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DESCRIPCION
Procedimientos de cribado usando c-abl, fyn y sky en combinacién con la proteina tau

Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere a procedimientos de cribado, y mas en particular, a procedimientos
relacionados con el papel de las tirosina quinasas como dianas terapéuticas para la enfermedad de Alzheimer y
afecciones relacionadas.

Antecedentes de la invencién

[0002] La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por la
presencia de placas seniles y ovillos neurofibrilares en el cerebro. El grado de demencia en el momento del
fallecimiento estd mas correlacionado con el nimero de ovillos neurofibrilares y con la pérdida neuronal y sinaptica
que con la cantidad de placas seniles. La presencia de ovillos neurofibrilares en las neuronas causa la muerte de
dichas neuronas, lo que implica que la prevencion de la formacion de ovillos es un objetivo terapéutico importante.
La proteina principal que forma el ovillo neurofibrilar es la proteina asociada a microtibulos tau, que se ensambla en
filamentos que se entrelazan por pares uno con otro y a los que se denomina filamentos helicoidales apareados
(PHF, por sus siglas en inglés). Los PHF se presentan en diferentes localizaciones en las neuronas en degeneracion
en el cerebro de pacientes con Alzheimer, y cuando muchos se agregan en el cuerpo de la célula neuronal,
producen el ovillo neurofibrilar (Lee y col., 2001).

[0003] Las placas seniles tienen un depésito central extracelular de péptido B-amiloide (AB), que esta
rodeado por neuritas distréficas para formar la placa senil o neuritica. Se ha demostrado in vitro e in vivo que AB es
neurotoxico. EI AR deriva del procesamiento proteolitico de la proteina precursora del amiloide (APP, por sus siglas
en inglés) mas grande. Se ha prestado mucha atencién a la produccion de AR como diana terapéutica porque se
cree que su produccion constituye un acontecimiento inicial en la patogénesis de la EA. Esto es debido a que las
mutaciones en el gen de APP, que origina la EA autos6mica dominante, da lugar al aumento de la produccion total
de AB o a un aumento relativo de la forma ligeramente mas larga ABs. sobre ARso, siendo la primera mas
amiloidogénica; AB42 tiene dos aminoacidos hidréfobos adicionales en el extremo C-terminal con respecto al AB4o de
40 restos, dotando asi al péptido de una mayor tendencia a agregarse y formar fibras de amiloide. Las mutaciones
en otros dos genes que también causan EA autos6mica dominante, presenilina-1 y presenilina-2 (PS1 y PS2)
también originan un aumento de la relacién entre ABs2 y ABao. La creencia de que el deposito de AR en el cerebro
precede a la aparicién de los ovillos neurofibrilares ha sido la base de la hipotesis de la cascada del amiloide, pero
no esta claro si los ovillos son importantes en la patogénesis o son simplemente un epifenémeno sin importancia.
Esto ha cambiado con el descubrimiento de mutaciones en el gen de tau en algunas otras enfermedades
neurodegenerativas relacionadas.

[0004] AUn no se ha establecido el mecanismo por el cual el AR mata las neuronas en el cerebro. Se han
realizado muchos estudios sobre la toxicidad de AB en cultivos tisulares usando cultivos neuronales de cerebro de
rata. Los presentes inventores han demostrado que la exposicion de cultivos neuronales de cerebro tanto de fetos
de rata como humanos a AB agregado induce en 2 a 10 minutos aumentos en el contenido de fosfotirosina de varias
proteinas, incluida tau (Wiliamson y col.,, 2002). También han demostrado que este tratamiento tiene como
consecuencia la activacion de las tirosina quinasas FAK y Fyn, siendo esta Ultima un miembro de la familia src de
tirosina quinasas. Esta fosforilacién de tirosinas de la tau se previno mediante inhibidores que actian sobre la familia
src de tirosina quinasas y sobre c-Abl.

[0005] Se ha publicado previamente que los niveles elevados de Fyn se asocian con neuronas que contienen
tau fosforilada de forma anémala en el cerebro de pacientes con EA (Shirazi y Wood, 1993) y los presentes
inventores han demostrado usando anticuerpos que reconocen fosfotirosina que PHF-tau de cerebro de pacientes
con EA contiene fosfotirosina (Williamson y col., 2002). Existen cinco posibles sitios de fosforilacién de la tirosina en
tau, que son los restos 18, 29, 197, 310 y 394, segln la numeracion de restos en las isoformas mas largas de tau de
441 aminoacidos de cerebro humano. Los presentes inventores han demostrado in vitro que Fyn y Lck, ambas
quinasas de la familia src, fosforilan la proteina tau recombinante humana y que las fosfotirosinas 18, 197, 310 y 394
se identificaban positivamente en uno o mas de sus respectivos péptidos tripticos, a partir de la informacion de la
secuencia de los péptidos fragmentados (Scales y col., 2002).

[0006] Las neuronas en los cortes de cerebro de ratones transgénicos en los que se ha interrumpido el gen
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Fyn son resistentes a la toxicidad de AR (Lambert y col., 1998). Por tanto, existen indicios de que la activacion de
Fyn puede estar implicada en la toxicidad de AB.

[0007] Se ha descrito que el tratamiento de la microglia con AR en cultivo tiene como consecuencia la
activacion de algunas otras tirosina quinasas, concretamente Syk, Lyn y FAK (McDonald y col., 1997) y, como se
menciona anteriormente, los presentes inventores han encontrado que FAK también se activa en cultivos primarios
de neuronas expuestas a AB (Williamson y col., 2002). Se ha descrito que Syk fosforila la a-sinucleina en la tirosina,
siendo a-sinucleina la principal proteina de los cuerpos de Lewy que constituyen la caracteristica patologica de la
enfermedad de Parkinson y que también esta presente hasta en el 70% de los cerebros de pacientes con EA (Negro
y col., 2002). Por ultimo, los presentes inventores han encontrado que la proteina tirosina quinasa Abl fosforila la
proteina tau en células cotransfectadas y que Abl esta implicada en la activacion de la proteina serina/treonina
quinasa cdk5, que se considera una quinasa de tau importante a nivel patolégico que fosforila muchos restos en tau
y puede ser fosforilada alternativamente por GSK-3 (Zukerberg y col., 2000). Por tanto, existe una elevada
posibilidad de que tau sea sustrato de diversas tirosina quinasas y que sea necesario considerar a estas proteinas
en el contexto de la posible patogénesis de las tauopatias.

[0008] La presencia de depositos intraneuronales de tau en la forma de ovillos neurofibrilares tipicos en la EA
0 de otros agregados de tau morfolégicamente distintos en otra serie de enfermedades neurodegenerativas,
constituyen la base para agrupar estas afecciones como tauopatias. De este modo, ademas de la EA, los principales
ejemplos de tauopatias son la demencia frontotemporal con parkinsonismo ligado al cromosoma 17 (FTDP-17),
paralisis supranuclear progresiva (PSP), enfermedad de Pick, degeneracion corticobasal y atrofia multisistémica
(AMS). Los depésitos intracelulares de tau (normalmente neuronales, aunque también a veces gliales) son
filamentosos y en estado hiperfosforilado en comparacion con la fosforilaciéon de la proteina tau en el cerebro
humano control. En el caso de la EA, esta proteina tau hiperfosforilada a menudo se denomina PHF-tau porque
deriva de los PHF.

[0009] Aparte de la EA, en estas otras tauopatias no hay depésitos de AR en el cerebro o estos son minimos.
Existen algunas tauopatias con genealogia de enfermedad autosémica dominante en las que el gen causante se ha
identificado como el gen tau y, aunque se pueden presentar algunos casos con la misma mutacion en enfermedades
aparentemente diferentes, invariablemente tienen depositos de tau en el cerebro y son principalmente de la variedad
FTDP-17. Por consiguiente, el hallazgo de mutaciones en el gen tau causantes de enfermedad y depdsitos de
agregados de tau en las neuronas es un indicio convincente de la importancia patogénica principal del depésito de
tau en todas estas afecciones, incluida la EA, cualquiera que sea la causa de la enfermedad. Por tanto, el
descubrimiento de las mutaciones en tau corrobora la hipétesis de la cascada del amiloide y confirma que, de hecho,
la formacion de ovillos neurofibrilares bien puede estar supeditada al deposito de AB en la EA, pero que en las otras
tauopatias en las que no hay depdsitos de AP, la patologia tau debe estar desencadenada por algin otro
acontecimiento principal. Las anomalias y el depésito de la proteina tau son por ello dianas terapéuticas importantes
para todas las tauopatias, incluida la EA.

[0010] Tau es una fosfoproteina, pero aun queda por establecer de forma inequivoca la funciéon de su
fosforilacion. Sin embargo, el aumento de la fosforilacion de tau en varios restos de serina y treonina reduce la
capacidad de tau para favorecer el ensamblaje de los microtibulos y estabilizar los microtiibulos ensamblados,
efectos que se han demostrado tanto in vitro como en células. En muchos estudios se ha demostrado que los PHF-
tau del cerebro de enfermos con EA esta mas fosforilado en serina y treonina que la proteina tau de cerebro control.
Esto se ha demostrado en parte mediante la secuenciacion de la proteina y en parte por la demostracion de que
determinados anticuerpos monoclonales solo marcan los PHF-tau o, alternativamente, marcan la proteina tau no
fosforilada y no PHF-tau; los epitopes de muchos de estos anticuerpos se han mapeado en restos fosforilados
concretos presentes en PHF-tau y que no estan presentes, o lo estan a niveles mas bajos, en la proteina tau control.
La proteina tau patoldgica de la mayoria de los otros casos de otras tauopatias parece estar hiperfosforiladas de
forma similar a PHF-tau.

[0011] Estos resultados sugieren en gran medida que todas las tauopatias, incluida la EA, comparten
anomalias similares en la regulacion de la fosforilacion. Puesto que la fosforilaciéon de las proteinas es realizada por
las proteina quinasas y la desfosforilaciéon por la proteina fosfatasas, la identificacién de las proteinas quinasas y
fosfatasas de la proteina tau es importante, ya que estas enzimas son posibles dianas terapéuticas para estas
enfermedades.

[0012] Como se menciond anteriormente, existen cinco tirosinas en la proteina tau del cerebro humano. Se
ha descrito que Fyn fosforila tau en células no neuronales cotransfectadas y que la tirosina 18 es el sitio preferido de
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fosforilacion (Lee y col., 1998). Los presentes inventores describieron que PHF-tau aislado del cerebro de pacientes
con Alzheimer estéa fosforilada en las tirosinas y otros investigadores han identificado la tirosina 18 como un sitio de
fosforilacion (Williamson y col., 2002; Lee y col., 2004).

[0013] Las neuronas en cultivo procedentes de ratones transgénicos en las que se ha interrumpido el gen
tau, de modo que estos animales ya no pueden expresar la proteina tau, son resistentes a la exposicion a AR y no se
mueren (Rapoport y col.,, 2002). Este requisito de tau para que AR sea neurotoxico se ha confirmado en
experimentos en los que las neuronas tratadas con oligonucleétidos complementarios para reducir la expresion de
tau eran resistentes a los efectos neurotdxicos de la exposicion a AB (Liu y col., 2004).

[0014] Contindla siendo un problema considerable en la técnica identificar las enzimas responsables de
causar la fosforilacion del filamento helicoidal apareado tau y los sitios fosforilados por estas enzimas.

Resumen de la invencién

[0015] En general, la presente invencion se refiere a la modulacion de la fosforilacion de la proteina tau en
sitios de tirosina a través de su interaccion con quinasas. En particular, la presente invencion se refiere a la
identificacion de sitios de fosforilacion de tirosinas en la proteina tau y las quinasas que preferiblemente fosforilan
subgrupos de estos sitios (p. €j., tirosina quinasas). Esto identifica nuevas dianas terapéuticas e interacciones que
se pueden emplear en los procedimientos de cribado de agentes terapéuticos candidatos. En un aspecto, la
presente invencion se basa en la identificacion de la funcién de la proteina tirosina quinasa c-Abl en la fosforilacion
de la tirosina 394 en PHF-tau. Esto se ha descrito anteriormente en la técnica previa. Antes de la presente invencion,
la técnica previa proponia que la tirosina 394 era fosforilada por Fyn, otra proteina tirosina quinasa de la familia Src.
Por tanto, a diferencia de los métodos de la técnica previa basados en el cribado de compuestos capaces de inhibir
la fosforilacion de la tirosina 394 mediante la inhibicién de la quinasa Fyn; en un aspecto, la presente invencion
proporciona procedimientos de cribado de sustancias Utiles para el tratamiento de la EA, u otra tauopatia, que son
inhibidores de c-Abl.

[0016] Algunos de los trabajos descritos en este documento implican la determinacién técnicamente dificil del
estado de fosforilacion de tau en PHF-tau del cerebro de pacientes con Alzheimer, en vez de los métodos mas
convencionales que emplean tau normal o tau de cerebro fetal. En consecuencia, la presente invencién proporciona
la primera descripcion de la presencia de la fosforilacién de tirosinas en PHF-tau clinica y, en algunos aspectos, la
primera vez que se asocia una quinasa especifica con un acontecimiento de fosforilacion especifica.

[0017] Asimismo, la identificacién en este documento de c-Abl como candidato para ser una diana para el
tratamiento de la EA se basa en la modificacion de la fosforilacion de las tirosinas de tau asociada a la enfermedad,
que ademas viene avalado por la observacion de que c-Abl puede ser una fuente de activacion de cdk5 puesto que
cdk5 se propone como alternativa a GSK-3 en la produccion de PHF-tau.

[0018] Ademas, la presente invencion propone que fyn, Ick y c-Abl son dianas candidatas de farmacos para
tratar la EA u otras tauopatias por el trabajo descrito en este documento que relaciona estas quinasas con la teoria
de la cascada del amiloide a través de su reclutamiento en las balsas lipidicas. Sin desear estar ligado por ninguna
explicacién en particular, los presentes inventores proponen que AB activa estas tirosina quinasas a través de la
interaccion con dominios ricos en colesterol de las membranas celulares y que esto da lugar a una sobreasociacion
inapropiada de la proteina tau con estas regiones de las membranas y una posterior alteracién de los procesos de
sefializacion intracelular. Como se describe en este documento, las quinasas implicadas en estos acontecimientos
de sefializacién pueden por tanto usarse solas o en cualquier combinacién como dianas terapéuticas para el cribado
de moduladores de la actividad y/o su interaccién con tau.

[0019] En consecuencia, la presente invencién proporciona los procedimientos de cribado de compuestos
candidatos Utiles en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer o un tauopatia que actlan inhibiendo la
fosforilacion especifica de la proteina tau. Como se establece en las reivindicaciones, estos procedimientos se
pueden llevar a cabo de muchas formas, como la medicion mediante espectrometria de masas e inmunoensayo.

[0020] Considerando los requisitos descritos anteriormente de expresion obligatoria tanto de Fyn como de tau
para que AR sea neurotoxico y el hecho previamente conocido de que Fyn puede fosforilar la proteina tau en las
células, los presentes inventores proponen que esta implicada una secuencia de acontecimientos bioquimicos en el
procesamiento de la proteina tau. Esto es que la exposicion de las neuronas al AB induce la activacion de Fyn, y
probablemente otras proteina tirosina quinasas, que fosforila tau y da lugar a una serie de cambios bioquimicos
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adicionales que culminan en la muerte de la célula neuronal, lo que puede implicar la hiperfosforilacién de tau en
numerosos restos de serina y treonina.

[0021] La primera etapa en la identificacién de las enzimas responsables es mapear todos los sitios de
fosforilacion en PHF-tau y comparar la secuencia complementaria de los sitios con los de la proteina tau de cerebro
control. Los estudios de secuenciacion de proteinas han tenido como resultado en total la identificacion de 25 sitios
de fosforilacion en PHF-tau (Hanger y col., 1998; Morishima-Kawashima y col., 1995); la proteina tau de cerebro
control no se ha estudiado ampliamente y solo se han identificado algunos de estos sitios en la proteina tau de
cerebro humano control adulto o de cerebro humano control fetal (se sabe que la proteina tau de cerebro fetal se
fosforila mas que la forma de cerebro adulto).

[0022] Como se describe anteriormente, en la técnica previa se describié que de los cinco posibles sitios de
fosforilacion de tirosinas presentes en la proteina tau humana en las posiciones 18, 29, 197, 310 y 394, las tirosina
quinasas Lck y Fyn fosforilan tau en las tirosinas de las posiciones 18, 310 y 394 y que la tirosina 18 es el sitio de
fosforilacion preferido de Fyn. Sin embargo, la presente invencion describe por primera vez que PHF-tau de cerebro
de pacientes con EA se fosforila en Tyr-394, un nuevo resultado obtenido a partir de los experimentos de
espectrometria de masas. La presente invenciéon también demuestra que Fyn fosforila principalmente la Tyr-18 en
las células y que Abl fosforila principalmente la Tyr-394. Estos resultados significan que la fosforilacion de la Tyr-394
puede contribuir a la patologia de la EA y que Abl es una posible diana farmacolégica.

[0023] En consecuencia, el trabajo descrito en la presente solicitud define las indicaciones iniciales
proporcionadas en la técnica previa e investiga como AR puede desencadenar la activacién de Fyn, como podria Fyn
entrar en contacto con tau y en qué resto de tirosina de tau en concreto Fyn y las quinasas Syk y Abl podrian actuar.

Neurotoxicidad de AB — balsas lipidicas

[0024] Se sabe que Fyn esta asociada con las balsas lipidicas, que son dominios de las membranas
celulares ricos en colesterol y esfingolipidos. La solubilizaciéon de células en determinados detergentes como Triton
X100 a 4 °C permite aislar las balsas lipidicas, ya que estos dominios ricos en colesterol permanecen insolubles y
pueden separarse de los demas componentes de la célula en virtud de su baja densidad de flotaciéon. De este modo,
las balsas lipidicas de aislan por flotacion en soluciones de sacarosa mediante ultracentrifugacion. Asimismo, se ha
descrito que la union de AR a las membranas esta mediada, al menos en parte, por el colesterol y que los niveles
crecientes de colesterol en la membrana se correlacionaban positivamente con la toxicidad de AR para las células
neuronales y endoteliales (Eckert y col., 2000; Subasinghe y col., 2003; Wang y col., 2001; Yip y col., 2001). La
flotilina, un constituyente de las balsas lipidicas, se acumula en las neuronas portadoras de ovillos en el cerebro de
pacientes con Alzheimer, lo que indica anomalias en las balsas lipidicas en el cerebro enfermo (Girardot y col., 2003)
y, de hecho, se ha documentado que la composicion proteica de las balsas lipidicas aisladas del cerebro de
pacientes con Alzheimer es anémala (Ledesma y col., 2003). Los presentes inventores han investigado las balsas
lipidicas en el contexto de la neurotoxicidad de AB.

[0025] En la presente solicitud se describen investigaciones sobre los efectos en las balsas lipidicas de la
exposicion de las neuronas a AB. En resumen, los presentes inventores han encontrado mediante
inmunotransferencia que las balsas lipidicas aisladas de cultivos primarios de neuronas corticales de cerebro de rata
contienen la proteina marcador, flotilina, asi como Fyn, FAK y cantidades pequefias, pero reproducibles, de actina,
tubulina y tau. Tras la exposicion a AB 10 uM durante 5 minutos, se observa un aumento en el contenido de
fosfotirosinas de numerosas proteinas, segin se detectd con el anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina 4G10;
también se observan aumentos en la cantidad de Fyn, FAK, tau, tubulina, actina y quinasa c-Src, pero no de B-
catenina, con respecto al contenido de flotilina de las balsas lipidicas en comparacion con las neuronas no tratadas.

[0026] Se encuentra también que el tratamiento previo de los cultivos de neuronas con el inhibidor de tirosina
quinasas de la familia Src, PP2, antes de la exposicion a AB y posterior aislamiento de las balsas lipidicas, tenia
como consecuencia el bloqueo del reclutamiento de mayores cantidades de tau y Fyn en las balsas lipidicas
inducido por AB.

Fosforilacion de tirosinas de tau
[0027] Se ha demostrado previamente que Fyn fosforila tau en células cotransfectadas con tau y Fyn (Lee y

col., 1998). Como se menciond anteriormente, los presentes inventores encontraron que Fyn y Lck fosforilan in vitro
la proteina tau humana en cuatro de las cinco tirosinas presentes en la proteina tau humana (Y18, Y197, Y310 e
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Y394) (Scales y col., 2002). Los inventores han obtenido ahora una serie de formas mutantes de tau en las que cada
una de las cinco tirosinas se cambié mediante mutacién individualmente por fenilalanina (F18, F29, F197, F310 y
F394) o en las que solo quedaba una Unica tirosina, estando las otras cuatro sustituidas por fenilalanina (solo-Y18,
solo-Y29, solo-Y197, solo-Y310 y solo-Y394).

[0028] Usando estos mutantes, los presentes inventores han encontrado que mediante el tratamiento de las
células no neuronales transfectadas con estas formas mutantes de tau con pervanadato para inhibir las tirosina
fosfatasas, se observa un aumento de la fosforilacion de tirosinas enddgenas de tau, principalmente en la tirosina
394, con una contribucion de la tirosina 197. En otros experimentos en los que se cotransfectaron formas mutantes
de tau con las tirosina quinasas Fyn, Syk o Abl, se encontré la fosforilacion preferente de las tirosinas 18 y 310 por
Fyn y de las tirosinas 18, 29, 197 y 394 por Syk, pero Abl fosforilaba preferentemente las tirosinas 197, 310 y 394.
Usando lisado de cerebro de rata en presencia de pervanadato para fosforilar la proteina tau recombinante humana
in vitro, se ha encontrado mediante espectrometria de masas que se fosforilaron las tirosinas 310 y 394.

[0029] Por ultimo, la fosforilacion de tirosinas en tau es un suceso fisiolégico ya que los inventores
encontraron mediante espectrometria de masas indicios inequivocos de que la tirosina 394 esta fosforilada en la
proteina tau aislada de cerebro humano fetal y en PFH.

La fosforilacion de tirosinas de tau genera un sitio de unién SH2 para Fyn

[0030] Los presentes inventores han encontrado que la fosforilacion in vitro de tau por Lck genera un sitio de
union para el dominio SH2 de Fyn. En resumen, los indicios sugieren que mas de una tirosina quinasa fosforila la
proteina tau, fosforilando diferentes quinasas preferentemente diferentes restos de tirosina, y que AR es capaz de
activar al menos alguna de estas quinasas. Los datos también demuestran que la fosforilacion de las tirosinas de tau
genera un sitio de unién para al menos una tirosina quinasa, lo que implica que tau puede ser una proteina de
sefializacion importante, ademas de su funcion como proteina asociada a los microttbulos.

[0031] En consecuencia, en un aspecto, la presente invencidon se refiere a procedimientos de cribado
basados en la quinasa c-Abl como se establece en las reivindicaciones. Esto se basa en el trabajo descrito en este
documento que muestra que las tres quinasas fosforilan la proteina tau en los sitios de fosforilacion de tirosinas en
Tyrl8, Tyr29, Tyr197, Tyr130 y Tyr384. Las quinasas son Fyn, Syk y Abl. Una descripcion y las secuencias de estas
quinasas se proporcionan en:

Fyn: Semba, K. y col. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 5459-5463. Véase Genbank NM_002037 y que

hay dos isoformas principales. La presente invencion esta relacionada principalmente con la isoforma
expresada en cerebro, aunque la otra forma expresada en células hematopoyéticas, como las células T,
también puede encontrar uso en el procedimiento de cribado descrito en este documento.
Syk: Law, C.L. y col., J. Biol. Chem. 269, 12310-12319. Véase Genbank L28824.
c-Abl : Fainstein, E., Einat, M., Gokkel, E., Marcelle, C., Croce, C.M., Gale, R.P. y Canaani, E. (1989) Oncogene
4, 1477-1461. Véase Genbank X16416 y M14752. Existen varias isoformas que afectan al extremo N-terminal,
pero que tienen un dominio catalitico similar.
[0032] En referencia a estas quinasas, la presente invencion incluye el uso de isoformas, variantes de ayuste,
fragmentos y variantes de secuencia, como se describe con mas detalle a continuacion.
[0033] En particular, las quinasas y los sitios que fosforilan preferentemente pueden usarse en

procedimientos de cribado de inhibidores de fosforilacion o promotores de desfosforilacion. Preferentemente, el
procedimiento de cribado es para encontrar sustancias que son capaces de inhibir la fosforilaciéon. El procedimiento
de cribado puede suponer determinar si una sustancia candidata es capaz de unirse a la quinasa y/o a la proteina
tau, por ejemplo, para inhibir o prevenir la fosforilacién de la proteina tau en un sitio determinado por la quinasa en
cuestion. Este procedimiento puede implicar poner en contacto la sustancia candidata con la quinasa y/o la proteina
tau y determinar si se produce la union y, opcionalmente, determinar la afinidad de la reaccion de unién. Alternativa
o0 adicionalmente, el procedimiento puede comprender determinar si una sustancia candidata es capaz de inhibir una
quinasa, por ejemplo, para inhibir o prevenir la fosforilacion de un sustrato como la proteina tau en un sitio por una
de las quinasas, como se describe en este documento. Esta determinacién puede comprender poner en contacto la
sustancia candidata con la quinasa en cuestion y la proteina tau o un sustrato alternativo (por ejemplo, un fragmento
de tau que comprenda una secuencia de aminoacidos alrededor del sitio de fosforilaciéon) y determinar si la sustancia
candidata inhibe la quinasa que fosforila el sustrato. La etapa de determinacién puede comprender la determinacién
del grado de inhibiciéon. En situaciones en las que se realice un cribado inicial para identificar sustancias candidatas
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gue sean capaces de inhibir la proteina tau o una quinasa, o que sean capaces de inhibir la actividad de una
quinasa, el procedimiento puede comprender la etapa adicional de determinar si la propiedad de union o inhibicion
de la sustancia candidata es capaz de inhibir la fosforilacion de la proteina tau o un fragmento de la misma en
presencia de la quinasa.

[0034] El cribado de sustancias candidatas que tengan estas propiedades pueden emplear la proteina tau, o
un fragmento, porcién activa o variante de secuencia de la misma que comprenda uno o mas de los sitios relevantes
de fosforilacion. Un ejemplo de proteina tau que se puede emplear de esta forma es un fragmento de tau que
comprenda la secuencia de aminoacidos alrededor del sitio de fosforilacion.

[0035] Los sitios y las quinasas que los fosforilan preferentemente son las tirosinas 18 y 310 por Fyn, la
tirosina 18 por Syk y las tirosinas 197, 310 y 394 por Abl.

[0036] Como consecuencia de estos resultados, se pueden usar los nuevos sitios y quinasas como base de
ensayos y procedimientos de ensayo para el cribado de moduladores de la fosforilacion de los sitios de la proteina
tau para su uso o desarrollo como agentes terapéuticos en el tratamiento de tauopatias. Como primera etapa se
pueden analizar las sustancias candidatas para determinar si son inhibidores o promotores de las quinasas descritas
en este documento. Opcionalmente, el procedimiento puede comprender alternativa o adicionalmente, determinar si
una sustancia candidata es capaz de inhibir la fosforilacién de tau por una quinasa y/o favorecer la desfosforilacion
de la tau fosforilada por una fosfatasa (p. €j., una tirosina fosfatasa).

[0037] En consecuencia, también se describe en este documento el uso de a) una quinasa que es capaz de
fosforilar la proteina tau en uno o mas de los sitios descritos en este documento, y b) un sustrato de la quinasa, en el
gue la quinasa y el sustrato se usan para identificar sustancias candidatas que son capaces de inhibir la fosforilacion
del sustrato por una quinasa, en donde la tirosina quinasa es c-Abl.

[0038] En la presente invencion, la proteina tau que comprende los sitios de fosforilacién puede ser
sustancialmente la proteina tau o PHF-tau de longitud completa y/o natural, o puede ser un fragmento, porcién activa
o variante de secuencia de la misma. En otras realizaciones, la presente invencion puede emplear una molécula de
acido nucleico correspondiente que codifigue la proteina tau. Cuando se emplea una proteina tau que es un
fragmento, porcion activa o variante de secuencia, el sitio o sitios de fosforilaciébn estan presentes con los
aminoacidos circundantes de la secuencia de la proteina tau. Preferiblemente, la presente invencion emplea la
proteina PHF-tau. En la presente invencion, la numeraciéon de la proteina tau y PHF-tau sigue la de la secuencia
descrita en la figura 1 de Goedert y col. (1989) Neuron 3, 519-526: Multiple isoforms of human microtubule-
associated protein Tau: sequences and localisation in neurofibrillary tangles of Alzheimer's Disease Goedert M,
Spillantini MG, Rutherford D, Jakes R and Crowther RA.

[0039] Alternativa o adicionalmente, cualquiera de las proteinas tau definidas anteriormente pueden estar
fosforiladas en uno o mas de los sitios de fosforilacion. Esto permite el estudio de los efectos de fosforilacion
cooperativa de la proteina, esto es, cuando la fosforilacion de un sitio depende de cambios en la proteina tau
causados por una o mas etapas de fosforilacion precedentes o simultaneas. De esto modo, en algunas realizaciones
de la presente invencion, la proteina tau puede incluir uno o mas de los sitios de fosforilacion conocidos de tau.

[0040] En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un procedimiento de cribado de sustancias
que son capaces de inhibir la fosforilacién de uno o mas de los sitios de un sustrato por una quinasa; el
procedimiento comprende:

a) poner en contacto al menos una sustancia candidata, una quinasa que sea capaz de fosforilar la proteina tau en
uno o mas de los sitios descritos en este documento y un sustrato de la quinasa;

b) determinar si la sustancia candidata inhibe la fosforilacion del sustrato por la quinasa y, opcionalmente, el grado
de fosforilacion; y

¢) seleccionar la sustancia candidata que inhibe la fosforilacién del sustrato, en donde la quinasa es c-Abl.

[0041] El procedimiento descrito en este documento se puede emplear para identificar sustancias candidatas
utiles en el tratamiento o desarrollo de compuestos de partida para el tratamiento de tauopatias.

[0042] En todos los aspectos de la invencién, el sustrato puede ser una proteina tau, o comprender un

fragmento de la proteina tau, el cual incluye uno o méas de los sitios de fosforilacién sobre los que actla la quinasa.
Por ejemplo, en el caso de c-Abl, el sustrato puede ser un fragmento de la proteina tau basado en la secuencia de
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aminoacidos circundantes a la Tyr 394.

[0043] El procedimiento puede implicar adicionalmente la inclusién de un inhibidor de la fosfatasa en la etapa
a) para inhibir las fosfatasas que puedan estar presentes en el sistema de desfosforilacién de la proteina tau.
[0044] Los expertos en la materia conocen bien los ejemplos de técnicas adecuadas de cribado para su uso

segun la presente invencién. A modo de ejemplo, se puede realizar un ensayo de cribado basado en células
cotransfectando células con el acido nucleico que codifica tau y el que codifica la tirosina quinasa Abl vy,
opcionalmente, las tirosina quinasas Fyn y Syk, y determinar el efecto que los compuestos candidatos tienen sobre
la fosforilacion de tau, en especial en las tirosinas 18 y 310 por Fyn, la tirosina 18 por Syk y las tirosinas 197, 310 y
394 por Abl. Los procedimientos preferidos de cribado pueden suponer el uso de espectroscopia de masas para
determinar la fosforilacion de los sitios de tau, lo que se describe en detalle a continuacién. De forma conveniente,
los procedimientos de cribado pueden llevarse a cabo en un formato de ensayo multiplex en el cual se emplea una
fase solida sobre la que se inmovilizan una gran variedad de sustratos (p. €j., en una matriz), siendo los sustratos los
correspondientes sitios de fosforilacion de la proteina tau. A modo de ejemplo, los sustratos pueden contener
fragmentos de la proteina tau. Esto se describe con mas detalle a continuacion. También se describe en este
documento un kit o fase solida adaptado para realizar un ensayo multiplex de cribado segun la presente invencion.

[0045] El procedimiento puede comprender, habiendo identificado una sustancia candidata segun uno de los
procedimientos descritos en este documento, la etapa o etapas adicionales de optimizacién de la sustancia
candidata para mejorar una 0 mas de sus propiedades y/o formularla como medicamento.

[0046] Los procedimientos descritos en este documento emplean una o mas quinasas seleccionadas entre c-
Abl, opcionalmente en combinacion con Syk o Fyn. No obstante, el procedimiento de cribado puede comprender
estudiar el efecto de una o mas enzimas adicionales en los sitios de fosforilaciéon de tau. A continuacion, en la
seccion de ensayos multiplex, se proporcionan ejemplos de enzimas adicionales adecuadas para su uso en
cualquier aspecto de la invencién

[0047] En la presente invencion, preferiblemente la etapa de detectar la presencia y el grado de fosforilacion
y desfosforilacion de la proteina tau se puede llevar a cabo usando espectroscopia de masas como se describe con
mas detalle a continuacién. Alternativa, o adicionalmente, no se pueden usar agentes de reconocimiento especificos
de sitio que son capaces de distinguir entre un sitio que esta fosforilado y otro que no lo esta. Ejemplos de dichos
agentes conocidos en la materia son anticuerpos especificos de sitio, como el anticuerpo monoclonal AT100.

Breve descripcién de las figuras

[0048]

En la figura 1 se muestra la secuencia de aminoacidos de la isoforma de tau humana usada para la
numeracion dada en esta solicitud. Los sitios de fosforilacion Y18, Y29, Y197, Y310 e Y394 estan indicados
en negrita.

En la figura 2 se muestra la secuencia de aminoacidos de la isoforma p150 de c-Abl humana.

En la figura 3 se muestra la secuencia de aminoacidos de Syk humana.

En la figura 4 se muestra la secuencia de aminoacidos de la isoforma 1 de Fyn humana.

[0049] Las realizaciones de la presente invencién se describiran ahora con mas detalle a modo de ejemplo y
sin limitaciones.

Descripcion detallada

Proteinas tau

[0050] Los ensayos y procedimientos de ensayo descritos en este documento pueden emplear proteinas tau,
quinasas o fosfatasas naturales o de longitud completa o fragmentos, porciones activas o derivados de las mismas.
En el caso de las proteinas tau, el material usado en el ensayo puede no estar fosforilado o estar parcialmente
fosforilado como se ha descrito anteriormente.

[0051] En la presente invencion, los derivados de las proteinas tau, quinasas (especialmente Fyn, Syk y Abl)
o fosfatasas tienen una secuencia de aminoacidos que difiere en uno o mas restos de aminoacido con respecto a la
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secuencia de aminoacidos natural, en una o mas adicién, insercion, delecion y sustitucion de uno o mas
aminoacidos. Por tanto, se incluyen variantes, derivados, alelos, mutantes y homologos, por ejemplo, de otros
organismos. De este modo, un derivado de la proteina tau o de la quinasa puede incluir alteraciones de 1, 2, 3, 4, 5,
mas de 5 0 mas de 10 aminoacidos, como sustituciones con respecto a la secuencia natural.

[0052] Preferiblemente, un fragmento o derivado de una proteina usada en los ensayos descritos en este
documento comparte la identidad de secuencia con la correspondiente porcion de la secuencia natural relevante de
la proteina y preferiblemente tiene al menos aproximadamente el 60%, o el 70%, o el 75%, o el 80%, o el 85%, o el
90% o el 95% de identidad de secuencia. Los fragmentos preferidos comprenden al menos 5, al menos 10, al menos
15, al menos 20 o al menos 25 aminoacidos que se corresponden o comparten identidad de secuencia con la
proteina tau. Opcionalmente, los fragmentos pueden comprender un fragmento de la proteina tau ligada o conjugada
a otros restos, por ejemplo etiquetas de expresion, etiquetas de purificacion, grupos que permiten la inmovilizacion
del fragmento o su manipulacion de alguna otra forma, o marcajes. Como es bien conocido, la identidad a nivel de
aminoacidos generalmente es en términos de identidad de aminoacidos, lo que puede definirse y determinarse
mediante el programa TBLASTN de Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-10, que se usa de forma
convencional en la técnica. La identidad puede ser sobre la longitud completa del péptido relevante o sobre una
secuencia contigua de aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 50, 75, 100 o mas aminoacidos, en comparacion
con la secuencia de aminoacidos natural relevante. Alternativamente, el acido nucleico que codifica un fragmento o
derivado puede hibridar con el correspondiente acido nucleico natural en condiciones rigurosas, por ejemplo, como
se describe en libros de texto como Ausubel, Short Protocols in Molecular Biology, 1992 o Sambrook y col.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press, 1989, usando una solucién de
hibridaciéon que contiene: SSC x5, reactivo de Denhardt x5, SDS al 0,5-1,0%, 100 pg/ml de ADN de esperma de
salmon fragmentado y desnaturalizado, pirofosfato sédico al 0,05% y hasta un 50% de formamida. La hibridacién se
realiza a 37-42 °C durante al menos seis horas. Tras la hibridacion, los filtros se lavan como sigue: 1) 5 minutos a
temperatura ambiente en SSC x2 y SDS al 1%; 2) 15 minutos a temperatura ambiente en SSC x2 y SDS al 0,1%; 3)
de 30 minutos a 1 hora a 37 °C en SSC x1 y SDS al 1%; 4) 2 horas a 42-65 °C en SSC x1 y SDS al 1%, cambiando
la solucion cada 30 minutos.

[0053] Una férmula comin para calcular las condiciones rigurosas requeridas para alcanzar la hibridacién
entre moléculas de acido nucleico de una homologia de secuencia especificada es (Sambrook y col., 1989):

Tm=281,5°C + 16,6 Log [Na+] + 0,41 (% G+C) — 0,63 (% de formamida) — 600/N.° de pb en doble cadena.

[0054] Como ilustracién de la férmula anterior, usando [Na+] = [0,368] y formamida al 50%, con un contenido
en GC del 42% y un tamafio de sonda promedio de 200 bases, la T, es de 57°C. La T, de un ADN de doble cadena
disminuye 1 a 1,5 °C con cada reduccién del 1% en homologia. Asi, las dianas con mas de aproximadamente el
75% de identidad de secuencia se observarian usando una temperatura de hibridacion de 42 °C. Dicha secuencia se
consideraria sustancialmente homéloga a la secuencia de acido nucleico de la presente invencion.

Procedimiento de cribado para inhibidores y potencia dores

[0055] Es bien conocido que la investigacién farmacéutica que lleva a la identificacion de nuevos farmacos
puede implicar el cribado de un nimero muy grande de sustancias candidatas, tanto antes como incluso después de
que se haya encontrado un compuesto de partida. Este es un factor que hace que la investigacion farmacéutica sea
muy cara y lleve mucho tiempo. Los medios para ayudar a los procesos de cribado pueden tener una considerable
importancia y utilidad comercial.

[0056] Como se detalla anteriormente, los procedimientos de cribado de sustancias que son inhibidores de la
fosforilacion de la proteina tau o promotores de la desfosforilacion de la proteina tau se pueden realizar poniendo en
contacto una o mas sustancias problema con la proteina tau y la quinasa o fosfatasa (como se define en este
documento) en un medio de reaccion idoneo, y determinando la presencia o el grado de fosforilacion o
desfosforilacién en presencia y ausencia de la sustancia candidata. Una diferencia en la actividad en presencia o
ausencia de la sustancia candidata es indicativa de un efecto modulador.

[0057] Los ensayos preliminares in vitro pueden ir seguidos de ensayos in vivo, o pueden realizarse en
paralelo con estos.

[0058] Por supuesto, el experto en la material disefiard cualquier experimento control apropiado con el que
comparar los resultados obtenidos en los ensayos con la sustancia problema.
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[0059] El rendimiento de un procedimiento de ensayo segun la presente invencion puede ir seguido del
aislamiento, fabricacion y/o uso de un compuesto, sustancia o molécula que dé resultados positivos en la pruebas de
capacidad para modular la interaccién entre uno de los sitios de fosforilacion de la proteina tau (segun lo definido en
este documento) y una quinasa (segun lo descrito en este documento) o una fosfatasa.

[0060] Los expertos en la materia pueden variar el formato preciso de un ensayo de la invencién usando
técnicas y conocimientos habituales. Por ejemplo, la interaccion entre las sustancias puede estudiarse in vitro
mediante el marcaje de una con un marcador detectable y poniéndola en contacto con la otra que se ha inmovilizado
en un soporte soélido. Los marcajes detectable adecuados, especialmente para sustancias peptidilo son g
metionina que se puede incorporar en los péptidos y polipéptidos producidos por tecnologia recombinante. Los
péptidos y polipéptidos producidos por tecnologia recombinante también pueden expresarse como proteina de
fusion que contenga un epitope que se puede marcar con un anticuerpo.

[0061] La proteina que se inmoviliza en un soporte sélido se puede inmovilizar usando un anticuerpo frente a
esa proteina unido a un soporte soélido o por medio de otras tecnologias que son conocidas de por si. Una
interaccion in vitro preferida puede utilizar una proteina de fusidon que incluya glutation S-transferasa (GST). Esta se
puede inmovilizar sobre microesferas de glutation agarosa. En un formato de ensayo in vitro del tipo descrito
anteriormente, se puede analizar un compuesto problema determinando su capacidad para distinguir la cantidad de
péptido polipéptido marcado que se une al polipéptido de fusién GST inmovilizado. Esto se puede determinar por
medio del fraccionamiento de las microesferas de glutatién-agarosa mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
en presencia de SDS (PAGE-SDS). De forma alternativa, las microesferas se pueden lavar para eliminas la proteina
no unida y se puede determinar la cantidad de proteina que se ha unido mediante el recuento de la cantidad de
marcaje presente en, por ejemplo, un contador de centelleo adecuado.

[0062] La cantidad de una sustancia candidata que se puede afadir a un ensayo de la invencién
normalmente se determinara mediante ensayo y error dependiendo del tipo de compuesto utilizado. Tipicamente se
pueden utilizar concentraciones desde aproximadamente 0,001 nM a 1 mM o superiores del posible compuesto
inhibidor, por ejemplo de 0,01 nM a 100 uM, por ejemplo de 0,1 a 50 uM, como aproximadamente 10 uM. Se pueden
usar concentraciones mayores cuando la sustancia problema es un péptido. Incluso una molécula que tiene un
efecto débil puede ser un compuesto de partida para investigacion y desarrollo adicionales.

[0063] La tecnologia de biblioteca combinatoria proporciona una forma eficaz de analizar en un nimero
potencialmente grande de diferentes sustancias la capacidad de modular la actividad de un polipéptido. Dichas
bibliotecas y su uso son conocidos en la técnica. Los compuestos que se pueden usar pueden ser compuestos
quimicos naturales o sintéticos usados en los programas de cribado de farmacos. También pueden usarse extractos
de plantas que contienen diversos componentes caracterizados o sin caracterizar.

[0064] Los anticuerpos dirigidos al sitio de interaccion en cualquier proteina forman una clase adicional de
posibles compuestos inhibidores. Los anticuerpos inhibidores candidatos pueden caracterizarse y pueden
determinarse sus regiones de unioén para proporcionar anticuerpos de cadena Unica y fragmentos de los mismos que
sean responsables de interrumpir la interaccion. Los anticuerpos también pueden emplearse como agentes de
reconocimiento especifico de sitio para determinar si se ha producido la fosforilacién de un sitio en la proteina tau
durante el ensayo.

[0065] Los anticuerpos pueden obtenerse usando técnicas que son convencionales en la materia. Entre los
procedimientos de produccion de anticuerpos se incluyen inmunizar a un mamifero (por ejemplo, ratén, rata, conejo,
caballo, cabra, oveja 0 mono) con la proteina o un fragmento de la misma. Los anticuerpos se pueden obtener a
partir de animales inmunizados usando cualquiera de las diversas técnicas conocidas en la materia, y cribar usando
preferiblemente la unién del anticuerpo al antigeno de interés. Por ejemplo, pueden usarse técnicas de
inmunotransferencia o inmunoprecipitacién (Armitage y col., 1992, Nature 357: 80-82). El aislamiento de anticuerpos
y/o de las células que producen anticuerpos a partir de un animal puede ir acompafiado de una etapa de sacrificio
del animal.

[0066] Como alternativa o suplemento para inmunizar a un mamifero con un péptido, puede obtenerse un
anticuerpo especifico de una proteina a partir de una biblioteca producida mediante tecnologia recombinante de
dominios variables de inmunoglobulina expresados, por ejemplo, usando bacteri6fago lambda o bacteriéfago
filamentoso que despliegan dominios de unién de inmunoglobulina funcionales en sus superficies; por ejemplo,
véase el documento W092/01047. La biblioteca puede ser virgen, esto es, construida a partir de secuencias
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obtenidas de un organismo que no ha sido inmunizado con ninguna de las proteinas (o fragmentos) o puede ser una
biblioteca construida usando secuencias obtenidas a partir de un organismo que ha estado expuesto al antigeno de
interés.

[0067] Los anticuerpos segun la presente invencion pueden modificarse de varias formas. De hecho, debe
interpretarse que el término «anticuerpo» abarca cualquier sustancia de unién que tiene un dominio de unién con la
especificidad requerida. De este modo, la invencion abarca fragmentos de anticuerpo, derivados, equivalentes
funcionales y homologos de anticuerpos, incluyendo moléculas sintéticas y moléculas cuya forma mimetiza la de un
anticuerpo, permitiendo a éste unirse a un antigeno o a un epitope.

[0068] Ejemplos de fragmentos de anticuerpo capaces de unirse a un antigeno u otro patrén de unién son el
fragmento Fab compuesto por los dominios VL, VH, CL y CH1; el fragmento Fd compuesto por los dominios VH
y CH1; el fragmento Fv compuesto por los dominios VL y VH de un Unico brazo del anticuerpo, el fragmento dAb
compuesto por un dominio VH; regiones CDR aisladas y fragmentos F(ab')2, un fragmento bivalente que incluye dos
fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra. También estan incluidos fragmentos Fv de
cadena Unica.

[0069] Un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal segun la presente invencion, puede estar
sometido a mutacién genética o a otros cambios. Adicionalmente, los expertos en la materia entenderan que un
anticuerpo monoclonal puede someterse a las técnicas de la tecnologia de ADN recombinante para producir otros
anticuerpos o moléculas quiméricas que retienen la especificidad del anticuerpo original. Estas técnicas pueden
implicar la introduccion del ADN que codifica la region variable de la inmunoglobulina o las regiones determinantes
de complementariedad (CDR), de un anticuerpo en las regiones constantes, 0 regiones constantes mas las regiones
del armazén, de una inmunoglobulina diferente. Véase, por ejemplo, los documentos EP 0 184 187 A, GB 2 188 638
A o EP 0239 400 A. El clonaje y expresion de anticuerpos quiméricos se describe en los documentos EP 0 120 694
Ay EP 0125023 A.

[0070] Los hibridomas capaces de producir anticuerpos con las caracteristicas de union deseadas estan
dentro del alcance de la presente invencién, asi como lo estan las células hospedadoras, eucariotas o procariotas,
que contienen acidos nucleicos que codifican anticuerpos (incluyendo fragmentos de anticuerpos) y son capaces de
su expresion. La invencion también proporciona procedimientos de producciéon de los anticuerpos que incluyen
cultivar una célula capaz de producir el anticuerpo en condiciones en las que se produce el anticuerpo vy,
preferiblemente, se secreta.

[0071] Las reactividades de los anticuerpos en una muestra pueden determinarse mediante cualquier medio
apropiado. Una posibilidad es etiquetarlos con moléculas indicadoras individuales. Las moléculas indicadoras
pueden generar directa o indirectamente sefiales detectables, y preferiblemente cuantificables. La union de las
moléculas indicadoras puede ser directa o indirectamente, covalente, por ejemplo, por medio de un enlace peptidico,
0 no covalente. La unién a través de un enlace peptidico puede ser el resultado de la expresion recombinante de
una fusién génica que codifica el anticuerpo y la molécula indicadora. El modo de determinar la unién no es un
aspecto de la presente invencion y los expertos en la materia son capaces de seleccionar un modo adecuado segun
sus preferencias y conocimiento general.

[0072] Otros compuestos candidatos inhibidores pueden basarse en el modelado de la estructura
tridimensional de un polipéptido o fragmento peptidico y usando un disefio de farmacos racional para proporcionar
posibles compuestos inhibidores con caracteristicas particulares de forma molecular, tamafio y carga.

Espectrometria de masas

[0073] Se usO una estrategia basada en la CL/EM/EM para descubrir nuevos sitios de fosforilacion en la
proteina tau aislada de cerebro de pacientes con EA. El llamado PHF-tau se extrajo inicialmente de una preparacion
estable al calor de material de cerebro humano de pacientes con EA y, posteriormente, se purificd adicionalmente
mediante cromatografia de intercambio i6nico. Posteriormente, los fosfopéptidos se separan mediante PAGE-SDS y
se mapearon. Se escindieron las bandas tefiidas con Coomassie, se redujeron, alquilaron y se digirieron
enzimaticamente usando una serie de proteasas como tripsina, quimotripsina y endoproteinasa Asp-N. Las mezclas
de péptidos resultantes se analizaron posteriormente mediante CL/EM/EM usando un aparato microanalitico Q-TOF,
consiguiéndose la separacion de péptidos usando una columna de fase inversa ID PepMap de 75 micras y la elucién
de los péptidos usando un gradiente de acetonitrilo a una velocidad de flujo de 200 nl/min.
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[0074] La busqueda en la base de datos frente a archivos indexados personalizados utilizando el algoritmo
Mascot (Matrix Science). Todos los espectros EM/EM relativos a los fosfopéptidos se verifican a continuacion
visualmente para verificar el resultado.

[0075] Se puede usar EM/EM en tandem de péptidos para proporcionar informacion de la secuencia en virtud
de los iones de los fragmentos producidos. La fragmentacion se produce generalmente en los enlaces peptidicos,
dando lugar a una escalera de iones de secuencia que proporciona un diagnostico de la secuencia de aminoacidos.
La diferencia entre los iones consecutivos en una serie indica la masa del aminoacido en esa posicion del péptido.
Los tipos de iones mas frecuentes son los iones «b» e «y». Los fragmentos que contienen el extremo C-terminal se
denominan iones «y», y los fragmentos que contienen el extremo N-terminal se denominan iones «b» (Roepstorff,
P., Fohiman, J. J. Biomed. Mass Spectrom. 1984, 11, 601). Los péptidos creados mediante proteolisis con tripsina e
ionizados mediante electropulverizacién forman iones con doble carga. Esto se origina debido a la presencia de
grupos basicos dentro del péptido, concretamente, el grupo amino alfa del extremo N-terminal y la cadena lateral de
la lisina o arginina del extremo C-terminal. Los espectros de EM/EM de dichos péptidos producen generalmente una
serie de iones de tipo «y» prominentes en el extremo de masa alta del espectro (Bonner, R., Shushan, B. Rapid
Commun. Mass Spectrom. 1995, 9, 1067-1076). Idealmente, para los fines de secuenciacion de novo, un set
completo de iones «b» e «y» complementarios garantizara un alto nivel de confianza para la secuencia peptidica
propuesta. Asimismo, si estan presentes los iones del fragmento que representa la secuencia completa del péptido,
el sitio de union del grupo fosfato se puede deducir a partir de la posicion y el patrén de estos iones del fragmento.
Por tanto, es posible en la mayoria de los casos descubrir el sitio exacto de fosforilacion en cada fosfopéptido. En
algunos casos se han encontrado incluso espectros de EM/EM heterogéneos. Aqui estan representados en el
mismo espectro dos (o mas) fosfopéptidos distintos. Esto es debido a que cada forma de fosfopéptido tiene el mismo
peso molecular y el mismo nimero de grupos fosfato, pero estos estan unidos a aminoacidos diferentes dentro del
péptido. Por tanto, ambas forman originan iones precursores de la misma relacion m/z, que posteriormente se
seleccionan de forma simultanea mediante el espectrometro de masas durante el experimento de EM/EM. En tales
casos, se hace referencia a los fosfopéptidos en cuestion como «regiémeross.

Ensayos multiplex para el cribado de compuestos

[0076] En el desarrollo de farmacos es deseable desarrollar ensayos rapidos de alto rendimiento con una
interpretacion sencilla para mostrar si un compuesto tiene efecto sobre la diana propuesta. En el caso de
compuestos que inhiben la funcién de una enzima, como una quinasa, es posible desarrollar un sustrato artificial
para la enzima diana que es modificado por la enzima de forma que el nivel de modificacion puede detectarse
facilmente. En presencia de un compuesto inhibidor, el sustrato no se modifica y esto puede detectarse también
facilmente.

[0077] En el caso de inhibidores de la fosforilacion de tau, es necesario controlar el efecto de la inhibicién de
proteina quinasas especificas sobre el estado de fosforilacion de un gran numero de sitios. En un aspecto, es
posible preparar sustratos artificiales correspondientes a cada uno de los sitos de fosforilacion en tau y evaluar en
cada compuesto su capacidad para inhibir la fosforilacién de cada sitio independientemente de los otros sitios. En
dicho sistema, cada compuesto se afiadiria a diferentes pocillos, conteniendo cada pocillo la quinasa diana
propuesta, uno de los sustratos artificiales especificos del sitio de fosforilacién y un sistema indicador para mostrar la
fosforilacion, como un anticuerpo monoclonal que se une especificamente al sustrato, bien en su forma fosforilada o
bien en su forma no fosforilada, y cuyo anticuerpo estd marcado con un marcador fluorescente, una enzima que
convierte un sustrato incoloro en un producto coloreado, 0 una enzima que promueve la produccién de una sefial
luminiscente. En dicho ensayo es deseable que el sustrato artificial para la diana esté inmovilizado en una superficie
sélida de modo que como parte del procedimiento de ensayo cualquier anticuerpo que no haya reaccionado sea
eliminado del sistema mediante lavado antes de interpretar el resultado. Dichos ensayos pueden realizarse en
pocillos de microvaloracién de diversos formatos de habitualmente 96, o habitualmente 384, o incluso mas
habitualmente 1536 pocillos, o alternativamente pueden realizarse en una micromatriz basada en un soporte sélido
como vidrio. Alternativamente, se puede disefiar el efecto de los diferentes inhibidores de quinasas sobre el estado
global de fosforilacion de tau. En dicho ensayo se puede usar como sustrato una proteina tau de longitud completa
que no tenga ninguna fosforilacién, o tenga una o mas fosforilaciones deseadas. Alternativamente, se puede usar
una mezcla de cantidades iguales de todos los sustratos artificiales que representan sitios de fosforilaciéon Unicos. En
cada ensayo de cribado se determinara el efecto de los compuestos sobre la inhibicion de uno, dos o mas proteina
quinasas con actividad conocida para la fosforilacion de tau. Al igual que los ensayos mas sencillos descritos
anteriormente, el sustrato, la quinasa diana y el compuesto se afiaden a un pocillo de una placa de microvaloracién y
se incuba con tampones apropiados y otros constituyentes que permitan la fosforilacién del sustrato en ausencia de
un compuesto inhibidor. El estado de fosforilacion del sustrato se puede entonces determinar usando una mezcla de
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anticuerpos u otras moléculas con especificidad por sitios de fosforilacion individuales en la proteina tau, en donde
dichos anticuerpos u otras moléculas se marcan cada una con un indicador exclusivo, como un colorante
fluorescente o compuestos con propiedades espectrales Unicas en el espectro infrarrojo, visible o ultravioleta.
Después de eliminar los anticuerpos no unidos al sustrato o sustratos fosforilados, se determinan los niveles de cada
indicador especifico usando un dispositivo de lectura apropiado, y los niveles de fosforilacion de cada sitio especifico
en la proteina tau se revelan mediante comparacion con un control en el que no se afiadio inhibidor de la quinasa.

[0078] En una realizacion preferida de dicho ensayo de cribado multiplex, el sustrato es la proteina tau
recombinante desfosforilada y la quinasa se selecciona entre CK1, CK2, GSK-3a, GSK-3b, PKA, CDK5, ERK1/2,
SAPK1g, SAPK2a, SAPK2b, SAPK3, SAPK4, quinasas de la familia de proteina quinasas activadas por estrés
(SAPK) como p38MAPK y JNK, quinasas de la familia MARK como 110K, cdc2, cdk2, PKC, PKN, TTK, PKB, DYRK,
PK, CaMKIl, PKD o una mezcla de una o0 mas quinasas. Los sistemas indicadores son preferiblemente anticuerpos
marcados, normalmente anticuerpos monoclonales, por ejemplo, aquellos que pueden obtenerse a partir de conejos
o ratones usando técnicas bien conocidas en la materia. Los marcajes son preferiblemente compuestos
fluorescentes o colorimétricos que estan covalentemente unidos a los anticuerpos, mas preferiblemente
nanoparticulas fluorescentes o colorimétricas y mas preferiblemente nanoparticulas con un espectro Raman Unico.

Desarrollo de sustancias miméticas

[0079] Una vez se hayan encontrado sustancias candidatas en los ensayos y cribados segun la presente
invencion, estas se pueden usar para disefiar compuestos miméticos para el desarrollo de farmacos. El disefio de
miméticos de un compuesto farmacéuticamente activo conocido es una técnica conocida para el desarrollo de
compuestos farmacéuticos basados en un compuesto de partida. Esto podria ser deseable cuando el compuesto
activo es dificil o caro de sintetizar o cuando no es adecuado para un procedimiento de administracion en particular,
por ejemplo, los péptidos no son principios activos adecuados para composiciones orales ya que tienden a ser
degradados rapidamente por las proteasas del tubo digestivo. El disefio, sintesis y andlisis de miméticos se usa
generalmente para evitar el cribado aleatorio de un gran nimero de moléculas en busca de una propiedad deseada.

[0080] Hay varias etapas que normalmente se siguen en el disefio de un mimético de un compuesto que
tiene una propiedad deseada determinada. En primer lugar, se determinan las partes del compuesto en particular
gue son criticas y/o importantes en la determinacion de la propiedad deseada. En el caso de un péptido, esto puede
hacerse variando sistematicamente los restos de aminoacidos del péptido, por ejemplo, sustituyendo sucesivamente
cada resto. Estas partes o restos que constituyen la regién activa del compuesto se conocen como Su
«farmacoforo».

[0081] Una vez que se ha encontrado el farmacéforo, se modela su estructura segin sus propiedades fisicas,
por ejemplo, estereoquimica, enlaces, tamafio y/o carga, usando los datos de una variedad de fuentes, por ejemplo,
técnicas espectroscopicas, datos de difraccion de rayos X y RMN. En este proceso de modelado pueden usarse el
andlisis por ordenador, el mapeo de similitud (que modela la carga y/o volumen de un farmacoéforo, en lugar de la
unién entre los atomos) y otras técnicas .

[0082] En una variante de esta técnica se modela la estructura tridimensional del ligando y su patrén de
union. Esto puede ser especialmente Gtil cuando el ligando y/o la pareja de unién cambian de conformacién durante
la union, lo que permite que el modelo tenga en cuenta esto durante el disefio del mimético.

[0083] A continuacién, se selecciona una molécula molde en la cual pueden injertarse grupos quimicos que
mimetizan al farmacoforo. La molécula molde y los grupos quimicos injertados en esta pueden seleccionarse
convenientemente de modo que el mimético se sintetice facilmente, es probable que sea farmacol6gicamente
aceptable y no se degrade in vivo, a la vez que conserva la actividad bioldgica del compuesto de partida. Entonces,
el mimético o miméticos encontrados con esta técnica pueden someterse a cribado para ver si tienen la propiedad
deseada o en qué grado exhiben dicha propiedad. A continuacion pueden realizarse una optimizacién o modificacién
adicional para llegar a uno o mas miméticos finales para su ensayo in vivo o clinico.

Inhibidores
[0084] El término «inhibidor» se usa en el sentido mas amplio e incluye cualquier molécula que bloquee,
inhiba o neutralice completa o parcialmente la expresion o actividad quinasa de una quinasa. Preferiblemente, un

inhibidor de quinasa es un inhibidor especifico o casi especifico que inhibe la expresion o actividad de una quinasa
deseada sin afectar a otras quinasas.
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[0085] Entre los inhibidores de quinasas se incluyen anticuerpos, formas negativas dominantes y moléculas
pequefias inhibidoras.

[0086] Entre las moléculas pequefias inhibidoras de la actividad de Abl se incluyen las fenilaminopirimidinas
como imatinib o mesilato de imatinib (Glivec/Gleevec™, metanosulfonato de 4-[(4-metil-1-piperacinil)metil]-N-[4-
metil-3-[4-(3-piridinil)2-pirimidinilfamino]-fenillbenzamida; Novartis); BMS-354825 [n-(2-cloro-6-metilfenil)-2-(6-(4-(2-
hidroxietil)piperacin-1-il)-2-metilpirimidin-4-ilamino)tiazol-5-carboxamida]; PD 173955 (Parke Davis); piridopirimidinas
como PD166326 (Parke Davis) u ON 012380 (Onconova).

[0087] Entre las moléculas pequefas inhibidoras de la actividad de Syk se incluyen picetanol (3,4,3',5"-
tetrahidroxi-trans-estilbeno); 579711  (3-(1-metil-1H-indol-3-il-metileno)-2-oxo-2,3-dihidro-1H-indol-5-sulfonamida,
Calbiochem) ; ER-27319; y BAY61-3606.

[0088] Entre las moléculas pequefas inhibidoras de la actividad de Fyn se incluye PP1 (4-amino-5-(4-
metilfenil)-7-(t-butil)pirazolo[3,4-d]pirimidina).

[0089] Entre los inhibidores de la expresiéon de quinasas se incluyen ARN o ARNpi complementario como se
describe a continuacion, acido nucleico de triple hélice o ribozimas.

[0090] Las moléculas de acido nucleico en la formacién de triple hélice usadas para inhibir la transcripcién
deben ser de cadena sencilla y estar compuestas por desoxinucleotidos. La composicion de bases de estos
oligonucledtidos esta disefiada de modo que favorezca la formacion de triple hélice mediante las reglas de
apareamiento de bases de Hoogsteen, que generalmente requieren segmentos considerables de purinas o
pirimidinas en una hebra o en un diplex. Para mas informacion, véase por ejemplo la publicacion PCT N.° WO
97/33551, supra; Lee y col., Nucl. Acids Res., 6: 3073 (1979); Cooney y col., Science 241: 456 (1988); Dervan y col.,
Science 251: 1360 (1991).

[0091] Las ribozimas son moléculas de ARN con actividad enzimatica capaces de catalizar la escision
especifica del ARN. Las ribozimas acttan mediante hibridacion especifica de secuencia con el ARN diana
complementario, seguido por la escision endonucleolitica. El sitio especifico de escision de la ribozima dentro de un
posible ARN diana se puede identificar mediante técnicas conocidas. Para mas informacion, véase por ejemplo
Rossi, Current Biology, 4:469-471 (1994) y la publicacion PCT N.° WO 97/33551 (publicado el 18 de septiembre de
1997).

Secuencias complementarias

[0092] La expresion de secuencias de acidos nucleicos que son complementarias a una secuencia
codificadora de un gen (acidos nucleicos «complementarios») puede inhibir la produccién del producto proteico del
gen. No se sabe exactamente como ocurre esto, pero se cree que las secuencias de &acidos nucleicos
complementarias hibridan con el ARNm celular, formando una molécula de doble cadena. La célula no traduce el
ARNmM en este forma bicatenaria, por lo que se inhibe la traduccion. Los acidos nucleicos complementarios pueden
tener otros efectos, como la inhibicion de la transcripcion y del ayuste.

[0093] El término acido nucleico «complementario» indica una secuencia de acido nucleico que tiene
suficiente complementariedad con la molécula de ARN para el cual el acido nucleico complementario es especifico
como para causar la hibridacién molecular entre el acido nucleico complementario y el ARNm, de modo que se
inhibe la traduccion del ARNm. Dicha hibridacién puede ocurrir in vivo, esto es, dentro de la célula.

[0094] Los oligdbmeros de aproximadamente quince nucleétidos o mayores y las moléculas que hibridan con
el coddn de inicio AUG son especialmente eficaces, puesto que son faciles de sintetizar y probablemente causan
menos problemas que moléculas mas grandes cuando se introducen en las células.

Interferencia por ARN

[0095] La interferencia por ARN (iARN) es un proceso de silenciamiento génico postranscripcional especifico
de secuencia en animales y plantas, iniciado por ARN de doble cadena (ARNdc) que es homoélogo en secuencia al
gen silenciado. El proceso de iARN esta mediado por moléculas cortas de ARN de doble cadena (ARN interferente
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pequefio o ARNip). Los ARNip se pueden introducir en una célula como oligonucleétido corto de ARN de 10-15 pb, o
como ARNdc mas largos que se escinden posteriormente para producir los ARNip. EI ARN puede introducirse en la
célula como ARN, o puede ser transcrito a partir de un vector de ADN o ARN.

[0096] Se conocen en la técnica procedimientos relacionados con el uso de iARN para silenciar genes en C.
elegans, Drosophila, plantas y mamiferos (Fire A, y col., 1998 Nature 391: 806-811; Fire, A. Trends Genet. 15, 358-
363 (1999); Sharp, P. A. RNA interference 2001. Genes Dev. 15, 485-490 (2001); Hammond, S. M., y col., Nature
Rev. Genet. 2, 110-1119 (2001); Tuschl, T. Chem. Biochem. 2, 239-245 (2001); Hamilton, A. y col., Science 286,
950-952 (1999); Hammond, S. M., y col., Nature 404, 293-296 (2000); Zamore, P. D., y col., Cell 101, 25-33 (2000);
Bernstein, E., y col., Nature 409, 363-366 (2001); Elbashir, S. M., y col.,, Genes Dev. 15, 188-200 (2001);
documentos W00129058 y W09932619 y Elbashir S M, y col., 2001 Nature 411:494-498).

[0097] En algunas realizaciones, el ARNip tiene un saliente en uno o ambos extremos de una o mas bhases
de desoxitimidina. El saliente no se tiene que interpretar como parte de la secuencia del ARNip. Cuando esta
presente sirve para aumentar la estabilidad del ARNip dentro de las células reduciendo su susceptibilidad a la
degradacion por nucleasas.

[0098] Las moléculas de ARNip pueden sintetizarse mediante técnicas estandar de sintesis en fase sélida o
solucion que se conocen en la técnica. Los enlaces entre nucleétidos pueden ser enlaces fosfodiéster o alternativas,
por ejemplo, grupos de enlace de formula P(O)S, (tioato), P(S)S, (ditioato); P(O)NR'2; P(O)R'; P(O)OR6; CO o
CONR'2 en donde R es H (o una sal) o alquilo (C:-C12) y R6 es alquilo (C:-Cg) unido a nucleotidos adyacentes a
través de -O- 0 -S-.

[0099] Alternativamente, las moléculas de ARNip o moléculas de ARNdc mas largas pueden obtenerse con
tecnologia recombinante mediante transcripcion de una secuencias de acido nucleico, preferiblemente contenida
dentro de un vector como se describe a continuacion.

[0100] Otra alternativa es la expresion de una molécula de ARN de horquilla corta (ARNhc) en la célula. Los
ARNhc son mas estables que los ARNip sintéticos. Un ARNhc consiste en repeticiones invertidas cortas separadas
por una secuencia pequefia en bucle. Una repeticion invertida es complementaria al gen diana. EI ARNhc se
procesa entonces en un ARNip que degrada el ARNm del gen diana y suprime la expresion. EI ARNhc puede
producirse dentro de una célula transfectando la célula con una construccion de ADN que codifique la secuencia de
ARNhc bajo el control de un promotor de ARN polimerasa Ill, como el promotor H1 o 7SK humano. Alternativamente,
el ARNhc puede sintetizarse de forma exdgena e introducirse directamente en la célula. Preferiblemente, la
secuencia de ARNhc esta entre 40 y 100 bases de longitud, mas preferiblemente entre 40 y 70 bases de longitud. El
tallo de la horquilla tiente preferiblemente entre 19 y 30 pares de bases de longitud. El tallo puede contener pares G-
U para estabilizar la estructura de la horquilla.

[0101] Se pueden usar bases de nucleétidos modificadas ademas de las bases naturales, lo que puede
conferir propiedades ventajosas a las moléculas de ARNip que las contengan.

[0102] Por ejemplo, las bases modificadas pueden incrementar la estabilidad de la moléculas de ARNip,
reduciendo asi la cantidad necesaria de silenciamiento. La provisién de bases modificadas también puede
proporcionar moléculas de ARNip que son mas estables, o0 menos, que el ARNip no modificado.

[0103] La expresién «base de nucledtido modificada» también abarca a nucleétidos con una base y/o azlcar
modificado covalentemente. Por ejemplo, los nucleétidos modificados incluyen nucleétidos que tienen azlcares que
se unen covalentemente a grupos organicos de bajo peso molecular distintos del grupo hidroxilo en la posicién 3’y
un grupo distinto al grupo fosfato en la posicién 5'. De este modo, los nucleétidos modificados también pueden incluir
azUcares sustituidos en 2’, como 2’-O-metil-; 2-O-alquil; 2-O-alil; 2’-S-alquil; 2’-S-alil; 2'-fluoro; 2’-halo o 2-azido-
ribosa, azlcares a-anoméricos analogos de azucar carbociclico; azlUcares epiméricos como arabinosa, xilosas o
lixosas, azUcares piranosa, azlcares furanosa y sedoheptulosa.

[0104] Se conocen en la técnica nucledtidos modificados que incluyen purinas y pirimidinas alquiladas,
purinas y pirimidinas aciladas y otros heterociclos. Estas clases de pirimidinas y purinas son conocidas en la técnica
e incluyen pseudoisocitosina, N4,N4-etanocitosina, 8-hidroxi-N6-metiladenina, 4-acetilcitosina, 5-
(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-
carboximetilaminometil uracilo, dihidrouracilo, inosina, N6-isopentil-adenina, 1-metiladenina, 1-metilpseudouracilo, 1-
metilguanina, 2,2-dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina, 7-
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metilguanina, 5-metilaminometil uracilo, 5-metoxi amino metil-2-tiouracilo, -D-manosilqueosina, 5-
metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-isopenteniladenina, éster de metilo del acido uracil-5-
oxiacético, pseudouracilo, 2-tiocitosina, 5-metil-2 tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, éster de metilo del
acido N-uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético, queosina, 2-tiocitosina, 5-propiluracilo, 5-propilcitosina, 5-
etiluracilo, 5-etilcitosina, 5-butiluracilo, 5-pentiluracilo, 5-pentilcitosina y 2,6-diaminopurina, metilpseudouracilo, 1-
metilguanina y 1-metilcitosina.

Composiciones farmacéuticas

[0105] Tras la identificacion de una sustancia que modula o afecta a la fosforilacién o desfosforilacion de la
proteina tau, la sustancia puede estudiarse mas en profundidad. Ademas, puede fabricarse y/o usarse en la
preparacion, es decir, fabricacién o formulaciéon, de una composicion tal como un medicamento, composicion
farmacéutica o farmaco. Estas pueden administrarse a individuos.

[0106] De este modo, la descripcion de este documento se extiende en varios aspectos, no solo a una
sustancia identificada usando los ensayos de cribado y procedimientos de ensayo descritos en este documento, sino
también a una composicion farmacéutica, medicamento, farmaco u otra composicion que comprende dicha
sustancia, un procedimiento que comprende la administracion de dicha composicion a un paciente, por ejemplo,
para tratar tauopatias, el uso de dicha sustancia en la fabricacién de una composicién para su administracién en el
tratamiento de tauopatias y un procedimiento para fabricar una composicion farmacéutica que comprenda mezclar
dicha sustancia con un excipiente, vehiculo o transportador farmacéuticamente aceptable y, opcionalmente, otros
componentes.

[0107] Las sustancias identificadas como inhibidores de quinasas o promotores de fosfatasas en los ensayos
y procedimientos de ensayo de la presente invencién, o compuestos 0 sustancias surgidas a partir del desarrollo u
optimizacion adicional, se pueden formular en composiciones farmacéuticas. Estas composiciones se pueden
emplear para el tratamiento de tauopatias, esto es, afecciones que se caracterizan por ovillos neurofibrilares o
agregados de la proteina tau. Las tauopatias son una clase reconocida de afecciones conocidas por los expertos en
la materia entre las que se incluyen la enfermedad de Alzheimer (EA), demencia frontotemporal con parkinsonismo
ligada al cromosoma 17 (FTDP-17), pardlisis supranuclear progresiva (PSP), enfermedad de Pick, degeneracion
corticobasal y atrofia multisistémica (AMS). Los depdésitos intracelulares de tau son normalmente neuronales o
gliales y son filamentosos, generalmente en un estado hiperfosforilado en comparacion con el nivel de fosforilacion
en la proteina tau procedente del cerebro humano control. En el caso de la EA, esta proteina tau hiperfosforilada a
menudo se denomina filamento helicoidal apareado (PHF) tau porque deriva de los PHF.

[0108] Estas composiciones pueden incluir, ademas de una de las sustancias anteriores, un excipiente,
vehiculo, tampon, estabilizante u otros materiales farmacéuticamente aceptables bien conocidos por los expertos en
la materia. Estos materiales no deben ser toxicos y no deben interferir con la eficacia del principio activo. La
naturaleza precisa del vehiculo u otro material puede depender de la via de administracion, por ejemplo, via oral
intravenosa, cutanea o subcutanea, nasal, intramuscular e intraperitoneal.

[0109] Las composiciones farmacéuticas para administracion oral pueden estar en forma de comprimido,
capsula, polvo o liquido. Un comprimido puede incluir un vehiculo sélido como gelatina o un adyuvante. Las
composiciones farmacéuticas liquidas generalmente incluyen un vehiculo liquido como agua, vaselina, aceites
animales o vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Puede incluirse solucién salina fisiolégica, dextrosa u otras
soluciones de sacaridos o glicoles, tales como etilénglicol, propilénglicol o polietilénglicol.

[0110] Para inyeccion intravenosa, cutadnea o subcutanea, o inyeccion en el lugar de la dolencia, el principio
activo estara en forma de solucion acuosa aceptable por via parenteral que sea apir6gena y tenga el pH,
isotonicidad y estabilidad adecuados. Los expertos en la material estan bien capacitados para preparar soluciones
adecuadas usando, por ejemplo, vehiculos isoténicos como cloruro sddico para inyeccion, inyeccién de solucién de
Ringer o inyeccién de solucién de Ringer con lactato. Pueden incluirse cuando sea necesario conservantes,
estabilizantes, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos.

[0111] Si es un polipéptido, anticuerpo, péptido, molécula de &acido nucleico, molécula pequefia u otro
compuesto farmacéuticamente Util segun la presente invencién que se administra a un individuo, la administracién
preferiblemente es en una «cantidad profilacticamente eficaz» o en una «cantidad terapéuticamente eficaz» (como
pueda ser el caso, aunque la profilaxis puede considerarse tratamiento), siendo esto suficiente para mostrar
beneficios al individuo. La cantidad real administrada y la proporcion y tiempo de la administracion dependeran de la
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naturaleza y gravedad de lo que se esta tratando. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo, las decisiones sobre
la posologia, etc., esta dentro de la responsabilidad de los médicos generales y de otros médicos, y tipicamente
considera los trastornos que estan siendo tratados, la afeccion del paciente individual, el sitio de administracion, el
procedimiento de administracion y otros factores conocidos por los médicos. Ejemplos de las técnicas y protocolos
mencionados anteriormente pueden encontrarse en Remington's Pharmaceutical Sciences, 202 Edicién, 2000, pub.
Lippincott, Williams & Wilkins. Una composicion puede administrarse sola o en combinacion con otros tratamientos,
de forma simultanea o secuencial dependiendo de la afeccion que se va a tratar.

Parte experimental

Purificacion de PHF-tau a partir de cerebro de pacientes con Alzheimer

[0112] El filamento helicoidal apareado (PHF) tau se purifico a partir de cerebro de pacientes con enfermedad
de Alzheimer como describen Hanger y col., 1998. Brevemente, se homogeniz6 el tejido cerebral y se recupero el
PHF-tau insoluble mediante centrifugacion diferencial. Tras la solubilizacion en guanina y la dialisis frente a tampdn
de renaturalizacion, PHF-tau se purific6 mediante cromatografia de fase inversa e intercambio idnico.

Preparacion de formas mutantes de la proteina tau humana

[0113] Para generar las cinco construcciones de tau, cada una con una Unica tirosina sustituida por
fenilalanina, se uso el kit de mutagénesis dirigida a sitio QuikChange XL (Stratagene, Amsterdam, Paises Bajos).
Los cebadores (sintetizados a medida por Sigma-Genosis) fueron los siguientes: para convertir la Tyr-18 en Phe
(dando la construccion de tau Y18F), cebador sentido 5-CAC GCT GGG ACG TTC GGG TTG GGG GAC-3'
(cebador A) y cebador complementario 5-GTC CCC CAA CCC GAA CGT CCC AGC GTG-3'; para convertir la Tyr-
29 en Phe (dando Y29F), cebador sentido 5-GAT CAG GGG GGC TTC ACC ATG CAC CAA G-3' (cebador B) y
cebador complementario 5'-C TTG GTG CAT GGT GAA GCC CCC CTG ATC-3'; para convertir la Tyr-197 en Phe
(dando Y197F), cebador sentido 5-GAT CGC AGC GGC TTC AGC AGC CCC GG-3' (cebador C) y cebador
complementario 5-CC GGG GCT GCT GAA GCC GCT GCG ATC-3'; para convertir la Tyr-310 en Phe (dando
Y310F), cebador sentido 5'-GGC AGT GTG CAA ATA GTC TTC AAA CCA GTT GAC CTG AG-3' (cebador D) y
cebador complementario 5-CT CAG GTC AAC TGG TTT GAA GAC TAT TTG CAC ACT GCC-3'y para convertir la
Tyr-394 en Phe (dando Y394F), cebador sentido 5'-GCG GAG ATC GTG TTC AAG TCG CCA GTG G-3' (cebador E)
y cebador complementario 5-C CAC TGG CGA CTT GAA CAC GAT CTC CGC-3'. Para cada construccion se
determiné la secuencia completa de la insercion (Lark Technologies).

[0114] Para sustituir las cinco tirosinas por fenilalanina se usé un kit de mutagénesis dirigida a multiples sitios
QuikChange® (Stratagene) con los cinco cebadores A a E (anteriores). Las colonias se secuenciaron y ademas se
identificaron las construcciones en las que se habian sustituido las cinco tirosinas por fenilalanina (TauYtodasF); se
encontraron construcciones en las que quedaba una Unica tirosina que contenian cuatro fenilalanina y solo la Tyrl18,
la Tyr29 o la Tyrl97. Los mutantes que contenian solo la Tyr310 o solo la Tyr394 se generaron a partir de la
construccion con todas Phe mediante mutagénesis dirigida a sitio como anteriormente usando los siguientes
cebadores: para la Tyr310 solo, cebador sentido 5-GGC AGT GTG CAA ATA GTC TAC AAA CCA GTT GAC CTG
AG-3'y cebador complementario 5-CT CAG GTC AAC TGG TTT GTA GAC TAT TTG CAC ACT GCC-3'; y para la
Tyr394 solo, cebador sentido 5-GCG GAG ATC GTG TAC AAG TCG CCA GTG G-3'y cebador complementario 5'-C
CAC TGG CGA CTT GTA CAC GAT CTC CGC-3'. Las cinco construcciones en la que quedaba una sola Tyr se
denominaron Y18solo, Y29solo, etc. y se verificaron sus secuencias codificadoras de tau (Lark Technologies).

Preparacion y purificacién de tau recombinante humana

[0115] Se us6 un plasmido que expresaba la isoforma de tau mas larga (2N4R) para preparar y purificar la
tau recombinante humana como esta previamente descrito (Mulot y col., 1994). Brevemente, se calenté un lisado
celular bacteriano que expresaba tau 2N4R y se centrifugd para eliminar las proteinas termolabiles. El sobrenadante
se fraccioné con sulfato de amonio y el material precipitado se solubilizé y dializ6 en tampdn antes de la
cromatografia de intercambio catiénico. Las proteinas se eluyeron con NaCl y las fracciones que contenian tau se
mezclaron y dializaron frente a tampdn Mes pH 6,25, DTT 5 mM y se conservaron congeladas.

Fosforilacion in vitro de tau recombinante por lisado de cerebro de rata

[0116] Se prepar6 un extracto de cerebro de rata que contenia proteina quinasas activas homogenizando un
cerebro de rata en tampon enfriado en hielo (2 ml de tampon por gramo de cerebro) que contenia Tris-HC1 25 mM
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pH 7,5, EGTA 5 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM, &cido okadaico 2 uM, ortovanadato sédico 1 mM e inhibidores de
proteasas. El homogeneizado se centrifugd a 100 000xg durante 1 h y se incub6 en hielo durante 30 min con ATP
2 mM y éacido okadaico 10 uM. Este extracto (sobrenadante de cerebro de rata, SCR) contenia 7 mg/ml de proteina
(Bradford).

[0117] La proteina tau 2N4R recombinante (100 pug/ml) se fosforild6 incubando con SCR (1,8 mg/ml de
proteina) en tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5 con MgCl, 5 mM, ATP 3 mM, EGTA 5 mM, ortovanadato sédico 1 mM,
acido okadaico 10 pM, DTT 1 mM e inhibidores de proteasas a 37 °C durante 24 h. A continuacion, la mezcla de
reaccion se calenté a 100°C durante 5 min, se incub6 en hielo durante 10 min y se centrifugé a 16 000xg durante
10 min. El sobrenadante que contenia la proteina tau se extrajo mediante aspiracion y se analizd mediante
inmunotransferencia y espectrometria de masas.

Fosforilacion in vitro de tau recombinante por proteina tirosina quinasas

[0118] La proteina tau recombinante humana (1 pg) se incubd con 50 ng de Abl o Syk (Upstate) en 30 pl de
tampon quinasa (HEPES 50 mM pH 7,4, MnCl, 10 mM en presencia de ATP 1 mM) durante 30 minutos a 30 °C. Se
afnadieron 30 pl de tampon de la muestra para PAGE-SDS para detener la reaccion.

Fosforilacion in vitro de proteina tau recombinante por Lck y unién posterior del dominio SH2 de Fyn

[0119] La proteina tau 2N4R recombinante (440 pg/ml) se incubé a 30 °C con Lck recombinante purificado
(20-100 pg/ml), tampén B-glicerofosfato 40 mM pH 7,5, ATP 3 mM, MgCl; 25 mM, MnCl; 5 mM, DTT 1 mM, EDTA
100 puM, ortovanadato sodico 1 mM e inhibidores de proteasas. Después de 6 h se calentaron los tubos a 100°C
durante 5 min, se enfriaron en hielo durante 10 min y se centrifugaron a 16 000xg durante 10 min. Se comprobé en
los sobrenadantes la fosforilacion de las tirosinas mediante inmunotransferencia, usando el anticuerpo
antifosfotirosina 4G10 (Upstate, Inc.) y un anticuerpo anti-tau (Dako).

[0120] Se analizé la interaccion de tau con el dominio SH2 de Fyn incubando la proteina tau con tirosinas
fosforiladas o sin fosforilar (5 pg/ml) con microesferas de qutatién-Sepharose® que contenian 2-5 pg de la proteina
de fusién GST-Fyn-SH2 o GST como control. Después de mezclar durante 60 min a 4 °C, las microesferas se
lavaron tres veces y se analiz6 mediante inmunotransferencia la proteina tau y la fosfotirosina como anteriormente.

Digestion proteolitica en gel de la proteina tau

[0121] La proteina PHF-tau o la proteina tau fosforilada in vitro se separaron en geles de poliacrilamida al
10% (p/v) y se tifieron con azul de Coomassie G coloidal. Se escindieron las bandas de proteina correspondientes a
tau, se carbamidometilaron y se digirieron con enzimas proteoliticas (tripsina o Asp-N). Los péptidos se extrajeron de
los trozos de gel mediante una serie de lavados con acetonitrilo y acuosos, se secaron y se resuspendieron en
bicarbonato sédico 50 mM.

Tratamiento con beta amiloide de neuronas y aislamiento de balsas lipidicas

[0122] Los cultivos primarios de neuronas corticales de rata y humanas se trataron con ABzs-35 0 AB1-42 fibrilar
durante 1-30 min. Las balsas lipidicas se prepararon a partir de cultivos neuronales no tratados control y tratados
con AB, raspando las células de un matraz de cultivo de 80 cm? en 2 ml de Triton X-100 al 1% en tampon Mes
25mM pH 6,5 con inhibidores de proteasas. Las células se rompieron con un homogeneizador Dounce. El
homogeneizado se mezcld con 2 ml de sacarosa al 90% (p/v) en tampon Mes 25 mM, NaCl 150 mM pH 6,5 y se
puso en un tubo de centrifuga de 12 ml. Se form6 un gradiente de sacarosa por etapas de 5-35% colocando encima
la mezcla del homogenizado con 4 ml de una soluciéon de sacarosa al 35% (p/v) seguido de 4 ml de solucién de
sacarosa al 5% (p/v). A continuacién, se centrifugdé a 39 000 rpm durante 18 h en un rotor Beckman SW41. Se
recogieron fracciones de 1 ml de la parte superior de cada gradiente. La fraccion que contenia las balsas lipidicas se
separé en la interfaz entre la capa de sacarosa al 5% (p/v) y la capa de sacarosa al 35% (p/v), fracciones 4y 5. Las
fracciones que contenian las balsas lipidicas se concentraron mezclando dichas fracciones (4 y 5) con 10 ml de H>O
bidestilada y centrifugando a 39 000 rpm durante 2 h en un rotor Beckman SW41. Se aspir6é el sobrenadante y el
sedimento residual se resuspendi6 en 100 pl de tampdn de la muestra x2. Las inmunotransferencias de las proteinas
de las balsas lipidicas se incubaron con anticuerpos anti-flotilina y se corrigio la carga de proteina mediante escaneo
de densitometria. La proteina tau se detect6 en las balsas lipidicas incubando las inmunotransferencias de proteinas
de las balsas lipidicas con un anticuerpo policlonal anti-tau (DAKO).

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2415665 T3

Fosforilacién de los restos de tirosina de la proteina tau en células cultivadas tratadas con prevanadato

[0123] En un primer grupo de experimentos, las células COS-7 se transfectaron de forma transitoria con
construcciones de la isoforma mas larga de la proteina tau humana con la etiqueta V5 o con mutantes de tau con la
etiqueta V5 en los que se habia sustituido una tirosina por una fenilalanina (a saber, Y18F, Y29F, Y197F, Y310F e
Y394F). En un segundo grupo de experimentos, las células COS-7 se transfectaron de forma transitoria con la
construccion tau con la etiqueta V5 (441) o con los mutantes de tau con la etiqueta V5 en los que solo quedaba una
tirosina, las otras cuatro tirosinas habian sido sustituidas por fenilalanina (denominadas Y18solo, Y29 solo,
Y197solo, Y310solo e Y394solo, segun la tirosina que quede). Con el fin de incrementar la fosforilacién de las
tirosinas de tau, las células se trataron con el inhibidor de la tirosina fosfatasa pervanadato durante 20 minutos. Las
células se recogieron en tampén NETF (NaCl 100 mM, EGTA 2 mM, Tris-Cl 50 mM pH 7,4 y NaF 50 mM) con NP-40
al 1%, ortovanadato 2 mM e inhibidores de proteasas. Las muestras se limpiaron previamente con 40 ul de
microesferas de proteina G-Sepharose y se realizaron inmunoprecipitaciones con anticuerpos monoclonales anti-V5
preadsorbidos en microesferas de proteina G-Sepharose. Las células se recogieron en tampoén de lisis NETF con
NP-40 al 1% y se precipitd la proteina tau con un anticuerpo anti-V5. Los inmunoprecipitados resultantes se
separaron por duplicado mediante SDS-PAGE y se transfirieron a nitrocelulosa. Las inmunotransferencias se
realizaron en membranas por duplicado usando el anticuerpo anti-fosfotirosina 4G10 o el anticuerpo TP70
(anticuerpo anti-tau total). Los anticuerpos unidos se visualizaron mediante deteccién de quimioluminiscencia
potenciada. La cuantificacion se realizd6 escaneando las autorradiografias con GS710 Calibrated Imaging
Densitometer (Bio-Rad) y la medicion de la densidad éptica relativa con el software Quantity One 4.0.3 (Bio-Rad).

Fosforilacién de restos de tirosina de la proteina tau en células cultivadas mediante la coexpresion de las tirosina
quinasas Fyn, Src, Abl y Syk

[0124] El ADNc de Fyn fue donado por D. Markby (Sugen, San Francisco), el ADNc de Src procedia de
Upstate (Src cDNA allelic pack), los ADNc de Ably AbIAXB (una forma constitutivamente activa de Abl, con delecion
de la mayor parte del dominio SH3) eran de Richard A. Van Etten (Molecular Oncology Research Institute, Boston) y
el ADNc de Syk fue donado por H. Band (Brigham and Women's Hospital, Boston). Se usaron las células CHO para
los experimentos de cotransfecciéon. Las células CHO se transfectaron transitoriamente con construcciones de la
isoforma mas larga de la proteina tau humana con la etiqueta V5 o con mutantes de tau con la etiqueta V5 en los
gue se habia sustituido una tirosina por una fenilalanina (denominados Y18F, Y29F, Y197F, Y310F e Y394F). En
todos los experimentos se cotransfectaron las células con el vector vacio o con el vector de expresion de proteina
tirosina quinasa (Fyn, Src, Abl o AbIAXB). La recogida de las células, la inmunoprecipitacion y el analisis por
inmunotransferencia se realizaron como se describe en la seccidon «Fosforilacién de los restos de tirosina en la
proteina tau en células cultivadas tratadas con pervanadato».

Resultados
Hallazgo de nuevos sitios de fosforilacion de tirosinas en PHF-tau

[0125] En la literatura publicada actualmente se conocen 25 sitios de fosforilacion (todos son serinas o
treoninas) identificados por medio directos en PHF-tau (Hanger y col., 1998; Morishima-Kawashima y col., 1995).
Existen 2 o 3 sitios adicionales que se han identificado solo mediante reactividad con anticuerpos. En funcion del
marcaje con anticuerpos, se ha descrito que la tirosina 18 se fosforila en una proporcion de la proteina PHF-tau de
cerebro de pacientes con EA. Los presentes inventores han encontrado 12 sitios de fosforilacion adicionales en
PHF-tau, uno de los cuales es un resto de tirosina (Tyr394), dando un total de 37 sitios. También han encontrado
que la Tyr394 esta fosforilada en la proteina tau aislada de cerebro fetal humano.

Nuevos sitios de fosforilacion de tirosinas de la proteina tau recombinante generada por lisado de cerebro de rata
[0126] La espectrometria de masas de los digeridos proteoliticos de tau que se fosforilaron con el
sobrenadante de cerebro de rata demostro la fosforilacion de las tirosinas 310 y 394, ademas de muchas serinas y
treoninas.

Tratamiento de neuronas con AB 'y composicion de las balsas lipidicas

[0127] El tratamiento de cultivos primarios de neuronas de rata con ABzs.3s Y ABi-42 dio lugar a un rapido

aumento de la fosforilacion de tirosinas de los componentes proteicos neuronales de las balsas lipidicas. No se
observd aumento en el contenido de fosfoserinas o de fosfotreoninas de las proteinas de las balsas lipidicas
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después del tratamiento con AB. El aumento de la fosforilacion de tirosinas era concomitante al aumento de la
distribucion de Fyn, tau y tubulina dentro de las balsas lipidicas. Los niveles de la quinasa de adhesion focal (FAK)
aumentaba transitoriamente en las balsas lipidicas en respuesta a AB, mientras que los niveles de la proteina clasica
de las balsas lipidicas flotilina permanecian invariables. La inhibicion de la fosforilacién de tirosinas con el inhibidor
de tirosina quinasas PP2 anulaba el aumento inducido por AB en la fosforilacion de tirosinas de las proteinas de las
balsas lipidicas y la distribucion de tau dentro de las balsas lipidicas.

Fosforilacién de los restos de tirosina de la proteina tau en células cultivadas tratadas con prevanadato

[0128] El primer grupo de cinco mutantes en los que se cambi6 un resto de tirosina por una fenilalanina
(Y18F, Y29F, Y197F, Y310F e Y394F) se transfecté en células COS-7 y las células se trataron durante 20 minutos
con pervanadato. El analisis mediante inmunotransferencia realizado con la proteina tau inmunoprecipitada usando
el anticuerpo anti-fosfotirosina 4G10 muestra que la construccion mutante Y394F es la Unica mutacién en una sola
tirosina que tiene como resultado un efecto significativo, reduciendo la fosforilacion de tirosina en aproximadamente
el 10% respecto al control natural. La fosforilacion de tirosina de las construcciones Y18F, Y29F e Y310F no diferian
de forma significativa del control natural. Con respecto a la construccion mutante Y197F, debe destacarse que se
observo una reduccion en la fosforilacion de tirosina en dos de los cinco experimentos que se realizaron con esa
construccién. Para confirmar estos resultados, se transfectaron las células COS-7 con el segundo grupo de mutantes
en los que solo quedaba un resto de tirosina como Unica tirosina con las otras cuatro sustituidas por fenilalanina
(Y18solo, Y29solo, Y197solo, Y310solo e Y394solo). El andlisis usando anticuerpos anti-fosfotirosina mostré que el
pervanadato no podia provocar la fosforilacion de tirosina en las construcciones mutante Y18solo, Y29solo e
Y310solo, mientras que el pervanadato si que inducia un aumento en las fosforilacién de tirosina de Y394solo,
similar al observado en la proteina tau natural. En dos de los cuatro experimentos realizados con la construccion
mutante Y197Fsolo, se detectd una débil pero clara inmunorreactividad con fosfotirosina. En conjunto, estos
resultados sugieren que la mayoria de la fosforilacion de tirosinas de la proteina tau en las células COS-7 tratadas
con pervanadato se produce en la tirosina 394.

Fosforilacion de los restos de tirosina de la proteina tau en células cultivadas que sobreexpresan Fyn

[0129] La proteina tau natural y el primer grupo de cinco mutantes en los que un resto de tirosina se sustituyo
por fenilalanina (Y18F, Y29F, Y197F, Y310F e Y394) se cotransfectaron con el vector vacio o con el vector de
expresion de Fyn en células CHO. El andlisis mediante inmunotransferencia realizado con la proteina tau
inmunoprecipitada usando el anticuerpo anti-fosfotirosina 4G10 muestra que las construcciones mutantes Y18F e
Y310F son las dos mutaciones en una sola tirosina que tienen como resultado un efecto significativo, reduciendo
cada mutacion la fosforilacion de tirosina en aproximadamente el 50% respecto al control no mutado. En conjunto,
los resultados sugieren que las tirosinas 18 y 310 son los principales sitios de fosforilacion de Fyn.

Fosforilacion de los restos de tirosina de la proteina tau en células cultivadas que sobreexpresan Abl

[0130] La proteina tau natural y el primer grupo de cinco mutantes en los que un resto de tirosina se sustituyo
por fenilalanina (Y18F, Y29F, Y197F, Y310F e Y394) se cotransfectaron con el vector vacio o con el vector de
expresion de AbIAXB en células CHO. El andlisis mediante inmunotransferencia realizado con la proteina tau
inmunoprecipitada usando el anticuerpo anti-fosfotirosina 4G10 muestra que Y394F es la mutacion de tirosina con el
efecto mas potente de reduccién de la fosforilacion de tirosina en aproximadamente el 25% del control natural. Las
construcciones mutantes Y197F e Y310F también tienen un efecto significativo de reduccién de la fosforilacion de
tirosinas en aproximadamente el 70% del control natural cada una. Por el contrario, las construcciones mutantes
Y18F e Y29F no mostraban diferencias con respecto al control natural. En conjunto, los resultados sugieren que Abl
fosforila principalmente la proteina tau en la tirosina 394 y que las tirosinas 197 y 310 también son fosforiladas por
esta quinasa. Por el contrario, Abl no fosforila las tirosinas 18 y 29.

Fosforilacion de los restos de tirosina de la proteina tau en neuronas cultivadas que sobreexpresan Syk

[0131] La proteina tau natural y el primer grupo de cinco mutantes en los que un resto de tirosina se sustituyo
por fenilalanina (Y18F, Y29F, Y197F, Y310F e Y394) se cotransfectaron con el vector vacio o con el vector de
expresion de Syk en células CHO. El andlisis mediante inmunotransferencia realizado con la proteina tau
inmunoprecipitada usando el anticuerpo anti-fosfotirosina 4G10 muestra que mutantes Unicos de tau (es decir, con
una tirosina mutada por fenilalanina, estando presentes las otras cuatro tirosinas) no mostraron reducciones
significativas en la fosforilacion de las tirosinas de tau. Los mutantes solo con Y18, Y29, Y197 o Y394 pudieron ser
fosforilados cada uno al 20-25% del nivel encontrado con la proteina natural, lo que indica que Syk puede fosforilar
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la proteina tau en cada uno de estos sitios.
Unién del dominio SH2 de Fyn a la proteina tau fosforilada en tirosina

[0132] Los experimentos de cosedimentacion usando proteinas GST-SH2 unidas a microesferas de glutation
demostraron que la proteina tau fosforilada en tirosina, pero no la proteina tau control no fosforilada, podia unirse al
dominio SH2 de Fyn (isoforma B).

Uso de STI 571 para determinar si la fosforilacién de la proteina tau en las células esta catalizada por una quinasa
similar a Abl

[0133] El compuesto quimico STI 571, también conocido como mesilato de imatinib, Gleevec®, Glivec,
previamente CGP 57148B, nombre quimico metanosulfonato de 4-[(4-metil-1-piperazinil)metil]-N-[4-metil-3-[[4-(3-
piridinil)-2-pirimidinilJamino]-fenil] benzamida, es un conocido inhibidor de proteina tirosina quinasas y un eficaz
farmaco anitleucémico. Este es selectivo de Abl, aunque también inhibe un pequefio nimero de otras proteina
tirosina quinasas como el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas y c-Kit.

[0134] Se podria hacer un experimento del siguiente modo para confirmar si una quinasa similar a Abl
fosforila la proteina tau en células. Se transfectan células COS-7, CHO o SH-SY5Y con una construccion de tau
adecuada, por ejemplo, un plasmido que contenga Tau2N4R-V5-His (natural) y después tratarlas durante 48 horas
con STI 571 y después con pervanadato 100 micromolar o el control.

[0135] Después de una hora mas de incubacion, las células se recogen y los lisados celulares se
inmunoprecipitan con un anticuerpo anti-V5 y se analiza mediante inmunotransferencia con el anticuerpo anti-
fosfotirosina 4G10. Se esperaria que, como ya se demostré con el compuesto PP2, STI 571 inhibiria la fosforilacion
en tirosinas de la proteina tau.

Hipotesis

[0136] La hipotesis es que AB es neurotdxico para las neuronas a través de un mecanismo que requiere
obligatoriamente la implicacion de tau y determinadas proteina tirosina quinasas; probablemente, entre las tirosina
quinasas candidatas se incluyen Fyn y Abl, aunque pueden ser necesarias otras quinasas. Se contempla un
mecanismo en el que la exposicién de las neuronas a AB induce la activacion de una o mas de estas tirosina
quinasas, que posteriormente fosforilan la proteina tau, lo que genera sitios de unién para otras proteinas de
sefializacion celular incluido, por ejemplo, un sitio de unién SH2 para Fyn. La proteina tau con las tirosinas
fosforiladas se une entonces a los componentes de las balsas lipidicas de la membrana celular en cantidades que
son patoldgicas, lo que desencadena procesos de sefializacion desconocidos, aunque perjudiciales para la célula
gue causan la neurodegeneracion y la muerte celular.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento de cribado de sustancias que son capaces de inhibir la fosforilacién de una proteina

tau por una tirosina quinasa en el que la proteina tau comprende uno o mas sitios de fosforilacién, comprendiendo el
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proteina tau.

a) poner en contacto al menos una sustancia candidata, la proteina tau y la tirosina quinasa en condiciones en
las que la tirosina quinasa es capaz de fosforilar el sitio (o sitios) de la proteina tau en ausencia de la sustancia
candidata;

b) determinar si la sustancia candidata inhibe la fosforilacion y, opcionalmente en qué grado, de la proteina tau
en uno 0 mas sitios de la proteina tau por la tirosina quinasa; y

c) seleccionar la sustancia candidata que inhibe la fosforilacion de la proteina tau en uno o mas de los sitios;

en el que la tirosina quinasa es c-Abl.

El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la proteina tau es un filamento helicoidal apareado

El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la proteina tau es un fragmento

o] derlvado de la proteina tau con la secuencia de aminoéacidos de la figura 1.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la proteina tau tiene mas

deI 80% de identidad de secuencia con una proteina tau que tiene la secuencia de aminoéacidos de la figura 1.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que c-Abl fosforila la proteina

tau en uno o mas sitios seleccionados entre el grupo compuesto por Y197, Y 310 e Y394 de la proteina tau.

El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que c-Abl fosforila la proteina tau en el sitio Y394 de la

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el procedimiento ademas

comprende el cribado con la tirosina quinasa Fyn de compuestos candidatos capaces de inhibir la fosforilacion de
una proteina tau por la tirosina quinasa Fyn en el que la proteina tau comprende uno o mas sitios de fosforilacion,
comprendiendo el procedimiento:

a) poner en contacto al menos una sustancia candidata, la proteina tau y la tirosina quinasa Fyn en condiciones
en las que la tirosina quinasa Fyn es capaz de fosforilar el sitio (0 sitios) de la proteina tau en ausencia de la
sustancia candidata;

b) determinar si la sustancia candidata inhibe la fosforilacion y, opcionalmente en qué grado, de la proteina tau
en uno o mas sitios de la proteina tau por la tirosina quinasa Fyn; y

¢) seleccionar la sustancia candidata que inhibe la fosforilacién de la proteina tau en uno o mas de los sitios.

El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que Fyn fosforila la proteina tau en uno o mas sitios

seleccionados entre el grupo compuesto por Y18 e Y310 de la proteina tau.

El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el procedimiento ademas

comprende el cribado con la tirosina quinasa Syk de compuestos candidatos capaces de inhibir la fosforilacion de
una proteina tau por la tirosina quinasa Syk en el que la proteina tau comprende uno o mas sitios de fosforilacién,
comprendiendo el procedimiento:

a) poner en contacto al menos una sustancia candidata, la proteina tau y la tirosina quinasa Syk en condiciones
en las que la tirosina quinasa Syk es capaz de fosforilar el sitio (o sitios) de la proteina tau en ausencia de la
sustancia candidata;

b) determinar si la sustancia candidata inhibe la fosforilacién y, opcionalmente en qué grado, de la proteina tau
en uno o mas sitios de la proteina tau por la tirosina quinasa Syk; y
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¢) seleccionar la sustancia candidata que inhibe la fosforilacién de la proteina tau en uno o mas de los sitios.

10. El procedimiento de la reivindicacién 9, en el que Syk fosforila la proteina tau en el sitio Y18 de la
proteina tau.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que en la etapa de determinar
la presencia, ausencia o grado de fosforilacion en un o mas sitios de la proteina tau se emplea espectroscopia de
masas o un agente de reconocimiento especifico de sitio que es capaz de distinguir entre un sitio fosforilado o no
fosforilado; en el que dicho agente de reconocimiento especifico de sitio es un anticuerpo monoclonal.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el cribado se realiza en
un ensayo multiplex empleando una fase sélida sobre la que se inmovilizan una gran variedad de sustratos y en el
que el sustrato comprende fragmentos de la proteina tau que comprenden sitios de fosforilacion.

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que los sitios de fosforilacion son uno o mas de los
sitios seleccionados entre el grupo compuesto por Y18, Y29, Y197, Y310 e Y394 de la proteina tau.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, comprendiendo el procedimiento de

identificacion de una sustancia candidata como inhibidor de dicha tirosina quinasa, la etapa adicional de optimizar la
estructura de la sustancia candidata.
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