasmatico, el proteasoma que es el sistema de
degradacion proteolitico en este compartimento celular podria estar implicado. Se ha analizado el efecto de la
lactacistina, un inhibidor selectivo del proteasoma. Después de incubacion de las células transinfectadas con PS2 en
presencia de lactacistina, el APP enddgeno de las células COS puede ser puesto en evidencia claramente en los
inmunoprecipitados PS2 (Fig 14, pista 5, banda a 110 kDa). Esta Interacciéon con el APP endégeno presenta las
mismas caracteristicas que proteasoma ya que puede ser desplazado por el dominante genético SecPS2NT (Fig 14,
pistas 6 y 7) con un efecto dependiente de la dosis. En efecto, la pista 7 muestra que a una dosis moderada de
SecPS2NT, siempre esta visible una banda de débil intensidad correspondiente al APP enddégeno. A una dosis méas
importante SecPS2NT (pista 6), la banda correspondiente al APP enddgeno aparece muy débilmente y demuestra el
caracter dependiente de la dosis. Siempre esta presente una sefal residual débil de APP (banda de
aproximadamente 110 kDa) y es debida al complejo entre APP y SecPS2NT que es segregado rapidamente (ya que
SecPS2NT no tiene mas dominios transmembrana de anclaje) y por tanto no se acumula intracelularmente.

La Figura 14 (panel medio e inferior) muestra que el tratamiento con lactacistina no afecta a los niveles de APP
totales tanto celulares como segregados. En efecto, las bandas que corresponden a los niveles de expresion de APP
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son casi constantes en intensidad. La especificidad del efecto de la lactacistina se ha demostrado asi sobre la
subpoblaciéon de APP en interaccién con PS2.

Por estos resultados, se ha podido demostrar que la interaccion APP/PS2 se puede detectar con el APP enddgeno
de las células COS si se inhibe el proteasoma. Ademas, estos resultados demuestran que la interaccion APP/PS2 se
puede detectar en condiciones menos artificiales. Sin embargo esta interaccién es muy débil. También, para obtener
una deteccidon mas marcada se ha recurrido o a un inhibidor de degradacion proteolitica en el presente ejemplo o a
la sobreexpresion de dos parejas en los ejemplos precedentes. Este ejemplo demuestra por tanto que los resultados
obtenidos en los ejemplos precedentes con sobreexpresion en células de dos parejas de la interaccion (APP y PS1 o
PS2) son igualmente valiosos con proteinas no sobreexpresadas o endogenas.

Ejemplo 12. PS2 interreacciona con un sequndo segmento de APP, distinto de AB.

Este ejemplo tiene como finalidad demostrar que otro segmento de APP interreacciona con PS2.

Se ha demostrado precedentemente que SecPS2NT interreacciona en el medio extracelular con las formas
segregadas de APP (Fig 3A, pista 4). Las formas segregadas del APP son liberadas después de division o en el sitio
B (posicion 595), correspondiendo al comienzo del péptido AB, o en el sitio a (posicion 612) en el seno de este
péptido. Estos resultados sugieren que PS2NT interreacciona también con una regién N-term del APP diferente de
AB. Se han construido formas truncadas de APP, por inserciéon de un codén de deteccion en los sitios B (B-sAPP) y a
(a-sAPP) y se han ensayado. PS2 completo y SecPS2NT interreaccionan eficazmente con a-sAPP (Fig 15, pistas 3
y 5) y B-sAPP (Fig 15, pistas 4 y 6). Estos resultados establecen que un segmento de APP comprendido entre la
posicion 1 y 595 (y por tanto distinto del AB) es igualmente capaz de interreaccionar con PS2 y PS2NT. Estos
resultados permiten ademas confirmar que la interaccion PS2NT/APP puede tener lugar en ausencia de anclaje en
la membrana de dos parejas y en el compartimento luminal (o extracelular) de la célula.
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACIONES GENERALES:
(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: RHONE-POULENC RORER
(B) CALLE: 20 Avenue Raymond Aron
(C) CIUDAD: Antony
(E) PAIS: FRANCIA
(F) CODIGO POSTAL: 92.165
(H) TELEFAX: 01.55.71.72.91

(i) TITULO DE LA INVENCION: Péptidos capaces de inhibir la interaccién entre las presenilinas y el
precursor del péptido beta-amiloide y ensayo de interaccién para la busqueda de moléculas inhibidoras de
dicha interaccion.

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 11
(iv) FORMA LEGIBLE EN ORDENADOR:
(A) TIPO DE SOPORTE: Disquete
(B) ORDENADOR: PC compatible con IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA INFORMATICO: Patentin Release n° 1.0, Versién 1.30 (OEB)
(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 1:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 261 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) NUMERO DE CADENAS: doble
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO
(ix) CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

19



10

15

ES 2372 586 T3

(B) EMPLAZAMIENTO:1..261

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 1:

ATG CTC
Met Leu
1

CGG ACG
Arg Thr

GAG GGC
Glu Gly

AGC CAG
Ser Gln

TGT AGT
Cys Ser
65

CTC AAA
Leu Lys

ACA
Thr

TCC
Ser

AGG
Arg
35

GAG
Glu

GGG
Gly

TAC
Tyr

TTC
Phe

CTA
Leu
20

CAG
Gln

AAC
Asn

GTT

val

GGA
Gly

ATG GCC TCT
Met Ala Ser
5

ATG TCG GCC
Met Ser Ala

GGC CCA GAG
Gly Pro Glu

GAG GAG GAC
Glu Glu Asp
55

GAC
Asp

GAG
Glu

GAT
Asp
40

GGT
Gly

AGC
Ser

AGC
Ser
25

GGA
Gly

GAG
Glu

GAG
Glu
10

ccc
Pro

GAG
Glu

GAG
Glu

GAA
Glu

ACG
Thr

AAT
Asn

GAC
Asp

GAA
Glu

CCG
Pro

ACT
Thr

CCT
Pro

GTG
Val

CGC
Arg

GCC
Ala

GAC
Asp

TGT
Cys

TCC
Ser
30

CAG
Gln

CcGC
Arg

GAT
Asp

15

TGC
Cys

TGG
Trp

TAT
Tyr

GAG
Glu

CAG
Gln

AGA
Arg

GTC
val

CCC GGG CGG CCG CCA GGC CTG GAG GAA GAG CTG ACC
Pro Gly Arg Pro Pro Gly Leu Glu Glu Glu Leu Thr

70

GCG AAG CAT
Ala Lys His
85

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 243 pares de bases

(B) TIPO: nucledtido

(C) NUMERO DE CADENAS: doble

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(i) HIPOTETICO: NO

(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO

(ix) CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) EMPLAZAMIENTO:1..243

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 2:

20

75

80

48

96

144

192

240

261
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ATG
Met

TCT
Ser

AGA
Arg

CCA
Pro

Gln
65

CAT
His

ACA
Thr

GAG
Glu

GAA
Glu

TTA
Leu
50

GAT
Asp

GAG
Glu

GAC
Asp

CGG
Arg
35

TCT

Ser

GAG
Glu

TTA
Leu

ARC
Asn
20

CAG
Gln

AAT
Asn

GAA
Glu

CCT
Pro

CAC
His

GAG
Glu

GGA
Gly

GAA
Glu

GCA
Ala

CTG
Leu

CAC
His

CGA
Arg

GAT
Asp
70
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CCG TTG
Pro Leu

AGC AAT
Ser Asn

AAC GAC
Asn Asp
40

CCC CAG
Pro Gln
55

GAG GAG
Glu Glu

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 3:

TCC TAC
Ser Tyr
10

ACT GTA
Thr Vval
25

AGA CGG
Arg Arg

GGT AAC
Gly Asn

CTG ACA
Leu Thr

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 2.088 pares de bases

(B) TIPO: nucledtido

(C) NUMERO DE CADENAS: doble

(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO

(ix) CARACTERISTICAS:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) EMPLAZAMIENTO:1..2088

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N° 3:

21

TTC
Phe

CGT
Arg

AGC
Ser

TCC
Ser

TTG
Leu
75

CAG
Gln

AGC
Ser

CTT
Leu

CGG
Arg
60

AAA
Lys

AAT
Asn

CAG
Gln

GGC
Gly
45

CAG
Gln

TAT
Tyr

GCA
Ala

AAT
Asn
30

CAC

His

GTG
Val

GGC
Gly

CAG
Gln
15

GAC
Asp

CCT
Pro

GTG
Val

GCC
Ala

ATG
Met

AAT
Asn

GAG
Glu

GAG
Glu

ARG
Lys
80

48

96

144

192

240

243
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ATG CTG CCC GGT TTG GCA CTG CTC CTG CTG GCC GCC TGG ACG GCT CGG 48
Met Leu Pro Gly Leu Ala Leu Leu Leu Leu Ala Ala Trp Thr Ala Arg

GCG CTG GAG GTA CCC ACT GAT GGT AAT GCT GGC CTG CTG GCT GAA CCC 96
Ala Leu Glu Val Pro Thr Asp Gly Asn Ala Gly Leu Leu Ala Glu Pro

CAG ATT GCC ATG TTC TGT GGC AGA CTG AAC ATG CAC ATG AAT GTC CAG 144
Gln Ile Ala Met Phe Cys Gly Arg Leu Asn Met His Met Asn Val Gln
35 40 45

AAT GGG AAG TGG GAT TCA GAT CCA TCA GGG ACC AAA ACC TGC ATT GAT 192
Asn Gly Lys Trp Asp Ser Asp Pro Ser Gly Thr Lys Thr Cys Ile Asp
50 55 60

ACC AAG GAA GGC ATC CTG CAG TAT TGC CAA GAA GTC TAC CCT GAA CTG 240
Thr Lys Glu Gly Ile Leu Gln Tyr Cys Gln Glu Val Tyr Pro Glu Leu
65 70 75 80

CAG ATC ACC AAT GTG GTA GAA GCC AAC CAA CCA GTG ACC ATC CAG AAC 288
Gln Ile Thr Asn Val Val Glu Ala Asn Gln Pro Val Thr Ile Gln Asn

TGG TGC AAG CGG GGC CGC AAG CAG TGC AAG ACC CAT CCC CAC TTT GTG 336
Trp Cys Lys Arg Gly Arg Lys Gln Cys Lys Thr His Pro His Phe Val
100 105 110

ATT CCC TAC CGC TGC TTA GTT GGT GAG TTT GTA AGT GAT GCC CTT CTC 384
Ile Pro Tyr Arg Cys Leu Val Gly Glu Phe Val Ser Asp Ala Leu Leu
115 120 . 125

GTT CCT GAC AAG TGC AAA TTC TTA CAC CAG GAG AGG ATG GAT GTT TGC 432
Val Pro Asp Lys Cys Lys Phe Leu His Gln Glu Arg Met Asp Val Cys
130 135 140

GAA ACT CAT CTT CAC TGG CAC ACC GTC GCC AAA GAG ACA TGC AGT GAG 480
Glu Thr His Leu His Trp His Thr Val Ala Lys Glu Thr Cys Ser Glu
145 150 155 160

AAG AGT ACC AAC TTG CAT GAC TAC GGC ATG TTG CTG CCC TGC GGA ATT 528
Lys Ser Thr Asn Leu His Asp Tyr Gly Met Leu Leu Pro Cys Gly Ile
165 170 175

GAC AAG TTC CGA GGG GTA GAG TTT GTG TGT TGC CCA CTG GCT GAA GAA 576
Asp Lys Phe Arg Gly Val Glu Phe Val Cys Cys Pro Leu Ala Glu Glu
180 185 190
AGT GAC AAT GTG GAT TCT GCT GAT GCG GAG GAG GAT GAC TCG GAT GTC 624
Ser Asp Asn Val Asp Ser Ala Asp Ala Glu Glu Asp Asp Ser Asp Val
195 200 205

TGGE TGG GGC GGA GCA GAC ACA GAC TAT GCA GAT GGG AGT GAA GAC AAA 672
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Trp

GTA
Val
228

Glu

GAG
Glu

GCC
Ala

GTT
Val

GAG
Glu
305
GAG
Glu

GAA
Glu

Lys

CAG
Gln

AGA
Arg
385

TAC
Tyr

Asn

ACC
Thr

GCT
Ala

CGC

Trp
210

GTA
Val

GCC
Ala

GCT
Ala

ACC
Thr

CCT
Pro
290

ACA
Thr

AGG
Arg

TGG
Trp

AAG
Lys

GAA
Glu
370

GTG
Vval

ATC
Ile

ATG
Met

CTA
Leu

CAG
Gln
450

ATG

Gly

GAA
Glu

GAT
Asp

GAG
Glu

ACC
Thr
275

ACA
Thr

CCT
Pro

CTT
Leu

GAA
Glu

GCA
Ala
355

GCA
Ala

GAA
Glu

ACC
Thr

CTA
Leu

ARG
Lys
435

ATC
Ile

AAT

Gly

GTA
Val

GAT
Asp

GAA
Glu
260

ACC
Thr

ACA
Thr

GGG
Gly

GAG
Glu

GAG
Glu
340

GTT
Val

GCC
Ala

GCC
Ala

GCT
Ala

AAG
Lys
420

CAT
His

CGG
Arg

CAG

Ala

GCA
Ala

GAC
Asp
245

ccce
Pro

ACC
Thr

GCA
Ala

GAT
Asp

GCC
Ala
325

GCA
Ala

ATC
Ile

AAC
Asn

ATG
Met

CTG
Leu
405

AAG
Lys

TTC
Phe

TCC
Ser

TCT

Asp

GAG
Glu
230

GAG
Glu

TAC
Tyr

ACC
Thr

GCC
Ala

GAG
Glu
310

AAG
Lys

Glu

CAG
Gln

GAG
Glu

CTC
Leu
390

CAG
Gln

TAT
Tyr

GAG
Glu

CAG
Gln

CTC

Thr
215

GAG
Glu

GAC
Asp

GARA
Glu

ACC
Thr

AGT
Ser
295

AAT
Asn

CAC
His

CGT
Arg

CAT
His

AGA
Arg
375

AAT

Asn

GCT
Ala

GTC
val

CAT
His

GTT
val
455

TCC
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Asp

GAA
Glu

GAT
Asp

GAA

Glu

ACA
Thr
280

ACC
Thr

GAA
Glu

CGA
Arg

CAA
Gln

TTC
Phe
360

CAG
Gln

GAC
Asp

GTT
Val

CGC
Arg

GTG
Val
440

ATG
Met

CTG

Tyr

Glu

GAG
Glu

GCC
Ala
265

GAG
Glu

CCT
Pro

CAT
His

GAG
Glu

GCA
Ala
345

CAG
Gln

CAG
Gln

CGC
Arg

CCT
Pro

GCA
Ala
425

CGC
Arg

ACA
Thr

CTC

Ala

GTG
Val

GAT
Asp
250

ACA
Thr

TCT
Ser

GAT
Asp

GCC
Ala

AGA
Arg
330

AAG
Lys

GAG
Glu

CTG
Leu

CGC
Arg

CCT
Pro
410
GAA
Glu

ATG
Met

CAC
His

TAC

23

Asp

GCT
Ala
235

GGT
Gly

GAG
Glu

GTG
Val

GCC
Ala

CAT
His
315

ATG
Met

AAC
Asn

Lys

GTG
val

CGC
Arg
395

CGG
Arg

CAG
Gln

GTG
Val

CTC
Leu

AAC

Gly
220

GAG
Glu

GAT
Asp

AGA
Arg

Glu

GTT
Val
300

TTC
Fhe

TCC
Ser

TTG
Leu

GTG
Val

GAG
Glu
380

CTG

Leu

CCT
Pro

AAG
Lys

GAT
Asp

CGT
Arg
160

GTG

Ser

GTG
Val

GAG
Glu

ACC
Thr

GAG
Glu
285

GAC
Asp

CAG
Gln

CAG
Gln

CcCT
Pro

GAA
Glu
365

ACA
Thr

GCC
Ala

CGT
Arg

GAC
Asp

ccc
Pro
445

GTG
Val

CCT

Glu

GAA
Glu

GTA
val

ACC
Thr
270

GTG
Val

AAG
Lys

Lys

GTC
val

Lys
350

TCT

Ser

CAC
His

CTG
Leu

CAC
His

AGA
Arg
430

AAG
Lys

ATT
Ile

GCA

Asp

GAA
Glu

GAG
Glu
255

AGC

Ser

GTT
Val

TAT
Tyr

GCC
Ala

ATG
Met
335

GCT
Ala

TTG
Leu

ATG
Met

GAG
Glu

GTG
val
415

CAG
Gln

Lys

TAT
Tyr

GTG

Lys

Glu
240

Glu

ATT
Ile

CGA
Arg

CTC
Leu

Lys
320

AGA
Arg

GAT
Asp

Glu

GCC
Ala

AAC
Asn
400

TTC
Phe

CAC
His

GCC
Ala

GAG
Glu

GCC

720

768

g8lé

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296

1344

1392

1440



Arg
465

GAG
Glu

TAT
Tyr

TAC
Tyr

GTG
Val

cCcG
Pro
545

GAA
Glu

ACT
Thr

GAA
Glu

CAT
His

GGT
Gly
625

ATC
Ile

CAT
His

CAC
His

TTC
Phe

Met

GAG
Glu

TCA
Ser

GGA
Gly

GAG
Glu
530

TGG
Trp

GTT
val

CGA
Arg

GTG
val

CAT
His
610

GCA

GTC
val

CAT
His

CTG
Leu

TTT
Phe
690

Asn

ATT
Ile

GAT
Asp

AAC
Asn
515

CTC
Leu

CAT
His

GAG
Glu

CCA
Pro

AAG
Lys
595

CAA
Gln

ATC
Ile

ATC
Ile

GGT
Gly

TCC
Ser
675

GAG
Glu

Gln

CAG
Gln

GAC
Asp
500

GAT
Asp

CTT
Leu

TCT
Ser

CCT
Pro

GGT
Gly
580

ATG
Met

Lys

ATT
Ile

ACC
Thr

GTG
Val
660

AAG
Lys

CAG
Gln

Ser

GAT
Asp
485

GTC
Val

GCT
Ala

CcccC
Pro

TTT
Phe

GTT
Val
565

TCT
Ser

GAT
Asp

TTG
Leu

GGA
Gly

TTG
Leu
645

GTG
Val

ATG
Met

ATG
Met

Leﬁ
470

GAA
Glu

TTG
Leu

CTC
Leu

GTG
Val

GGG
Gly
550

GAT
Asp

GGG
Gly

GCA
Ala

GTG
val

CTC
Leu
630

GTG
Val

GAG
Glu

CAG
Gln

CAG
Gln
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Ser

GTT
Val

GCC
Ala

ATG
Met

AAT
Asn
535

GCT
Ala

GCC
Ala

TTG
Leu

Glu

TTC
Phe
615

ATG
Met

ATG
Met

GTT
Val

CAG
Gln

AAC
Asn
695

Leu

GAT
Asp

AAC
Asn

CcCcAa
Pro
520

GGA
Gly

GAC
Asp

CGC
Arg

ACA
Thr

TTC
Phe
600

TTT
Phe

GTG
Val

CTG
Leu

GAC
Asp

AAC
Asn
680

TAG
*

Leu

GAG
Glu

ATG
Met
505

TCT
Ser

GAG
Glu

TCT
Ser

CCT
Pro

AAT
Asn
585

CGA
Arg

GCA
Ala

GGC
Gly

AAG
Lys

GCC
Ala
665

GGC
Gly

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 4: oligo

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 38 pares de bases

(B) TIPO: nucleétido

(C) NUMERO DE CADENAS: simple

Tyr

CTG
Leu
490

ATT
Ile

TTG
Leu

TTC
Phe

GTG
Val

GCT
Ala
570

ATC
Ile

CAT
His

GAA
Glu

GGT
Gly

AAG
Lys
650

GCT
Ala

TAC
Tyr

24

Asn
475

CTT
Leu

AGT
Ser

ACC
Thr

AGC
Ser

CCA
Pro
555

GCC
Ala

AAG
Lys

GAC
Asp

GAT
Asp

GTT
Val
635

Lys

GTC
val

GAA
Glu

val

CAG
Gln

GAA
Glu

GAA
Glu

CTG
Leu
540

GCC
Ala

GAC
Asp

ACG
Thr

TCA
Ser

GTG
Val
620

GTC
Val

CAG
Gln

ACC
Thr

AAT
Asn

Pro

Lys

CCA
Pro

ACG
Thr
525

GAC
Asp

AAC
Asn

CGA
Arg

GAG
Glu

GGA
Gly
605

GGT
Gly

ATA
Ile

TAC
Tyr

CCA
Pro

CCA
Pro
685

Ala

GAG
Glu

AGG
Arg
510

Lys

GAT
Asp

ACA
Thr

GGA
Gly

GAG
Glu
590

TAT
Tyr

TCA
Ser

GCG
Ala

ACA
Thr

GAG
Glu
670

ACC
Thr

Val

Gln
495

ATC
Ile

ACC
Thr

CTC
Leu

Glu

CTG
Leu
575

ATC
Ile

GAA
Glu

AAC
Asn

ACA
Thr

TCC
Ser
655

GAG
Glu

TAC
Tyr

Ala
480

ARC
Asn

AGT
Ser

ACC
Thr

CAG
Gln

AAC
Asn
560

ACC
Thr

TCT
Ser

GTT
Val

Lys

GTG
Val
640

ATT
Ile

CGC
Arg

AAG
Lys

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016

2064

2088
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(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) EMPLAZAMIENTO:1..38
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 4:
CGGAATTCATCGATTCCACCATGCTCACATTCATGGCC 38
(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 5: oligo
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 43 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) NUMERO DE CADENAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) EMPLAZAMIENTO:1..43
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 5:
CCGCTCGAGTCATTGTCGACCATGCTTCGCTCCGTATTTGAGG
(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 6: oligo 8172
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: nucledtido

(C) NUMERO DE CADENAS: simple

25
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(D) CONFIGURACION: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) EMPLAZAMIENTO:1..27
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 6:

CAAAGATCTGATGCAGAATTCCGACAT 27

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 7: oligo 8181

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 59 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) NUMERO DE CADENAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) EMPLAZAMIENTO:1..59

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 7:

CAAGCGGCCGCTCATCCCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCTCCGTTCTGCATCTGCTC

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID °: 8: oligo 8171

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido

(C) NUMERO DE CADENAS: simple
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(D) CONFIGURACION: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) EMPLAZAMIENTO:1..27
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 8:

CAAAGATCTAAGAAACAGTACACATCC 27

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 9: oligo

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 29 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) NUMERO DE CADENAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO

(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) EMPLAZAMIENTO:1..29

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 9:

ccatcgatggctaCATCTTCACTTCAGAG 29

(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 10: oligo

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 31 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido

(C) NUMERO DE CADENAS: simple
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(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) EMPLAZAMIENTO:1..31
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 10:
ccatcgatggctaTTTTTGATGATGAACTTC 31
(2) INFORMACIONES SOBRE LA SEC ID N°: 11:0ligo
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 17 pares de bases
(B) TIPO: nucleétido
(C) NUMERO DE CADENAS: simple
(D) CONFIGURACION: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) CADENA COMPLEMENTARIA: NO
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: -
(B) EMPLAZAMIENTO:1..17
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 11:

CCGTGGAGCTCCTCCCG 17
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para poner en evidencia o para aislamiento de compuestos destinados al tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, que comprende al menos una etapa de deteccion de la inhibicién de la interaccion entre
el APP y un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos 1 a 213 de PS1 o la secuencia de aminoacidos 1 a
87 de PS2.

2. Procedimiento para poner en evidencia o para aislamiento de compuestos capaces de inhibir al menos en
parte la interaccion entre una presenilina y el péptido B-amiloide, caracterizado por que comprende al menos una
etapa de marcado de las presenilinas o los fragmentos de las mismas y una etapa de deteccion de la inhibicién de la
interaccion entre el péptido AB1.42 y el extremo N-terminal de las presenilinas.

3. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que la presenilina es
PS2.
4, Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que el extremo

N-terminal de la presenilina es la parte 1-87 de la PS2.

5. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, caracterizado por que comprende las
etapas siguientes:

- el péptido AB1.42 es absorbido previamente sobre una membrana de nitrocelulosa por incubacion.

- se afiade un extracto bacteriano que contiene todo o parte de una presenilina para incubaciéon con la
molécula o una mezcla que contiene diferentes moléculas para ensayar

- la interaccion de la presenilina con el péptido AB+.42 sobre el filtro de nitrocelulosa se pone en evidencia
con ayuda de proteinas marcadoras de las presenilinas.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado por que una de las proteinas marcadoras es la
proteina fijadora de la etiqueta-S, acoplada a la fosfatasa alcalina.
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Especificidad de la sefial:
Reactividad de PS2NT-K (6 nM) con los péptidos
BAmiloide 1-40 y 1-42 en CHAPS 3 mM
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