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DESCRIPCION

Alteraciones especificas de la Enfermedad de Alzheimer de la relacion de fosforilacion ERK1/ERK2 como
biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad de Alzheimer (ADSMB)

SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un procedimiento de cribado para compuestos lideres que pueden utilizarse para
el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer. La presente invencidon también se refiere a la deteccion de
alteraciones en la relacién de proteinas MAP quinasas fosforiladas especificas en células después de la
estimulacion con un activador de la proteina quinasa C. Los Biomarcadores Moleculares Especificos de la
Enfermedad de Alzheimer (ADSMB) descritos en el presente documento son Utiles para la identificacion de
compuestos lideres.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La perturbacién de la homeostasis del calcio intracelular, el aumento de los niveles de estrés oxidativo y los
mecanismos inflamatorios que resultan en toxicidad excitatoria y muerte neuronal se ha sugerido que contribuyen a
la patogénesis de la Enfermedad de Alzheimer (AD) (Ito y otros. 1994, Putney, 2000; Yoo y otros, 2000; Sheehan y
otros, 1997; De Luigi y otros, 2001; Anderson y otros, 2001; Remarque y otros, 2001). Una serie de anormalidades
asociadas con AD en los niveles de Ca®* intracelulares y otros procesos celulares se han derivado de los estudios
que utilizan la bradiquinina como estimulo. Como potente mediador de la inflamacioén, la bradiquinina (BK) es
producida por las células del cerebro y periféricas en condiciones fisiopatolégicas tales como traumatismo, accidente
cerebrovascular, isquemia dolorosa y asma (Regoli y otros, 1993; Bockmann y Paegelow, 2000; Ellis y otros, 1989;
Kamiya y otros, 1993). Al actuar sobre el receptor de bradicinina B2 (BK2bR), un receptor acoplado a la proteina G,
BK desencadena la conversién de fosfatidilinositol (PI) mediante la actividad de la fosfolipasa C (PLC), que a su vez
produce 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) que aumenta la liberaciéon de Ca®" intracelular de los almacenes sensibles a
IP3 (Noda y otros, 1996; Venema y otros, 1998; Wassdal y otros, 1999; Cruzblanca y otros, 1998; Ricupero y otros,
1997; Pascale y otros, 1999). A través de la misma via, BK también desencadena la produccion de otras citoquinas
proinflamatorias mediante la activacion de proteinas quinasas activadas por mitdgeno (MAP) (Hayashi y otros, 2000;
Schwaninger y otros, 1999; Phagoo y otros, 2001). Se ha encontrado un aumento mejorado de los niveles de ca®
intracelulares en cerebros con AD, asi como en células periféricas de AD en respuesta a la estimulacion de
bradiquinina y la inactivacion de canales de K* (Etcheberrigaray y otros, 1993, 1998; Hirashima y otros, 1996;
Gibson y otros, 1996 (a)).

La estimulacion de PLC posterior a la activacion de BK2bR también conduce a la produccién de diacilglicerol que,
junto con el aumento de ca® intracelular, activa isoformas de la proteina quinasa C (PKC). La cascada
PLC/fosfoll’pidos-Ca2+/ PKC activada por BK interactlia con la via de sefializacion Ras/Raf, que activa las quinasas
reguladas por sefales extracelulares 1/2 (Erk 1y Erk2, a las que se hace referencia en conjunto como "Erk1/2"), un
subtipo de la familia de quinasas MAP (Berridge, 1984; Bassa y otros, 1999; Hayashi y otros, 2000; Blaukat y otros,
2000, Zhao y otros. Neurobiology of Disease 11, 166-183, 2002). Erk1/2 recibe sefiales de multiples vias de
transduccién de sefiales y conduce a la proliferacion celular y a la diferenciacion por la regulacion de la expresion
génica a través varios factores transcripcionales, incluyendo AP-1, NF-kB, y de la proteina de unién al elemento de
respuesta a AMP ciclica (CREB). Al actuar como una de las quinasas principales, Erk2 fosforila tau en mdltiples
sitios serina/treonina incluyendo Ser-262 y Ser-356 (Reynolds y otros, 1993; Lu y otros, 1993). Ademas, la quinasa
MAP activada por PKC y las vias asociadas a receptores BK se ha demostrado que regulan la formacién y secrecion
de la forma soluble de la proteina precursora de amiloide (SAPP) por diferentes laboratorios (Desdouits-Magnen y
otros, 1998; Gasparini y otros, 2001; Nitsch y otros, 1994, 1995, 1996, 1998). Estos descubrimientos han sugerido la
posibilidad de que el procesamiento de sAPP asociado a BK puede estar vinculado a la via de la quinasa MAP-PKC.
Por otro lado, estados patoldgicos, tales como infecciones virales, aumento de estrés oxidativo, expresion aberrante
de APP y exposicion a Ap, provocan la activacion de la quinasa MAP (Rodems y Spector, 1998; McDonald y otros,
1998; Ekinci y otros, 1999; Grant y otros, 1999) y mejoran la fosforilaciéon tau (Greenberg y otros, 1994; Ekinci y
Shea, 1999; Knowles y otros, 1999). Estos efectos implican el desarreglo de una via o vias de sefializacion de
qguinasa MAP en la patogénesis de la AD.

Las proteinas quinasas activadas por mitdgeno (tales como Erkl y Erk2) regulan la fosforilacion de la proteina tau
asociada a microtubulos y el procesamiento de la proteina B amiloide, siendo ambos eventos criticos para la
patofisiologia de la Enfermedad de Azheimer. La fosforilacion de Erk1/2 mejorada y prolongada en respuesta a la
bradiquinina se ha detectado en fibroblastos de la Enfermedad de Alzheimer tanto familiar como esporadica, pero no
en controles de la misma edad (Zhao y otros. Neurobiology of Disease 11, 166-183, 2002). La fosforilacion de Erk1/2
sostenida inducida por bradicinina ha sido encontrada previamente en fibroblastos de la Enfermedad de Alzheimer y
es el objeto de la solicitud de Patente internacional WO 02/067764, que se incorpora en su totalidad en el presente
documento como referencia.

Existe la necesidad de disponer de ensayos muy especificos y muy sensibles para diagnosticar la Enfermedad de
Alzheimer y para cribar compuestos Utiles en el tratamiento y prevencion de la Enfermedad de Alzheimer. Los
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presentes inventores han identificado, por primera vez, biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad de
Alzheimer Unicos Utiles para el diagnéstico de la Enfermedad de Alzheimer de una manera muy sensible y muy
especifica en comparacion con los ensayos de diagnéstico conocidos anteriormente. Por lo tanto, los biomarcadores
moleculares especificos de la Enfermedad de Alzheimer Unicos descritos en el presente documento sirven como
base para procedimientos de diagnéstico que tienen un alto grado de sensibilidad y especificidad para la deteccion y
el diagnéstico de la Enfermedad de Alzheimer. Los biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad de
Alzheimer Unicos de la presente invencién también son utiles en procedimientos de cribado para identificar
compuestos que pueden ser utilizados como agentes terapéuticos en el tratamiento y la prevencién de la
Enfermedad de Alzheimer.

La solicitud de Patente internacional WO 03/102016 A2 da a conocer una enzima que inactiva el péptido amiloide
para tratar la Enfermedad de Alzheimer y se refiere a un procedimiento para identificar un compuesto candidato para
utilizar en la reduccién de la formacién o crecimiento de la placa amiloide o para reducir la neurotoxicidad del péptido
amiloide que comprende: (a) evaluar el efecto de un compuesto de ensayo en la expresiéon de un ARNm de una
enzima que inactiva el péptido amiloide (APIE) en una célula del sistema nervioso o célula derivada del sistema
nervioso; y (b) identificar un compuesto de ensayo como un compuesto candidato para utilizar en la reduccion de la
formacion o crecimiento de la placa amiloide o para reducir la neurotoxicidad del péptido amiloide si el compuesto
mejora la expresion del ARNm de APIE. Se utilizaron células de pacientes con la Enfermedad de Alzheimer para
evaluar el aumento de la expresion y actividad de las enzimas que inactiva el péptido amiloide en el cerebro.

La solicitud de Patente internacional WO 02/067764 A2 da a conocer un procedimiento de diagndstico de la
Enfermedad de Alzheimer en un paciente que comprende determinar si el nivel de fosforilacién de una proteina
indicadora en células de pacientes después de un estimulo con un compuesto activador es anomalmente elevada en
comparacion con un nivel de fosforilacién basal, siendo la proteina indicadora, por ejemplo, Erk1/2 y siendo el
compuesto activador, por ejemplo, bradiquinina.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un procedimiento para identificar un compuesto lider (til para el tratamiento de la
Enfermedad de Alzheimer que comprende las etapas, tal como se definen en la reivindicacion 1.

En una realizacién de la presente invencién, el péptido beta amiloide es AR (1-42), aunque se puede utilizar
cualquier péptido beta amiloide. En otra realizaciéon de la presente invencion, las células que no son de la
Enfermedad de Alzheimer se seleccionan del grupo que comprende fibroblastos, saliva, sangre, orina, células de la
piel, células de la mucosa bucal y fluido cerebroespinal. En aun otra realizaciéon de la presente invencion, el
activador de proteina quinasa C se selecciona del grupo que comprende bradiquinina, briostatina, bombesina,
colecistoquinina, trombina, prostaglandina F2a y vasopresina.

En ciertas realizaciones de la presente invencién, el valor de los biomarcadores moleculares especificos de la
Enfermedad de Alzheimer es indicativo de un compuesto que es Util para el tratamiento de la Enfermedad de
Alzheimer si el valor del biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer, tal como se define en la
reivindicacion 1, es menor que un biomarcador molecular similar medido en células de control que no han sido
puestas en contacto con el compuesto de ensayo. En realizaciones preferentes, las células de control se han puesto
en contacto con un péptido beta amiloide. En otras realizaciones preferentes, el péptido beta amiloide es AR (1-42)
aunque se puede utilizar cualquier péptido beta amiloide. En aln otras realizaciones preferentes, las células de
control se han puesto en contacto con un agente que es un activador de la proteina quinasa C.

En ciertas realizaciones, el procedimiento para identificar un compuesto lider Gtil para el tratamiento de la
Enfermedad de Alzheimer comprende ademas la etapa de modificar el compuesto identificado que es util para el
tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer para optimizar o0 mejorar su seguridad y eficacia en comparacion con la
seguridad y eficacia de un compuesto no modificado. En una realizacion preferente, el compuesto modificado
identificado es util para el tratamiento de la Enfermedad de Azheimer.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para identificar un compuesto Util para el tratamiento de
la Enfermedad de Alzheimer que comprende poner en contacto células de control que no son de la Enfermedad de
Alzheimer con AB (1-42) aunque se puede utilizar cualquier péptido beta amiloide, poner en contacto las mismas
células de control con bradiquinina, a continuacioén, poner en contacto las células de control con un compuesto de
ensayo, y determinar el valor del biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer, tal como se
define en la reivindicacion 1, para identificar un compuesto Util para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.

Segun la presente invencion, la relacion de proteinas MAP quinasas fosforiladas especificas es la relacion de Erkl
fosforilada y Erk2 fosforilada y se puede calcular dividiendo la cantidad normalizada de Erkl fosforilada por la
cantidad normalizada de Erk2 fosforilada. En realizaciones preferentes de la presente invencion, el activador de la
proteina quinasa C se selecciona del grupo que comprende bradiquinina, briostatina, bombesina, colecistoquinina,
trombina, prostaglandina F2a y vasopresina.
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En ciertas realizaciones de la presente invencién, las células que se utilizan en los ensayos de diagnéstico son
células periféricas. En realizaciones preferentes, las células pueden ser células de la piel, células de fibroblastos de
la piel, células sanguineas o células de la mucosa bucal. En ciertas realizaciones, las células no son aisladas del
liquido cerebroespinal. En otras realizaciones preferentes, las células no comprenden fluido cerebroespinal. En aln
otras realizaciones preferentes, las células no se obtienen mediante una puncién espinal o puncién lumbar.

En ciertas realizaciones, se pone en contacto un activador de la proteina quinasa C con células en un medio que
comprende suero. En otras realizaciones preferentes de la presente invencion, se pone en contacto un activador de
la proteina quinasa C con dichas células en un medio libre de suero.

En ciertas realizaciones de los procedimientos de diagndstico que se pueden utilizar en la presente invencion, las
proteinas MAP quinasas fosforiladas se detectan mediante inmunoensayo. En realizaciones preferentes de la
presente invencion, el inmunoensayo puede ser un radioinmunoensayo, un ensayo de transferencia Western, un
ensayo de inmunofluorescencia, un inmunoensayo enzimatico, un ensayo de inmunoprecipitacion, un ensayo de
qguimioluminiscencia, un ensayo inmunohistoquimico, un ensayo de inmunoelectroforesis, un ensayo de
transferencia de puntos o un ensayo de transferencia de ranuras. En otras realizaciones preferentes de los
procedimientos de diagnostico de la presente invencion, se pueden emplear matrices de proteinas o matrices de
péptidos o micromatrices de proteinas en los procedimientos de diagndstico.

En ciertas realizaciones, cuando se consigue o se indica un diagndstico negativo de la Enfermedad de Alzheimer (es
decir, la ausencia o falta de resultados que indican la presencia de la Enfermedad de Alzheimer) utilizando
cualquiera de los procedimientos de diagnostico descritos en el presente documento, se puede llevar a cabo un
procedimiento de diagndstico de confirmacién adicional utilizando los procedimientos de diagnéstico descritos en el
presente documento dirigidos a determinar la ausencia de la Enfermedad de Alzheimer. Dicho procedimiento de
diagnostico de confirmacion se puede llevar a cabo en paralelo o posteriormente a cualquiera de los procedimientos
de diagnostico descritos en el presente documento. Del mismo modo, cuando se indica un diagndstico positivo de la
Enfermedad de Alzheimer, (es decir, resultados que indican la presencia de la Enfermedad de Alzheimer) utilizando
cualquiera de los procedimientos de diagnostico descritos en el presente documento, se puede llevar a cabo un
procedimiento de diagndstico de confirmacién adicional, utilizando los procedimientos de diagndstico descritos en el
presente documento dirigidos a determinar la presencia de la Enfermedad de Alzheimer. Dicho procedimiento de
diagndstico de confirmacién se puede llevar a cabo en paralelo o posteriormente a cualquiera de los procedimientos
de diagnéstico descritos en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra los resultados de las determinaciones de los biomarcadores moleculares especificos de la
Enfermedad de Alzheimer (ADSMB) en células de fibroblastos de piel depositadas obtenidas del Banco de Células
Coriell y en muestras de biopsia de piel con sacabocados que se colocaron inmediatamente en cultivos de tejidos y
gue se obtuvieron de individuos confirmados por autopsia. AD se refiere a células con la Enfermedad de Alzheimer;
AD/PD/LBD mixtas se refiere a células extraidas de pacientes con patologias mixtas de Enfermedad de Alzheimer,
Enfermedad de Parkinson y/o Enfermedad de cuerpos de Lewi; AC se refiere a células de control de la misma edad
sin demencia; no ADD se refiere a células extraidas de individuos diagnosticados con demencia que no es la
Enfermedad de Alzheimer (por ejemplo, Enfermedad de Huntington o Enfermedad de Parkinson o Esquizofrenia
Clinica). Los biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad del Alzheimer en células de AD ensayadas
eran valores positivos comprendidos entre mayor que aproximadamente 0,02 y menor que aproximadamente 0,4. El
biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer en AD/PD/LBD mixtas se agrupé en valores
positivos muy pequefios, es decir, menos de aproximadamente 0,02 o de aproximadamente 0,03. Los
biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad del Alzheimer en células de control de igual edad sin
demencia eran valores positivos 0 negativos muy pequefios, es decir, menos de aproximadamente 0,01. Los
biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad del Alzheimer en las células no ADD eran valores
negativos. Los biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad de Alzheimer se midieron determinando la
relacion de Erkl fosforilada y Erk2 fosforilada en células que habian sido estimuladas con bradiquinina menos la
relacion de Erkl fosforilada y Erk2 fosforilada en células que fueron estimuladas con medio sin bradiquinina. Esto se
expresa como lo siguiente: biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer =
{(pErk1/pErk2)radiquinina} - {(PErk1/pErk2) venicuio}. LOs ADSMB (indicados como “factor diferenciador” (D.F.) en la
figura) se trazaron para cuatro categorias diferentes de pacientes: Enfermedad de Alzheimer (AD), AD/PD/DLV
mixtas (diagnéstico mixto de la Enfermedad de Alzheimer, Enfermedad de Parkinson y Enfermedad de cuerpos Lewi
confirmadas por autopsia) control de la misma edad (AC) y demencia no AD (Enfermedad de Parkinson y
Enfermedad de Huntington) para las lineas celulares del Banco de Células Coriell y confirmadas por autopsia.

La figura 2 muestra un analisis de regresion lineal de los biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad
de Alzheimer en funciéon de los afios de la demencia. La regresion lineal muestra una pendiente negativa
aproximadamente de -0,01, lo que indica una correlacién inversa entre los afios de demencia y la magnitud positiva
del biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer. Como los afios de demencia aumentan (es
decir, como la Enfermedad de Alzheimer progresa) el biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de
Alzheimer se convierte en un valor numérico menos positivo. La medicion del biomarcador molecular especifico de la
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Enfermedad de Alzheimer permite un diagndstico precoz de la Enfermedad de Alzheimer, porque un valor positivo
mas elevado es indicativo de las primeras etapas de la enfermedad. Los biomarcadores moleculares especificos de
la Enfermedad de Alzheimer se midieron determinando la relacion de Erkl fosforilada y Erk2 fosforilada en células
gue habian sido estimuladas con bradiquinina menos la relacion de Erk1 fosforilada y Erk2 fosforilada en células que
fueron estimuladas con medio sin bradiquinina. Esto se expresa como lo siguiente: biomarcador molecular especifico
de la Enfermedad de Alzheimer = {(pErk1/pErk2)pradiquinina} - {(PErK1/pErk2) venicuio}. El andlisis de regresion lineal del
biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer (ADSMB) en funcion de la duracion de la
enfermedad en casos confirmados por autopsia. El biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de
Alzheimer es mas eficaz en los primeros afios de la enfermedad. Esto demuestra que el procedimiento de la
presente invencidn es mas eficaz en el diagnostico precoz de la Enfermedad de Alzheimer.

La figura 3 muestra los datos de transferencia Western de p-Erk1/2 (Erkl y Erk2 fosforilados) después del
tratamiento con bradiquinina (BK+) y vehiculo (DMSO, sin bradiquinina, BK-) para las lineas celulares de AD y de
control. Para el tratamiento con bradiquinina (BK+), se trataron células libre de suero (24 horas) con 10 nM de
bradiquinina durante 10 min a 37°C. El tratamiento correspondiente con el vehiculo (BK-), se trataron las células libre
de suero (24 horas) con la misma cantidad de DMSO (sin BK) durante 10 min a 37°C. Después de 10 min, las
bandas de p-Erk1/2 eran mas oscuras para el tratamiento BK+ que para el tratamiento BK- para la linea celular de
AD, pero es lo contrario para las lineas celulares de control. Esto demuestra que la activacion inducida por BK de
Erk fue mayor para las lineas celulares de AD.

Las figuras 4A y 4B muestran el Biomarcador Molecular Especifico de la Enfermedad de Alzheimer (ADSMB)
(indicado como "factor diferenciador" (DF) en la figura), calculado tal como se explica en el presente documento. El
ADSMB se trazo para lineas celulares de AD (Enfermedad de Alzheimer), AC (control de la misma edad) y no ADD
(demencia que no era la Enfermedad de Alzheimer, por ejemplo, Enfermedad de Parkinson, Enfermedad de cuerpos
de Lewy) del Banco de Células Coriell (A) (Instituto Coriell de Investigacion Médica, Camden, New Jersey) y lineas
celulares proporcionadas por Neurologic Inc. (confirmadas por autopsia) (B). Los resultados muestran que el
ADSMB para los casos de AD fue consistentemente superior a los de AC y los casos no ADD.

Las figuras 5A y 5B muestran que A soluble induce y el tratamiento con briostatina invierte el fenotipo de Alzheimer
de los fibroblastos humanos. Se midié (A) Biomarcador Molecular Especifico de la Enfermedad de Alzheimer
(indicado como "factor diferenciador" (DF) en la figura) para lineas celulares de control (no AD) (AG07723, AG11363,
AG09977, AG09555 y AG09878) tal como se describe en el presente documento y se encontré que eran valores
pequefios y negativos. Después del tratamiento con 1,0 uM de AB-42 se midié6 (ADSMB) de nuevo tal como se
describié anteriormente y se encontrd6 que eran mayores y positivos. Esto demuestra que la relacion Erk1/Erk2
activada inducida por bradiquinina aument6 después del tratamiento con 1,0 uM de AB (1-42). Las lineas celulares
de AC se comportaron como fenotipo AD después del tratamiento con AB (1-42). Se midié (B) ADSMB (“factor
diferenciador" (DF)) después del tratamiento con 1,0 uM de AB (1-42) durante 24 horas para las lineas celulares de
AC. Los valores de ADSMB eran mayores y positivos que los encontrados anteriormente. Las mismas lineas
celulares se trataron en primer lugar con 1,0 uM de AB (1-42) durante 24 horas y seguido de tratamiento con
briostatina 0,1 nM durante 20 min. Los valores de ADSMB (DF) se midieron de nuevo y se encontré6 que eran
pequefios y negativos. Esto demuestra que los cambios inducidos por AR soluble se pueden revertir mediante
tratamiento con briostatina.

Las figuras 6A y 6B muestran un andlisis de matriz de decision del ADSMB. La sensibilidad y especificidad del
biomarcador se trazaron para mostrar la eficacia para detectar la enfermedad para células del Banco de Células
Coriell (A) y confirmadas por autopsia (B).

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencion se refiere a procedimientos de cribado para la identificacion de compuestos lideres para el
tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.

Debido a que el acceso directo a las neuronas en el cerebro de seres humanos es imposible, el diagnéstico precoz
de la Enfermedad de Alzheimer es extremadamente dificil. Mediante la medicién de los biomarcadores moleculares
especificos de la Enfermedad de Alzheimer que se describen en el presente documento, la presente invencion da a
conocer ensayos muy practicos, muy especificos y muy selectivos para la identificacion de compuestos lideres
dirigidos al tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.

Los presentes inventores han descubierto un biomarcador molecular Unico para la Enfermedad de Alzheimer
utilizando tejido periférico (no CNS) que es util en ensayos de diagnéstico que son muy sensibles y muy especificos
para el diagnéstico de la Enfermedad de Alzheimer. Una gran ventaja de la presente invencion es que el tejido
utilizado en los ensayos y procedimientos descritos en el presente documento puede obtenerse de individuos
utilizando procedimientos minimamente invasivos, es decir, sin la utilizacién de una puncién lumbar.

En los procedimientos de la presente invencion, las células utilizadas pueden ser cualquier célula viable.
Preferentemente, son fibroblastos de piel, pero se puede utilizar cualquier otra célula de tejido periférico (es decir,
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células de tejido fuera del sistema nervioso central) en los ensayos de la presente invencion si dichas células son
mas convenientes de obtener o procesar. Otras células adecuadas incluyen, sin constituir limitacion, células de la
sangre tales como eritrocitos y linfocitos, células de la mucosa bucal, células nerviosas, tales como neuronas
olfativas, fluido cerebroespinal, orina y cualquier otro tipo de célula periférica. Ademas, las células utilizadas con
fines de comparacién no necesariamente tienen que ser de donantes sanos.

Las células pueden ser frescas o pueden ser cultivadas (véase la Patente de EE.UU. NUum. 6.107.050, que se
incorpora en su totalidad en el presente documento como referencia). En una realizacién especifica, una de biopsia
de piel con sacabocado se puede utilizar para obtener fibroblastos de piel de un individuo. Estos fibroblastos se
analizan directamente utilizando las técnicas descritas en el presente documento o se introducen en condiciones de
cultivo celular. Los fibroblastos cultivados resultantes se analizan, a continuacién, tal como se describe en los
ejemplos y en toda la memoria descriptiva. Pueden ser necesarias otras etapas para preparar otros tipos de células
gue se podrian utilizar para el analisis, tales como células de la mucosa bucal, células nerviosas, tales como células
olfativas, células sanguineas, tales como eritrocitos y linfocitos, etc. Por ejemplo, las células sanguineas se pueden
obtener facilmente por extraccion de sangre de venas periféricas. A continuacion, las células se pueden separar
mediante procedimientos estandar (por ejemplo, utilizando un clasificador celular, centrifugacion, etc.) y se analizan
posteriormente.

|. Definiciones

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sensibilidad" en el contexto del cribado y diagndstico
médico, se refiere a la proporcién de personas afectadas que dan un resultado positivo para la enfermedad que la
prueba esta destinada a revelar, es decir, los verdaderos resultados positivos divididos por el total de resultados
verdaderos positivos y falsos negativos, habitualmente expresada como porcentaje.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "especificidad" en el contexto del cribado y diagndstico
médico, se refiere a la proporcién de individuos con resultados de ensayo negativos para la enfermedad que la
prueba esta destinada a revelar, es decir, los verdaderos resultados negativos como proporcion del total de
resultados negativos verdaderos y falsos positivos, habitualmente expresada como porcentaje.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "muy sensible" se refiere a un procedimiento de diagndstico
en el que la sensibilidad es mayor o aproximadamente igual a un 50%, o aproximadamente de un 55% de
sensibilidad, o aproximadamente de un 60% de sensibilidad, o aproximadamente de un 65% de sensibilidad, o
aproximadamente de un 70 % de sensibilidad, o aproximadamente de un 75% de sensibilidad, o aproximadamente
de un 80% de sensibilidad, o aproximadamente de un 85% de sensibilidad, o aproximadamente de un 90% de
sensibilidad, o aproximadamente de un 95% de sensibilidad, o aproximadamente de un 96% de sensibilidad, o
aproximadamente de un 97% de sensibilidad, o aproximadamente de un 98% de sensibilidad, o aproximadamente
de un 99% de sensibilidad o aproximadamente de un 100% de sensibilidad.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "muy especifico" se refiere a un procedimiento de
diagnostico en el que la especificidad es mayor o aproximadamente igual a un 50% de especificidad, o
aproximadamente de un 55% de especificidad, o aproximadamente de un 60% de especificidad, o aproximadamente
de un 65% de especificidad, o aproximadamente de un 70 % de especificidad, o aproximadamente de un 75% de
especificidad, o aproximadamente de un 80% de especificidad, o aproximadamente de un 85% de especificidad, o
aproximadamente de un 90% de especificidad, o aproximadamente de un 95% de especificidad, o aproximadamente
de un 96% de especificidad, o aproximadamente de un 97% de especificidad, o aproximadamente de un 98% de
especificidad, o aproximadamente de un 99% de especificidad o aproximadamente de un 100% de especificidad.

Tal como se utiliza en el presente documento, los "compuestos lideres" son compuestos identificados utilizando los
procedimientos de cribado de compuestos descritos en el presente documento. Los compuestos lideres pueden
tener actividad en el cambio de los biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad de Alzheimer descritos
en el presente documento a valores que corresponden a los valores calculados para los biomarcadores moleculares
especificos de la Enfermedad de Alzheimer determinados utilizando células sanas normales en los ensayos
descritos en el presente documento. Los compuestos lideres pueden ser modificados quimicamente posteriormente
para optimizar o mejorar su actividad para su utilizacion en composiciones farmacéuticas para el tratamiento o
prevencion de la Enfermedad de Alzheimer.

Tal como se utiliza en el presente documento, "variantes de la secuencia" son proteinas que estan relacionadas
entre si tanto estructural como funcionalmente. En ciertas realizaciones, las variantes de secuencia son proteinas
que comparten similitud estructural a nivel de secuencia de aminoacidos y comparten atributos funcionales a nivel de
actividad enzimatica. En ciertas realizaciones, las variantes de secuencia son proteinas MAP quinasas que catalizan
la fosforilacion de otras proteinas.

Tal como se utiliza en el presente documento, la "ausencia de la Enfermedad de Alzheimer" se refiere a que un
sujeto o células extraidas de un sujeto no presentan un fenotipo de la Enfermedad de Alzheimer medible o
detectable.
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Tal como se utiliza en el presente documento, un "fenotipo de la Enfermedad de Alzheimer" en un sujeto o una
muestra celular incluye, sin constituir limitacion, un biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de
Alzheimer que tiene un valor positivo mayor que cero.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "Péptido Beta Amiloide" es cualquier fragmento del Péptido Beta
Amiloide o un Péptido Beta Amiloide de longitud completa.

II. Procedimientos de cribado de compuestos Utiles para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer
Biomarcadores Moleculares Especificos de la Enfermedad de Alzheimer

Los procedimientos de diagnoéstico y procedimientos de cribado de compuestos Utiles para el tratamiento de la
Enfermedad de Alzheimer que se dan a conocer en el presente documento se basan en el descubrimiento por los
presentes inventores de un biomarcador molecular Gnico para la Enfermedad de Alzheimer. El valor numérico del
biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer dependera de ciertas variables, tales como por
ejemplo, las células utilizadas en el ensayo, el activador de la proteina quinasa C utilizado en el ensayo y las
proteinas especificas MAP quinasa que estan dirigidas a la medicion de las relaciones de fosforilacion.

Segun la presente invencion, el valor del biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer se puede
medir determinando la relacion de Erkl fosforilada y Erk2 fosforilada en células que no son de la Enfermedad de
Alzheimer que han sido puestas en contacto con un péptido beta amiloide y han sido estimuladas con un activador
de la proteina quinasa C y se han puesto en contacto con un compuesto de ensayo y restando de ésta la relacion de
Erkl fosforilada y Erk2 fosforilada en células que han sido estimuladas con una solucién de control (vehiculo) que
carece del activador de la proteina quinasa C, si dicho valor es menor que el valor de dicho ADSMB medido en
células de control que no han sido puestas en contacto con dicho compuesto de ensayo, el valor de dicho ADSMB
es indicativo de un compuesto Util para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.

En ciertas realizaciones, el biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer es un valor numérico
negativo cuando se mide en células extraidas de individuos diagnosticados con demencia que no es la Enfermedad
de Alzheimer (células no ADD), tales como por ejemplo, Enfermedad de Parkinson o Enfermedad de Huntington o
Esquizofrenia Clinica. En ciertas realizaciones preferentes, cuando el biomarcador molecular especifico de la
Enfermedad de Alzheimer se mide determinando las relaciones entre Erkl fosforilada y Erk2 fosforilada en células
no ADD que han sido estimuladas con bradiquinina, los valores numéricos negativos pueden estar en el intervalo de
aproximadamente 0 a aproximadamente -0,2 o aproximadamente -0,3.

En ciertas realizaciones, el biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer es un valor numérico
negativo, cero o un valor numérico positivo muy pequefio en muestras celulares de células de control de edad similar
(células AC) extraidas de pacientes que no tienen la Enfermedad de Alzheimer. Cuando el biomarcador molecular
especifico de la Enfermedad de Alzheimer se mide mediante la determinacion de las relaciones de Erk1 fosforilada y
Erk2 fosforilada en células AC que han sido estimuladas con bradiquinina, el biomarcador molecular especifico de la
Enfermedad de Alzheimer en células AC puede estar en el intervalo de menos de aproximadamente 0,05 a
aproximadamente -0,2.

En ciertas realizaciones de la presente invencion, los biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad de
Alzheimer se pueden medir mediante el calculo de la relacion de Erkl fosforilada y Erk2 fosforilada en células
obtenidas segun la etapa (c) de la reivindicacion 1, que han sido estimuladas con bradiquinina menos la relacion de
Erk1 fosforilada y Erk2 fosforilada en células que han sido estimuladas con una solucién que carece de bradiquinina.
Esto se expresa como sigue: biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer =
{(pErkl/pErkz)bradiquinina} - {(pErk1/pErk2)venicuio}-

Activadores de la proteina guinasa C

Los activadores de la proteina quinasa C que se contemplan especificamente para su utilizacion en los
procedimientos de cribado para identificar compuestos de la presente invencién incluyen, sin constituir limitacion:
Bradiquinina; modulador de a-APP; Briostatina 1; Briostatina 2; DHI; 1,2-dioctanoilo-sn-glicerol; FTT; Gnidimacrin,
Stellera chamaejasme L.; (-)-Indolactama V; Lipoxina Ag4; Lingbiatoxina A, Micromonospora sp.; Acido oleico; 1-oleoil-
2-acetil-sn-glicerol; 4a-forbol; Forbol-12,13-dibutirato; Forbol-12,13-didecanoato; 4a-forbol-12,13-didecanoato;
Forbol-12-miristato-13-acetato; L-a-fosfatidilinositol-3,4-bisfosfato, Dipalmitoil-, sal de Pentaamonio; L-a-
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, dipalmitoil-, sal de Pentaamonio; L-a-fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, dipalmitoil-, sal
Heptaamonio; 1-estearoil-2-araquidonoil-sn-glicerol; Thimeleatoxina, Thymelea hirsuta L.; insulina, ésteres de forbol,
lisofosfatidilcolina, lipopolisacarido, antraciclina dannorubicina y sulfato de vanadilo. También se incluyen
compuestos conocidos como “briologos". Los briologos se describen, por ejemplo, en Wender y otros. Organic
Letters (Estados Unidos) 12 de mayo 2005, 7 (10) p1995-8; Wender y otros. Organic Letters (Estados Unidos) 17 de
marzo 2005, 7 (6) p1177-80; Wender y otros. Journal of Medicinal Chemistry (Estados Unidos) 16 de diciembre
2004, 47 (26) p6638-44. Un activador de proteina quinasa C se puede utilizar solo o en combinacién con cualquier
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otro activador de proteina quinasa C en los procedimientos de diagnostico, kits y procedimientos de cribado de
compuestos descritos en el presente documento.

La bradiquinina es un nonapéptido vasoactivo potente que se genera en el transcurso de varios estados
inflamatorios. La bradiquinina se une y activa un receptor o receptores de bradiquinina de la membrana celular
especificos, desencadenando asi una cascada de eventos intracelulares que conducen a la fosforilacion de
proteinas conocidas como "proteinas quinasas activadas por mitégeno" (MAPK). La fosforilacién de proteinas, la
adicion de un grupo fosfato a un residuo de Ser, Thr, o Tyr, esta mediada por un gran nimero de enzimas conocidas
colectivamente como proteinas quinasas. La fosforilacion normalmente modifica, y por lo general activa, la funcién
de una proteina. La homeostasis requiere que la fosforilacion sea un proceso transitorio, que se invierte mediante
enzimas fosfatasas que desfosforilan el sustrato. Cualquier aberracion en la fosforilacion o desfosforilacion puede
interrumpir las vias bioguimicas y funciones celulares. Dichas interrupciones pueden ser la base de ciertas
enfermedades cerebrales.

Medicién o deteccién de los niveles de proteinas fosforiladas

Los procedimientos de cribado de compuestos para identificar agentes Utiles para el tratamiento de la Enfermedad
de Alzheimer descritos en el presente documento dependen de la medicidon de los biomarcadores moleculares
especificos de la Enfermedad de Alzheimer de la presente invencion.

En una realizacion preferente, el nivel de proteina fosforilada presente en las células se detecta mediante
transferencia Western. Los niveles de proteina Erkl fosforilada o Erk2 fosforilada se pueden medir en fibroblastos
utilizando anticuerpos anti-Erk1, anti-Erk2, anti-fosfo-Erk1 y anti-fosfo-Erk2 (Cell Signaling Technology). Los niveles
de una proteina diferente también se pueden medir en la misma muestra como una proteina de referencia para la
normalizacion. Entre los ejemplos de posibles proteinas de referencia se incluyen, sin constituir limitacion, anexina-Il
0 actina.

En una realizacion, se llevé a cabo un ELISA segun los siguientes procedimientos: 1) Afiadir lisados celulares de
fibroblastos después del tratamiento por duplicado o triplicado a una microplaca de 96 pocillos que se recubre
previamente con un anticuerpo anti-Erk. 2) Incubar las muestras en los pocillos de la microplaca a temperatura
ambiente durante aproximadamente 2 horas. 3) Aspirar las muestras y lavar los pocillos con un tampén de lavado
basado en solucion tamponada con fosfato (PBS). 4) Afadir la dilucién de trabajo de un anticuerpo anti-fosfo-Erk1/2,
0 un anticuerpo anti-Erk1/2 a cada pocillo, y se incuba a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora. 5)
Aspirar y lavar bien con tampén de lavado. 6) Afiadir una dilucion de trabajo de un anticuerpo secundario conjugado
con peroxidasa de rabano picante (HRP) a cada pocillo e incubar bien a temperatura ambiente durante
aproximadamente 30 min. 7) Aspirar y lavar bien con tampon de lavado. 8) Afiadir Cromogeno estabilizado, tales
como diaminobencidina (DAB) e incubar a temperatura ambiente durante aproximadamente 30 min. 9) Afadir
solucién de parada y medir la absorbancia a 450 nm. La fosforilacion de Erk1/2 se evalla después de la
normalizacion: NR = Ap/Ag. en la que NR = relacion normalizada; Ar son los valores de absorbancia para fosfo-
Erk1/2; y Ar es la absorbancia para el Erk1/2 total (normal).

En una realizaciéon preferente, la fosforilacion de Erkl/2 se ensaya en transferencias Western utilizando un
anticuerpo anti-fosfo-Erk1/2. Los niveles de las sefiales inmunorreactivas para Erk1/2 fosforilada se cuantifican
mediante exploracion densitométrica. La densidad media de las sefiales de fosfo-Erk1l/2 se normaliza con la
densidad media de las sefiales de Erk1/2 totales que son detectadas a partir de las mismas muestras de lisado de
células con un anticuerpo anti-Erk1/2 normal en una transferencia Western por separado. La férmula para la
normalizacion es: NR = Dp/Dg. en la que NR (relacion normalizada) representa la medida de fosforilacion de Erk1/2;
Dp es la densidad promedio para fosfo-Erk1/2, y Dr es la densidad media de la cantidad total de Erk1/2 detectado en
una transferencia Western de la misma muestra.

Los inmunoensayos Utiles de la presente invencién para la deteccion de proteinas pueden ser ensayos
inmunofluorescentes, radioinmunoensayos, ensayos de transferencia Western, inmunoensayo enzimatico,
inmunoprecipitacioén, ensayo quimioluminiscente, ensayo inmunohistoquimico, ensayo de transferencia de puntos o
de ranuras y similares. (En "Principios y Practica de Inmunoensayos" (1991) Christopher P. Price y David J. Neoman
(eds), Stockton Press, New York, New York, Ausubel y otros. (Eds.) (1987) en "Current Protocols in Molecular
Biology", John Wiley and Sons, New York, New York). La deteccién puede ser mediante procedimientos
colorimétricos o radioactivos o cualquier otro procedimiento convencional conocido por los expertos en la materia.
Las técnicas estandar conocidas en la técnica para ELISA se describen en Procedimientos en Inmunodiagndstico, 22
edicion, Rose y Bigazzi, eds., John Wiley and Sons, Nueva York 1980 y Campbell y otros, Procedimientos de
Inmunologia, WA Benjamin, Inc., 1964, ambos se incorporan en el presente documento como referencia. Dichos
ensayos pueden ser inmunoensayos directos, indirectos, competitivos 0 no competitivos, tal como se describe en la
técnica (En "Principios y Practica de Inmunoensayos" (1991) Christopher P. Price y David J. Neoman (eds), Stockton
Pres, Nueva York, NY; Oellirich, M. 1984. J Clin. Chem. Clin. Biochem. 22: 895-904 Ausubel y otros. (Eds) 1987 en
Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, New York, New York.
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Tipos de células, aislamiento de proteinas y anticuerpos

Tal como se ha indicado anteriormente, las células utilizadas en la presente invencién pueden ser cualquier célula.
Ejemplos de células que se pueden utilizar incluyen, sin constituir limitacion, células de la piel, fibroblastos de piel,
células de la mucosa bucal, células sanguineas, tales como eritrocitos, linfocitos y células linfoblastoides, y células
nerviosas y cualquier otra célula que exprese la proteina Erk1/2. También se pueden utilizar muestras de necropsia
y muestras de patologia. Los tejidos que comprenden estas células también se pueden utilizar, incluyendo el tejido
cerebral o células del cerebro. Las células pueden ser frescas, cultivadas o congeladas. Las muestras de proteinas
aisladas de las células o tejidos se pueden utilizar de inmediato en el ensayo de diagnéstico o los procedimientos de
cribado de compuestos 0 se congelan para su utilizacién posterior. En una realizacion preferente se utilizan células
de fibroblastos. Las células de fibroblastos se pueden obtener mediante una biopsia de piel con sacabocados.

Las proteinas se pueden aislar de las células mediante procedimientos convencionales conocidos para un experto
en la materia. En un procedimiento preferente, las células aisladas de un paciente se lavan y se sedimentan en
solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Los sedimentos se lavan a continuacién con "tampén de
homogeneizacién" que comprende 50 nM de NaF, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 20 pug/ml de leupeptina, 50
pg/ml de pepstatina, 10 mM de TRIS-HCI, pH = 7,4, y se sedimentan por centrifugacion. El sobrenadante se
desecha, y se afiade "tampdn de homogeneizacion" al sedimento seguido por tratamiento con ultrasonido del
sedimento. El extracto de proteinas se puede utilizar fresco o se almacena a -80°C para su posterior analisis.

En los procedimientos de la presente invencion, los anticuerpos utilizados en los inmunoensayos descritos pueden
ser de origen monoclonales o policlonales. La proteina Erk1/2 fosforilada y no fosforilada o partes de las mismas
utilizadas para generar los anticuerpos pueden ser de fuentes naturales o recombinantes o generados por sintesis
quimica. Las proteinas Erk1/2 naturales se pueden aislar de muestras biolégicas mediante procedimientos
convencionales. Los ejemplos de muestras bioldgicas que se pueden utilizar para aislar la proteina Erk1/2 incluyen,
sin constituir limitacion, células de la piel, tales como por ejemplo, fibroblastos, lineas celulares de fibroblastos, tales
como lineas celulares de fibroblastos de la Enfermedad de Alzheimer y lineas celulares de fibroblastos de control
gue estan comercialmente disponibles del Banco de Células Coriell (Camden, Nueva Jersey), y que figuran en el
Catalogo de Lineas Celulares de 1991 del Instituto Nacional de Envejecimiento, Catalogo de lineas celulares de
1992/1993 del Instituto Nacional de Ciencias Médicas Generales [(Publicacién NIH 92-2011 (1992)].

Los compuestos lideres identificados mediante los procedimientos de la presente invencion son Utiles para el
tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer. Seglin esta realizacion, las sustancias que invierten o mejoran los
biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad de Alzheimer (es decir, hasta los niveles encontrados en
células normales) pueden ser identificadas y seleccionadas como sustancias que son potencialmente (tiles para el
tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.

A modo de ejemplo, uno de dichos métodos de cribado para identificar sustancias terapéuticas podrian implicar las
etapas de poner en contacto las células de muestra de un paciente con la Enfermedad de Alzheimer con una
sustancia identificada como compuesto lider segun el procedimiento definido en la reivindicacion 1 y, a continuacion,
medir cualquiera de los biomarcadores moleculares especificos de la Enfermedad de Alzheimer descritos en el
presente documento. Un agente que invierte o mejora el biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de
Alzheimer hastaa los niveles encontrados en células normales (es decir, células extraidas de un individuo sin la
Enfermedad de Alzheimer) puede ser identificado y seleccionado como sustancia potencialmente util para el
tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.

En ciertas realizaciones, un agente que invierte o mejora el biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de
Alzheimer es un agente que provoca una reduccion de un valor positivo y/o un movimiento hacia valores mas
negativos para un biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer.

VI. Péptido beta amiloide

Los términos "péptido beta amiloide", "proteina beta amiloide", "péptido beta amiloide”, "beta amiloide", "A. beta" y
"péptido A. beta" se utilizan indistintamente en el presente documento. En algunas formas, un péptido beta amiloide
(por ejemplo, A. beta 39, A. beta 40, A. beta 41, A. beta 42 y A. beta 43) es un fragmento interno de 4 kDa de 39-43
aminoacidos de la glicoproteina de transmembrana mas grande denominada Proteina Precursora de Amiloide
(APP). Existen muiltiples isoformas de APP, por ejemplo APP*®®, APP"*! y APP"™°. Ejemplos de isotipos especificos
de APP que se conoce actualmente que existen en los seres humanos son el polipéptido de 695 aminoacidos
descrito por Kang y otros (1987) Nature 325:733-736, que se designa como el APP "normal”; el polipéptido de 751
aminoacidos descrito por Ponte y otros. (1988) Nature 331:525-527 (1988) y Tanzi y otros. (1988) Nature 331:528-
530; y el polipéptido de 770 aminoéacidos descrito por Kitaguchi y otros. (1988) Nature 331:530-532. Como resultado
del procesamiento proteolitico de APP por diferentes enzimas secretasas in vivo o in situ, A. beta se encuentra tanto
en una "forma corta", de 40 aminoacidos de longitud, y una "forma larga"”, que va desde 42 hasta 43 aminoacidos
acidos de longitud. Parte del dominio hidrofébico de APP se encuentra en el extremo carboxi del A. beta, y puede
explicar la capacidad del A. beta para agregarse, particularmente en el caso de la forma larga. El péptido A. beta se
puede encontrar, o se purifica, de los fluidos corporales de los seres humanos y otros mamiferos, por ejemplo, fluido

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2412268 T3

cerebroespinal, incluyendo tanto a individuos normales como a individuos que sufren de trastornos amiloidogénicos.

Los términos "péptido beta amiloide”, "proteina beta amiloide”, "péptido beta amiloide", " beta amiloide”, "A. beta " y
"péptido A. beta" se refieren a péptidos resultantes de la escisién de secretasa de APP y péptidos sintéticos que
tienen la misma, o esencialmente la misma, secuencia que los productos de escision. Los péptidos A. beta de la
presente invencion se pueden derivar de una variedad de fuentes, por ejemplo, tejidos, lineas celulares, o fluidos
corporales (por ejemplo suero o liquido cerebroespinal). Por ejemplo, un A. beta se puede derivar de células que
expresan APP, tales como células de ovario de hamster chino (CHO) tal como se describe, por ejemplo, en Walsh y
otros, (2002), Nature, 416, pp 535-539. Una preparacion de A. beta se puede derivar de fuentes de tejido utilizando
procedimientos previamente descritos (véase, por ejemplo, Johnson-Wood y otros, (1997), Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 94:1550). De forma alternativa, los péptidos A. beta se pueden sintetizar utilizando procedimientos que son
muy conocidos para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Fields y otros, Péptidos sintéticos: Guia del
usuario, ed. Grant, WH Freeman & Co., Nueva York, Nueva York, 1992, p 77). Por lo tanto, los péptidos pueden
sintetizarse usando las técnicas Merrifield automatizadas de sintesis en fase sdlida con el grupo a-amino protegido
tanto por quimica t-Boc o F-moc utilizando aminoacidos protegidos en su cadena lateral, por ejemplo, es un
Sintetizador de Péptidos de Applied Biosystems Modelo 430A o 431. Antigenos de péptido mas grandes se pueden
sintetizar utilizando técnicas de ADN recombinante muy conocidas. Por ejemplo, un polinucleétido que codifica el
péptido o péptido de fusién se puede sintetizar o clonar molecularmente e insertar en un vector de expresion
adecuado para la transfeccion y expresion heteréloga por una célula huésped adecuada. El péptido A. beta también
se refiere a las secuencias de A. beta relacionadas que resultan de mutaciones en la region A. beta del gen normal.

La anormalidad inducida por A. beta del indice de Erk 1/2 (biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de
Alzheimer) se puede utilizar como ensayo de confirmacién de la presencia o ausencia de la Enfermedad de
Alzheimer. Es decir, una respuesta negativa del indice de Amiloide Beta indica la presencia de la enfermedad,
mientras que una respuesta positiva indica la ausencia de la enfermedad. Es decir, si se induce un fenotipo de la
Enfermedad de Alzheimer en las células después de la incubacién o el contacto con un Péptido Beta Amiloide, esto
es indicativo de la ausencia de la enfermedad en las células de ensayo o el individuo que esta siendo ensayado. Por
el contrario, si se induce poco o ningin cambio en el biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de
Alzheimer en las células después de la incubacion o el contacto con un Péptido Beta Amiloide, ésto es indicativo de
la presencia de la Enfermedad de Alzheimer en las células de ensayo o el individuo que esta siendo ensayado.

Mientras que el beta amiloide (1-42) (es decir, AB (1-42)) es el estimulo inductor preferente, cualquier otro fragmento
de beta amiloide tales como (1-39), (1-40), (1-41), (1-43), (25 - 35), (16-22), (16-35), (10-35), (8-25), (28-38), (15-39),
(15-40), (15-41), (15-42), (15-43) o cualquier otro fragmento de beta amiloide también se puede utilizar en cualquiera
de los procedimientos o kits descritos en el presente documento.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién para describir adicionalmente ciertas realizaciones
preferentes de la presente invencion, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Biomarcador Molecular Especifico de la Enf ~ ermedad de Azheimer (ADSMB)

Se descubrio que la bradiquinina (10 nM, 10 min a 37°C) provoca una mayor fosforilacion de Erk1/2 en fibroblastos
de Alzheimer (AD) vs fibroblastos de contron sin demencia y sin AD. Mientras que este aumento de la fosforilacién
de Erk1/2 para fibroblastos de AD se podia observar en este caso con lineas celulares de Coriell adicionales, la
variabilidad inherente encontrada en estas mediciones indicaba la necesidad de una mejor cuantificacion, fiabilidad y
reproducibilidad. En este caso, por lo tanto, para controlar las diferencias intrinsecas en las tasas de crecimiento de
las lineas celulares de fibroblastos, asi como las diferencias en las cantidades exactas de extractos de proteina
aplicados a los geles, se introdujo una nueva medida de la fosforilacién, una que compara la fosforilacion de Erkl y
Erk2 en cada muestra de pacientes utilizando una relacion de Erk1/2 antes y después de la estimulacion BK+. Esta
medida de la relacion de fosforilacion de Erk1l/Erk2, el biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de
Alzheimer (ADSMB), distingui6 completamente todos los fibroblastos de control no dementes de todos los
fibroblastos de AD (Figuras 1y 4A). El aparente nivel mas elevado de p-Erkl para los casos de control (BK-) (figura
3) no era consistente para todos los pacientes. Unos pocos casos de demencia no AD no se distinguieron, aunque
ésto puede ser debido a la falta de confirmacion por autopsia de los diagnésticos clinicos. Esta interpretacion se
apoya en los resultados de la medicion de ADSMB obtenidos con fibroblastos de pacientes con diagnésticos
confirmados por autopsia (figuras 1 y 4B), en las que el ADSMB distinguié con precision todos los casos de AD de
todos los tipos de demencia no AD e incluso los casos de demencia "mixta" debido tanto a AD y otras etiologias no
AD, tal como la Enfermedad de Parkinson. Esta alta precision para distinguir AD de la demencia no AD y de
pacientes de control sin demencia se refleja en la notable sensibilidad y especificidad del ADSMB (figura 6) teniendo
en cuenta tanto las muestras de células de Coriell y las muestras confirmadas por autopsia. Cuando se consideraron
sélo los diagnoésticos confirmados autopsias, la sensibilidad y la especificidad estan en niveles del 100%.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2412268 T3

El biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer (ADSMB) varia con la duracién de la
enfermedad

En una muestra de pacientes de los que se disponia la duracién de la enfermedad (es decir, tiempo de la medicion
de ADSMB desde el momento de la aparicion del sintoma o sintomas), se analizé la relacién de amplitudes de
ADSMB vy la duracion de la enfermedad. Tal como se muestra (figura 2), hubo una correlacién inversa significativa
(con andlisis de regresion lineal) de la magnitud de ADSMB con la duracion de la enfermedad. Estos resultados
sugieren que la fosforilacién por quinasa MAP de ADSMB es mas marcada al inicio del curso de la enfermedad en el
que se mide.

Induccién del fenotipo de Alzheimer por AB (1-42)

Debido a que los niveles de AR (1-42) son mas propensos a estar involucrados criticamente en AD temprana, y
debido a que el ADSMB observado se demostrd por los datos que tiene poder de diagndstico de AD temprana, se
examin6 la posibilidad de que un AR (1-42) elevado podria inducir anormalidades de MAP quinasa de lineas
celulares de fibroblastos de pacientes de control normales, por lo tanto, se expusieron durante 24 horas a 1,0 uM de
AB (1-42). Tal como se muestra en la figura 5A, la preincubacion con AR (1-42), tal como se predijo, convirtid el
fenotipo de ADSMB normal (negativo) en el fenotipo de ADSMB valorado positivamente anormal, que se habia
observado para todos los fenotipos de AD. Estos resultados sugieren que este fenotipo de ADSMB en pacientes con
AD en realidad surgi6 de los niveles elevados de AR (1-42).

Reversidn del fenotipo de Alzheimer por el activador de PKC, Briostatina

Tal como se discutio anteriormente, la fosforilacion de MAP quinasa (medida mediante el ADSMB) esta regulada por
la activacion de PKC que, a su vez, mostré vulnerabilidad para niveles elevados de AB. Por otra parte, se encontré
que el potente activador de PKC, la macrolactona Briostatina, mejora la activacién de PKC en fibroblastos humanos,
asi como reduce los niveles de AR (1-42) en el cerebro de ratones transgénicos con genes de AD humanos. En base
a estos resultados, por lo tanto, se ha ensayado los efectos de la Briostatina (0,1 nM) en fibroblastos humanos
tratados con AR (1-42). Tal como se ilustra (figura 5B y tabla 1), la Briostatina invierte completamente el cambio de
fosforilacion de MAP quinasa inducido en fibroblastos normales por AB (1-42). La Briostatina cambié los valores
anormales positivos de los fibroblastos tratados con A en valores negativamente normales de ADSMB, previamente
observados para los fibroblastos sin AD. Esta eficacia "terapéutica" de la Briostatina es consistente con el gran
aumento de la supervivencia de los ratones transgénicos con AD que fueron expuestos a tratamiento crénico con
Briostatina.

Tabla 1

El biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer (ADSMB) se midi6 para AC (lineas celulares
de control), células inducidas con beta amiloide (AB), células inducidas con beta amiloide (AB) mas tratamiento con
briostatina (A + BY)

Lineas celulares ADSMB?

Control* AR AB + BY”
AG06959 - 0,13 0,0
AG07732 -0,11 0,12 -0,13
AG11363 0,0 0,16 0,09
AG09977 -0,15 0,13 0,01
Promedio + DE -0,09 + 0,05 0,13+0,01 -0,01 £ 0,05

*P < 0,001, "P < 0,01

%El ADSMB se calculé segun el procedimiento utilizado por el presente estudio.

* Se llevé a cabo la prueba T entre las células de control y tratadas con AB.

# Se llevé a cabo la prueba T entre las células tratadas con AR y las células tratadas con AR mas briostatina.

La elevada sensibilidad y especificidad de la medicion del ADSMB de la fosforilacion de MAP quinasa para
diagnosticar AD sugieren un potencial importante como prueba de laboratorio para AD para ayudar en la valoracién
clinica de la demencia. Hasta la fecha, la confirmacion por autopsia de la demencia clinicamente diagnosticada
suele estar disponible sélo para pacientes con enfermedad de larga evolucién. Teniendo en cuenta que la AD puede
durar de 8-15 afios, se ha encontrado un diagnostico clinico para AD de duracién breve que muestra alta imprecision
cuando se compara con el diagnostico clinico posterior en la progresion de la enfermedad y, a continuacion,
sometidos a validacién por autopsia. Por tanto, un biomarcador periférico, en este caso una relacién de fosforilacién
de MAP quinasa para fibroblastos humanos, tiene utilidad real para llegar a estrategias terapéuticas para la
demencia.

Aunque no se desea estar ligado a ninguna teoria, también es de interés considerar por qué la relacion de

fosforilacion de Erkl y Erk2 podria ser sensible a anormalidades debidas a diferencias especificas de AD del
metabolismo de AB. Una implicacidn de este y anteriores estudios de biomarcadores periféricos para AD es que la
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patofisiologia de AD no sélo implica el cerebro, sino también una variedad de otros sistemas de 6rganos. Este punto
de vista fisiopatol6gico sistémico de AD es consistente con las observaciones que el amiloide y vias metabdlicas tau
son omnipresentes en el cuerpo humano y se manifiestan en sangre, saliva, piel y tejidos extra cerebrales.

La estrecha correlacion que se muestra en el presente documento de la relacién de Erkl/Erk2 con AD también
centra la atencién en estos sustratos como una "lectura” de la sefializacion de AD. Por ejemplo, las isoenzimas PKC
regulan varias dianas moleculares que convergen en la MAP quinasa. PKC activa: (1) aumento de a-secretasa de s-
APP vy, por lo tanto, indirectamente, la reduccion de B-amiloide; (2) B-amiloide activa la glucégeno sintasa quinasa-3f3
(GSK- 3B) que aumenta la fosforilacion de MAP quinasa; (3) PKC inhibe GSK-3; (4) el propio PKC fosforila GSK-
3B, y (5) PKC activa sefales inflamatorias de citoquinas que pueden responder a BK y otros eventos iniciados por
AD, (6) los metabolitos toxicos de colesterol (por ejemplo, 17-OH colesterol) inhiben PKC a que, en conjunto reduce
AB, y reduce la tau fosforilada.

La evidencia de que la disfuncién de las isoenzimas PKC de por si puede contribuir a la iniciacién temprana del
proceso de AD, por lo tanto, se refleja, a través de todos los sucesos de sefializacién anteriores, en la anormalidad
de la relacion de fosforilacién de Erk1/2.

Por dltimo, también es un misterio en cuanto a como la especificidad de la anormalidad de fosforilacion de AD se
puede mantener a través de los pases sucesivos de las lineas celulares de fibroblastos humanos. Este fenémeno
podria ser explicado a través de una interaccion de los niveles de PKC/MAP quinasa con el genoma de fibroblastos.
Se conoce que PKC y MAP quinasa regulan la expresion génica. Puede ser posible, por lo tanto, que un ciclo
continuo de estimulacion con PKC/MAP quinasa de su propia sintesis podria perpetuar las anormalidades de los
niveles de PKC y fosforilacion por MAP quinasa de una generacion de fibroblastos humanos a la siguiente.

Ejemplo 2: Tratamiento con A

Preparacion de solucion de AB (1-42): Inicialmente, se disolvié 1 mg de AB (1-42) en hexa-fluoroisopropanol (Sigma,
St. Louis, MO) a una concentracion de 3 mM y se separé en alicuotas en tubos de microcentrifuga estériles. Se
elimin6 el hexa-fluoroisopropanol al vacio y se liofilizé. Las peliculas de AR (1-42) se almacenaron a -20°C en seco
hasta su uso. Se preparé una solucion madre de AB (1-42) 5 mM a partir del AR (1-42) en DMSO almacenado justo
antes del experimento. Se preparé una solucion madre 1 uM en medio DMEM (suplementado con 10% de suero y
penicilina/estreptomicina) mediante la disolucion de AB (1-42) a partir de una solucion madre de DSMO. Se afiadio
medio DMEM que contenia 1,0 pM de AB (1-42) a las células de control sin AD (AC) a 90-100% de la etapa de
confluencia en un matraz de cultivo de 25 ml y se mantuvo en incubadora de cultivo celular (a 37°C con 5% de CO,)
durante 24 horas. Las células fueron cultivadas en medio libre de suero (DMEM) durante 16 horas. Se preparé una
solucién 10 nM de bradiquinina (en DMSO) en medio DMEM con 10% de suero. Se afiadieron 7 ml de solucion 10
nM de BK al matraz de cultivo de 25 ml y se incubd a 37°C durante 10 min. Para los controles, se afiadi6 la misma
cantidad de DMSO en medio DMEM con 10% de suero. Se afiadieron 7 mL de este medio con DMSO (<0,01%) al
matraz de 25 ml cultivadas y se incub6 a 37°C durante 10 min. Después de lavar cuatro veces con PBS 1X frio
(4°C), los matraces se mantuvieron en una mezcla de hielo seco/etanol durante 15 min. Los matraces se extrajeron
de la mezcla de hielo seco/etanol y, a continuacion, se afiadieron a cada matraz 100 pL de tampén de lisis (10 mM
de Tris, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 0,5% de NP-40, 1% de Triton X -100, 1% de
céctel inhibidor de proteasas, 1% de coctel inhibidor de fosfatasa ser/thr/tirosina). Los matraces se mantuvieron en
un agitador extremo a extremo en una habitacion fria (4°C) durante 30 min y se recogieron las células de cada
matraz con un raspador para recoger células. Las células se sometieron a ultrasonido y, a continuacion, se
centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 min, y el sobrenadante se utiliz6 para el ensayo de transferencia Western
después del ensayo de proteinas totales. Erkl y Erk2 totales y las formas fosforiladas de Erkl y Erk2 (p-Erk1, p-
Erk2) se determinaron utilizando anticuerpos especificos: anti-Erk1/2 normal y anti-fosfo-Erk1/2. Como minimo, tres
matraces tratados con bradiquinina (BK+) y, correspondientemente, tres matraces de control (BK-) se incluyeron
para cada linea celular para minimizar errores en la medicion.

Tratamiento con Briostatina

Se preparé una solucion 0,1 nM de briostatina en medio DMEM normal (complementado con 10% de suero y
penicilina/estreptomicina) a partir de la solucién madre de DMSO. Después del tratamiento con AR (1-42), las células
se lavaron cuatro veces con medio de cultivo normal (complementado con 10% de suero Yy
penicilina/estreptomicina). Se afiadié 0,1 nM de briostatina a las células y los matraces de cultivo se mantuvieron en
incubadora de cultivo celular (a 37°C con 5% de CO) durante 20 min. Después de lavar cinco veces con medio sin
suero, los matraces se mantuvieron en una incubadora (a 37°C con 5% de CO,) en condiciones sin suero durante 16
horas. El ensayo de MAPK inducido por bradiquinina se realiz6 tal como se describié anteriormente.

Andlisis de los datos

Las sefiales de las bandas de proteinas de la transferencia Western fueron escaneadas con un escaner Fuji LAS-
1000 Plus. La intensidad de Erkl, Erk2, p-Erkl y p-Erk2 se midieron a partir de bandas de proteinas escaneadas
mediante un programa especialmente disefiado desarrollado por el Dr. Nelson en nuestro Instituto (Blanchette
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Rockefeller Neurosciences Institute, Rockville, MD). La intensidad se midié por densitometria de bandas. Las bandas
de proteinas fueron seleccionadas por tiras y cada densidad de pixeles se calculé después de la sustraccion del
fondo por el programa. Se calcularon las relaciones de p-Erkl/p-Erk2 de la muestra (BK+) y el control (BK-),
respectivamente. La siguiente férmula se utilizé para distinguir entre los casos entre AA'y no AD:

ADSMB= [p-Erk1/p-Erk2]®** - [p-Erk 1/p-Erk2]®*

ADSMB = Biomarcador Molecular Especifico de la Enfermedad de Alzheimer

Ejemplo 3: Ensayo in vitro de fibroblastos de la piel para determinar la rela  cion de Erkl fosforilada y Erk2
fosforilada

Células de fibroblastos de piel depositadas (Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia no AD (non-ADD) (por
ejemplo, Enfermedad de Huntington y Enfermedad de Parkinson y Esquizofrenia Clinica) y células de control de la
msima edad (AC), del Instituto Coriell de Investigacion Médica se cultivaron hasta un 90-100% de confluencia. Las
células fueron cultivadas en un medio libre de suero (DMEM) durante 16 horas. Se afidieron 10 nM de bradiquinina
(BK) en DMSO en el medio habitual a 37°C de 0 a 10 min. Para los controles, se afiadié la misma cantidad de
DMSO.

Después de lavar cuatro veces con PBS 1X frio (4°C), los matraces se mantuvieron en mezcla de hielo seco/etanol
durante 15 min. Los matraces se extrajeron de la mezcla de hielo seco/etanol y, a continuacién, se afiadieron 80 puL
de tampodn de lisis (10 mM de Tris, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 0,5% de NP-40, 1%
de Triton X-100, 1% de céctel inhibidor de proteasas, 1% de coctel inhibidor de fosfatasas ser/thr/tirosina) en cada
matraz.

Los matraces se mantuvieron en un agitador de extremo a extremo en una habitacion fria (4°C) durante 30 min y se
recogieron las células de cada matraz con un raspador para recoger células. Las células se sometieron a ultrasonido
y, a continuacioén, se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 min, y el sobrenadante se utilizé para el ensayo de
transferencia Western después del ensayo de proteinas totales.

Erkl y Erk2 totales y las formas fosforiladas de Erkl y Erk2 (p-Erk1, p-Erk2) se determinaron utilizando anticuerpos
especificos: anti-Erk1/2 normal y anti-fosfo-Erk1/2.

Ejemplo 4: Fibroblastos de la piel

Los fibroblastos de piel depositados de pacientes con AD y controles de la misma edad se obtuvieron del Instituto
Coriell de Investigacion Médica. Los fibroblastos de piel confirmados por autopsia se obtuvieron por separado. Los
pacientes pueden estar clinicamente afectados con demencia severa, pérdida de memoria progresiva y otras
funciones cognitivas deterioradas. Los cerebros de estos pacientes muestran EEG anormales y diferentes grados de
atrofia cerebral por TAC o TC. Se utilizaron como controles células de individuos normales con edad proxima.

Fibroblastos de piel extraidos en fresco. La recoleccién y el cultivo de los fibroblastos de tejido de la piel recién
obtenidos se llevé a cabo de la siguiente manera: se obtuvieron tejidos de piel por biopsia con sacabocados de
pacientes sin FAD (nFAD) y controles de la misma por edad por personal cualificado. Todos los pacientes (0 sus
representantes) firmaron formularios de consentimiento informado.

Fibroblastos depositados de la Enfermedad de Huntington. Estos fibroblastos son de pacientes con la Enfermedad
de Huntington (HD), con demencia que acompafia a los sintomas tipicos de la Enfermedad de Huntington. Se
utilizaron como controles fibroblastos de individuos normales de la misma edad y género.

Ejemplo 5: Materiales

El DMEM se adquiri6 de Gibco BRL. El suero fetal bovino se adquirid6 de Bio Fluids. La bradiquinina, acido
difenilbérico 2-aminoetil éster (2ABP), cdOcteles de inhibidores de proteasas y fosfatasas se adquieriron de Sigma;
bisindoliimaleimida-1 y LY294002 se adquirieron de Alexis; PD98059 se adquirié de Cell Signaling Technology. Los
anticuerpos anti-fosfo-Erk1/2 se adquirieron de Cell SignalingTechnology. Anti-Erk1/2 normal se adquirié6 de Upstate
Biotechnology. Los minigeles de SDS (4-20%) se adquirieron de Invertrogene-Novex. Las membranas de
nitrocelulosa se adquirieron de Schleicher & Schuell (Keene, NH). Todos los reactivos de electroforesis con SDS se
adquirieron de Bio-Rad. El kit de sustrato de quimioluminiscencia SuperSignal se adquirié de Pierce.

Alternativamente, la bradiquinina (P.M. 1060,2) se adquiri6 de Calbiochem (San Diego, CA). Anti fosfo-p44/p42
MAPK de conejo se adquiri6 de Cell Signaling Technology (Danvers, MA). Anti-Erk1/2 normal se adquirié de Upstate
Biotechnology, (Charlottesville, VA), el anticuerpo secundario anti-conejo se adquirié de Jackson Lab (Bar Harbor,
ME). El beta amiloide (1-42) (P.M. 4514,1) se adquiri6 de American Peptide (Sunnyvale, CA). La Briostatina se
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adquirié de Biomol (Plymouth Meeting, PA).
Ejemplo 6: Cultivo de células de fibroblastos de AC y AD

Los fibroblastos depositados de pacientes con la Enfermedad de Alzheimer, incluyendo tanto el tipo FAD y nFAD, y
de controles de la misma edad (AC), se mantuvieron y se cultivaron en frascos T25/T75 con DMEM que contenia un
10% de suero bovino fetal (FBS). Las células se utilizaron en los pases 6 a 17.

Ejemplo 7: Procesado y cultivo de fibroblastos de tej ido de biopsia fresco o muestras depositadas

Las muestras se colocaron en PBS 1X y se transportaron en medio de transferencia al laboratorio para la
propagacion. Después que se retird el medio de transferencia, los tejidos de la piel se lavaron con PBS y se cortaron
finamente explantes de 1 mm de tamafio. Los explantes se transfirieron uno por uno sobre la superficie de cultivo de
matraces T25 ventilados con 3 ml de medio de biopsia que contiene 45% de FBS y 100 U/ml de penicilina y 100
U/ml de estreptomicina (Pen/Strep). Los tejidos se cultivaron a 37°C durante 24 h antes de la adicion de 2 ml de
medio de biopsia que contiene 10% de FBS. El medio se sustituyé después de 48 h con 5 ml de medio de cultivo
normal que contenia FBS al 10% y 100 U/ml de penicilina/estreptomicina. A continuacion, las células se
subcultivaron y se mantuvieron segun un procedimiento normal mencionado anteriormente.

Los sistemas de cultivo de células de fibroblastos de piel humana también se han utilizado para estos estudios. Se
cultivaron células de fibroblastos de piel depositadas con la Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia sin AD (por
ejemplo, Enfermedad de Huntington y Enfermedad de Parkinson y Esquizofrenia Clinica y de controles de la misma
edad, AC) del Instituto Coriell de Investigacion Médica (Camden, Nueva Jersey) (suplementado con 10% de suero y
penicilina/estreptomicina, 37°C con 5% de CO;) a un 90-100% de la etapa de confluencia en un matraz de 25 ml de
cultivo de células. Las células se cultivaron en medio libre de suero (DMEM) durante 16 horas. Se afidieron 10 nM
de solucién de bradiquinina (en DMSO) en medio DMEM con 10% de suero. Se afiadieron 7 ml de solucion BK 10
nM al matraz de cultivo de 25 ml y se incubaron a 37°C durante 10 min. Para los controles, se afiadié la misma
cantidad de DMSO en medio DMEM con 10% de suero. Se afiadieron 7 ml de este medio con DMSO (<0,01%) al
matraz de cultivo de 25 ml y se incubaron a 37°C durante 10 min. Después de lavar cuatro veces con PBS 1X frio
(4°C), los matraces se mantuvieron en mezcla de hielo seco/etanol durante 15 min. Los matraces se extrajeron del
hielo seco/mezcla de etanol y, a continuacion, se afiadieron 100 pL de tampon de lisis (10 mM de Tris, pH 7,4, NaCl
150 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 0,5% de NP-40, 1% de Triton X-100, 1% de céctel inhibidor de proteasas, 1%
de cdctel inhibidor de fosfatasas ser/thr/tirosina) en cada matraz. Los matraces se mantuvieron en un agitador de
extremo a extremo en una habitacion fria (4°C) durante 30 min y se recogieron las células de cada matraz con un
raspador para recoger células. Las células se sometieron a ultrasonido y, a continuacién, se centrifugaron a 14.000
rpm durante 15 min, y el sobrenadante se utiliz6 para el ensayo de transferencia Western después del ensayo de
proteinas totales.

Ejemplo 8: Tratamiento de células de fibroblastos co n diferentes activadores de proteina quinasa C

Se utilizaron bradiquinina o diferentes activadores de proteina quinasa C especificos para el tratamiento de los
fibroblastos. Se cultivaron fibroblastos de piel de AC y AD depositados hasta 80-100% de confluencia antes de su
cultivo en DMEM libre de suero durante la noche. Las células se trataron con 10 nM de activador de proteina
quinasa C a 37°C durante diferentes periodos de tiempo para establecer un curso de tiempo para los efectos
inducidos por el activador de proteina quinasa C. El momento en el que las reacciones se terminan inmediatamente
después de la aplicacion del activador de la proteina quinasa C se define como "0 min" post-tratamiento con
activador de proteina quinasa C. Se afiade a un matraz de control de células para cada linea celular en cada punto
de tiempo de tratamiento se afiade con un volumen idéntico de PBS. La reaccién se termina retirando el medio de
cultivo, enjuagando las células rapidamente con PBS preenfriado, pH 7,4, y se transfiere el matraz sobre hielo
seco/etanol. Para las células obtenidas y cultivadas a partir de tejidos de biopsias frescas, se puede utilizar una
concentracion de 0,1 nM de activador de proteina quinasa C. El tiempo de tratamiento es aproximadamente de 10
min a 37°C.

Para preparar lisados celulares de las células tratadas, los matraces se mueven de hielo seco/etanol a agua helada.
Se alade a cada matraz 1 ml de tampén de lisis que contiene 10 mM de Tris, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 1 mM de
EDTA, 1 mM de EGTA, pH 8, 0,5% de NP-40, 1% de Triton X-100, 1% de coctel inhibidor de proteasas (Sigma), 1%
de céctel inhibidor de fosfatasas Ser/Thr y tirosina (Sigma). Después de agitar en un agitador de extremo a extremo
en una habitacion fria durante 30 minutos, las células se recogieron de cada matraz con un raspador para recoger
células. Las células se sometieron a ultrasonido y se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min, y el sobrenadante se
utilizé para la transferencia Western.

Ejemplo 9: Transferencia Western

Protocolo 1: Los lisados celulares se trataron con un volumen igual de tamp6n de muestra-SDS 2X y se llevaron a
ebullicién durante 10 min. Las proteinas de cada muestra se resolvieron en un minigel de gradiente de 4-20% y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Se detecté Erk1/2 con un anticuerpo anti-fosfo-Erk1/2 utilizando el kit

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2412268 T3

de deteccion SuperSignal ECL. Con el fin de normalizar la cantidad de Erk1/2 fosforilada contra la cantidad total de
Erk1/2, después de haber transferido con un anticuerpo anti-fosfo-Erk1/2, la misma membrana se extrae con un
tampon de extraccion que contiene 62,5 mM de Tris-HCI, pH 6,7, SDS al 2%, y 100 mM de 2-mercaptoetanol a 60°C
durante 45 min y, a continuacion, se realizé la transferencia con un anticuerpo anti-Erk1/2 normal. Alternativamente,
las muestras por duplicado se resolvieron en SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se
transfirieron respectivamente con anticuerpos anti-fosfo- y anti-Erk normal. Después de lavar con 10 mM de PBS, pH
7,4, que contiene 0,01% de Tween 20 (tres veces durante 10 min), la membrana se transfirié con un anticuerpo anti-
Erk1/2 normal, a partir del cual se midié la cantidad total de Erk1/2 cargada en el gel de SDS.

Protocolo 2: Se afadieron volimenes iguales de tampon de muestra SDS 2X a cada lisado celular, y se llevaron
hasta ebullicion durante 10 minutos en bafio de agua hirviendo. La electroforesis se llevo a cabo en un minigel de
gradiente de 8-16% y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. Se determinaron Erk1, Erk2 totales y las formas
fosforiladas de Erkl1 y Erk2 (p-Erk1, p-Erk2) se determinaron utilizando anticuerpos especificos.

Ejemplo 10: Analisis de los Datos

Las sefiales tanto para las formas fosforiladas como normales de Erk1l/2 se escanearon con un escaner Fujifilm
LAS-1000 Plus. La densidad optica promedio de cada banda de proteina se midié utilizando el programa NIH Image.
Los valores de las sefiales de fosfo-Erk1/2 se normalizaron, respectivamente, contra las sefiales de Erk1/2 totales.
Después de la normalizacion, los datos de cada linea celular tratada se conviertieron en un porcentaje del control
basal y se sometieron a analisis estadistico.

Ejemplo 11: Inmunocitoquimica

Las células de fibroblastos se cultivaron sobre la superficie de cubreobjetos de vidrio de 2,5 cm de diametro
recubiertos con 0,02 mg de polilisina. Tras el tratamiento con bradiquinina u otro activador de proteina quinasa C tal
como se ha descrito anteriormente, las células se lavaron rapidamente con PBS frio, pH 7,4, y se fijaron con
formaldehido al 4% en PBS, pH 7,4, a temperatura ambiente durante 15 min. Después de lavar con PBS, pH 7,4,
tres veces, con una duracion de 5 min, las células son penetradas con 0,1% de Triton X-100 en PBS, pH 7,4, a
temperatura ambiente durante 30 min. Después de la incubacion con 10% de suero de caballo normal en PBS, pH
7,4, a temperatura ambiente durante 30 min, las células se incubaron con anticuerpo anti-fosfo-Erk1/2 (1:200) a 4°C
durante toda la noche. Las células sobre los cubreobjetos se lavaron con PBS, pH 7,4, tres veces y, a continuacion,
se afiadid una IgG anti-ratbn marcada con fluoresceina (Vector Laboratories) (1:200) y se incub6 con las células a
temperatura ambiente durante 60 min. Después de tres lavados con PBS, y sellado con Vectashield (Vector
Laboratories), se observaron las sefiales de inmunotincién con un microscopio de fluorescencia Nikon. La intensidad
de las sefiales de inmunocitoquimica en las imagenes celulares se midid con el programa Bio-Rad Quantity One
(BioRad) y Trimage. Para la localizacion de BK o receptores del activador de la proteina quinasa C en los
fibroblastos de piel, se aplicé un anticuerpo B2 anti-BK monoclonal, o anticuerpo anti activador de la proteina
quinasa C a los fibroblastos normales, seguido por incubacion con IgG anti-ratén conjugado con Cy5. Las sefiales
inmunorreactivas resultantes se observaron con un microscopio de fluorescencia.

15



5

10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2412268 T3

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de identificacion de un compuesto lider (til para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer
que comprende:

a) poner en contacto células que no son de la Enfermedad de Alzheimer con un péptido beta amiloide, en el
que dichas células que no son de la Enfermedad de Alzheimer muestran ausencia de la Enfermedad de
Alzheimer porque dichas células extraidas de un individuo no muestran un fenotipo medible o detectable
de la Enfermedad de Alzheimer;

b) poner en contacto dichas células de la etapa (a) con un agente que es un activador de la proteina quinasa
G

c) poner en contacto dichas células de la etapa (b) con un compuesto de ensayo; y

d) determinar el valor de un biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer para identificar
un compuesto lider util para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.

en el que el valor de dicho biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer se mide mediante
la determinacién de la relacién de Erkl fosforilada y Erk2 fosforilada en células que han sido estimuladas con un
activador de proteina quinasa C y restando de éste la relacién de Erkl fosforilada y Erk2 fosforilada en células
gue han sido estimuladas con una solucién de control que carece de activador de proteina quinasa C; y

el valor de dicho biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer es indicativo de un
compuesto util para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer si dicho valor es inferior que el valor de dicho
biomarcador molecular especifico de la Enfermedad de Alzheimer medido en células de control que no se han
puesto en contacto con dicho compuesto de ensayo.

2. Procedimiento, segln la reivindicacion 1, en el que dicho péptido beta amiloide es AB (1-42).

3. Procedimiento, segin la reivindicacion 1, en el que dichas células que no son de la Enfermedad de Alzheimer
se seleccionan del grupo que comprende fibroblastos, saliva, sangre, orina, células de la piel, células de la mucosa
bucal y fluido cerebroespinal.

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que dicho activador de proteina quinasa C se selecciona del

grupo que comprende bradiquinina, briostatina, bombesina, colecistoquinina, trombina, prostaglandina F2a y
vasopresina.

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que dichas células de control se han puesto en contacto con un
péptido beta amiloide.

6. Procedimiento, segln la reivindicacion 5, en el que dicho péptido beta amiloide es AR (1-42).

7. Procedimiento, segun la reivindicacion 1 6 5, en el que dichas células de control se han puesto en contacto con
un agente que es un activador de la proteina quinasa C.

8. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de modificar dicho compuesto
identificado como util para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer para optimizar o mejorar su seguridad y
eficacia en comparacion con la seguridad y la eficacia del compuesto no modificado.
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