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DESCRIPCION
Anticuerpos que reconocen fosfo-Tau

La presente invencién se refiere a un anticuerpo o parte funcional de éste que se une especificamente a un fosfo-
epitopo en una proteina Tau de mamiferos como se define en la reivindicacién 1. La invencioén se refiere ademas a
aplicaciones terapéuticas y de diagndstico de dicho anticuerpo o parte funcional.

Los ovillos neurofibrilares y fibrillas de neuropilema (NT) son los distintivos neuropatoldgicos principales de la
Enfermedad de Alzheimer (AD). Estdn compuestos por la proteina asociada a microtubulos tau que ha
experimentado modificaciones posteriores a la traduccion, incluyendo fosforilacion, desamidacion e isomerizacion en
residuos de asparaginilo o aspartilo. Se originan por la agregacion de proteina tau hiper-fosforilada y sus
conférmeros. AD comparte esta patologia con muchas tauopatias neurodegenerativas, en particular con tipos
especificados de demencia frontotemporal (FTD).

La proteina Tau es una proteina facilmente soluble, "naturalmente no plegada" que se une con avidez a los
microtubulos (MT) para estimular su ensamblaje y estabilidad. Los MT tienen una gran importancia para la integridad
del citoesqueleto de las neuronas - y de esta manera para la formacién y funcionamiento apropiados de los circuitos
neuronales, por lo tanto para el aprendizaje y la memoria. La unién de tau a MT esta controlada por fosforilacion y
desfosforilacion dinamicas, como se demuestra principalmente in vitro y en células no neuronales. Debido al gran
numero de sitios de fosforilacion posibles (>80), la contribucidon exacta de cada uno vy la identidad de las quinasas
responsables permanece en gran medida sin identificar in vivo.

En el cerebro de AD, la patologia tau se desarrolla después de, y por lo tanto probablemente en respuesta a, la
patologia amiloide, lo que constituye la esencia de la hipétesis de la cascada amiloide. Esto se basa en y esta
indicado por estudios en pacientes con AD y sindrome de Down, y esta corroborado por estudios en ratones
transgénicos con patologia amiloide y tau combinada (Lewis et al., 2001; Oddo et al., 2004; Ribe et al., 2005;
Muyllaert et al, 2006; 2008; Terwel et al, 2008).

El esquema de tiempo exacto de ambas patologias en los pacientes humanos con AD asi como los mecanismos que
ligan la patologia amiloide a tau permanecen en gran medida desconocidos, pero se propone que implican la
activacion de rutas de sefalizacion neuronales que actian en o por GSK3 y cdk5 como las "quinasas tau"
principales (revisado por Muyllaert et al, 2006, 2008).

La hipétesis de que la tauopatia no es un efecto secundario inocente sino un ejecutor patoldgico principal en AD se
basa en observaciones genéticas, patoldgicas y experimentales sdlidas que se corroboran entre si completamente:

° en casos de AD familiar de inicio temprano que se deben a mutaciones en el precursor de la proteina
amiloide (APP) o presenilina, la causa patogénica obligada es la acumulaciéon amiloide, pero invariablemente la
patologia comprende tauopatia colateral, idéntica a la de los casos de AD esporadica de inicio tardio;

o la gravedad de la disfuncion cognitiva y la demencia se correlaciona con tauopatia, no con patologia
amiloide, ejemplificado lo mas recientemente por varios estudios de fase clinica -1 y 2 que incluyen formacién de
imagenes PIB-PET para amiloide e identifican muchos "falsos positivos": individuos normales cognitivamente con
alta carga amiloide cerebral;

° en FTD familiar, la tauopatia esta provocada por tau mutante y causa neurodegeneracion directamente, sin
patologia amiloide;

° en modelos experimentales en raton, los defectos cognitivos causados por patologia amiloide se alivian
casi completamente por la ausencia de proteina tau (Roberson et al, 2007).

Los argumentos combinados apoyan la hipétesis de que la proteina tau es un jugador principal en la muerte
cognitiva en AD y tauopatias neurodegenerativas relacionadas.

Un tratamiento emergente prominente de AD es por inmunoterapia pasiva con mAb especificos, para aclarar los
péptidos amiloides y sus agregados que se presume son neuro-téxicos o sinapto-toxicos.

La inmunoterapia dirigida a la patologia tau, como se propone aqui, se anticipa que contrarresta los conférmeros de
la proteina tau patolégicos que se sabe o se postula que causan disfuncion sinaptica y neurodegeneracion. La
patologia amiloide causada y los agregados intra-neuronales de proteina tau hiper-fosforilada se propone que
actuan sinérgicamente en la cascada cognitiva y degenerativa de eventos patolégicos que dan lugar de alteracion
cognitiva suave (MCI) a demencia grave de AD. La combinacion de la medicacion dirigida a tau con medicacion
dirigida a amiloide (o cualquier otra) constituira por lo tanto el tratamiento preferido y, sustancialmente mas eficaz, de
AD, en lugar de la mono-terapia actual.

Otras estrategias terapéuticas que estan dirigidas a la proteina tau son escasas y principalmente comprenden:
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° inhibidores de las quinasas que se piensa incrementan la fosforilacion de tau hasta niveles patolégicos
. compuestos que bloguean la agregacion citoplasmica de proteina tau hiper-fosforilada.

Estas estrategias presentan varios inconvenientes de especificidad y eficacia, un problema que comparten con
intentos de modificar el metabolismo de APP y amiloide, todos enfatizando la importancia de una busqueda continua
de opciones de tratamiento adicionales, incluyendo inmunoterapia frente a tau.

En la practica no se han desarrollado esfuerzos para definir - mucho menos dirigir - los conférmeros patolégicos de
tau in vivo. En el estudio clinico de fase Il AB42, la patologia de ovillo no parecia estar bien considerada ni analizada
con mucha profundidad (Nicoll et al., 2003; Masliah et al., 2005). Por otra parte, la inmunoterapia experimental
dirigida a amiloide en un modelo preclinico de ratén con patologia semejante a AD combinada demostré también un
efecto en la patologia tau aunque los agregados de tau persistieron (Oddo et al., 2004).

Jicha et al (J Neuroscience, 1999, 19(17): 7486-7494) describe anticuerpo monoclonal PG-5, que reconoce la
fosforilacion dependiente de PKA de ser409 en tau. Por analisis inmunohistoquimico, se mostré que el anticuerpo
PG-5 reaccionaba con la patologia neurofibrilar tanto en la enfermedad de Alzheimer temprana como avanzada,
pero no en tejido cerebral normal.

Se han lanzado algunas dudas sobre la factibilidad de abordar la proteina tau intra-celular por inmunoterapia. Estas
se han contrarrestado por el estudio experimental mas reciente en un modelo de tauopatia en ratén (Asuni et al.,
2007). Mostraron la reduccion en la patologia de ovillos y mejoras funcionales por la vacunacion con un fosfo-
péptido derivado de la proteina tau. Estos datos corroboran reportes previos de inmunoterapia dirigida a a-sinucleina
en modelos de la Enfermedad de Parkinson (PD) y enfermedad de los cuerpos de Lewy (Masliah et al., 2005, 2011)
y de superdxido dismutasa en un modelo de esclerosis lateral amiotréfica (ALS) (Urushitiani et al., 2007). Estas
enfermedades son ejemplos en los que las proteinas intra-celulares dan lugar a defectos sinapticos y
neurodegeneracion mediante mecanismos que todavia no se comprenden totalmente. Por otra parte, la proteina tau
recombinante de longitud completa producida en y aislada de bacterias no parece adecuada como vacuna, aunque
los adyuvantes usados, es decir, Freunds completo y toxina pertussis, podrian haber contribuido al resultado
negativo de ese estudio Rosenmann et al., 2006).

Existe una necesidad no cubierta de inmunoterapias pasivas y/o activas que funcionen para contrarrestar los
conférmeros de la proteina patolégicos que se sabe - 0 se presume - que causan trastornos neurodegenerativos,
tales como patologia amiloide en AD causada, por ejemplo, por agregados intra-neuronales de proteina tau hiper-
fosforilada que son tan tipicos para AD como amiloide.

Esta necesidad no cubierta podria lograrse en el alcance de la presente invenciéon proporcionando proteinas de
union que reconocen y se unen a fosfo-epitopos patolégicos importantes de la proteina tau. En particular, la
presente invencion proporciona anticuerpos especificos frente a fosfo-epitopos en la proteina tau lineales y
conformacionales, simples y complejos, particularmente en la proteina tau agregada que se cree que son
responsables de la sinapto- y neuro-toxicidad en las tauopatias, incluyendo AD.

De acuerdo con esto, la presente invencion se refiere en una primera realizaciéon a un anticuerpo o parte funcional
de éste que se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de mamiferos, en el que dicho
anticuerpo o parte funcional de éste tiene una alta afinidad de union para proteina Tau soluble e insoluble, y modula
los niveles de Tau soluble e insoluble, en el que el fosfo-epitopo es los aminoacidos 405-411 6 405-412 que tienen
una Ser fosforilada en la posicién 409 (pS409), y en el que el anticuerpo o parte funcional de éste se une a la
proteina Tau de mamiferos con una constante de disociaciéon de menos de 10 nM segun se mide por resonancia de
plasmoén superficial, en el que el anticuerpo o parte funcional de éste no se une al epitopo no fosforilado
correspondiente. En particular, en una segunda realizacién, el anticuerpo de la invenciéon o una parte funcional de
éste segun la realizacion 1 se une al fosfo-epitopo en la proteina Tau de mamiferos con una constante de
disociacion de menos de 5 nM. En realizaciones adicionales, la invenciéon proporciona un anticuerpo o parte
funcional de éste segun las realizaciones 1 6 2, en el que el anticuerpo o parte funcional de éste se une al fosfo-
epitopo en la proteina Tau de mamiferos con una constante de velocidad de asociacién de 10* M's™ o mayor,
particularmente con una constante de velocidad de asociacion de 10°M7's" o mayor.

En otra realizacion, la invencion proporciona un anticuerpo o parte funcional de éste segun una cualquiera de las
realizaciones anteriores, en el que la Tau de mamiferos es Tau humana.

El anticuerpo o parte funcional de éste segun se describe en la realizacién 1 comprende en otra realizacion mas:

a) un primer dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 23, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y
una CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

b) un primer dominio de unidn que contiene en secuencia una CDR1 con una secuencia de aminoacidos que es al
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menos 85% idéntica a SEQ ID NO: 27, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y una CDR3
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia
una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 13, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

c) un primer dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 24, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y
una CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

d) un primer dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 27, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y
una CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

€) un primer dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 28, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y
una CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

f) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7, 8, 6 9, y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,2,6 3; 0

g) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, y/o un segundo dominio
de uniéon que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1; o

h) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, y/o un segundo dominio
de uniéon que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1; o

i) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, y/o un segundo dominio
de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2; o

j) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y/o un segundo dominio
de uniéon que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

En una realizacién, la invencion proporciona un anticuerpo o parte funcional de éste segin se describe en una
cualquiera de las realizaciones anteriores, anticuerpo que es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo humanizado, o un anticuerpo completamente humano

En una realizacién, la invencion proporciona un anticuerpo o parte funcional de éste segin se describe en una
cualquiera de las realizaciones anteriores, anticuerpo que es del isotipo 1IgG2a, IgG2b, o IgG3:

La invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o parte funcional de
éste segun se describe en una cualquiera de las realizaciones anteriores y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

El anticuerpo de la invencion o parte funcional de éste o la composicion farmacéutica de la invencidon segun se
describe en una cualquiera de las realizaciones anteriores puede usarse para tratar o aliviar los sintomas de una
enfermedad o trastorno neurodegenerativo, en el que la enfermedad o trastorno neurodegenerativo esta causado
opcionalmente por o esta asociado con la formacion de lesiones neurofibrilares o una tauopatia.

En particular, la enfermedad o trastorno neurodegenerativo se selecciona de Enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Creutzfeldt-Jacob, Demencia pugilistica, Sindrome de Down, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker,
miositis por cuerpos de inclusion, y angiopatia amiloide cerebral por proteina de prién, dafio cerebral traumatico y
enfermedades o trastornos adicionales que no muestran una patologia amiloide clara incluyendo, pero no limitado a,
complejo esclerosis lateral amiotréfica/parkinsonismo-demencia de Guam, enfermedad neuronal motora no
Guamaniana con ovillos neurofibrilares, demencia con granulos argirofilicos, degeneracion corticobasal, ovillos
neurofibrilares difusos con calcificacién, demencia frontotemporal con parkinsonismo ligado al cromosoma 17,
enfermedad de Hallevorden-Spatz, atrofia de multiples sistemas, enfermedad de Niemann-Pick tipo C, degeneracion
Pallido-ponto-nigral, enfermedad de Pick, gliosis subcortical progresiva, paralisis supranuclear progresiva,
panencefalitis esclerosante subaguda, demencia con ovillos predominantes, Parkinsonismo Postencefalico, Distrofia
aliotonica, y combinaciones de éstas.

En una realizaciéon de la invencion, la administracién del anticuerpo de la invencién o parte funcional de éste o la
composicion farmacéutica de la invencion segin se describe en una cualquiera de las realizaciones anteriores,
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resulta en el alivio de déficits cognitivos.

En una realizacién de la invencion, el alivio de déficits cognitivos comprende una parada de la progresion de los
déficits cognitivos y/o una restauracion de la capacidad de memoria cognitiva.

La invencioén proporciona ademas una linea celular que produce el anticuerpo de la invencién o parte funcional de
éste segun se describe en cualquiera de las realizaciones anteriores.

En una realizacion, esta linea celular es una linea celular de hibridoma seleccionada de 3A8A12G7 depositada el 25
de agosto, 2010, como DSM ACC3086; 2B6A10C11 depositada el 25 de agosto, 2010, como DSM ACC3084;
3A8E12H8 depositada el 25 de agosto, 2010, como DSM ACC3085; 2B6G7A12 depositada el 25 de agosto, 2010,
como DSM ACC3087; 6H1A11C11 depositada el 25 de agosto, 2010, como DSM ACC3080; y 6H1G6E6 depositada
el 25 de agosto, 2010, como DSM ACC3088.

La invencioén proporciona ademas un polinucleétido que codifica el anticuerpo de la invenciéon o parte funcional de
éste segun se describe en cualquiera de las realizaciones anteriores. El anticuerpo de la invencion o parte funcional
de éste segun se describe en una cualquiera de las realizaciones anteriores puede usarse para diagnosticar una
enfermedad, trastorno o afeccion asociado a la proteina tau, o para diagnosticar una predisposicién a una
enfermedad, trastorno o afecciéon asociado a la proteina tau, en un paciente que comprende detectar la unién
inmunoespecifica de un anticuerpo o parte funcional de éste a un epitopo de la proteina tau in situ que incluye las
etapas de

a) poner en contacto la parte del cuerpo o area del cuerpo especifica que se sospecha que contiene la proteina tau
con un anticuerpo de la invencién o parte funcional de éste segun se describe en cualquiera de las realizaciones
anteriores ;

b) permitir que el anticuerpo o parte funcional de éste se una a la proteina tau para formar un complejo
inmunoldgico;

c) detectar la formacion del complejo inmunoldgico.; y

d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldégico con la presencia o ausencia de la proteina tau en
la parte o area especifica del cuerpo;

en el que el diagndstico de una predisposicion a una enfermedad, trastorno o afeccién asociado a una proteina tau
incluye ademas la etapa de:

e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico con un valor control normal, en el que un incremento en la
cantidad de dicho complejo inmunolégico comparado con un valor control normal indica que dicho paciente padece o
presenta riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccién asociada con la proteina tau.

La presente invencion se refiere asi ademas a un método para diagnosticar una enfermedad, trastorno o afeccion
asociado a una proteina tau, o para diagnosticar una predisposicion a una enfermedad, trastorno o afeccion
asociado a una proteina tau; en un paciente que comprende detectar la unién inmunoespecifica de un anticuerpo o
parte funcional de éste a un epitopo de la proteina tau en una muestra que incluye las etapas de

a) poner en contacto la muestra que se sospecha que contiene la proteina tau con un anticuerpo de la invencién o
parte funcional de éste segun se describe en cualquiera de las realizaciones anteriores;

b) permitir que el anticuerpo o parte funcional de éste se una a la proteina tau para formar un complejo
inmunoldgico;

c) detectar la formacion del complejo inmunoldgico; y

d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o ausencia de la proteina tau en
la muestra;

en el que el diagndstico de una predisposicion a una enfermedad, trastorno o afeccién asociado a una proteina tau
incluye ademas la etapa de:

e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor control normal, en el que un incremento en la
cantidad de dicho complejo inmunolégico comparado con un valor control normal indica que dicho paciente padece o
presenta riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccién asociada con la proteina tau.

Las realizaciones anteriores representan la presente invencion y son el contenido de las reivindicaciones. Cualquiera
de las siguientes descripciones del contenido que sean mas amplias de lo que se reivindica no es parte de la
invencion reivindicada pero representa la descripcion de antecedentes y sirve para poner la presente invencion en
contexto y para entender mejor la invencion.
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De acuerdo con esto, en la presente memoria se describe un péptido o proteina de unién o un funcional,
particularmente de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o parte funcional de éste, péptido o
proteina o anticuerpo de unidén que reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de
mamiferos, particularmente humana, o en un fragmento de ésta, particularmente a un fosfo-epitopo en una proteina
Tau agregada, particularmente a un conférmero de proteina Tau patoldgico, pero particularmente, no se une al
epitopo no fosforilado correspondiente y/o a epitopos no relacionados, en el que dicho péptido o proteina o
anticuerpo de unién tiene una alta afinidad de unién para proteina Tau soluble e insoluble, y modula los niveles de
Tau soluble e insoluble, particularmente en el cerebro, particularmente con una constante de disociacién de al
menos 10 nM, particularmente de al menos 8 nM, particularmente de al menos 5 nM, particularmente de al menos 2
nM, particularmente de al menos 1 nM, particularmente de al menos 500 pM, particularmente de al menos 400 pM,
particularmente de al menos 300 pM, particularmente de al menos 200 pM, particularmente de al menos 100 pM,
particularmente de al menos 50 pM. El péptido o proteina de unién o una parte funcional de éste, particularmente el
anticuerpo, particularmente el anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une
especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de mamiferos, particularmente la proteina Tau humana, o
en un fragmento de ésta, particularmente a un conférmero de proteina tau patoldgico, pero, particularmente, no se
une al epitopo no fosforilado correspondiente y/o a epitopos no relacionados, en el que dicho péptido o anticuerpo
de unién tiene una constante de velocidad de asociacion de 10* M's™ o mayor, particularmente de entre 3 - 5 x 10*
M's" o mayor, particularmente de 10°M's" o ma or; particularmente en 2-9 x 10°M's" o ma1yor; particularmente
de 10°M's™ o mayor, particularmente de 1-4 x 10 M's" o mayor, particularmente de 10" M'sTo mayor. El péptido
o proteina de unién o una parte funcional de éste, particularmente el anticuerpo, particularmente el anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina
Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana o en un fragmento de ésta, particularmente a un
conférmero de la proteina tau patoldgico, pero, particularmente, no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados, en el que dicho péptido o anticuerpo de union tiene una alta afinidad de unién con
una constante de disociacion de al menos 4 nM y una constante de velocidad de asociacion de 10s M's" o mayor,
particularmente una constante de disociacion de al menos 3 nM y una constante de velocidad de asociacion de 10°
M's™ o mayor, particularmente una constante de disociacion de al menos 2 nM y una constante de velocidad de
asociacion de 10* M's™ o mayor, particularmente una constante de disociacion de al menos 1 nM y una constante
de velocidad de asociacién de 10° M's™” o mayor, Earticularmente una constante de disociacién de al menos 200 pM
y una constante de velocidad de asociacion de 10 M's™ o mayor,g)articularmente una constante de disociacion de
al menos 100 pM y una constante de velocidad de asociacion de 10 M's" o mayor.

El péptido o proteina de unién o una parte funcional de éste, particularmente el anticuerpo, particularmente el
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién se une a un epitopo de una proteina
Tau de mamiferos, particularmente la proteina Tau humana, como se muestra en SEQ ID NO: 67, seleccionada del
grupo que consiste en Tau aa 15-20 que comprende una Tyr fosforilada en la posicién 18 (Y18), Tau aa 405-412 que
comprende una Ser fosforilada en la posicion 409 (pS409), Tau aa 405-411 que comprende una Ser fosforilada en la
posicion 409 (pS409); y Tau aa 208-218 que comprende una Thr fosforilada en la posicion 212 (pT212) y una Ser
fosforilada en la posicion 214 (pS214).

Un péptido o anticuerpo de unidon se une a un epitopo en una proteina Tau de mamiferos, particularmente la
proteina Tau humana, pero especialmente la proteina Tau humana como se muestra en SEQ ID NO: 67, que
comprende Tau aa 15-20 con una Tyr fosforilada en la posicion 18 (Y18).

Un péptido o anticuerpo de unidon se une a un epitopo en una proteina Tau de mamiferos, particularmente la
proteina Tau humana, pero especialmente la proteina Tau humana como se muestra en SEQ ID NO: 67, que
comprende Tau aa 405-412 con una Ser fosforilada en la posicion 409 (pS409).

Un péptido o anticuerpo de unidon se une a un epitopo en una proteina Tau de mamiferos, particularmente la
proteina Tau humana, pero especialmente la proteina Tau humana como se muestra en SEQ ID NO: 67, que
comprende Tau aa 405-411 con una Ser fosforilada en la posicion 409 (pS409). Un péptido o anticuerpo de union se
une a un epitopo en una proteina Tau de mamiferos, particularmente la proteina Tau humana, pero especialmente la
proteina Tau humana como se muestra en SEQ ID NO: 67, que comprende Tau aa 208-218 con una Thr fosforilada
en la posicion 212 (pT212) y una Ser fosforilada en la posicion 214 (pS214).

En la presente memoria se describe ademas un péptido o proteina de unién o una parte funcional de éste,
particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, que
reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de mamiferos, particularmente en la
proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a un conférmero de proteina tau patoldgico, pero
particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente y/o a epitopos no relacionados en el que dicho
péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién que contiene, particularmente en secuencia,
una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 21, 24, 27, 28, 29, 82, 73, 81, 93, 101, 106, o
una secuencia de aminoacidos al menos 70%, particularmente al menos 80%, particularmente al menos 85%,
particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, particularmente al
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menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%, particularmente al menos 98%,
particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a éstas; una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 22, 25, 30, 33, 74, 82, 94, 102, 107, o una secuencia de aminoacidos al menos 90%, al menos 91%, al
menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%,
particularmente al menos 97%, particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a
éstas y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 23, 26, 31, 34, 75, 83, 95, 103, 108, o
una secuencia de aminoacidos al menos 60%, particularmente al menos 70%, particularmente al menos 80%,
particularmente al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%,
particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a éstas; y/o un segundo dominio de
unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12, 15, 18,
70, 78, 89, 98, o una secuencia de aminoacidos al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%,
particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a éstas; una CDR2 con la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 13, 16, 19, 71, 79, 90, 99, 115, o una secuencia de aminoacidos al menos
80%, particularmente al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%,
al menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%,
particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a éstas y una CDR3 con la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14, 17, 20, 72, 80, 91, 100, o una secuencia de aminoacidos al menos
60%, al menos 70%, al menos 80%, particularmente al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%,
al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%,
particularmente al menos 97%, particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a
éstas.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: SEQ ID NO: 21,
24, 27, 28, 29, 32, 73, 81, o una secuencia de aminoacidos al menos 85% idéntica a éstas; una CDR2 con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 22, 25, 30, 33, 74, 82, o una secuencia de aminoacidos al
menos 95% idéntica a éstas y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 23, 26, 31, 34,
75, 83, o0 una secuencia de aminoacidos al menos 80% idéntica a éstas; y/o un dominio de anticuerpo que contiene
una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12, 15, 18, 70, 78, o una secuencia de
aminoacidos al menos 95% idéntica a éstas; una CDR12 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:
13, 16, 19, 71, 79, o una secuencia de aminoacidos al menos 85% idéntica a éstas y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14, 17, 20, 72, 80, o una secuencia de aminoacidos al menos 85% idéntica a
éstas.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 21, 24, 27, 28, 29,
32, 73, 81, o una secuencia de aminoacidos al menos 90% idéntica a éstas; una CDR2 con la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 22, 25, 30, 33, 74, 82, o una secuencia de aminoacidos al menos 95%
idéntica a éstas y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 23, 26, 31, 34, 75, 83, o
una secuencia de aminoacidos al menos 90% idéntica a éstas; y/o un segundo dominio de unién que contiene en
secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12, 15, 18, 70, 78, o una secuencia
de aminoacidos al menos 95% idéntica a éstas; una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID
NO: 13, 16, 19, 71, 79, o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a éstas y una CDR3 con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14, 17, 20, 72, 80, o una secuencia de aminoacidos al menos
90% idéntica a éstas.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio (dominio
de anticuerpo) de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 21, 24, 27, 28, 29 32, 73, 81, 0 una secuencia de aminoacidos al menos 90% idéntica a éstas: una CDR2 con
la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 22, 25, 30, 33, 74, 82, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 23, 26, 31, 34, 75, 83, o una secuencia de aminoacidos al menos 90%
idéntica a éstas; y/o un segundo dominio de unidon que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de
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aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12, 15, 18, 70, 78, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 13, 16, 19, 71, 79, o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a éstas y una CDR3 con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14, 17, 20, 72, 80, o una secuencia de aminoacidos al menos
90% idéntica a éstas.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 21, 24, 27, 28, 29,
32, o una secuencia de aminoacidos al menos 98% idéntica a éstas; una CDR2 con la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 22, 25, 30, 33, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 23,
26, 31, 34, o una secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a éstas, y/o un segundo dominio de union que
contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12, 15, 18, una CDR2
con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 13, 16, 19, o una secuencia de aminoacidos al menos
95% idéntica a éstas y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14, 17, 20, o una
secuencia de aminoacidos al menos 90% idéntica a éstas.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 21, 24, 27, 28, 29,
32, o una secuencia de aminoacidos al menos 98% idéntica a éstas; una CDR2 con la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 22, 25, 30, 33, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 23,
26, 31, 34, o una secuencia de aminoacidos al menos 98% idéntica a éstas; y/o un segundo dominio de union que
contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12, 15, 18, una CDR2
con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 13, 16, 19, o una secuencia de aminoacidos al menos
98% idéntica a éstas y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14, 17, 20, o una
secuencia de aminoacidos al menos 90% idéntica a éstas.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 21, 24, 27, 28, 29,
32,73, 81,93, 101, 6 106, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 22, 25, 30, 33, 74,
82, 94,102, 6 107, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 23, 26, 31, 34, 75, 83,
95, 103, 6 108, y/o un segundo dominio de unidon que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12, 15, 18, 70, 78, 89, 6 98, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 13, 16, 19, 71, 79, 90, 99, 6 115, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 14, 17, 20, 72, 80, 91, 6 100.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 21, o una
secuencia de aminoacidos al menos 76%, particularmente al menos 80%, particularmente al menos 85%,
particularmente al menos 90%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 98%, particularmente al
menos 99% idéntica a ésta, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 22, o una
secuencia de aminoacidos al menos 95%, particularmente 98%, particularmente 99% idéntica a ésta, y una CDR3
con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 23, o una secuencia de aminoacidos al menos 66%,
particularmente al menos 70%, particularmente al menos 75%, particularmente al menos 80%, particularmente al
menos 85%, particularmente al menos 90%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 98%,
particularmente al menos 99% idéntica a ésta, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una
CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12, o una secuencia de aminoacidos al menos
95%, particularmente 98%, particularmente 99% idéntica a ésta, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 13, o una secuencia de aminoacidos al menos 88%, particularmente al menos 90%,
particularmente al menos 95%, particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% idéntica a ésta, y una
CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14, o una secuencia de aminoacidos al menos
66%, particularmente al menos 70%, particularmente al menos 75%, particularmente al menos 80%, particularmente
al menos 85%, particularmente al menos 90%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 98%,
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particularmente al menos 99% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 24, o SEQ ID NO:
27, o SEQ ID NO: 28, o una secuencia de aminoacidos al menos 88%, particularmente al menos 85%,
particularmente al menos 90%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 98%, particularmente al
menos 99% idéntica a éstas, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 25, o una
secuencia de aminoacidos al menos 95%, particularmente 98%, particularmente 99% y una CDR3 con la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 26, o una secuencia de aminoacidos al menos 66%, particularmente al
menos 70%, particularmente al menos 75%, particularmente al menos 80%, particularmente al menos 85%,
particularmente al menos 90%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 98%, particularmente al
menos 99% idéntica a ésta, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 12, o una secuencia de aminoacidos al menos 95%,
particularmente 98%, particularmente 99% idéntica a ésta, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 13, o0 una secuencia de aminoacidos al menos 88%, particularmente al menos 90%, particularmente al
menos 95%, particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% idéntica a ésta, y una CDR3 con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 14, o una secuencia de aminoacidos al menos 66%,
particularmente al menos 70%, particularmente al menos 75%, particularmente al menos 80%, particularmente al
menos 85%, particularmente al menos 90%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 98%,
particularmente al menos 99% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, comprende un primer dominio de unién, en el que la CDR1
tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 27, o una secuencia de aminoacidos al menos 88%
idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, comprende un primer dominio de unién, en el que la CDR1
tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 28, o una secuencia de aminoacidos al menos 88%
idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unidon comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 29, una CDR2 con
la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 30, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 31, o una secuencia de aminoacidos al menos 95%, particularmente 98%, particularmente 99%
idéntica a ésta, y/o un segundo dominio de unidn que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 15, o una secuencia de aminoacidos al menos 95%, particularmente 98%,
particularmente 99% idéntica a ésta, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 16, o
una secuencia de aminoacidos al menos 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 6 99% idéntica a ésta, y una CDR3 con la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 17, o una secuencia de aminoacidos al menos 36%,
particularmente al menos 40% particularmente al menos 50%, particularmente al menos 60%, particularmente al
menos 70%, particularmente al menos 75%, particularmente al menos 80%, particularmente al menos 85%,
particularmente al menos 90%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 98%, particularmente al
menos 99% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados, en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de
unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 32, una
CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 33, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 34, o una secuencia de aminoacidos al menos 95%, particularmente 98%, particularmente
99% idéntica a ésta, y/o un segundo dominio de unidn que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 18, o una secuencia de aminoacidos al menos 95%, particularmente 98%,
particularmente 99% idéntica a ésta, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 19, o
una secuencia de aminoacidos al menos 95%, 96%, 97%, 98% 6 99% idéntica a ésta, y una CDR3 con la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 20, o una secuencia de aminoacidos al menos 63%, particularmente al
menos 70%, particularmente al menos 75%, particularmente al menos 80%, particularmente al menos 85%,
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particularmente al menos 90%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 98%, particularmente al
menos 99% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unidén comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 73, una CDR2 con
la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ; ID NO: 74, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 75, o una secuencia de aminoacidos al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, particularmente
al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%, particularmente al
menos 98%, particularmente al menos 99% &6 100% idéntica a ésta y/o un segundo dominio de unién que contiene
en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 70, o una secuencia de
aminoacidos al menos 95%, particularmente 98%, particularmente 99% idéntica a ésta, una CDR2 con la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 71, o una secuencia de aminoacidos al menos 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 6 99% idéntica a ésta, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 72, o una
secuencia de aminoacidos al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, particularmente al menos 85%,
particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, particularmente al
menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%, particularmente al menos 98%,
particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unidon comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 81, una CDR2 con
la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 82, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 83, o una secuencia de aminoacidos al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, particularmente
al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%, particularmente al
menos 98%, particularmente al menos 99% &6 100% idéntica a ésta y/o un segundo dominio de unién que contiene
en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 78, una CDR2 con la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 79, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID
NO: 80, o una secuencia de aminoacidos al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, particularmente al menos
85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, particularmente
al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%, particularmente al menos 98%,
particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 93, una CDR2 con
la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 94, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 95, o una secuencia de aminoacidos al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, particularmente
al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%,
particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%, particularmente al
menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a una cualquiera de las CDR anteriores y/o un segundo
dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:
89, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 90, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 91, o una secuencia de aminoacidos al menos 60%, al menos 70%, al menos
80%, particularmente al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%,
al menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%,
particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a una cualquiera de las CDR
anteriores.

En la presente memoria, se describe ademas un péptido o proteina de unién o una parte funcional de éste,
particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, péptido o
anticuerpo de union que reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de mamiferos,
particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a un conférmero de proteina
tau patoldgico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente y/o a epitopos no
relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién que contiene en
secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 101, una CDR2 con la secuencia
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de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 102, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID
NO: 103, o una secuencia de aminoacidos al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, particularmente al menos
85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, particularmente
al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%, particularmente al menos 98%,
particularmente al menos 99% & 100% idéntica a una cualquiera de las CDR anteriores y/o un segundo dominio de
unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 98, una
CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 99, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 100, o una secuencia de aminoacidos al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%,
particularmente al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%. al menos 93%, al
menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%,
particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a una cualquiera de las CDR
anteriores.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:106, una CDR2
con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO:107, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 108, o una secuencia de aminoacidos al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%,
particularmente al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al
menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%,
particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a una cualquiera de las CDR
anteriores y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 89, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 115, y una
CDR3 con la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 91, o una secuencia de aminoacidos al menos
60%, al menos 70%, al menos 80%, particularmente al menos 85%, particularmente al menos 90%, al menos 91%,
al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%,
particularmente al menos 97%, particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a una
cualquiera de las CDR anteriores.

En la presente memoria, se describe ademas un péptido o proteina de unién o una parte funcional de éste,
particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, péptido o
anticuerpo de union que reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de mamiferos,
particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a un conférmero de proteina
tau patoldgico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente y/o a epitopos no
relacionados, en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién que contiene la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 10, 11, o una secuencia de aminoacidos al menos
90% idéntica a éstas y/o un segundo dominio de unidn que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 0o una secuencia de aminoacidos al menos 85% idéntica a éstas.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 10, 11, o una secuencia de
aminoacidos al menos 90% idéntica a éstas y/o un segundo dominio de unién que contiene la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, o una secuencia de aminoacidos al menos 91% idéntica a éstas.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
(dominio de anticuerpo) que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9, 10,11, o una
secuencia de aminoacidos al menos 95% idéntica a éstas; y/o un segundo dominio de unién que contiene la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, o una secuencia de aminoacidos al menos 91%
idéntica a éstas.

En la presente memoria se describe ademas un péptido o proteina de unién o una parte funcional de éste,
particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y
se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau
humana, o un fragmento de ésta, particularmente a un conférmero de proteina tau patolédgico, pero particularmente
no se une al epitopo no fosforilado correspondiente y/o a epitopos no relacionados, en el que dicho péptido o
anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en
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SEQ ID NO: 69, 77, 116/92, 97, 105, o una secuencia de aminoacidos particularmente al menos 85%,
particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, particularmente al
menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%, particularmente al menos 98%,
particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a éstas, y/o un segundo dominio de unién que contiene la secuencia
de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 68, 76, 88, 96, 104, o una secuencia de aminoacidos al menos 80%,
particularmente al menos 85%, particularmente al menos 86%, particularmente al menos 87%, particularmente al
menos 88%, particularmente al menos 89%, particularmente al menos 90%, al menos 91%, al menos 92%, al menos
93%, al menos 94%, particularmente al menos 95%, particularmente al menos 96%, particularmente al menos 97%,
particularmente al menos 98%, particularmente al menos 99% 6 100% idéntica a éstas.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO 6 o SEQ ID NO: 7, o una secuencia de
aminoacidos al menos 90% y 94%, respectivamente, idéntica a éstas; y/o un segundo dominio de uniéon que
contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, o una secuencia de aminoacidos al menos 91%
idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 8, o una secuencia de aminoacidos al menos
95% idéntica a ésta; y/o un segundo dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 2, o una secuencia de aminoacidos al menos 90% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 9, o una secuencia de aminoacidos al menos
95% idéntica a ésta; y/o un segundo dominio de union que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 3, o una secuencia de aminoacidos al menos 90% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 10, o una secuencia de aminoacidos al menos
99% idéntica a ésta; y/o un segundo dominio de unioén que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 4, o una secuencia de aminoacidos al menos 89% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 11, o una secuencia de aminoacidos al menos
98% idéntica a ésta; y/o un segundo dominio de union que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 5, o una secuencia de aminoacidos al menos 87% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 69, o una secuencia de aminoacidos al menos
98% 6 99% idéntica a ésta; y/o un segundo dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 68, o una secuencia de aminodacidos al menos 90%, 91%, 92% 6 93% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
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proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unidén comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 77, o una secuencia de aminoacidos al menos
93%, 94% 06 95% idéntica a ésta; y/o un segundo dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 76, o una secuencia de aminoacidos al menos 88%, 89% 6 90% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patoldgico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 116, 92, 6 118, o una secuencia de
aminoacidos al menos 93%, 94% 6 95% idéntica a éstas; y/o un segundo dominio de uniéon que contiene la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 88, o una secuencia de aminoacidos al menos 90%, 91%, 92%
6 93% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 97, o una secuencia de aminoacidos al menos
99% idéntica a ésta; y/o un segundo dominio de unioén que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 96, o una secuencia de aminoacidos al menos 86%, 88% 6 90% idéntica a ésta.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una
proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, o un fragmento de ésta, particularmente a
un conférmero de proteina tau patologico, pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente
y/o a epitopos no relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un primer dominio de unién
que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 105, o una secuencia de aminoacidos al menos
98% 6 99% idéntica a ésta; y/o un segundo dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID NO: 104, o una secuencia de aminodacidos al menos 88%, 89% 6 90% idéntica a ésta.

En la presente memoria se describe ademas un péptido o proteina de unién o una parte funcional de éste,
particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, en el que
dicho primer dominio de unién contiene las CDR como se muestran en las SEQ ID NOs: 21-34 y dicho segundo
dominio de union contiene las CDR como se muestran en las SEQ ID NOs: 12-20.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, comprende un primer dominio de unién que contiene las CDR
como se muestran en las SEQ ID NOs: 21-23 y SEQ ID NOs. 24-26, respectivamente, y un segundo dominio de
unién que contiene las CDR como se muestran en las SEQ ID NOs: 12-14.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, comprende un primer dominio de unién que contiene las CDR
como se muestran en las SEQ ID NOs: 27, 25, 26 y un segundo dominio de unién que contiene las CDR como se
muestran en las SEQ ID NOs: 12-14.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, que comprende un primer dominio de unién que contiene las
CDR como se muestran en las SEQ ID NOs: 28, 25 y 26, y un segundo dominio de unién que contiene las CDR
como se muestran en las SEQ ID NOs: 12-14.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, que comprende un primer dominio de unién que contiene las
CDR como se muestran en las SEQ ID NOs: 29-31, y un segundo dominio de unién que contiene las CDR como se
muestran en las SEQ ID NOs: 15-17.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, que comprende un primer dominio de unién que contiene las
CDR como se muestran en las SEQ ID NOs: 32-34, y un segundo dominio de unién que contiene las CDR como se
muestran en las SEQ ID NOs: 18-20.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un

anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, que comprende un primer dominio de unién que contiene las
CDR como se muestran en las SEQ ID NOs: 73-75, y un segundo dominio de unién que contiene las CDR como se
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muestran en las SEQ ID NOs. 70-72.

Un péptido o proteina de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, que comprende un primer dominio que contiene las CDR como
se muestran en las SEQ ID NOs: 81-83, y un segundo dominio de unién que contiene las CDR como se muestran en
las SEQ ID NOs:78-80.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, que comprende un primer dominio de unién que contiene las
CDR como se muestran en las SEQ ID NOs: 101-103, y un segundo dominio de unién que contiene las CDR como
se muestran en las SEQ ID NOs 98-100.

Un péptido o proteina de unidon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, que comprende un primer dominio de unién que contiene las
CDR como se muestran en las SEQ ID NOs: 89, 115, y 91, y un segundo de unién que contiene las CDR como se
muestran en las SEQ ID NOs: 106-108.

En la presente memoria se describe ademas un péptido o proteina de unién o una parte funcional de éste,
particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, péptido o
anticuerpo de unidn que reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de mamiferos,
particularmente en la proteina Tau humana o en un fragmento de ésta, particularmente a un conférmero de la
proteina tau patolégico; pero particularmente no se une al epitopo no fosforilado correspondiente y/o a epitopos no
relacionados en el que dicho péptido o anticuerpo de unién comprende un

a. primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 6 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1; o un

b. primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 7 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1; o un

c. primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 8 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2; o un

d. primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 9 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3; o un

e. primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 10 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 4; o un

f. primer dominio de unidn que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 11 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 5; o un

g. primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 69 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 68; o un

h. primer dominio de union que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 77 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 76; o un

i. primer dominio de union que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 116 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 88; o un;

j. primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 92 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 88; o un

k. primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 97 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 6; o un

|. primer dominio de union que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 105 y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 104.

El péptido de unidon como se describe en la presente memoria puede ser un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo del isotipo IgG2a, IgG2b o IgG3, particularmente un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un
anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo completamente humano.

En la presente memoria se describe ademas un polinucleétido que codifica el péptido de unién de una cualquiera de
las realizaciones anteriores.

En particular, dicho polinucleétido comprende una molécula de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en
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a. una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos como se representa en las SEQ ID NOs: 35-45, SEQ ID NOs: 84-87, SEQ
ID NO: 109-112 y 117;

b. una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 85% de
identidad de secuencia con la secuencia mostrada en las SEQ ID NOs: 35-45, SEQ ID NOs: 84-87, SEQ ID NO:
109-112y 117;

c. una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 90% de
identidad de secuencia con la secuencia mostrada en las SEQ ID NOs: 35-45, SEQ ID NOs: 84-87, SEQ ID NO:
109-112y 117;

d. una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 95% de
identidad de secuencia con la secuencia mostrada en las SEQ ID NOs: 35-45, SEQ ID NOs: 84-87, SEQ ID NO:
109-112y 117;

e. una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 98% de
identidad de secuencia con la secuencia mostrada en las SEQ ID NOs: 35-45, SEQ ID NOs: 84-87, SEQ ID NO:
109-112y 117;

f. una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 99% de
identidad de secuencia con la secuencia mostrada en las SEQ ID NOs: 35-45, SEQ ID NOs: 84-87, SEQ ID NO:
109-112y 117;

g. una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos cuya cadena complementaria
hibrida con la molécula de acido nucleico de cualquiera de a) - f);

h. una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que se desvia de la secuencia de
nucledtidos definida en cualquiera de a) - g) por la degeneracion del codigo genético,

en el que dicha molécula de acido nucleico como se define en cualquiera de a) - h) reconoce y se une
especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana o
un fragmento de ésta, particularmente en la proteina Tau humana como se muestra en la SEQ ID NO: 67,
seleccionada del grupo que consiste en Tau aa 15-20 que comprende una Tyr fosforilada en la posicion 18 (Y18),
Tau aa 405-412 que comprende una Ser fosforilada en la posicion 409 (pS409), Tau aa 405-411 que comprende una
Ser fosforilada en la posicion 409 (pS409); y Tau aa 208-218 que comprende una Thr fosforilada en la posicion 212
(pT212) y una Ser fosforilada en la posicion 214 (pS214), Tau aa 393-401, que comprende una Ser fosforilada en la
posicion 396 (pS896), Tau aa 396-401 que comprende una Ser fosforilada en la posicion 396 (pS396), Tau aa 394-
400 que comprende una Ser fosforilada en la posicion 396 (pS396), Tau aa 402-406 que comprende una Ser
fosforilada en la posicion 404 (pS404), y Tau aa 393-400 que comprende una Ser fosforilada en la posicion 396
(pS396), en el que, particularmente dicho péptido de unién tiene una alta afinidad de uniéon con una constante de
disociacion de al menos 10 nM, particularmente de al menos 8 nM, particularmente de al menos 5 nM,
particularmente de al menos 2 nM, particularmente de al menos 1 nM, particularmente de al menos 500 pM,
particularmente de al menos 400 pM, particularmente de al menos 300 pM, particularmente de al menos 200 pM,
particularmente de al menos 100 pM, particularmente de al menos 50 pM y/o tiene una constante de velocidad de
asociacion de 10* M's™ o mayor, particularmente de entre 3 - 5 x 10*M' s o mayor, particularmente de 10° M's™
o mayor; particularmente de 6 - 9 x 10°M's" o mayor; Par‘[icularmente de 10°M's" o mayor, particularmente de 1 -
4 x10° M's" o mayor, particularmente de 10" M's” o mayor, pero, particularmente no se une al epitopo no
fosforilado correspondiente y/o a epitopos no relacionados.

En la presente memoria se describe ademas un péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una
combinacion de éstos, que es capaz de reconocer y de unirse especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina
Tau de mamiferos, particularmente en la proteina Tau humana, particularmente una proteina tau asociada a
microtubulos, particularmente una proteina tau asociada a microtibulos agregada e hiperfosforilada tal como la
presente en filamentos helicoidales emparejados (PHF), que son las estructuras predominantes en los ovillos
neurofibrilares, fibrillas del neuropilema y neuritas distréficas, pero, particularmente, no se une al epitopo no
fosforilado correspondiente; y/o a epitopos no relacionados.

En particular, la proteina tau humana es la proteina Tau humana como se muestra en la SEQ ID NO:67.

Los péptidos y anticuerpos de union como se describen en la presente memoria pueden usarse asi para reducir los
niveles de proteina tau soluble total, particularmente de proteina tau soluble fosforilada, en el cerebro,
particularmente en la corteza cerebral y/o hipocampo, de un mamifero o un ser humano que contiene niveles
incrementados de proteina tau soluble y/o proteina tau soluble fosforilada.

Los péptidos y anticuerpos de unidon como se describen en la presente memoria también pueden usarse asi para
reducir los niveles de filamentos helicoidales emparejados que contienen proteina tau hiperfosforilada (pTau PHF)
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en el cerebro, particularmente en la corteza cerebral y/o hipocampo, de un mamifero o un ser humano que contiene
niveles incrementados de dichos filamentos helicoidales emparejados de pTau (pTau PHF).

La reduccion del nivel de proteina tau soluble total y/o proteina tau soluble fosforilada y/o filamentos helicoidales
emparejados de pTau (pTau PHF) en el cerebro, particularmente en la corteza cerebral y/o hipocampo, de un
mamifero o un ser humano que contiene niveles incrementados de dichas variantes de proteina tau, que contribuyen
a las enfermedades, trastornos o afecciones asociados con la proteina tau en dicho mamifero o ser humano, puede
dar lugar a una mejora y/o alivio de los sintomas asociados con dichas enfermedades, trastornos o afecciones
asociados con la proteina tau.

Los péptidos y anticuerpos de unién como se describen en la presente memoria pueden usarse por lo tanto en
terapia, incluyendo en terapia humana, para retrasar o parar la progresion de una enfermedad, trastorno o afeccion
asociado con la proteina tau.

Los péptidos y anticuerpos de unién como se describen en la presente memoria pueden usarse ademas en terapia,
particularmente en terapia humana, para mejorar o aliviar los sintomas asociados con enfermedades, trastornos o
afecciones asociados con la proteina tau tales como, por ejemplo, alteracion o pérdida de funciones cognitivas
incluyendo razonamiento, capacidad de memoria de juicio situacional, aprendizaje, navegacion especial, etc.

Los péptidos y anticuerpos de union como se describen en la presente memoria pueden usarse en terapia,
particularmente para uso en el tratamiento de tauopatias, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la
proteina tau, o para aliviar los sintomas asociados con tauopatias.

Ademas, los péptidos y anticuerpos de union como se describen en la presente memoria pueden usarse para
retener o incrementar la capacidad de memoria cognitiva en un mamifero que padece una tauopatia.

Los péptidos y anticuerpos de unién que comprenden al menos una o todas de las CDR de cadena ligera de los
anticuerpos ACI-36-2B6-Ab1, ACI-36-2B6-Ab2, ACI-36-3A8-Ab1, y ACI-36-3A8-Ab2 se proporcionan en las SEQ ID
NOs: 25, 26, 27, y SEQ ID NOs: 21, 22, 23, respectivamente, y/o al menos una o todas las CDR de cadena pesada
de los anticuerpos ACI-36-2B6-Ab1, ACI-36-2B6-Ab2, ACI-36-3A8-Ab1, y ACI-36-3A8-Ab2 como se proporciona en
las SEQ ID NOs: 12, 13, 14, pueden usarse en terapia, particularmente en terapia humana, para mejorar o aliviar los
sintomas asociados con enfermedades, trastornos o afecciones asociados con la proteina tau tales como, por
ejemplo, alteracion o pérdida de funciones cognitivas incluyendo razonamiento, juicio situacional, memoria,
aprendizaje, navegacion especial, etc.

Los anticuerpos que comprenden la cadena ligera de los anticuerpos ACI-36-2B6-Ab1, ACI-36-2B6-Ab2, ACI-36-
3A8-Ab1, y ACI-36-3A8-Ab2 se proporcionan en la SEQ ID NO: 8 y las SEQ ID NOs: 6, 7, respectivamente, y/o la
cadena pesada de los anticuerpos ACI-36-2B6-Ab1, ACI-36-2B6-Ab12, ACI-36-3A8-Ab1, y ACI-36-3A8-Ab2 se
proporcionan en la SEQ ID NO: 1y la SEQ ID NO: 2, respectivamente, pueden usarse en terapia, particularmente en
terapia humana, para mejorar o aliviar los sintomas asociados con enfermedades, trastornos o afecciones asociados
con la proteina tau tales como, por ejemplo, alteracién o pérdida de funciones cognitivas incluyendo razonamiento,
juicio situacional, memoria, aprendizaje, navegacion especial, etc.

Los péptidos y anticuerpos de unién que comprenden al menos una o todas de las CDR de cadena ligera de los
anticuerpos ACI-33-6C10-Ab1 y ACI-33-6C10-Ab2 como se proporcionan en las SEQ ID NOs: 29, 30, 31, y/o al
menos una o todas de las CDR de cadena pesada de los anticuerpos ACI-33-6C10-Ab1 y ACI-33-6C10-Ab2 como
se proporcionan en las SEQ ID NOs: 15, 16, 17, pueden usarse en terapia, particularmente en terapia humana, para
mejorar o aliviar los sintomas asociados con enfermedades, trastornos o afecciones asociados con la proteina tau
tales como, por ejemplo, alteracién o pérdida de funciones cognitivas incluyendo razonamiento, juicio situacional,
memoria, aprendizaje, navegacion especial, etc.

Los péptidos y anticuerpos de unién que comprenden al menos una o todas de las CDR de cadena ligera de los
anticuerpos ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 como se proporcionan en las SEQ ID NOs: 32, 33, 34, y/o al menos
una o todas de las CDR de cadena pesada de los anticuerpos ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 como se
proporcionan en las SEQ ID NOs: 18, 19, 20, pueden usarse en terapia, particularmente en terapia humana, para
mejorar o aliviar los sintomas asociados con enfermedades, trastornos o afecciones asociados con la proteina tau
tales como, por ejemplo, alteracién o pérdida de funciones cognitivas incluyendo razonamiento, juicio situacional,
memoria, aprendizaje, navegacion especial, etc.

Los péptidos y anticuerpos de unién que comprenden al menos una o todas de las CDR de cadena ligera de los
anticuerpos ACI-35-2A1-Ab1; ACI-35-2A1-Ab2; ACI-35-4A6-Ab1; ACI-35-4A6-Ab2; ACI-35-1D2-Ab1; ACI-35-2G5-
Ab1; como se proporcionan en las SEQ ID NOs: 73-75, 81-83, 93-95, 101-103, 106-108 y/o al menos una o todas de
las CDR de cadena pesada de los anticuerpos ACI-35-2A1-Ab1; ACI-35-2A1-Ab2; ACI-35-4A6-Ab1; ACI-35-4A6-
Ab2; ACI-35-1D2-Ab1; ACI-35-2G5-Ab1; como se proporcionan en las SEQ ID NOs: 70-72, 78-80, 89-91, 98-100,
pueden usarse en terapia, particularmente en terapia humana, para mejorar o aliviar los sintomas asociados con
enfermedades, trastornos o afecciones asociados con la proteina tau tales como, por ejemplo, alteracion o pérdida
de funciones cognitivas incluyendo razonamiento, juicio situacional, memoria, aprendizaje, navegacion especial, etc.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 548 686 T3

Los péptidos y anticuerpos de unién que comprenden al menos una o todas de las CDR de cadena ligera de los
anticuerpos ACI-35-2G5-Ab2; ACI-35-2G5-Ab3 como se proporcionan en las SEQ ID NOs: 106-108 y/o al menos
una o todas de las CDR de cadena pesada de los anticuerpos ACI-35-2G5-Ab2; ACI-35-2G5-Ab3; como se
proporcionan en las SEQ ID NOs: 89, 115y 91, pueden usarse en terapia, particularmente en terapia humana, para
mejorar o aliviar los sintomas asociados con enfermedades, trastornos o afecciones asociados con la proteina tau
tales como, por ejemplo, alteracién o pérdida de funciones cognitivas incluyendo razonamiento, juicio situacional,
memoria, aprendizaje, navegacion especial, etc.

La union de los péptidos o anticuerpos segun las realizaciones anteriores a ovillos de tau y pTau en cerebros puede
determinarse aplicando ensayo de inmuno-reactividad de proteinas de secciones cerebrales seleccionadas y por
transferencia Western de homogenados de cerebro, respectivamente, como se describe en los Ejemplos.

En la presente memoria también se describe una composicién farmacéutica que comprende un péptido de unién o
una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte
funcional de éste, o un polinucleétido, como se describe en la presente memoria o una combinacion de éstos, en
una cantidad terapéuticamente efectiva junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una composicién farmacéutica, como se describe en
la presente memoria, o una combinacion de éstos, puede usarse en terapia, particularmente en terapia humana para
el tratamiento o alivio de los sintomas de enfermedades o trastornos asociados con la proteina tau incluyendo
trastornos neurodegenerativos tales como tauopatias.

Los péptidos de union, anticuerpos y/o composiciones farmacéuticas como se describe en la presente memoria
pueden usarse asi para retrasar o parar la progresion de una enfermedad, trastorno o afeccién asociada con la
proteina tau, después de la administracion de dichos péptidos de unién, anticuerpos y/o composiciones
farmacéuticas a un animal, particularmente un mamifero, particularmente un ser humano, que padece dicha
enfermedad o afeccion.

Los péptidos de union, anticuerpos y/o composiciones farmacéuticas pueden usarse ademas para mejorar o aliviar
los sintomas asociados con enfermedades, trastornos o afecciones asociados la proteina tau, tales como, por
ejemplo, alteracion o pérdida de funciones cognitivas incluyendo razonamiento, juicio situacional, capacidad de
memoria, aprendizaje, navegacion especial, etc, después de la administracion de dichos péptidos de unién,
anticuerpos y/o composiciones farmacéuticas a un animal, particularmente un mamifero, particularmente un ser
humano, que padece dicha enfermedad o afeccion.

El péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una composicién farmacéutica, como se describe en
la presente memoria, o una combinacion de éstos, puede usarse en el tratamiento de enfermedades y trastornos
que estan causados por o estan asociados con la formacion de lesiones neurofibrilares, la patologia cerebral
predominante en la tauopatia que comprende un grupo heterogéneo de enfermedades o trastornos
neurodegenerativos incluyendo enfermedades o trastornos que muestran la co-existencia de patologias tau y
amiloide incluyendo, pero no limitado a, Enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, Demencia
pugilistica, Sindrome de Down, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, miositis por cuerpos de inclusion, y
angiopatia amiloide cerebral por proteina de priones, dafio cerebral traumatico y enfermedades o trastornos
adicionales que no muestran una clara patologia amiloide incluyendo, pero no limitado a, complejo esclerosis lateral
amiotréfica/parkinsonismo-demencia de Guam, enfermedad neuronal motora no Guamaniana con ovillos
neurofibrilares, demencia con granulos argirofilicos, degeneracién corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con
calcificacion, demencia frontotemporal con parkinsonismo ligado al cromosoma 17, enfermedad de Hallevorden-
Spatz, atrofia de multiples sistemas, enfermedad de Niemann-Pick, tipo C, degeneraciéon Pallido-ponto-nigral,
enfermedad de Pick, gliosis subcortical progresiva, paralisis supranuclear progresiva, panencefalitis esclerosante
subaguda, demencia con ovillos predominantes, Parkinsonismo Postencefalico, Distrofia Miotonica.

El péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una composicién farmacéutica, como se describe en
la presente memoria, o una combinacion de éstos, puede usarse en el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer.

En la presente memoria se describe ademas un método para modular los niveles de Tau soluble y/o insoluble,
particularmente en el cerebro, particularmente en la corteza cerebral y/o hipocampo, de un animal, particularmente
un mamifero o un ser humano, que comprende administrar a dicho animal, particularmente a dicho mamifero o ser
humano, el péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una composicién farmacéutica, segun
una cualquiera de las realizaciones anteriores, o una combinacién de éstas.

En un aspecto, la modulacién se refiere a reducir los niveles de proteina tau soluble, particularmente de proteina tau
soluble fosforilada, en el cerebro, particularmente en la corteza cerebral y/o hipocampo, de un animal,
particularmente un mamifero o un ser humano que contiene niveles incrementados de proteina tau soluble y/o
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proteina tau soluble fosforilada.

En la presente memoria se describe ademas un método para reducir los niveles de proteina tau insoluble,
particularmente de filamentos helicoidales emparejados que contienen proteina tau hiperfosforilada (pTau PHF) en el
cerebro, particularmente en la corteza cerebral y/o hipocampo, de un animal, particularmente un mamifero o un ser
humano, que contiene niveles incrementados de proteina tau insoluble, particularmente de filamentos helicoidales
emparejados de pTau (pTau PHF) que comprende administrar a dicho animal, particularmente a dicho mamifero o
ser humano, el péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una composicién farmacéutica, segun
una cualquiera de las realizaciones anteriores, o una combinacién de éstas.

En la presente memoria también se describe un método para retrasar o parar la progresion de una enfermedad,
trastorno o afeccion asociada con la proteina tau en un animal, particularmente un mamifero o un ser humano, que
comprende administrar a dicho animal, particularmente a dicho mamifero o ser humano, que padece dicha
enfermedad o afeccién, el péptido de unidbn o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una composicion
farmacéutica, segun una cualquiera de las realizaciones anteriores, o una combinacion de éstas.

En la presente memoria también se describe un método para mejorar o aliviar los sintomas asociados con
enfermedades, trastornos o afecciones asociados con la proteina tau tales como, por ejemplo, alteracion o pérdida
de funciones cognitivas incluyendo razonamiento, juicio situacional, capacidad de memoria, aprendizaje, navegacion
especial, etc., en un animal, particularmente un mamifero o un ser humano, que comprende administrar a dicho
animal, particularmente a dicho mamifero o ser humano, que padece dicha enfermedad o afeccion, el péptido de
unién o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una
parte funcional de éste, o un polinucledtido, o una composicion farmacéutica, segun una cualquiera de las
realizaciones anteriores, o una combinacion de éstas.

Un método es para retener o incrementar la capacidad de memoria cognitiva en un mamifero que padece una
tauopatia.

Ademas, se describe un método para el tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado con la proteina tau
incluyendo una enfermedad o trastorno neurodegenerativo tal como una tauopatia que comprende administrar a un
animal, particularmente a un mamifero, pero especialmente a un ser humano, que padece dicha enfermedad o
trastorno, el péptido de uniéon o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una composicién farmacéutica, segun
una cualquiera de las realizaciones anteriores, o una combinacion de éstas.

Ademas, se describe un método para el tratamiento de enfermedades y trastornos que estan causados por o estan
asociados con la formacion de lesiones neurofibrilares, la patologia cerebral predominante en la tauopatia que
comprende un grupo heterogéneo de enfermedades o trastornos neurodegenerativos incluyendo enfermedades o
trastornos que muestran la co-existencia de patologias tau y amiloide incluyendo, pero no limitado a, Enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, Demencia pugilistica, Sindrome de Down, enfermedad de Gerstmann-
Straussler-Scheinker, miositis por cuerpos de inclusion, y angiopatia amiloide cerebral por proteina de priones, dafio
cerebral traumatico y enfermedades o trastornos adicionales que no muestran una clara patologia amiloide
incluyendo, pero no limitado a, complejo esclerosis lateral amiotrofica/parkinsonismo-demencia de Guam,
enfermedad neuronal motora no Guamaniana con ovillos neurofibrilares, demencia con granulos argirofilicos,
degeneracion corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con calcificacion, demencia frontotemporal con
parkinsonismo ligado al cromosoma 17, enfermedad de Hallevorden-Spatz, atrofia de multiples sistemas,
enfermedad de Niemann-Pick, tipo C, degeneracion Pallido-ponto-nigral, enfermedad de Pick, gliosis subcortical
progresiva, paralisis supranuclear progresiva, panencefalitis esclerosante subaguda, demencia con ovillos
predominantes, Parkinsonismo Postencefalico, Distrofia Miotdnica, método que comprende administrar a un animal,
particularmente a un mamifero, pero especialmente a un ser humano, que padece dicha enfermedad o trastorno, el
péptido de unidn o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una composiciéon farmacéutica, segin una
cualquiera de las realizaciones anteriores, o una combinacion de éstas.

Ademas, se describe un método para inducir una respuesta inmune pasiva en un animal, particularmente un
mamifero o un ser humano, que padece un trastorno neurodegenerativo tal como tauopatia mediante la
administracion a dicho animal o ser humano del péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una
composicion farmacéutica, segun una cualquiera de las realizaciones anteriores, o0 una combinacion de éstas .

En la presente memoria también se describe un método para diagnosticar una enfermedad, trastorno o afeccion
asociado con la proteina tau en un paciente se proporciona que comprende detectar la unién inmunoespecifica de
un péptido de unién o un fragmento activo de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, como se describe en la presente memoria a un epitopo de la proteina tau
en una muestra o in situ que incluye las etapas de
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a. poner en contacto la muestra o una parte del cuerpo o area del cuerpo especifica que se sospecha que contiene
la proteina tau con un péptido de unién o un fragmento de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, como se describe en la presente memoria en el que dicho
péptido de unién o anticuerpo o fragmento de éste se une a un epitopo de la proteina tau;

b. permitir que dicho péptido de unién, particularmente dicho anticuerpo, particularmente dicho anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, se una a la proteina tau para formar un complejo inmunolégico;

c. detectar la formacion del complejo inmunolégico; y

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la proteina tau en
la muestra o parte o area especifica del cuerpo.

En la presente memoria se describe ademas un método para diagnosticar una predisposicion a enfermedad,
trastorno o afecciéon asociado con la proteina tau en un paciente se proporciona que comprende detectar la uniéon
inmunoespecifica de un péptido de unidon o un fragmento activo de éste, particularmente un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, como se describe en la presente memoria a
un epitopo de la proteina tau en una muestra o in situ que incluye las etapas de

a. poner en contacto la muestra o una parte del cuerpo o area del cuerpo especifica que se sospecha que contiene
el antigeno tau con un péptido de uniébn o un fragmento activo de éste, particularmente un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, como se describe en la presente memoria,
péptido o fragmento de éste que se une a un epitopo de la proteina tau;

b. permitir que dicho péptido de unién, particularmente dicho anticuerpo, particularmente dicho anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, se una al antigeno de tau para formar un complejo inmunolégico;

c. detectar la formacion del complejo inmunolégico; y

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldégico con la presencia o ausencia de antigeno de tau
en la muestra o parte o area especifica del cuerpo;

e. comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico con 2 valores controles normales; en el que un incremento
en la cantidad de dicho agregado comparado con un valor control normal indica que dicho paciente padece o
presenta riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccién asociada con la proteina tau.

En la presente memoria también se describe un método para monitorizar enfermedad residual minima en un
paciente después de tratamiento con el péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una
composicion farmacéutica, como se describe en la presente memoria en el que dicho método comprende:

a. poner en contacto la muestra o una parte del cuerpo o area del cuerpo especifica que se sospecha que contiene
el antigeno tau con el péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente
un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, como se describe en la presente memoria, péptido o
fragmento de éste que se une a un epitopo de la proteina tau;

b. permitir que dicho péptido de unién, particularmente dicho anticuerpo, particularmente dicho anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, se una al antigeno de tau para formar un complejo inmunolégico;

c. detectar la formacion del complejo inmunologico; y

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o ausencia de antigeno de tau
en la muestra o parte o area especifica del cuerpo,

e. comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico con un valor control normal,

en el que un incremento en la cantidad de dicho agregado comparado con un valor control normal indica que dicho
paciente todavia padece una enfermedad residual minima.

Ademas, se describe un método para predecir la capacidad de respuesta de un paciente que se esta tratando con el
péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido, o una composicién farmacéutica, como se describe en
la presente memoria que comprende

a. poner en contacto la muestra o una parte del cuerpo o area del cuerpo especifica que se sospecha que contiene
el antigeno tau con un péptido de uniébn o un fragmento activo de éste, particularmente un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste como se describe en la presente memoria,
péptido o fragmento de éste que se une a un epitopo de la proteina tau;
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b. permitir que dicho péptido de unién, particularmente dicho anticuerpo, particularmente dicho anticuerpo
monoclonal o una parte funcional de éste, se una al antigeno de tau para formar un complejo inmunolégico;

c. detectar la formacion del complejo inmunolégico; y

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de antigeno de tau
en la muestra o parte o area especifica del cuerpo,

e. comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico antes y después del inicio del tratamiento,

en el que una disminucion en la cantidad de dicho agregado indica que dicho paciente tiene un alto potencial de
capacidad de respuesta al tratamiento.

En la presente memoria se describe ademas un kit de ensayo para la deteccion y diagnéstico de enfermedades,
trastornos o afecciones asociados con la proteina tau que comprende un péptido de unién o un fragmento activo de
éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, como
se describe en la presente memoria.

El kit de ensayo comprende un contenedor que alberga uno o mas péptidos de unién o fragmentos activos de éste,
particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, como se
describe en la presente memoria e instrucciones para usar los péptidos de unién o anticuerpos para el propdsito de
unirse al antigeno tau para formar un complejo inmunoldégico y detectar la formacion del complejo inmunoldgico de
manera que la presencia o ausencia del complejo inmunolégico se correlaciona con la presencia o ausencia de
antigeno tau.

En la presente memoria se describe ademas un epitopo seleccionado del grupo que consiste en Tau aa 15-20 de la
proteina tau humana mostrado en SEQ ID NO: 67 que comprende una Tyr fosforilada en la posicién 18 (Y18), Tau
aa 405-412 que comprende una Ser fosforilada en la posicion 409 (pS409), Tau aa 405-411 que comprende una Ser
fosforilada en la posicién 409 (pS409); y Tau aa 208-218 que comprende una Thr fosforilada en la posicién 212
(pT212) y una Ser fosforilada en la posicion 214 (pS214).

Uno de dichos epitopos consiste en Tau aa 15-20 con una Tyr fosforilada en la posicién 18 (Y18).
Uno de dichos epitopos consiste en Tau aa 405-412 con una Ser fosforilada en la posicion 409 (pS409).
Uno de dichos epitopos consiste en Tau aa 405-411 con una Ser fosforilada en la posicion 409 (pS409).

En la presente memoria se describe ademas una linea celular que produce un péptido de unién o un fragmento
activo de éste, particularmente un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de
éste, como se describe en la presente memoria:

Una linea celular es la linea celular de hibridoma 6C10F9C12A11 depositada el 25 de agosto, 2010 como DSM
ACC3079.

Una linea celular es la linea celular de hibridoma 6C10E5E9C12 depositada el 25 de agosto, 2010 como DSM
ACC3081.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma 6H1A11C11 depositada el 25 de agosto, 2010 como DSM
ACC3080.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma 6H1G6E6 depositada el 25 de agosto, 2010 como DSM
ACC3088.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma 2B6A10C11 depositada el 25 de agosto, 2010 como DSM
ACC3084.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma 2B6G7A12 depositada el 10 de marzo, 2010 como DSM
ACC3087.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma 3A8A12G7 depositada el 25 de agosto, 2010 como DSM
ACC3086.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma 3A8E12H8 depositada el 25 de agosto, 2010 como DSM
ACC3085.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma 7C2(1)F10C10D3 depositada el 25 de agosto, 2010 como
DSM ACC3082.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma 7C2(2)B9F11D5 depositada el 25 de agosto, 2010 como DSM
ACC3083.
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Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma A4-4A6-48 depositada el 30 de agosto, 2011 como DSM
ACC3136.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma A6-2G5-30 depositada el 30 de agosto, 2011 como DSM
ACC3137.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma A6-2G5-41 depositada el 30 de agosto, 2011 como DSM
ACC3138.

Una linea celular, que es la linea celular de hibridoma A4-2A1-18 depositada el 30 de agosto, 2011 como DSM
ACC3139.

En una realizacion (103e), la invencion se refiere a una linea celular, que es la linea celular de hibridoma A4-2A1-40
depositada el 30 de agosto, 2011 como DSM ACC3140.

En una realizacion (103e), la invencion se refiere a una linea celular, que es la linea celular de hibridoma A6-1D2-12
depositada el 6 de septiembre, 2011 como DSM ACC3141.

En la presente memoria se describe ademas: Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que
comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido
localizado en un fragmento de nucleétido que puede obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular
de hibridoma 6C10F9C12A11 depositada el 25 de agosto, 2010 como DSM ACC3079 usando

a. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 54 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51
para la amplificacion de un primer dominio de unién, y/o

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 y un cebador 3' de
SEQ ID NO: 47 para la amplificacién de un segundo dominio de union.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma 6C10E5E9C12 depositada el 25 de
agosto, 2010 como DSM ACC3081 usando

a. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 48 y SEQ ID NO: 49 y un cebador 3' de
SEQ ID NO: 51 para la amplificacion de un primer dominio de union; y/o

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 54 y un cebador 3' de
SEQ ID NO: 47 para la amplificacién de un segundo dominio de union.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificaciéon por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma 6H1A11C11 depositada el 25 de
agosto, 2010 como DSM ACC3080 usando

a. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 50 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51
para la amplificacion de un primer dominio de union; y/o

b. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 46 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 47
para la amplificacion de un segundo dominio de unién.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma 6H1G6E6 depositada el 25 de agosto,
2010 como DSM ACC3088 usando

a. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 50 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51
para la amplificacion de un primer dominio de union; y/o

b. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 46 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 47
para la amplificacion de un segundo dominio de unién.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacién por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma 2B6A10C11 depositada el 25 de
agosto, 2010 como DSM ACC3084 usando

a. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 50 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51
para la amplificacion de un primer dominio de unién; y/o
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b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 46 y SEQ ID NO: 52 y un cebador 3' de
SEQ ID NO: 47 para la amplificacién de un segundo dominio de union.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma 2B6G7A12 depositada el 25 de
agosto, 2010 como DSMAGG3087 usando

a. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 50 y un cebador 3' de SEQ 10 NO: 51
para la amplificacion de un primer dominio de union; y/o

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 46 y SEQ ID NO: 52 y un cebador 3' de
SEQ ID NO: 47 para la amplificacion de un segundo dominio de union.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma 3A8A12G7 depositada el 25 de
agosto, 2010 como DSM ACC3086 usando

as. una mezcla de cebadores que comprende un cebadores 5' de SEQ ID NO: 48 y SEQ ID NO: 49 y un cebador 3'
de SEQ ID NO: 51 para la amplificacién de un primer dominio de unién; o

ap. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 50 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51
para la amplificacion de un primer dominio de uniéon y/o

b. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 46 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 47
para la amplificacion de un segundo dominio de unién.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma 3A8E12H8 depositada el 25 de
agosto, 2010 como DSM ACC3085 usando

as. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 48 y SEQ ID NO: 49 y un cebador 3' de
SEQ ID NO 51 para la amplificacion de un primer dominio de union; o

ap. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 50 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51
para la amplificacion de un primer dominio de unién; y/o

b. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 46 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 47
para la amplificacion de un segundo dominio de unién.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma 7C2(1)F10C10D3 depositada el 25 de
agosto, 2010 como DSM AC03082 usando

a. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 49; SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 y
un cebador 3' de SEQ ID NO: 51 para la amplificacién de un primer dominio de unién;

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 55 y un cebador 3' de
SEQ ID NO: 47 para la amplificacién de un segundo dominio de union.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma 7C2(2)B9F11D5 depositada el 25 de
agosto, 2010 como DSMACC3083 usando

a. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 57 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51
para la amplificacion de un primer dominio de union;

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 53 y SEQ ID NO: 55 y un cebador 3' de
SEQ ID NO: 47 para la amplificacién de un segundo dominio de union.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma A4-2A1-18 depositada el 30 de agosto,
2011 como DSM ACC3139 usando

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 548 686 T3

a. una pareja de cebadores que comprende un cebador 5' de SEQ ID NO: 149 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51
para la amplificacion de un primer dominio de union; y/o

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
120, 123, 124, 136, 137, 138, 139, y 140 y un cebador 3' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID. NOs: 131,
134,y 141-148, para la amplificacion de un segundo dominio de unién.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma A6-2G5-30 depositada el 30 de
agosto, 2011 como DSM ACC3137 usando

a. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 51
y 169-174 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51, para la amplificacion de un primer dominio de unioén; y/o

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
124, 127,y 150-158 y un cebador 3' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 130, y 159-168, para la
amplificacion de un segundo dominio de unién.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma A4-2A1-40 depositada el 30 de agosto,
2011 como DSM ACC3140 usando

a. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
178, 179 y 180 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51, para la amplificacion de un primer dominio de union; y/o

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
121, 127, 139, 154, 155, y 175 y un cebador 3' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 128, 129, 147,
176, y 177, para la amplificacion de un segundo dominio de union.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma A6-2G5-41 depositada el 30 de
agosto, 2011 como DSM ACC3138 usando

a. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 51
y 188-192 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51, para la amplificacion de un primer dominio de unioén; y/o

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
120, 124, 126, 181, 182 y 183 y un cebador 3' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 144, 145y 184-
187, para la amplificacion de un segundo dominio de unién.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR de ADN de la linea celular de hibridoma A4-4A6-48 depositada el 30 de agosto,
2011 como DSM ACC3136 usando

a. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 50
y 201-204 y un cebador 3' de SEQ ID NO: 51, para la amplificacion de un primer dominio de unioén; y/o

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
121, 137, 151 y 193-197 y un cebador 3' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 131, 141, 144, 166,
198, 199 y 200, para la amplificacién de un segundo dominio de union.

Un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste que comprende un dominio de cadena ligera (VL) y/o de
cadena pesada (VH), que esta codificado por un polinucleétido localizado en un fragmento de nucleétido que puede
obtenerse por amplificacion por PCR del ADN de la linea celular de hibridoma A6-1D2-12 depositada el 6 de
septiembre, 2011 como DSM ACC3141 usando

a. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
209-214, y 219-221 un cebador 3' de SEQ ID NO: 215, para la amplificacion de un primer dominio de union; y/o

b. una mezcla de cebadores que comprende un cebador 5' seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NOs:
216, 217 y 218 y un cebador 3' de SEQ ID NOs: 208, para la amplificacién de un segundo dominio de unién.

El anticuerpo como se describe en la presente memoria puede ser un anticuerpo policlonal, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, un anticuerpo de camélido,
un fragmento divalente, o un anticuerpo modificado u obtenido por ingenieria.
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El péptido de unién o parte funcional de éste puede ser un fragmento que comprende una cadena pesada y/o una
cadena ligera, particularmente una cadena pesada como se muestra en SEQ ID NOs: 1-5 y/o una cadena ligera
como se muestra en SEQ ID NOs: 6-11, particularmente un fragmento Fab o F(ab'),.

En la presente memoria se describe ademas una cadena pesada como se muestra en SEQ ID NOs: 1-5 y una
cadena ligera como se muestra en SEQ ID NOs: 6-11.

También se describe un método para producir los péptidos de unién o anticuerpos como se describe en la presente
memoria que comprende la etapa de cultivar la linea celular como se describe en la presente memoria en un medio
de cultivo adecuado y, opcionalmente, purificar los péptidos de uniéon o anticuerpo de la linea celular o medio de
cultivo.

Descripcion breve de las figuras y secuencias
FIGURAS

La Figura 1 muestra la union de anticuerpo a fosfo-Tau en secciones de cerebro de ratones biGT (bigénicos para
Tau) usando TAUPIR.

La Figura 2 muestra la unién de anticuerpo a fosfo-Tau en secciones de cerebro de de pacientes con AP y tauopatia
usando TAUPIR usando el anticuerpo ACI-36-3A8-Ab1.

La Figura 3 muestra el efecto de tratamiento con anticuerpo anti-Tau después de 1 semana de estudio in vivo en el
epitopo de pTau put231 usando MSD.

La Figura 4 muestra un diagrama que demuestra como se prepararon los cerebros para fracciones de proteina Tau
soluble e insoluble en sarcosil (SinT) .

La Figura 5 muestra los resultados de Transferencia Western para el epitopo de pTau después de tratamiento con
anticuerpo anti-Tau para el estudio in vivo de 1 mes (Figura 5A, 5B, 5C, 5G, 5H, 51) 6 3 meses (Figura 5D, 5E, 5F)

La Figura 6 muestra los resultados de Transferencia Western para el epitopo de pTau después de tratamiento con
anticuerpo anti-Tau para el estudio in vivo de 3 meses usando ratones bigénicos biGT.

La Figura 7 muestra IHC después de tratamiento con anticuerpo anti-Tau por ACI-36-2B6-Ab1 en un estudio in vivo
de 3 meses.

La Figura 8 muestra IHC después de tratamiento con anticuerpo anti-Tau por ACI-38-3A8-Ab1 en un estudio in vivo
de 3 meses.

La Figura 9 muestra los resultados del laberinto acuatico de Morris después de tratamiento con anticuerpo anti-Tau
por ACI-36-2B6-Ab1 en un estudio in vivo de 3 meses.

La Figura 10 muestra los resultados del laberinto acuatico de Morris después de tratamiento con anticuerpo anti-Tau
por ACI-36-3A8-Ab1 en un estudio in vivo de 3 meses.

SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1 representa la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-3A8-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7.

SEQ ID NO: 2 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-2B6-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma 2B6A10C11.

SEQ ID NO: 3 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-6H1-Ab1 y ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 6H1A11C11 y
6H1G6ES6, respectivamente.

SEQ ID NO: 4 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma 6C10E5E9C12 y
6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 5 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 7C2(1)F10C10D3 y
7C2(2)B9F11 D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 6 representa la secuencia de aminodacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-3A8-Ab1yk-ap Y ACI-36-3A8-Ab2yk.ap producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7 y
3A8E12H8, respectivamente.
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SEQ ID NO: 7 representa la secuencia de aminodacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-3A8-Ab1yk.c y ACI-36-3A8-Ab2yk.c producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7 y
3A8E12H8, respectivamente.

SEQ ID NO: 8 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-2B6-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 2B6A10C11 y
2B6G7A12, respectivamente.

SEQ ID NO: 9 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-6H1-Ab1 y ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 6H1A11C11 y
6H1G6ES6, respectivamente.

SEQ ID NO: 10 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma 6C10E5E9C12 y
6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 11 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 7C2(1)F10C10D3 y
7C2(2)B9F11D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 12 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-36-3A8-Ab1, ACI-36-3A8-Ab2, ACI-36-2B6-Ab1, ACI-36-2B6-Ab2, ACI-36-6H1-Ab1 y
ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7, 3A8E12H8, 2B6A10C11, 2B6G7A12,
6H1A11C11 y 6H1G6ES, respectivamente.

SEQ ID NO: 13 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-36-3A8-Ab1, ACI-36-3A8-Ab2, ACI-36-2B6-Ab1, ACI-36-2B6-Ab2, ACI-36-6H1-Ab1 y
ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7, 3A8E12H8, 2B6A10C11, 2B6G7A12,
6H1A11C11 y 6H1G6ES, respectivamente.

SEQ ID NO: 14 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-36-3A8-Ab1, ACI-36-3A8-Ab2, ACI-36-2B6-Ab1, ACI-36-2B6-Ab2, ACI-36-6H1-Ab1 y
ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7, 3A8E12H8, 2B6A10C11, 2B6G7A12,
6H1A11C11 y 6H1G6ES, respectivamente.

SEQ ID NO: 15 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma
6C10E5E9C12 y 6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 16 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma
6C10E5E9C12 y 6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 17 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma
6C10E5E9C12 y 6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 18 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma
7C2(1)F10C10D3 y 7C2(2)B9F11 D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 19 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma
7C2(1)F10C10D3 y 7C2(2)BOF11D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 20 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma
7C2(1)F10C10D3 y 7C2(2)B9F11 D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 21 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-36-3A8-Ab1vk.ap ¥ ACI-36-3A8-Ab2yk.ap producidos por la linea celular de hibridoma
3A8A12G7 y 3A8E12H8, respectivamente.

SEQ ID NO: 22 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-36-3A8-Ab1vk.ap ¥ ACI-36-3A8-Ab2yk.ap producidos por la linea celular de hibridoma
3A8A12G7 y 3A8E12H8, respectivamente.

SEQ ID NO: 23 representa la secuencia de aminoacidos de la CDRS3 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-36-3A8-Ab1vk.ap ¥ ACI-36-3A8-Ab2yk.ap producidos por la linea celular de hibridoma
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3A8A12G7 y 3A8E12H8, respectivamente.

SEQ ID NO: 24 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-36-3A8-Ab1yk.c ¥y ACI-36-3A8-Ab2yk.¢ producidos por la linea celular de hibridoma
3A8A12G7 y 3A8E12H8, respectivamente.

SEQ ID NO: 25 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-36-3A8-Ab1vk.g, ACI-36-3A8-Ab2yk.g, ACI-36-2B6-Ab1, ACI-36-2B6-Ab2, ACI-36-6H1-
Ab1 y ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7, 3A8E12H8, 2B6A10C11,
2B6G7A12, 6H1A11C11 y 6H1G6EG, respectivamente.

SEQ ID NO: 26 representa la secuencia de aminoacidos de la CDRS3 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-36-3A8-Ab1vk.g, ACI-36-3A8-Ab2yk.g, ACI-36-2B6-Ab1; ACI-36-2B6-Ab2, ACI-36-6H1-
Ab1 y ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7, 3A8E12H8, 2B6A10C11,
2B6G7A12, 6H1A11C11 y 6H1G6EB, respectivamente.

SEQ ID NO: 27 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-2B6-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 2B6A10C11
y 2B6G7A12, respectivamente.

SEQ ID NO: 28 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-36-6H1-Ab1 y ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 6H1A11C11
y 6H1G6ES6, respectivamente.

SEQ ID NO: 29 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma
6C10E5E9C12 y 6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 30 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma
6C10E5E9C12 y 6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 31 representa la secuencia de aminoacidos de la CDRS3 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma
6C10E5E9C12 y 6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 32 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma
7C2(1)F10C10D3 y 7C2(2)B9F11D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 33 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la regién variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma
7C2(1)F10C10D3 y 7C2(2)BOF11D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 34 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma
7C2(1)F10C10D3 y 7C2(2)B9F11D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 35 representa la secuencia de nucledtidos de la regién variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-3A8-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7 y
3A8E12H8, respectivamente.

SEQ ID NO: 36 representa la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-2B6-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 2B6A10C11 y
2B6G7A12, respectivamente.

SEQ ID NO: 37 representa la secuencia de nucleétidos de la regién variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-6H1-Ab1 y ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 6H1A11C11 y
6H1G6ES6, respectivamente.

SEQ ID NO: 38 representa la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma 6C10E5E9C12 y
6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 39 representa la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 7C2(1)F10C10D3 y
7C2(2)B9F11 D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 40 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
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monoclonal ACI-36-3A8-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7 y
3A8E12H8, respectivamente.

SEQ ID NO: 41 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-3A8-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 3A8A12G7 y
3A8E12H8, respectivamente.

SEQ ID NO: 42 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-2B6-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 2B6A10C11 y
2B6G7A12, respectivamente.

SEQ ID NO: 43 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-36-6H1-Ab1 y ACI-36-6H1-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 6H1A11C11 y
6H1G6ES6, respectivamente.

SEQ ID NO: 44 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-33-6C10-Ab2 y ACI-33-6C10-Ab1 producidos por la linea celular de hibridoma 6C10E5E9C12 y
6C10F9C12A11, respectivamente.

SEQ ID NO: 45 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-41-7C2-Ab1 y ACI-41-7C2-Ab2 producidos por la linea celular de hibridoma 7C2(1)F10C10D3 y
7C2(2)B9F11 D5, respectivamente.

SEQ ID NO: 46 - 57 representa las secuencias de nucleétidos de los cebadores directos e inversos de VH/VK.
SEQ ID NO: 58 representa la secuencia de aminoacidos de Tau 379-408 [pS396, pS404]

SEQ ID NO: 59 representa la secuencia de aminoacidos de Tau 5-20 [pY18]

SEQ ID NO: 60 representa la secuencia de aminoacidos de Tau 206-221 [pT212, pS214]

SEQ ID NO: 61 representa la secuencia de aminoacidos de Tau 196-211 [pS202, pT205]

SEQ ID NO: 62 representa la secuencia de aminoacidos de Tau 393-408 [pS396, pS404]

SEQ ID NO: 63 representa la secuencia de aminoacidos de Tau 401-418 [pS404, pS409]

SEQ ID NO: 64 representa la secuencia de aminoacidos de Tau 200-216 [pS202+ pT205 y pT212+pS214]
SEQ ID NO: 65 representa la secuencia de aminoacidos de Tau 407-418 [pS409]

SEQ ID NO: 66 representa la secuencia de aminoacidos de Tau 399-408 [pS404]

SEQ ID NO: 67 representa la secuencia de aminoacidos de la isoforma mas larga de Tau humana (441aa), también
denominada Tau40

SEQ ID NO: 68 representa la secuencia de aminoéacidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-4A6-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A4-4A6-18;

SEQ ID NO: 69 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-4A6-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A4-4A6-18.

SEQ ID NO: 70 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-4A6-Ab1

SEQ ID NO: 71 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-4A6-Ab1

SEQ ID NO: 72 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-4A6-Ab1

SEQ ID NO: 73 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-4A6-Ab1

SEQ | D NO: 74 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-4A6-Ab1

SEQ ID NO: 75 representa la secuencia de aminoacidos de la CDRS3 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-4A6-Ab1
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SEQ ID NO: 76 representa la secuencia de aminoéacidos de la regién variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-1D2-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A6-1D2-12.

SEQ ID NO: 77 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-1D2-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A6-1D2-12.

SEQ ID NO: 78 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-1 D2-Ab1.

SEQ ID NO: 79 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-1 D2-Ab1.

SEQ ID NO: 80 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-1 D2-Ab1.

SEQ ID NO: 81 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-1 D2-Ab1

SEQ ID NO: 82 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-1 D2-Ab1

SEQ ID NO: 83 representa la secuencia de aminoacidos de la CDRS3 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-1 D2-Ab1

SEQ ID NO: 84 representa la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-4A6-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A4-4A6-18.

SEQ ID NO: 85 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-4A6-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A4-4A6-18.

SEQ ID NO: 86 representa la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-1D2-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A6-1D2-12.

SEQ ID NO: 87 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-1D2-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A6-1D2-12.

SEQ ID NO: 88 representa la secuencia de aminoéacidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2A1-Ab1, ACI-35-2A1-Ab2, y ACI-35-4A6-Ab2, respectivamente, producidos por la linea celular
de hibridoma A4-2A1-18, A4-2A1-40 y A4-4A6-48, respectivamente.

SEQ ID NO: 89 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-2A1-Ab1, ACI-35-2A1-Ab2, ACI-35-4A6-Ab2, ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-
AB3, respectivamente.

SEQ ID NO: 90 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-2A1-Ab1, ACI-35-2A1-Ab2, y ACI-35-4A6-Ab2, respectivamente.

SEQ ID NO: 91 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-2A1-Ab1, ACI-35-2A1-Ab2, ACI-35-4A6-Ab2, ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-
AB3, respectivamente.

SEQ ID NO: 92 representa la secuencia de aminoéacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2A1-Ab2 producido por la linea celular de hibridoma A4-2A1-40.

SEQ ID NO: 93 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2A1-Ab2.

SEQ ID NO: 94 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2A1-Ab2.

SEQ ID NO: 95 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2A1-Ab2.

SEQ ID NO: 96 representa la secuencia de aminoéacidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2G5-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A6-2G5-08.

SEQ ID NO: 97 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2G5-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A6-2G5-08.

SEQ ID NO: 98 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena pesada (VH)
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del anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-Ab1.

SEQ ID NO: 99 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-Ab1.

SEQ ID NO: 100 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-Ab1.

SEQ ID NO: 101 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-Ab1.

SEQ ID NO: 102 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-Ab1.

SEQ ID NO: 103 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-Ab1.

SEQ ID NO: 104 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena pesada (VH) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-AB3, respectivamente, producidos por la linea celular de
hibridoma A6-2G5-30 y A6-2G5-41, respectivamente.

SEQ ID NO: 105 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-AB3, respectivamente, producidos por la linea celular de hibridoma A6-
2G5-30 y A6-2G5-41, respectivamente.

SEQ ID NO: 106 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-AB3, respectivamente.

SEQ ID NO: 107 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-AB3, respectivamente.

SEQ ID NO: 108 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-AB3, respectivamente.

SEQ ID NO: 109 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2A1-Ab1, ACI-35-2A1-Ab2, y ACI-35-4A6-Ab2, respectivamente, producidos por la linea celular
de hibridoma A4-2A1-18, A4-2A1-40 y A4-4A6-48, respectivamente.

SEQ ID NO: 110 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2A1-Ab2 producido por la linea celular de hibridoma A4-2A1-40.

SEQ ID NO: 111 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2G5-AB1 producido por la linea celular de hibridoma A6-2G5-08.

SEQ ID NO: 112 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2G5-AB1 producido por la linea celular de hibridoma A6-2G5-08.

SEQ ID NO: 113 representa la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena pesada (V) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-AB3, respectivamente, producidos por la linea celular de hibridoma A6-
2G5-30 y A6-2G5-41, respectivamente.

SEQ ID NO: 114 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-AB3, respectivamente, producidos por la linea celular de hibridoma A6-
2G5-30 y A6-2G5-41, respectivamente.

SEQ ID NO: 115 representa la secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la region variable de cadena pesada (VH)
del anticuerpo monoclonal ACI-35-2G5-AB2 y ACI-35-2G5-AB3.

SEQ ID NO: 116 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2A1-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A4-2A1-18.

SEQ ID NO: 117 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-2A1-Ab1 producido por la linea celular de hibridoma A4-2A1-18.

SEQ ID NO: 118 representa la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-4A6-Ab2 producido por la linea celular de hibridoma A4-4A6-48.

SEQ ID NO: 119 representa la secuencia de nucledtidos de la region variable de cadena ligera (VK) del anticuerpo
monoclonal ACI-35-4A6-Ab2 producido por la linea celular de hibridoma A4-4A6-48.
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SEQ ID NO: 120 - 221 representa las secuencias de nucleétidos de los cebadores directos e inversos de VH/VK.
Definicién de términos

Los términos "polipéptido", "péptido", y "proteina", tal y como se usan en la presente memoria, se pueden
intercambiar y se definen para significar una biomolécula compuesta por aminoacidos unidos por un enlace
peptidico.

El término "péptidos," o "péptido de unidon" se usan indistintamente en la presente memoria y se refieren a cadenas
de aminoacidos (tipicamente L-aminoacidos) cuyos carbonos alfa estan unidos mediante enlaces peptidicos
formados por una reaccion de condensacion entre el grupo carboxilo del carbono alfa de un aminoacido y el grupo
amino del carbono alfa de otro aminoacido. El aminoacido terminal en un extremo de la cadena (es decir, el amino
terminal) tiene un grupo amino libre, mientras el aminoacido terminal en el otro extremo de la cadena (es decir, el
carboxi terminal) tiene un grupo carboxilo libre. Como tal, el término "Extremo amino" (abreviado extremo N) se
refiere al grupo amino alfa libre en el aminoacido en el amino terminal del péptido, o el grupo amino alfa (grupo imino
cuando participa en un enlace peptidico) de un aminoacido en cualquier otra localizacién en el péptido. De manera
similar, el término "extremo carboxi" (abreviado extremo C) se refiere al grupo carboxilo libre en el aminoacido en el
extremo carboxi de un péptido, o al grupo carboxilo de un aminoacido en cualquier otra localizacién del péptido. Un
péptido de unién puede constituir anticuerpos tales como anticuerpos policlonales o monoclonales, anticuerpos
humanos o humanizados, fragmentos divalentes, anticuerpos de camélido, etc, o partes funcionales de éstos como
se define en la presente memoria.

Los términos "fragmento de éste" o "fragmento" tal y como se usan en la presente memoria se refieren a fragmento
de péptido funcional que tiene esencialmente la misma actividad (bioldgica) que los péptidos definidos en la presente
memoria (por ejemplo, como se muestra en SEQ ID NOs 59-66 en la Tabla 1 respectivamente), es decir, dichos
fragmentos son aun capaces de incitar una respuesta inmune altamente especifica, particularmente especifica de
conformacién en un organismo, pero particularmente en un animal, particularmente un mamifero o un ser humano,
que es altamente efectiva y capaz de prevenir o aliviar tauopatias, o los sintomas asociados con tauopatias. En
particular, dichos fragmentos aun contienen el fosfo-epitopo o fosfo-epitopos patoldgicos especificos del péptido tau,
tal y como se usa y define en la presente memoria.

Tipicamente, los aminoacidos que constituyen un péptido se numeran en orden, empezando en el amino terminal e
incrementando en la direccion hacia el carboxi terminal del péptido. Asi, cuando se dice que un aminoacido "sigue a"
otro, ese aminoacido esta posicionado mas cerca del carboxi terminal del péptido que el aminoacido precedente.

El término "residuo” se usa en la presente memoria para hacer referencia a un aminoacido que se incorpora en un
péptido por un enlace amida. Como tal, el aminoacido puede ser un aminoacido natural o, a no ser que esté limitado
de otra manera, puede englobar analogos conocidos de aminoacidos naturales que funcionan de una manera similar
a los aminoacidos naturales (es decir, miméticos de aminoacidos). Ademas, un mimético de enlace amida incluye
modificaciones en el nucleo del péptido muy conocidas para los expertos en la técnica.

La expresion "que consiste esencialmente en" se usa en la presente memoria para excluir cualesquiera elementos
que alterarian sustancialmente las propiedades esenciales de los péptidos a los que se refiere la expresion. Asi, la
descripcion de un péptido "que consiste esencialmente en..." excluye cualesquiera sustituciones, adicionales, o
deleciones de aminoacidos que alterarian sustancialmente la actividad biolégica de ese péptido.

Ademas, un experto en la técnica reconocera que, como se ha mencionado anteriormente, las sustituciones,
deleciones o adiciones individuales que alteran, afiaden o delecionan un Unico aminoacido o un pequefio porcentaje
de aminoacidos (tipicamente menos del 5%, mas tipicamente menos del 1%) en una secuencia codificada son
variaciones conservativamente modificadas en las que las alteraciones resultan en al sustitucion de un aminoacido
con un aminoacido quimicamente similar. Las tablas de sustitucién conservativa que proporcionan aminoacidos
funcionalmente similares son muy conocidas en al técnica. Los seis grupos siguientes contienen cada uno
aminoacidos que son sustituciones conservativas entre si:

1) Alanina (A), Serina (S), Treonina (T);

2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); y
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W).

Las expresiones "aislado" o "bioldgicamente puro" se refieren a material que carece sustancialmente o
esencialmente de componentes que lo acompafian naturalmente segin se encuentra en su estado nativo. Asi, los
péptidos descritos en la presente memoria no contienen materiales asociados normalmente con su entorno in situ.
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Tipicamente, los péptidos inmunogénicos aislados descritos en la presente memoria son al menos aproximadamente
80% puros, habitualmente al menos aproximadamente 90%, y preferiblemente al menos aproximadamente 95%
segun se mide por intensidad de la banda en un gel tefiido con plata.

La pureza u homogeneidad de las proteinas puede indicarse por varios métodos muy conocidos en la técnica, tales
como electroforesis en gel de poliacrilamida de una muestra de proteina, seguido de visualizacion después de
tincion. Para determinados propdsitos, se necesitara una alta resolucion y se utiliza HPLC o medios similares para la
purificacion.

Cuando los péptidos inmunogénicos tienen una longitud relativamente corta (es decir, menos de aproximadamente
50 aminoacidos), frecuentemente se sintetizan usando técnicas de sintesis de péptidos quimicas estandar.

La sintesis en fase sélida en la que el aminoacido C-terminal de la secuencia se une a un soporte insoluble seguido
de la adicién secuencial de los aminoacidos restantes en la secuencia es un método preferido para la sintesis
quimica de los péptidos inmunogénicos descritos en la presente memoria. Las técnicas para sintesis en fase solida
son conocidas para los expertos en la técnica.

Alternativamente, los péptidos inmunogénicos descritos en la presente memoria se sintetizan usando metodologia
de acido nucleico recombinante. Generalmente, esto implica crear una secuencia de acido nucleico que codifica el
péptido, poner el acido nucleico en un casete de expresion bajo el control de un promotor particular, expresar el
péptido en un huésped, asilar el péptido o polipéptido expresado y, si se requiere, renaturalizar el péptido. Las
técnicas suficientes para guiar a un experto en la técnica a través de dichos procedimientos se encuentran en la
bibliografia.

Una vez expresados, los péptidos recombinantes pueden purificarse segun procedimientos estandar, incluyendo
precipitacion con sulfato de amonio, columnas de afinidad, cromatografia en columna, electroforesis en gel y
semejantes. Se prefieren las composiciones sustancialmente puras de aproximadamente 50 % a 95 % de
homogeneidad, y lo mas preferido es 80 % a 95 % o mas de homogeneidad para uso como agentes terapéuticos.

Un experto en la técnica reconocera que después de la sintesis quimica, expresion biolégica o purificacion, los
péptidos inmunogénicos pueden poseer una conformacion sustancialmente diferente a las conformaciones nativas
de los péptidos constituyentes. En este caso, es necesario frecuentemente desnaturalizar y reducir el péptido
antiproliferativo y después causar que el péptido se re-pliegue en la conformacion preferida. Los métodos para
reducir y desnaturalizar proteinas e inducir re-plegamiento son muy conocidos para los expertos en la técnica.

La antigenicidad de la proteina purificada puede confirmarse, por ejemplo, demostrando reaccién con suero inmune,
o con antisuero producido frente a la proteina en si misma.

Los términos "un”, "una" y "el" tal y como se usan en la presente memoria se definen para significar "uno o mas" e
incluyen el plural a no ser que el contexto sea inapropiado.

Los términos "detectar" o "detectado” tal y como se usan en la presente memoria significan técnicas conocidas para
la deteccion de moléculas bioldgicas tales como métodos inmunoquimicos o histolégicos y se refieren a la
determinacion cualitativa o cuantitativa de la presencia o concentracion de la biomolécula investigada.

Por "aislado" se quiere decir una molécula bioldgica que carece de al menos algunos de los componentes con los
que aparece naturalmente.

Los términos "anticuerpo”, "anticuerpos” o "partes funcionales de éstos" tal y como se usan en la presente memoria
es un término reconocido en la técnica y se entiende que hace referencia a moléculas o fragmentos activos de
moléculas que se unen a antigenos conocidos, particularmente moléculas de inmunoglobulina y partes
inmunoldgicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de union
que se une inmunoespecificamente a un antigeno. La inmunoglobulina segun la invencién puede ser de cualquier
tipo (1gG, IgM, IgD, IgE, IgA e IgY) o clase (IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2) o subclases de molécula de
inmunoglobulina.

"Anticuerpos” se pretende que incluya en el alcance de la presente invencion anticuerpos monoclonales,
policlonales, quiméricos, de cadena Unica, biespecificos, simianizados, anticuerpos humanos y humanizados,
anticuerpos de camélido, fragmentos divalentes, asi como partes funcionales o fragmentos activos de éstos. Los
ejemplos de fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos conocidos incluyen fragmentos Fab y F(ab'),,
incluyendo los productos de una biblioteca de expresion de inmunoglobulina Fab y fragmentos de unién a epitopo de
cualquiera de los anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

Estos fragmentos activos pueden derivar de un anticuerpo de la presente invencion mediante varias técnicas. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales purificados pueden escindirse con una enzima, tal como pepsina, y
someterse a filtracion en gel por HPLC. La fraccién apropiada que contiene los fragmentos Fab puede recogerse y
concentrarse por filtracion con membrana y semejantes. Para una descripcion adicional de técnicas generales para
el aislamiento de fragmentos activos de anticuerpos, véase por ejemplo, Khaw, B. A. et al. J. Nucl. Med. 23:1011-
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1019 (1982); Rousseaux et al. Methods Enzymology, 121:663-69, Academic Press, (1986).

Un "anticuerpo humanizado" se refiere a un tipo de anticuerpo modificado por ingenieria con sus CDR derivadas de
una inmunoglobulina donante no humana, derivandose el resto de las partes derivadas de inmunoglobulina de la
molécula de una (o mas) inmunoglobulina(s) humana(s).

Un anticuerpo humanizado puede referirse ademas a un anticuerpo que tiene una regién variable en la que una o
mas de sus regiones marco tienen aminoacidos humanos o de primate. Ademas, los residuos de soporte marco
pueden alterarse para preservar la afinidad de unién. Los métodos para obtener "anticuerpos humanizados" son muy
conocidos para los expertos en la técnica. (véase, por ejemplo, Queen et al., Proc. Natl Acad Sci USA, 86:10029-
10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Technoloy, 9:421 (1991)).

Un "anticuerpo humanizado" también puede obtenerse por una estrategia nueva de ingenieria genética que permite
la produccion de anticuerpos policlonales semejantes a humanos madurados por afinidad en animales grandes tales
como, por ejemplo, conejos (http://www.rctech.com/bioventures/therapeutic.php).

El término "anticuerpo completamente humano" o anticuerpo "humano" se pretende que haga referencia a un
anticuerpo derivado de ratones transgénicos que portan genes de anticuerpo humano o de células humanas. Para el
sistema inmune humano, sin embargo, la diferencia entre anticuerpos "completamente humanos", "humanos", y
"humanizados" puede ser despreciable o no existente y como tal los tres pueden tener la misma eficacia y
seguridad.

El término "anticuerpo monoclonal" también esta muy reconocido en la técnica y se refiere a un anticuerpo que se
produce en masa en el laboratorio a partir de un unico clon y que reconoce sélo un antigeno. Los anticuerpos
monoclonales se preparan tipicamente fusionando una célula B productora de anticuerpo normal de vida corta con
una célula de crecimiento rapido, tal como una célula cancerosa (algunas veces referida como una célula "inmortal").
La célula hibrida resultante, o hibridoma, se multiplica rapidamente, creando un clon que produce grandes
cantidades del anticuerpo.

El término "antigeno" se refiere a una entidad o fragmento de ésta que puede inducir una respuesta inmune en un
organismo, particularmente un animal, mas particularmente un mamifero incluyendo un ser humano. El término
incluye inmundgenos y regiones responsables de la antigenicidad o determinantes antigénicos.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "soluble" significa parcialmente o completamente disuelto en
una disolucioén acuosa.

También como se usa en la presente memoria, el término "inmunogénico" se refiere a sustancias que incitan o
aumentan la produccion de anticuerpos, células T y otras células inmunes reactivas dirigidas frente a un agente
inmunogénico y contribuyen a una respuesta inmune en seres humanos o animales.

Una respuesta inmune ocurre cuando un individuo produce anticuerpos, células T y otras células inmunes reactivas
suficientes frente a composiciones inmunogénicas administradas de la presente invencion para moderar o aliviar el
trastorno que se va a tratar.

El término "hibridoma" esta reconocido en la técnica y se entiende por los expertos en la técnica que hace referencia
a una célula producida por la fusiéon de una célula productora de anticuerpo y una célula inmortal, por ejemplo, una
célula de mieloma muiltiple. Esta célula hibrida es capaz de producir un suministro continuo de anticuerpo. Véase la
definicion de "anticuerpo monoclonal" anterior y los Ejemplos siguientes para una descripcién mas detallada del
método de fusion.

El término "vehiculo" tal y como se usa en la presente memoria significa una estructura en la que puede incorporarse
en o puede asociarse con péptido antigénico o construccion supramolecular, presentando o exponiendo de esta
manera péptidos antigénicos o parte del péptido al sistema inmune de un ser humano o animal. Cualquier particula
que puede usarse adecuadamente en terapia animal o humana tal como, por ejemplo, una vesicula, una particula o
un cuerpo particulado puede usarse como un vehiculo en el contexto de la presente invencion.

El término "vehiculo" comprende ademas métodos de administracion en los que las composiciones de construccion
antigénica supramolecular que comprenden el péptido antigénico pueden transportarse a sitios deseados por
mecanismos de administracion. Un ejemplo de dicho sistema de administracion utiliza metales coloidales tal como
oro coloidal.

Las proteinas vehiculares que pueden usarse en las composiciones de construccion antigénica supramolecular de la
presente invencion incluyen, pero no estan limitadas a, péptido de unién a maltosa "MBP"; albimina de suero bovino
"BSA"; hemocianina de lapa "KLH"; ovalbumina; flagelina; tiroglobulina; albumina de suero de cualquier especie;
gama globulina de cualquier especie; células singénicas; células singénicas que portan antigenos la; y polimeros de
aminoacidos D y/o L.

Ademas, el término "cantidad terapéuticamente efectiva" o "cantidad farmacéuticamente efectiva" se refiere a la
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cantidad de péptido de unién que, cuando se administra a un ser humano o animal, es suficiente para resultar en un
efecto terapéutico en dicho ser humano o animal. La cantidad efectiva la determina facilmente un experto en la
técnica segun procedimientos rutinarios.

"pTau PHF", "PHF", y "fragmentos helicoidales emparejados" se usan en la presente memoria de manera sinénima y
se refieren a parejas de filamentos de aproximadamente 10 nm enrollados en hélices con una periodicidad de 160
nm visible en el microscopio electrénico. La anchura varia entre 10 y 22 nm. Los PHF son las estructuras
predominantes en ovillos neurofibrilares de la Enfermedad de Alzheimer (AD) vy fibrillas del neuropilema. Los PHF
también pueden observarse en algunas pero no todas las neuritas distroficas asociadas con placas neuriticas. El
componente principal de PHF es una forma hiperfosforilada de proteina tau asociada a microtubulos. Los PHF estan
compuestos por proteinas tau hiperfosforiladas antiparalelas unidas por disulfuro. PHF tau puede estar truncada de
sus 20 residuos de aminoacidos C-terminales. Los mecanismos que subyacen la formacion de PHF son inciertos
pero la hiperfosforilacion de tau puede desacoplarla de los microtdbulos, incrementando el conjunto soluble de tau.

En el alcance de la presente invencién, se demostré que la respuesta inducida por anticuerpo a la composicion
antigénica segun la invencion es en gran medida independiente de las células T. Se usé un modelo de ratén
desnudo a este respecto y los ratones desnudos se vacunaron y se midieron las respuestas de anticuerpo para
evaluar la respuesta de anticuerpo especifica AR inducida por la composicion antigénica segun la invencion en los
ratones desnudos inmunizados. Los ratones desnudos portan la mutaciéon Foxn1nu y como consecuencia, tienen
una funcién reducida de células T debido a la ausencia de un timo apropiado.

Una "cantidad farmacéuticamente efectiva" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a una dosis del
ingrediente activo en una composicion farmacéutica adecuada para curar, o al menos parar parcialmente, los
sintomas de la enfermedad, trastorno o afeccién que se va a tratar o cualquier complicacién asociada con ésta.

La presente invencion se refiere a péptidos de unién como se proporciona en las reivindicaciones que reconocen y
se unen a fosfo-epitopos patoldgicos importantes de la proteina tau. En particular, la presente invencién proporciona
anticuerpos especificos frente a fosfo-epitopos en la proteina tau lineales y conformacionales, simples y complejos,
que se cree que son responsables de la sinapto- y neuro-toxicidad en las tauopatias, incluyendo AD.

En la presente memoria se describe ademas un péptido de unién o una parte funcional de éste, particularmente de
un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal o parte funcional de éste, péptido de unién o anticuerpo
que reconoce y se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de mamiferos, particularmente la
proteina Tau humana, o a un fragmento de ésta, particularmente a un conformero patolégico de proteina tau, pero
particularmente, no se une al epitopo no fosforilado correspondiente y/o a epitopos no relacionados, en el que dicho
péptido de unién o anticuerpo tiene una alta afinidad de unién con una constante de disociacién de al menos 10 nM,
particularmente de al menos 8 nM, particularmente de al menos 5 nM, particularmente de al menos 2 nM,
particularmente de al menos 1 nM, particularmente de al menos 500 pM, particularmente de al menos 400 pM,
particularmente de al menos 300 pM, particularmente de al menos 200 pM, particularmente de al menos 100 pM,
particularmente de al menos 50 pM.

La proteina "Tau soluble" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a proteinas que consisten tanto en
proteina Tau/mondémeros peptidicos completamente solubilizados o en péptidos/proteinas semejantes a Tau, o en
péptidos /proteinas Tau modificados o truncados o en otros derivados de péptidos/mondmeros proteicos de Tau, y
en oligémeros de proteina Tau. "Tau soluble" excluye particularmente ovillos neurofibrilares (NFT).

"Tau insoluble" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a multiples monémeros agregados de péptidos o
proteinas Tau, o péptidos/proteinas semejantes a Tau, o péptidos/proteinas Tau modificados o truncados u otros
derivados de péptidos/proteinas Tau que forman estructuras oligoméricas o poliméricas que son insolubles tanto in
vitro en medio acuoso como in vivo en el cuerpo de mamifero o humano mas particularmente en el cerebro, pero
particularmente a multiples monémeros agregados de Tau o de péptidos/proteinas Tau modificados o truncados o
derivados de éstos, que son insolubles en el cuerpo de mamifero o humano mas particularmente en el cerebro,
respectivamente. "Tau insoluble" incluye particularmente ovillos neurofibrilares (NFT).

""Tau monomérica" o "mondémero de Tau" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a proteinas Tau
completamente solubilizadas sin complejos agregados en medio acuoso.

"Tau agregada", "Tau oligomérica" y "oligobmero de Tau" se refieren a multiples monémeros agregados de péptidos o
proteinas Tau, o péptidos/proteinas semejantes a Tau, o péptidos/proteinas Tau modificados o truncados u otros
derivados de péptidos/proteinas Tau que forman estructuras oligoméricas o poliméricas que son insolubles o
solubles tanto in vitro en medio acuoso como in vivo en el cuerpo de mamifero o humano mas particularmente en el
cerebro, pero particularmente a multiples monémeros agregados de Tau o de péptidos/proteinas Tau modificados o
truncados o derivados de éstos, que son insolubles o solubles en el cuerpo de mamifero o humano mas
particularmente en el cerebro, respectivamente.

En una realizacion, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal o una parte funcional de éste, o un polinucleétido que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica dicho anticuerpo, segun una cualquiera de las realizaciones descritas y
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reivindicadas en la presente memoria, 0 una combinacion de éstas, en una cantidad terapéuticamente efectiva junto
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticos adecuados son muy conocidos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, disoluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsiones aceite/agua, varios
tipos de agentes humectantes, disoluciones estériles, etc.

Los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos, pueden prepararse en
una formulacion fisiolégicamente aceptable y pueden comprender un vehiculo, diluyente y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable usando técnicas conocidas. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales de la
invencion incluyendo cualesquiera anticuerpos funcionalmente equivalentes o partes funcionales de éstos, se
combinan con un vehiculo, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable para formar una composicion
terapéutica. Los vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticos adecuados son muy conocidos en la técnica e
incluyen, por ejemplo, disoluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsiones
aceite/agua, varios tipos de agentes humectantes, disoluciones estériles, etc.

La formulacién de la composiciéon farmacéutica segun la invencion puede conseguirse segun metodologia estandar
conocida para los expertos en la técnica.

Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse a un sujeto en la forma sdélida, liquida o en
aerosol a una dosis farmacéuticamente efectiva adecuada. Los ejemplos de composiciones sdlidas incluyen
pildoras, cremas, y unidades de dosificacion implantables. Las pildoras pueden administrarse oralmente. Las cremas
terapéuticas pueden administrarse topicamente. Las unidades de dosificacién implantables pueden administrarse
localmente, por ejemplo, en el sitio del tumor, o pueden implantarse para liberacion sistematica de la composicion
terapéutica, por ejemplo, subcutaneamente. Los ejemplos de composiciones liquidas incluyen formulaciones
adaptadas para inyeccion intramuscular, subcutanea, intravenosa, intra-arterial, y formulaciones para administracion
tépica e intraocular. Los ejemplos de formulaciones en aerosol incluyen formulaciones en inhalador para
administracion a los pulmones.

Las composiciones pueden administrarse por las rutas estandar de administracién. En general, la composicion
puede administrarse por las rutas topica, oral, rectal, nasal, interdérmica, intraperitoneal, o parenteral (por ejemplo,
intravenosa, subcutanea, o intramuscular).

Ademas, la composicion puede incorporarse en matrices de liberacién sostenida tales como polimeros
biodegradables, implantandose los polimeros cerca de donde se desea la administracion, por ejemplo, en el sitio de
un tumor. El método incluye la administracion de una dosis Unica, administracion de dosis repetidas a intervalos de
tiempo predeterminados, y administracion sostenida durante un periodo de tiempo predeterminado.

Una matriz de liberacién sostenida, como se usa en la presente memoria, es una matriz hecha de materiales,
habitualmente polimeros que son degradables por hidrélisis enzimatica o acido/base o por disolucién. Una vez
insertada en el cuerpo, actuan en la matriz enzimas y fluidos corporales. La matriz de liberacion sostenida se elige
de manera deseable por materiales biocompatibles tales como liposomas, polilactidos (acido polilactido), poliglicélido
(polimero de acido glicdlico), copolimeros polilactido co-glicolido (copolimeros de acido lactico y acido glicdlico),
polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos, acido hialurénico, colageno, sulfato de condroitin, acidos carboxilicos,
acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos, acidos nucleicos, poliamino acidos, aminoacidos tales como fenilalanina,
tirosina, isoleucina, polinucleotidos, polivinil propileno, polivinilpirrolidona y silicona. Una matriz biodegradable
preferida es una matriz de uno o alguno de polilactido, poliglicélido, o polilactido co-glicélido (copolimeros de acido
lactico y acido glicdlico).

Es muy conocido para los expertos en la técnica pertinente que la dosificacion de la composicion dependera de
varios factores tales como, por ejemplo, la afeccion que se va a tratar, la composicion particular usada, y otros
factores clinicos tales como peso, tamario, sexo y condicion general de salud del paciente, area corporal superficial,
el compuesto o composicién particular que se va a administrar, otros farmacos que se estan administrando
simultaneamente, y la ruta de administracion.

La composicidon segun la invencion puede administrarse en combinacion con otras composiciones que comprenden
una sustancia o compuesto biolégicamente activo tal como, por ejemplo, un compuesto conocido usado en la
medicacion de tauopatias y/o de amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con proteina
amiloide o semejante a amiloide tales como la proteina 3 amiloide implicada en la Enfermedad de Alzheimer.

La otra sustancia o compuesto biolégicamente activo puede ejercer su efecto bioldgico por el mismo mecanismo o
uno similar que la vacuna terapéutica segun la invencién o por un mecanismo de accion no relacionado o por una
multiplicidad de mecanismos de accion relacionados y/o no relacionados.

Generalmente, el otro compuesto biolégicamente activo puede incluir potenciadores de la neurotransmision,
farmacos psicoterapéuticos, inhibidores de acetilcolina esterasa, bloqueantes de los canales de calcio, aminas
biogénicas, tranquilizantes benzodiazepina, potenciadores de la sintesis, almacenamiento o liberacion de
acetilcolina, agonistas del receptor de acetilcolina postsinaptico, inhibidores de monoamino oxidasa A 6 B,
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antagonistas del receptor de N-metil-D-aspartato glutamato, farmacos anti-inflamatorios no esteroideos,
antioxidantes, y antagonistas del receptor serotonérgico.

En particular, el agente o compuesto biolégicamente activo puede comprender al menos un compuesto seleccionado
del grupo que consiste en compuestos frente al estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, quelantes de metales,
inhibidores de la reparacion del ADN tal como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-propanosulfénico (3APS),
1,3-propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de secretasa, inhibidores de [betal- y 7-secretasa, proteinas tau,
neurotransmisor, rompedores de lamina B, moléculas antiinfamatorias, "antipsicéticos atipicos" tales como, por
ejemplo, clozapina, ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina o inhibidores de colinesterasa (ChEl) tales
como tacrina, rivastigmina, donepezil, y/o galantamina y otros farmacos y suplementos nutritivos tales como, por
ejemplo, vitamina B 12, cisteina, un precursor de acetilcolina, lecitina, colina, Ginkgo biloba, acetil-L-carnitina,
idebenona, propentofilina, o un derivado de xantina,

La composicion puede comprender niacina o memantina junto con un péptido de unidn segun la invencion
incluyendo anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos, y, opcionalmente,
un vehiculo y/o un diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones pueden comprender ademas "antipsicoticos atipicos" tales como, por ejemplo, clozapina,
ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina para el tratamiento de sintomas psicéticos positivos y negativos
incluyendo alucinaciones, delusiones, trastornos del pensamiento (manifestados por incoherencia marcada, fracaso;
tangencialidad), y comportamiento bizarro o desorganizado, asi como anhedonia, afecto aplanado, apatia, y
retraimiento social, junto con los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de
éstos, y, opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable

Otros compuestos que pueden usarse adecuadamente en composiciones ademas de anticuerpos segun la
invencion, son los descritos, por ejemplo, en WO 2004/058258 (véanse especialmente las paginas 16 y 17)
incluyendo dianas de farmaco terapéuticas (pagina 36-39), acidos alcanosulfénicos y acido alcanosulfurico (paginas
39-51), inhibidores de colinesterasa (paginas 51-56), antagonistas del receptor NMDA (paginas 56-58), estrogenos
(paginas 58-59), farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (paginas 60-61), antioxidantes (paginas 61-62),
agonistas de receptores activados por un proliferador del peroxisona (PPAR) (paginas 63-67), agentes que
disminuyen el colesterol (paginas 68-75); inhibidores de amiloide (paginas 75-77), inhibidores de la formacion de
amiloide (paginas 77-78), quelantes de metales (paginas 78-79), anti-psicoticos y anti-depresivos (paginas 80-82),
suplementos nutricionales (paginas 83-89) y compuestos que incrementan la disponibilidad de sustancias
bioldgicamente activas en el cerebro (véanse las paginas 89-93) y profarmacos (paginas 93 y 94), pero
especialmente los compuestos mencionados en las paginas indicadas anteriormente.

La materia proteinacea farmacéuticamente activa puede estar presente en cantidades entre 1 ng y 10 mg por dosis.
Generalmente, el régimen de administracion debe estar en el intervalo de entre 0,1 ug y 10 mg del anticuerpo segun
la invencion, particularmente en un intervalo 1,0 ug a 1,0 mg, y mas particularmente en un intervalo entre 1,0 ug y
100 pg, con todos los numeros individuales encontrados en estos intervalos siendo también parte de la invencion. Si
la administracién se produce a través de una infusién continua una dosificacién mas apropiada puede estar en el
intervalo de entre 0,01 yg y 10 mg unidades por kilogramo de peso corporal por hora con todos los numeros
individuales encontrados en estos intervalos siendo también parte de la invencion.

La administracion sera generalmente parenteral por ejemplo, intravenosa. Las preparaciones para administracion
parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones estériles acuosas o no acuosas. Los disolventes no
acuosos incluyen, sin estar limitado a, propilen glicol, polietilen glicol, aceite vegetal como aceite de oliva, y ésteres
organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los disolventes acuosos pueden elegirse del grupo que consiste en
agua, disoluciones alcohol/agua, emulsiones o suspensiones incluyendo medio salino y tamponado. Los vehiculos
parenterales incluyen disolucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, lactato de
Ringer, o aceites fijados. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluido y nutrientes, reponedores de
electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer) y otros. También pueden estar presentes conservantes
tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases inertes, etc.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas vehiculos proteinaceos tales como, por ejemplo, albumina
de suero o inmunoglobulina, particularmente de origen humano. Pueden estar presentes agentes bioldgicamente
activos adicionales en la composicion farmacéutica de la invencién dependiendo de su uso pretendido.

Cuando la diana de union esta localizada en el cerebro, los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y
fragmentos activos de éstos, deben atravesar la barrera hematoencefalica. Determinadas enfermedades
neurodegenerativas estan asociadas con un incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, de
manera que los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos pueden
introducirse facilmente en el cerebro. Cuando la barrera hematoencefalica esta intacta, existen varias estrategias
conocidas en la técnica para transportar moléculas a través de ella, incluyendo; pero no limitado a, métodos fisicos,
métodos basados en lipidos, y métodos basados en receptores y canales.

Los métodos fisicos para transportar los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales o fragmento activo

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 548 686 T3

de éstos a través de la barrera hematoencefalica incluyen, pero no estan limitados a, eludir la barrera
hematoencefalica completamente, o crear aperturas en la barrera hematoencefalica. Los métodos de elusion
incluyen, pero no estan limitados a, inyeccion directa en el cerebro (véase, por ejemplo, Papanastassiou et al., Gene
Therapy 9: 398-406 (2002)) e implantar un dispositivo de administracién en el cerebro (véase, por ejemplo, Gill et al.,
Nature Med. 9: 589-595 (2003); y Gliadel Wafers(TM), Guildford Pharmaceutical). Los métodos para crear aperturas
en la barrera incluyen, pero no estan limitados a, ultrasonidos (véase, por ejemplo, Publicacion de Patente U.S. No.
2002/0038086), presion osmatica (por ejemplo, por administracion de manitol hiperténico (Neuwelt, E. A., Implication
of the Blood-Brain Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N. Y. (1-989)), permeabilizacién, por
ejemplo, con bradiquinina o permeabilizador A-7 (véase, por ejemplo, Patentes U.S. Nos. 5.112.596, 5.268.164,
5.506.206, y 5.686.416), y transfeccion de neuronas que se extienden por la barrera hematoencefalica con vectores
que contienen genes que codifican el péptido de unién o fragmento de unién a antigeno (véase, por ejemplo,
Publicacion de Patente U.S. No. 2003/0083299).

Los métodos basados en lipidos para transportar los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales, o un
fragmento activo de éstos a través de la barrera hematoencefalica incluyen, pero no estan limitados a, encapsular el
péptido de union segun la invencion incluyendo anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales, o un
fragmento activo de éstos en liposomas que estan acoplados con fragmentos activos de éstos que se unen a
receptores en el endotelio vascular de la barrera hematoencefalica (véase, por ejemplo, Publicacion de Solicitud de
Patente U.S. No. 20020025313), y recubrir el péptido de unién segun la invencion incluyendo anticuerpos,
particularmente anticuerpos monoclonales, o un fragmento activo de éstos en particulas de lipoproteina de baja
densidad (véase, por ejemplo, Publicacion de Solicitud de Patente U.S. No. 20040204354) o apolipoproteina E
(véase, por ejemplo, Publicacién de Solicitud de patente U.S. No. 20040131692).

Los métodos basados en receptores y canales para transportar los anticuerpos, particularmente anticuerpos
monoclonales, o un fragmento activo de éstos a través de la barrera hematoencefalica incluyen, pero no estan
limitados a, usar bloqueantes glucocorticoides para incrementar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
(por ejemplo, véase Publicaciones de Solicitud de Patente U.S. Nos. 2002/0065259, 2003/0162695, y
2005/0124533); activar canales de potasio (véase, por ejemplo, Publicacién de Solicitud de Patente U.S. No.
2005/0089473), inhibir transportadores de farmaco ABC (véase, por ejemplo, Publicacion de Solicitud de Patente
U.S. No. 2003/0073713); recubrir anticuerpos con una transferrina y modular la actividad del uno o mas receptores
de transferrina (véase, por ejemplo, Publicacion de Solicitud de Patente No. 2003/0129186), y cationizar los
anticuerpos (véase, por ejemplo, Patente U.S. No. 5.004.697).

Las administraciones Unicas o repetidas de los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales, o un
fragmento activo de éstos, o de una composicién farmacéutica segun la invenciéon pueden proporcionarse a un
sujeto durante un periodo de tiempo prolongado. La duracién de la administracion puede ser entre 1 semana y hasta
12 meses 0 mas. Durante este tiempo, el péptido de unidn, anticuerpo o composiciéon farmacéutica pueden
administrarse una vez a la semana, una vez cada dos semanas, tres semanas, cuatro semanas, etc, o a una
frecuencia mayor o menor dependiendo de las necesidades del sujeto que se va a tratar.

En una realizacion adicional, la presente invencién proporciona métodos ex vivo, composiciones para uso en
métodos in situ y kits para la deteccion y diagnéstico de enfermedades, trastornos o afecciones asociados con
proteina tau, incluyendo enfermedades o trastornos neurodegenerativos tales como tauopatias que comprende un
grupo heterogéneo de enfermedades o trastornos neurodegenerativos incluyendo enfermedades o trastornos que
muestran la coexistencia de patologias tau y amiloide incluyendo, pero no limitado a, Enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Greutzfeldt-Jacob, Demencia pugilistica, Sindrome de Down, enfermedad de Gerstmann-Straussler-
Scheinker, miositis por cuerpos de inclusion, y angiopatia amiloide cerebral por proteina de prion, dafio cerebral
traumatico y enfermedades o trastornos adicionales que no muestran una patologia amiloide clara incluyendo, pero
no limitado a, complejo esclerosis lateral amiotréfica/parkinsonismo-demencia de Guam, enfermedad neuronal
motora no Guamaniana con ovillos neurofibrilares, demencia con granulos argirofilicos, degeneracion corticobasal,
ovillos neurofibrilares difusos con calcificaciéon, demencia frontotemporal con parkinsonismo ligado al cromosoma 17,
enfermedad de Hallevorden-Spatz, atrofia de multiples sistemas, enfermedad de Niemann-Pick tipo C, degeneracion
Pallido-ponto-nigral, enfermedad de Pick, gliosis subcortical progresiva, paralisis supranuclear progresiva,
panencefalitis esclerosante subaguda, demencia con ovillos predominantes, Parkinsonismo Postencefalico, Distrofia
miotdnica. Las anormalidades patoldgicas pueden estar causadas por o asociadas con la formacién de lesiones
neurofibrilares, la patologia cerebral predominante en tauopatia.

Ademas, la presente invencion proporciona métodos ex vivo, composiciones para uso en métodos in situ y kits para
diagnosticar una predisposicion a enfermedades, trastornos o afecciones asociados con proteina tau, incluyendo
enfermedades o trastornos neurodegenerativos tales como tauopatias que comprende un grupo heterogéneo de
enfermedades o trastornos neurodegenerativos incluyendo enfermedades o trastornos que muestran la coexistencia
de patologias tau y amiloide, o para monitorizar enfermedad residual minima en un paciente o para predecir la
capacidad de respuesta de un paciente a un tratamiento con anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales
y fragmentos activos de éstos, o una composicion segun la invencién y como se describe en la presente memoria.
Estos meétodos incluyen métodos inmunolégicos conocidos usados cominmente para detectar o cuantificar
sustancias en muestras biolégicas o en una afeccion in situ.
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El diagnéstico de una enfermedad o afeccion asociada a proteina tau o de una predisposicion a una enfermedad o
afeccion asociada a proteina tau en un sujeto que lo necesita, particularmente un mamifero, mas particularmente un
ser humano incluyendo enfermedades o trastornos neurodegenerativos tales como tauopatias que comprende un
grupo heterogéneo de enfermedades o trastornos neurodegenerativos incluyendo enfermedades o trastornos que
muestran la coexistencia de patologias tau y amiloide, puede conseguirse detectando la union inmunoespecifica de
un anticuerpo, particularmente de un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo de éste, a un epitopo de la
proteina tau en una muestra o in situ, que incluye poner en contacto la muestra o una parte corporal o area corporal
especifica que se sospecha que contiene la proteina tau con un anticuerpo que se une a un epitopo de la proteina
tau, permitir que el anticuerpo se una a la proteina tau para formar un complejo inmunolégico, detectar la formacion
del complejo inmunolégico y correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o
ausencia de la proteina tau en la muestra o parte o area corporal especifica, opcionalmente comparar la cantidad del
complejo inmunolégico con un valor control normal, en el que un incremento en la cantidad del complejo
inmunolégico comparado con un valor control normal indica que el sujeto padece o presenta riesgo de desarrollar
una enfermedad o afeccién asociada con la proteina tau.

La monitorizacion de enfermedad residual minima en un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente
un ser humano, después de tratamiento con anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos
activos de éstos, o una composicion segun la invencion puede conseguirse detectando la unién inmunoespecifica de
un anticuerpo, particularmente de un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo de éste a un epitopo de la
proteina tau en una muestra o in situ, que incluye poner en contacto la muestra o una parte corporal o area corporal
especifica que se sospecha que contiene la proteina tau con anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales
y fragmentos activos de éstos, que se unen a un epitopo de la proteina tau, permitir que los anticuerpos,
particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos se unan a la proteina tau para formar un
complejo inmunoldgico, detectar la formacion del complejo inmunoldgico y correlacionar la presencia o ausencia del
complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la proteina tau en la muestra o parte o area corporal
especifica, opcionalmente comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico con un valor control normal, en el
que un incremento en la cantidad de dicho complejo inmunolégico comparado con un valor control normal indica que
el sujeto todavia padece una enfermedad residual minima.

La prediccion de la capacidad de respuesta de un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser
humano, a un tratamiento con anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos,
0 una composicion segun la invencion puede conseguirse detectando la unién inmunoespecifica de un anticuerpo,
particularmente de un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo de éste a un epitopo de la proteina tau en una
muestra o in situ, que incluye poner en contacto la muestra o una parte corporal o area corporal especifica que se
sospecha que contiene la proteina tau con anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos
activos de éstos, que se unen a un epitopo de la proteina tau, permitir que los anticuerpos, particularmente
anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos se unan a la proteina tau para formar un complejo
inmunoldgico, detectar la formacion del complejo inmunolégico y correlacionar la presencia o ausencia del complejo
inmunolégico con la presencia o ausencia de la proteina tau en la muestra o parte o area corporal especifica,
opcionalmente comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico antes y después del inicio del tratamiento, en
el que una disminucion en la cantidad de dicho complejo inmunoldgico indica que dicho paciente tiene un alto
potencial de capacidad de respuesta al tratamiento.

Las muestras biologicas que pueden usarse en el diagndstico de una enfermedad o afeccidon asociada con la
proteina tau, para diagnosticar una predisposicion a una enfermedad o afeccion asociada con la proteina tau,
incluyendo enfermedades o trastornos neurodegenerativos tales como tauopatias que comprenden un grupo
heterogéneo de enfermedades o trastornos neurodegenerativos incluyendo enfermedades o trastornos que
muestran la coexistencia de patologias tau y amiloide, o para monitorizar enfermedad residual minima en un
paciente o para predecir la capacidad de respuesta de un paciente a un tratamiento con anticuerpos, particularmente
anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos, o una composicién segun la invencion y como se describe
en la presente memoria son, por ejemplo, fluidos tales como suero, plasma, saliva, secreciones gastricas, mucosa,
fluido cerebroespinal, fluido linfatico y semejantes o muestras de tejido o células obtenidas de un organismo tal como
tejido neural, cerebral, cardiaco o vascular. Para determinar la presencia o ausencia de la proteina tau en una
muestra, puede usarse cualquier inmunoensayo conocido para los expertos en la técnica tal como, por ejemplo,
ensayos que utilizan métodos de deteccion indirectos que usan reactivos secundarios para la deteccion, ensayos
ELISA y de inmunoprecipitacion y aglutinacion. Una descripcion detallada de estos ensayos, se proporciona, por
ejemplo, en Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York 1988 555-
612, WO96/13590 de Maertens y Stuyver, Zrein et al. (1998) y WO96/29605.

Para el diagnéstico in situ, los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos
o cualquier parte activa y funcional de éstos puede administrarse al organismo que se va a diagnosticar por métodos
conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, inyeccion intravenosa, intranasal, intraperitoneal, intracerebral,
intraarterial de manera que pueda ocurrir una unién especifica entre un anticuerpo segun la invencion con una
region epitdpica en la proteina amiloide. EI complejo péptido de unién/antigeno puede detectarse convenientemente
mediante un marcador unido al péptido de unién segun la invencion incluyendo anticuerpos, particularmente
anticuerpos monoclonales, o un fragmento funcional de éstos o cualquier otro método de deteccion conocido en la
técnica.
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Los inmunoensayos usados en aplicaciones de diagndstico o en aplicaciones para diagnosticar una predisposicion a
una enfermedad o afeccién asociada con proteina tau, incluyendo enfermedades o trastornos neurodegenerativos
tales como tauopatias que comprende un grupo heterogéneo de enfermedades o trastornos neurodegenerativos
incluyendo enfermedades o trastornos que muestran la coexistencia de patologias tau y amiloide, o para monitorizar
enfermedad residual minima en un paciente o para predecir la capacidad de respuesta de un paciente a un
tratamiento con anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos, o una
composicion segun la invencion y como se describe en la presente memoria se basan tipicamente en antigenos,
péptidos de unién, o reactivos secundarios marcados para la deteccion. Estas proteinas o reactivos pueden
marcarse con compuestos conocidos generalmente para los expertos en la técnica incluyendo enzimas,
radiois6topos, y sustancias fluorescentes, luminiscentes y cromogénicas incluyendo, pero no limitado a particulas
coloreadas, tales como oro coloidal y lechos de latex. De éstos, el marcaje radiactivo puede usarse para casi todos
los tipos de ensayos y con muchas variaciones. Los marcadores conjugados con enzima son particularmente Utiles
cuando debe evitarse la radiactividad o cuando se necesitan resultados rapidos. Los fluorocromos, aunque requieren
un equipo mas costoso para su uso, proporcionan un método de deteccién muy sensible. Los péptidos de union
Utiles en estos ensayos son los descritos y revindicados en la presente memoria incluyendo anticuerpos,
particularmente anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos policlonales purificados por
afinidad.

Alternativamente, los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos, pueden
marcarse indirectamente por reacciéon con sustancias marcadas que tienen una afinidad para inmunoglobulina, tal
como proteina A o G o anticuerpos secundarios. Los anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y
fragmentos activos de éstos, pueden conjugarse con una segunda sustancia y detectarse con una tercera sustancia
marcada que tienen una afinidad para la segunda sustancia conjugada con el anticuerpo. Por ejemplo, los
anticuerpos, particularmente anticuerpos monoclonales y fragmentos activos de éstos, pueden conjugarse con
biotina y el conjugado péptido de union/biotina detectarse usando avidina o estreptavidina marcada. De manera
similar, los anticuerpos pueden conjugarse con un hapteno y el conjugado péptido de unidn/hapteno detectarse
usando péptido de unién anti-hapteno marcado.

Los expertos en la técnica conoceran éstos y otros marcadores adecuados que pueden emplearse segun la
presente invencion. La union de estos marcadores a péptidos de unién o fragmentos de éstos puede conseguirse
usando técnicas estandar conocidas cominmente para los expertos en la técnica. Las técnicas tipicas se describen
por Kennedy, J. H., et al., 1976 (Clin. Chim. Acta 70:1-31), y Schurs, A. H. W. M., et al. 1977 (Clin. Chim Acta 57:1-
40). Las técnicas de acoplamiento mencionadas en el ultimo son el método de glutaraldehido, el método de
peryodato, el método de dimaleimida, y otros.

Los inmunoensayos actuales utilizan un método de doble anticuerpo para detectar la presencia de un analito, en el
que, el anticuerpo se marca indirectamente por reactividad con un segundo anticuerpo que se ha marcado con un
marcador detectable. El segundo anticuerpo es preferiblemente uno que se une a anticuerpos del animal del que
deriva el anticuerpo monoclonal. En otras palabras, si el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo de ratén, el
segundo anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-raton. Para el anticuerpo que se va a usar en el ensayo descrito
en la presente memoria, este marcador es preferiblemente un lecho recubierto de anticuerpo, particularmente un
lecho magnético. Para el anticuerpo que se va a emplear en el inmunoensayo descrito en la presente memoria, el
marcador es preferiblemente una molécula detectable tal como una sustancia radiactiva, fluorescente,
electroquimioluminiscente.

Un sistema alternativo de doble anticuerpo, referido frecuentemente como sistemas de formato rapido porque estan
adaptados a determinaciones rapidas de la presencia del analito, también pueden emplearse en el alcance de la
presente invencion. El sistema requiere una alta afinidad entre el anticuerpo y el analito. La presencia de la proteina
amiloide puede determinarse usando una pareja de anticuerpos, cada uno especifico para proteina amiloide. Una de
dichas parejas de anticuerpos se refiere en la presente memoria como un "anticuerpo detector" y el otro de dicha
pareja de anticuerpos se refiere en la presente memoria como un "anticuerpo de captura". El anticuerpo monoclonal
de la presente invencién puede usarse como un anticuerpo de captura o un anticuerpo detector. El anticuerpo
monoclonal de la presente invencion también puede usarse tanto como anticuerpo de captura como detector,
conjuntamente en un unico ensayo.

Asi, el método sandwich de doble anticuerpo puede usarse para detectar proteina amiloide en una muestra de un
fluido bioldgico. En este método, el analito (proteina amiloide) se pone como un sandwich entre el anticuerpo
detector y el anticuerpo de captura, estando inmovilizado el anticuerpo de captura de manera irreversible en un
soporte soélido. El anticuerpo detector contendra un marcador detectable, con el fin de identificar la presencia del
sandwich anticuerpo-analito y asi la presencia del analito.

Las sustancias de fase solida ejemplares incluyen, pero no estan limitadas a, placas de microtitulacion, tubos de
ensayo de poliestireno, lechos magnéticos, de plastico o vidrio y portaobjetos que con muy conocidos en el campo
de los radioinmunoensayos e inmunoensayos enzimaticos. Los métodos para acoplar anticuerpos a fases sdlidas
también son muy conocidos para los expertos en la técnica. Mas recientemente, se han empleado como soportes
soélidos varios materiales porosos tales como nildn, nitrocelulosa, acetato de celulosa, fibras de vidrio y otros
polimeros porosos.
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La presente invencion también se refiere a un kit de diagndstico para detectar la proteina tau en una muestra
biolégica que comprende una composicion como se ha definido anteriormente. Ademas, la presente invencion se
refiere al ultimo kit de diagnostico que, ademas de una composicion como se ha definido anteriormente, también
comprende un reactivo de deteccion como se ha definido anteriormente. El término "kit de diagnoéstico™ se refiere en
general a cualquier kit de diagndstico conocido en la técnica. Mas especificamente, el ultimo término se refiere a un
kit de diagndstico como se describe en Zrein et al. (1998).

Aun otro objeto de la presente invencion es proporcionar nuevas inmunosondas y kits de ensayo para la deteccion y
diagndstico de enfermedades y afecciones asociadas con proteina tau, que comprenden anticuerpos segun la
presente invenciéon. Para inmunosondas, los péptidos de unién se unen directamente o indirectamente a una
molécula informadora adecuada, por ejemplo, una enzima o un radionuclido. El kit de ensayo incluye un contenedor
que alberga uno o mas anticuerpos segun la presente invencion e instrucciones para usar los anticuerpos para el
propésito de unirse a antigeno tau para formar un complejo inmunolégico y detectar la formacion del complejo
inmunolégico de manera que la presencia o ausencia del complejo inmunolégico se correlaciona con la presencia o
ausencia de la proteina tau.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1: Generacién y cribado de hibridomas y anticuerpos

El objetivo de este estudio fue generar y cribar mAb anti-Tau (anticuerpos monoclonales). Se generaron hibridomas
por fusion de bazo de ratones inmunizados con vacuna tau con una linea celular de mieloma. Los hibridomas se
evaluaron para reactividad frente a proteina Tau de longitud completa tanto fosforilada como no fosforilada, asi como
los péptidos antigénicos Tau fosforilados y no fosforilados usados en la preparacién de la vacuna. También se
realizé el cribado de los hibridomas para reactividad del sobrenadante de los hibridomas para ovillos tau usando
inmunoquimica en secciones de cerebro de ratones transgénicos para Tau.

1.1 Métodos
1.1.1 Fusién

Un ratén de tipo salvaje C57BL/6 vacunado con ACI-33 (Tau5-20 [pY18]) se us6 para produccion de hibridoma. El
raton se reforzé con vacuna ACI-33 en el dia 0 después de nuevo en el dia 4 y la fusién se realiz6 en el dia 7. Se
fusionaron 173x10° (ACI-33), esplenocitos del raton inmunizado con células de mieloma SP2-O-Ag14 a una
proporcion de 5 esplenocitos / 1 célula de mieloma.

Un raton de tipo salvaje C57BL/6 vacunado con ACI-35 (Tau393-408 [pS396, pS404]) se us6 para produccion de
hibridoma. El ratén se reforzo con vacuna ACI-35 en el dia 0 después de nuevo en el dla 4 y la fusion se realizo en
el dia Se fusionaron 6 x10” (ACE-35), esplenocitos del ratén inmunizado con 2 x 107 células de mieloma SP2-O-
Ag14 a una proporcion de 3 esplenocitos / 1 célula de mieloma.

Un ratdn de tipo salvaje C57BL/6 vacunado con ACI-36 (Tau401-418 [pS404/S409]) se usd para produccion de
hibridoma. El ratén se reforzé con vacuna ACI-36 en el dia 0 después de nuevo en el dia 4 y la fusion se realizé en
el dia 7. Se fusionaron 84x10° esplenocitos del raton inmunizado con células de mieloma SP2-O-Ag14 a una
proporcion de 5 esplenocitos / 1 célula de mieloma.

Un ratén de tipo salvaje C57BL/6 vacunado con ACI-41 (mezcla de Tau206-221 [pT212/pS214] y Tau196-211
[pS202/pT205]) se uso para produccion de hibridoma. El ratén se reforzé con vacuna ACI-41 en el dia 0 después de
nuevo en el dia 4 y la fusion se realizé en el dia 8. Se fusionaron 162x106 esplenocitos del ratdon inmunizado con
células de mieloma SP2-O-Ag14 a una proporcion de 5 esplenocitos / 1 célula de mieloma.

Las cuatro fusiones resultaron en 8 placas de 96 pocillos y los clones se nombraron segun la placa (1-8) después la
fila (A-G) y finalmente la columna (1-12).

1.1.2 Método de cribado para seleccionar clones

Las 8 placas de 96 pocillos se cribaron en primer lugar dos veces para expresion de IgG. Los clones con expresion
positiva se transfirieron a placas de 24 pocillos y los sobrenadantes de las células (=clones) de las células en
crecimiento se ensayaron en un cribado de Tau por ELISA y un cribado por inmunohistoquimica, TAUPIR. Los
sobrenadantes positivos en ELISA y/o TAUPIR se transfirieron a matraces T25 y los clones se cribaron de nuevo
para expresion de IgG en un cribado de Tau por ELISA y cribado por TAUPIR.

1.1.3 Cribado de IgG

Las placas de Elisa se recubrieron con 50 ul/pocillo de anticuerpo anti-IgG de raton (CER Groupe, Marloie, Bélgica)
en tampoén de recubrimiento durante 16 hrs a 4°C. Después de lavar las placas con PBS/Tween se aplicaron 100
ul/pocillo de una disolucidon blogueante durante 1 hr a RT. Se incubaron 50 ul de sobrenadante de hibridoma no
diluido durante 1 hr a RT. Después de una etapa de lavado, se aplicé una mezcla de anti-IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3
de raton conjugado con Peroxidasa de Rabano (HRP) (Ab Serotec, Raleigh, NC, EEUU) a las placas durante 1 hr a
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RT. Después de un lavado final, la deteccion se realizé con TMB (3-3',5,5'-tetrametilbenzidina), el sustrato fosfatasa
para HRP, y las placas se leyeron a 405 nm usando un lector de placas ELISA. Los resultados se expresan como
D.O. (Densidad Optica).

1.1.4 Cribados de hibridomas para Tau por ELISA

El cribado de hibridomas por ELISA se realiz6 en péptido pTau (ACI-33, T1.5: Tau5-20 [pY18]; ACI-35, T3.5:
Tau393-408[pS396/pS404]; ACI-36, T4.5: Tau401-418 [pS404/S409]; ACI-41, T8.5: Tau206-221 [pT212/pS214] y
T9.5: Tau196-211 [pS202/pT205] PolyPeptide Laboratories, Hillerad, Dinamarca), correspondientes al péptido Tau
(ACI-33, T1.6: Tau5-20; ACI-36, T4.6: Tau401-4; ACI-41, T8.6: Tau206-221 y T9.6: Tau196-211, PolyPeptide
Laboratories, Hillerad, Dinamarca), proteina Tau de longitud completa fosforilada (441 aa) (proteina pTau,
Vandebroek et al., 2005) y proteina Tau de longitud completa (441aa) (proteina Tau, SignalChem, Richmond,
Canada). Finalmente, se us6 Albumina de Suero Bovino (BSA) como control negativo.

Las placas se recubrieron con 10 pug/ml del péptido Tau correspondiente y 1 ug/ml de proteina Tau correspondiente
toda la noche a 4°C. Después de lavar cada pocillo con PBS-0,05% Tween 20 y bloquear con 1% BSA en PBS-
0.05% Tween 20, se afadieron el sobrenadante de hibridoma no diluido o control negativo de medio a las placas y
se incubd a 37°C durante 2 horas. Después de lavar, las placas se incubaron con un anticuerpo anti-IgG total de
ratén conjugado con fosfatasa alcalina (AP) (Jackson Laboratories, Baltimore, PA, EEUU) durante 2 horas a 37°C.
Después de lavar, las placas se incubaron con pNPP (para-nitro-fenil-fosfato), el sustrato fosfatasa para AP, y se
leyeron a 405 nm usando un lector de placas ELISA. Los resultados se expresan como D.O. (Densidad Optica).

1.1.5 Cribado de hibridoma por IHC: unién de anticuerpos anti-Tau a ovillos en secciones de cerebro de ratones
transgénicos (TAUPIR)

Los experimentos TAUPIR se hicieron segun el protocolo del EJEMPLO 3.1.2.
1.1.6 Cribado de IgG en matraces T25

Las placas Elisa se recubrieron con 5ug/ml de anticuerpo especifico anti-fragmento F(ab')2 de IgG de raton (Jackson
Laboratories, Baltimore, PA, EEUU) en tampoén de recubrimiento carbonato-bicarbonato pH 9,6 (Sigma, Buchs,
Suiza) toda la noche a 4°C. Después de lavar las placas, se incubaron sobrenadante de hibridoma no diluido,
anticuerpo 1gG1 control positivo (6E10 a 1ug/ml: Covance, Emeryville, CA, EEUU) o control negativo (medio de
cultivo solo) durante 1 hr a RT. Después de una etapa de lavado, se incubé el anticuerpo secundario especifico anti-
fragmento Fcy de IgG de ratén de cabra (subclases 1+2a+2b+3) conjugado con AP (Jackson Laboratories,
Baltimore, PA, EEUU) en las placas durante 2 hrs a 37°C. Después de un lavado final, la deteccion se realizé con
pNPP (para-nitro-fenil-fosfato), el sustrato fosfatasa para AP, y las placas se leyeron a 405 nm usando un lector de
placas ELISA. Los resultados se expresan como D.O. (Densidad Optica).

1.2 Resultados
1.2.1 Hibridomas ACI-33

Los sobrenadantes de células de las 8 placas de 96 pocillos que resultan de la fusién se cribaron para produccién de
IgG. En los 768 pocillos (8x96 pocillos) ensayados, 277 pocillos fueron positivos para expresion de IgG y se
transfirieron a placas de 24 pocillos. En las placas de 24 pocillos, 79 clones se crecieron y el sobrenadante de estas
células se analizaron. Los clones positivos se transfirieron ademas a matraces T25 y los sobrenadantes se cribaron
para produccion de IgG, ELISA 'y TAUPIR (Tabla 2).

El clon 6C10 fue el unico positivo en los 3 cribados y se selecciond para subclonacion.
1.2.2 Hibridomas ACI-36

Los sobrenadantes de células de las 8 placas de 96 pocillos que resultan de la fusién se cribaron para produccién de
IgG. En los 768 pocillos (8x96 pocillos) ensayados, 333 pocillos fueron positivos para expresion de IgG y se
transfirieron a placas de 24 pocillos. En las placas de 24 pocillos, 75 clones se crecieron y el sobrenadante de estas
células se analizaron. Los clones positivos se transfirieron ademas a matraces T25 y los sobrenadantes se cribaron
para produccion de IgG, ELISA 'y TAUPIR (Tabla 3).

Con el fin de seleccionar clones para las siguientes etapas, se realizé una clasificacion de todos los sobrenadantes
positivos para los cribados IgG/ELISA/TAUPIR tomando como base los resultados ELISA y TAUPIR. La clasificacion
de los resultados ELISA y TAUPIR se realizé como se explica en la seccion de métodos. La tincion TAUPIR fue casi
idéntica para los cinco primeros clones y esto se correspondié con los resultados ELISA. 4C12 se desech6 ya que
se encontrd en la misma placa que 4C1 lo que incremento la probabilidad de que los 2 clones fueran el mismo (que
reconocen el mismo epitopo). Los 4 mejores clones seleccionados fueron 3A8, 2B6, 4C1 y 6H1. Los otros 6 clones
(4C12, 2G1, 2F9, 7D6, 3B9, 4E12) se mantuvieron como apoyo.

Se realizé una clasificacion de los 10 clones que mostraron positividad en el cribado ELISA y cribado TAUPIR para
seleccionar los mejores (Tabla 4). En gris se resaltan los 5 mejores clones.
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1.2.3 Hibridomas ACI-41

Los sobrenadantes de células de las 8 placas de 96 pocillos que resultan de la fusién se cribaron para produccién de
IgG. En los 768 pocillos (8x96 pocillos) ensayados, 215 pocillos fueron positivos para expresion de IgG y se
transfirieron a placas de 24 pocillos. En las placas de 24 pocillos, 81 clones se crecieron y el sobrenadante de estas
células se analizaron. Los clones positivos se transfirieron ademas a matraces T25 y los sobrenadantes se cribaron
para produccion de IgG, ELISA 'y TAUPIR (Tabla 5).

Los clones 5D10 y 7C2 fueron los Unicos positivos en los 3 cribados y se seleccionaron para subclonacion. El clon
5D10 solo se une al péptido T8.5, mientras el clon 7C2 se une a los dos péptidos de la vacuna ACI-41 (T8.5y T9.5)
(véase la Figura 10 en la solicitud PCT PCT/EP2010/054418).

El subclon 5D10A4 que se origina de 5D10 fue especifico para el péptido pTau.
1.3. Conclusion

Los anticuerpos generados han mostrado una alta especificidad para péptidos pTau con unién soélo marginal a
péptidos no fosforilados.

A partir de las 4 fusiones (ACI-33, ACI-36, ACI-35 y ACI-41), se depositaron un total de 16 clones en DSMZ (tabla 1)
y se seleccionaron para subclonacion adicional.

Los clones madre positivos mencionados anteriormente se cultivaron adicionalmente en placas de 96 pocillos,
después placas de 24 pocillos y finalmente en matraces T25. En cada etapa, los sobrenadantes de los clones de
hibridoma se cribaron por ELISA, Taupir y Transferencia Western.

EJEMPLO 2: Clonacion de las regiones variables de cadena ligera y cadena pesada de los anticuerpos

Se clonaron los genes de la region variable de cadena pesada y ligera de anticuerpo de las células de hibridoma 'y
se determinaron las secuencias de ADN vy la localizacion de las regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) asi como las caracteristicas de union de los anticuerpos.

Se prepar6 ARN total de 3 x 10° células de hibridoma (1 vial) usando el mini kit Qiagen RNeasy (No de Cat: 74104).
El ARN se eluy6 en 50mL de agua y se evalud en un gel de agarosa al 1,2%.

Se prepararon los ADNc de Vy y Vk usando transcriptasa inversa con cebadores de region constante de IgG y
kappa. Los ADNc de primera cadena se amplificaron por PCR usando un conjunto grande de cebadores de
secuencia sefial. Los ADN amplificados se purificaron por gel y se clonaron en el vector pGem® T Easy (Promega).
Los clones de V4 y Vk obtenidos se cribaron para insertos del tamafio esperado. La secuencia de ADN de los clones
seleccionados se determind en ambas direcciones por secuenciacion de ADN automatizada. Las localizaciones de
las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) en las secuencias se determinaron con referencia a
otras secuencias de anticuerpo (Kabat EA et al., 1991).

EJEMPLO 3: Estudios de unién |

El objetivo fue medir la unién a fofo-Tau (pTau) de los anticuerpos generados a partir de hibridomas subclonados
derivados de ratones inmunizados con las vacunas tau liposomales. Para ensayar esto, se usd un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) para medir la union de los anticuerpos purificados tanto a proteina Tau
de longitud completa fosforilada como no fosforilada, asi como los péptidos antigénicos Tau fosforilados y no
fosforilados usados para la preparacion de la vacuna liposomal.

El cribado se completd por otros dos métodos. Se hizo inmunohistoquimica (IHC) en secciones de cerebro de un
animal transgénico para Tau (TAUPIR) usando un anticuerpo anti-tau como el anticuerpo primario. Ademas, se
realizé una transferencia western (WB) en homogenados de proteina de cerebro de ratones transgénicos para Tau,
usando un anticuerpo anti-tau como el anticuerpo de ensayo.

3.1 Métodos
3.1.1 Ensayo de unién a fosfo-Tau

Los anticuerpos anti-fosfo Tau (de ratdn isotipo IgG3) se generaron a partir de ratones vacunados con tau liposomal.
Las vacunas liposomales son preparaciones fosforiladas de un péptido fosfo-Tau (pTau). Los sub-clones de
hibridoma que producen los anticuerpos anti-tau se seleccionaron por dilucién limitante a partir de los clones madre.
El isotipado se hizo para indicar la presencia de un clon de isotipo Unico. Los anticuerpos se produjeron en botellas
de cultivo rotatorias, se purificaron por cromatografia de afinidad, se sometieron a filtracion estéril en 0.22 ym, y se
cuantificaron. Para ensayar la unién del anticuerpo a Tau y pTau, se usé un ensayo ELISA. Brevemente, se
recubrieron placas de 96 pocillos Nunc MaxiSorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca) con 1 uyg/mL de proteina Tau de
longitud completa (441 aa) (SignalChem, Richmond, Canada) o proteina Tau de longitud completa fosforilada (441
aa) (Vandebroek et al., 2005). Ademas, las placas se recubrieron con 10 ug/mL del péptido derivado de Tau. Para
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ensayar la reactividad cruzada a secuencias Tau y pTau que no se usaron en la preparacion de vacuna, las placas
se recubrieron con 10 pg/mL de los péptidos siguientes: Tau5-20 (fosforilado o no en Y18), Tau393-408 (fosforilado
0 no en S396 y S404), Tau401-418 (fosforilado o no en S404 y S409), Tau206-221 (fosforilado o no en T212 y
S214), y Tau196-211 (fosforilado o no en S202 y T205). El recubrimiento se hizo toda la noche en disolucion salina
tamponada con fosfato (PBS) a 4°C. Las placas se lavaron concienzudamente con 0,05% Tween20/PBS y se
bloquearon con 1% albumina de suero bovino (BSA) en 0,05% Tween20/PBS durante 1 hr a 37°C. El anticuerpo que
se esta ensayando se afadié en una serie de 8 6 16 diluciones de dos veces entre 20 y 0 pug/mL, y se dejo
incubando durante 2 hr a 37°C. Las placas se lavaron como se ha descrito anteriormente, y se afiadié anticuerpo
secundario anti-lgG de ratén conjugado con AP (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Suffolk, Inglaterra) a una
dilucién 1/6.000 en 0,05% Tween20/PBS durante 2 hr a 37°C. Después de lavar, las placas se incubaron con
disolucion de sustrato fosfatasa p-nitrofenil fosfato disodio hexahidrato (pNPP; Sigma-Aldrich, Buchs, Suiza), y se
leyé a 405 nm después de una incubacion de 2 6 16 hr usando un lector de placas ELISA. Los resultados se
expresan como densidad optica (D.O.).

3.1.2 Unién de anticuerpo anti-Tau a ovillos de Tau en secciones de cerebro de un animal transgénico para Tau
(TAUPIR)

Las secciones de cerebro usadas fueron de ratones transgénicos viejos (>18 meses de edad) doble transgénicos
biGT (ratones transgénicos GSK-3p cruzados con ratones TPLH, que contienen la isoforma mas larga (441 aa) de
Tau humana con la mutacion P301L). Ademas, también se usaron secciones de ratones con Tau inactivada (TKO; 6
meses de edad). Las secciones de cerebro se lavaron durante 5 min en PBS y se incubaron durante 15 min a RT en
1,5% H20, en PBS:MeOH (1:1) para bloquear la actividad peroxidasa endégena. Después de lavar las secciones 3
veces en PBST (PBS/0,1% TritonX100) se incubaron durante 30 min a RT en disolucion de bloqueo PBST+10%
FCS (suero de ternera fetal). La incubacion con el anticuerpo anti-Tau que se esta ensayando se hizo toda la noche
a 4°C a las diluciones indicadas en PBST/10% FCS. Las secciones se lavaron a continuaciéon 3 veces en PBST
antes de incubarlas con un anticuerpo secundario anti-ratén de cabra conjugado con HRP (adquirido en Dako,
Glostrup, Dinamarca) en PBST/10% FCS durante 1 hora a RT. Antes de la deteccion, las secciones se lavaron 3
veces con PBST y se incubaron en 50 mM Tris/HCI pH7,6 durante 5 min. La deteccidon se hizo incubando las
secciones durante 3 min en Diaminobenzidina (DAB: 1 comprimido en 10 ml de 50 mM Tris.HCI + 3 ul H20;, 30%;
MP Biomedicals, Solon, OH, EEUU). La reaccion se par6 lavando las secciones 3 veces en PBST. Las secciones se
transfirieron a placas de vidrio silanizadas y se secaron al aire en placa calefactora a 50°C durante 2 horas. La
contratincion se hizo usando incubaciéon con hematoxilina de Mayers (Fluka Chemie, Buchs, Suiza) durante 1 min,
seguido de una etapa de lavado durante 4 min en agua del grifo. Las secciones se deshidrataron pasandolas en
50%, 70%, 90% y dos veces en 100% bafio de etanol y después en Xilol 2 veces durante 1 min. Finalmente, las
secciones se montaron con DePeX (BDH Chemicals Ltd., Poole, Inglaterra) en cubreobjetos de vidrio.

Ademas, los sobrenadantes de hibridoma a una diluciéon 1/10 (todos los anticuerpos derivados de ACI-35 mostrados
en la Tabla 1) se usaron para ensayar membranas que contienen proteinas de homogenado de cerebro separadas
por SDS-PAGE de ratones transgénicos para Tau, ratones de tipo salvaje, o ratones inactivados para Tau.

3.1.3. Unién de anticuerpo anti-Tau a ovillos de Tau en secciones de cerebro de pacientes con AD y tauopatia
(TAUPIR)

El ensayo para la inmunoreaccion del anticuerpo anti-pTau ACI-36-3A8-Ab1 a pTau en cerebro humano se hizo por
TAUPIR. Se desparafinaron secciones de cerebro en parafina pasandolas en Xilol 2 veces durante 5 min y 2 veces
durante 1 min en 100% EtOH, seguido de un lavado de 1 min en 90%, 70%, y 50% EtOH y agua destilada, seguido
de 2 veces de lavados de 5 min en PBS. Para la recuperacion del antigeno, las secciones se trataron calentandolas
durante 10 min en disolucién de acido citrico 0,01 M en agua (pH 6,0) y enfriandolas durante 20 min. Las secciones
se incubaron durante 15 min a RT en 1,5% H;O, en PBS:MeOH (1:1) para bloquear la actividad peroxidasa
enddgena. Después de lavar las secciones 3 veces en PBST (PBS/0,05 Tween-20), se incubaron durante 30 min a
RT en PBST + 10% suero de ternera fetal (FCS) como disolucién de bloqueo. La incubacion con el anticuerpo
primario anti-pTau ACI-36-3A8-Ab1 (410 ng/mL en tampon de bloqueo) se hizo toda la noche a 4°C. Las secciones
se lavaron a continuacién 3 veces en PBST antes de incubarlas con un anticuerpo secundario anti-ratén de cabra
conjugado con HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca) diluido 1/500 en PBST/10% FCS durante 1 hora a RT. Antes de la
deteccion, las secciones se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron en 50 mM Tris/HCI pH 7,6 durante 5 min. La
deteccion se hizo incubando las secciones durante 3 min en diaminobenzidina (DAB: 1 comprimido en 10 ml de 50
mM Tris-HCI + 3 pL H202 30%; MP Biomedicals, Solon, OH, EEUU). La reaccion se par6 lavando las secciones 3
veces en PBS. La contratincién se hizo incubando con hematoxilina de Mayer (Fluka Chemie, Buchs, Suiza) durante
1 min, seguido de lavado durante 4 min en agua del grifo. Las secciones se deshidrataron pasandolas a través de
50%, 70%, 90% y dos veces en 100% barios de etanol, seguido de Xilol 2 veces durante 1 min.

Finalmente, las secciones se montaron con DePeX (BDH Chemicals Ltd., Poole, Inglaterra) bajo cubreobjetos de
vidrio. Las secciones tefiidas se examinaron por microscopia de luz blanca y se tomaron imagenes digitales con una
camara 3CCD (Leica, Wetzlar, Alemania). Las imagenes se capturaron y analizaron usando software especializado
(IM500, Leica). Las imagenes se muestran con un aumento 20x1,6.
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3.1.4. Transferencia Western (WB)

La unién del anticuerpo de ensayo a pTau en el extracto de cerebro de animal transgénico se hizo por WB. La
homogeneizacion del cerebro de ratones de tipo salvaje FVB, TPLH, biGT y TKO se hizo en el tampdn siguiente: 25
mM Tris/HCI pH7,6, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 30 mM NaF, 0,2 mM Na3VO4, 1 nM Acido okadaico, 1
mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 5 mM Na4P207, 1 comprimido de mezcla completa de inhibidores de
proteasa (CPIC) por 12 ml en total. Para obtener homogenado de cerebro total el cerebro se homogeneizé en hielo
en 1 vol / peso de hemisferio (ml / g) con un tubo de vidrio semejante a homogeneizador con motor / émbolo de
teflon a 700 rpm. Los homogenados de cerebro total se diluyeron a la mitad en tampén de muestra (125 mM Tris/HCI
pH6,8, 4% (p/v) dodecil sulfato de sodio (SDS), 20% glicerol, 0,01% azul de bromofenol y 5% beta-mercapto-etanol),
y se calenté rapidamente hasta 95°C. Las muestras se mantuvieron 5 min, se diluyeron % en tampon de muestra, se
calentaron de nuevo hasta 95°C y se enfriaron y centrifugaron a 14.000 rpm durante 5 min para aclarar los restos
celulares que no se solubilizaron. Los sobrenadantes se recogieron y se cargaron en un gel de SDS-PAGE. La
transferencia a membrana de nitrocelulosa (Hybond-ECL) se hizo en tampén de transferencia (25 mM Tris pH 8,6,
190 mM Gilicina, 20% metanol). Las membranas se transfirieron a la disolucién de bloqueo (0,1% Tween en TBS (50
mM Tris.HCI, pH7,6, 150 mM NaCl, y 5% polvo de leche en polvo) antes de incubacion toda la noche a 4°C con el
anticuerpo de ensayo diluido en la disolucion de bloqueo. La incubacion con anticuerpo secundario anti-ratéon de
cabra conjugado con HRP (Dako, Glostrup, Dinamarca) diluido 1/10.000 en disolucién de bloqueo se realiz6 a RT
durante 1 hora. La deteccion se hizo usando los Reactivos de Deteccion de Transferencia Western ECI de GE
Healthcare.

3.2 Resultados

3.2.1 Ensayos ELISA y TAUPIR usando secciones de cerebro de ratones transgénicos para Tau positivos para
ovillos

La unién de los anticuerpos se midio frente al péptido Tau fosforilado usado como el inmundégeno, y frente a la
proteina Tau humana de longitud completa fosforilada. Esta es la isoforma mas larga de proteina Tau humana que
consiste en 441 aminoacidos. También se incluyeron el péptido y proteina Tau humana de longitud completa no
fosforilados correspondientes. Como se indica en la tabla 6 los anticuerpos demostraron una alta unién al péptido
Tau fosforilado, con una unién solo limitada o ausencia de ésta a la proteina Tau humana de longitud completa
fosforilada. No se observé union al péptido Tau no fosforilado o a la proteina Tau humana de longitud completa no
fosforilada correspondientes. Esto demuestra una alta unién de anticuerpos anti-tau a los péptidos Tau humanos
fosforilados.

Para ensayar la unién no especifica a otras secuencias Tau fosforiladas y no fosforiladas, el anticuerpo se ensay6
para unién a cinco péptidos Tau fosforilados y no fosforilados uno de los cuales se usé como la secuencia de
péptido antigénico. No se observé reactividad cruzada a péptidos Tau fosforilados o no fosforilados, aparte del
péptido usado en la vacuna, incluso a altas concentraciones de péptido.

La union de anticuerpos anti-tau a pTau en cerebros de ratones transgénicos para Tau se evalud por tincion TAUPIR
(Figura 1) y por WB (Figura 1). Los anticuerpos demostraron unién a ovillos de Tau y fibrillas de neuropilema
presentes en la corteza e hipocampo en cerebros de ratones transgénicos para Tau (biGT). Las diluciones de
anticuerpo usadas para el TAUPIR variaron de 0,05 a 0,0033 ug/mL. También se usaron anticuerpos anti-tau como
un anticuerpo primario en una WB usando homogenados de cerebro total de ratones de tipo salvaje FVB, TPLH,
biGT y TKO, y se separaron por SDS-PAGE. Se usaron como controles dos anticuerpos anti-pTau comerciales, MC1
y Taub. Todos los anticuerpos anti-tau se unieron a pTau presente en los cerebros de ratones transgénicos para
Tau. Ensayo

En las membranas que contenian homogenados de proteina separados por SDS-PAGE de ratones transgénicos
para Tau, ratones de tipo salvaje, y ratones con Tau inactivada, todos los anticuerpos ACI-35 (descritos en la Tabla
1) se unieron a bandas de proteina que tenian un patrén de migracion a 46 kDa idéntico a Tau y pTau (datos no
mostrados).

3.2.2 Estudio TAUPIR en secciones de cerebro de pacientes con AD y tauopatia

La capacidad del anticuerpo ACI-36-3A8-Ab1 para unirse a agregados de Tau, alojados en secciones de cerebro
humano de sujetos con tauopatias diagnosticadas, incluyendo AD, FAD, AGD, FTDP-17, CBD, y PSP, se examino
por inmunohistoquimica TAUPIR (Figura 2). El anticuerpo anti-pTau ACI-36-3A8-Ab1 se unio a ovillos neurofibrilares
que contienen pTau (NFT), fibrillas de neuropilema en secciones de cerebro humano, y otras formas de
acumulaciones de pTau presentes en neuronas y tipos de células gliales. Mas especificamente, ACI-36-3A8-Ab1
tind de manera prominente NFT, fibrillas de neuropilema, y neuritas distréficas que rodeaban placas amiloides de
cerebros AD, lo que fue facilmente aparente en los sujetos diagnosticados con AD y FAD. En secciones de cerebro
de AGD, ACI-36-3A8-Ab1 tifid tanto NFT como fibrillas de neuropilema, siendo visibles multiples granos/granulos
argirofilicos (Figura 2,). La tincién de secciones de cerebro de PSP con ACI-36-3A8-Ab1 mostré NFT, fibrillas de
neuropilema, y neuritas distroficas. Ademas, los astrocitos positivos para inclusiones semejantes a cuerpos de Pick y
pTau en penacho se detectaron claramente, siendo una caracteristica abundante en PSP, donde la tinciéon de pTau
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se extiende a lo largo de la célula, incluyendo en procesos distales. En FTDP-17, el patrén de tincion también ilustré
la heterogeneidad conocida de la enfermedad, detectandose no sélo NFT sino también neuronas acromaticas
"hinchadas". El anticuerpo ACI-36-3A8-Ab1 también tifid neuronas acromaticas hinchadas que eran débilmente
positivas para Tau, la principal caracteristica de CBD. Otra caracteristica patologica importante de CBD, es decir
inclusiones oligodendrogliales, denominadas cuerpos enrollados, también se detectaron bien por el anticuerpo ACI-
36-3A8-Ab1. No se detecto tincion en un sujeto control negativo para AT8 mientras se identificéd una tincion débil en
un sujeto control positivo para AT8.

Usando TAUPIR en secciones de cerebro humano de sujetos diagnosticados previamente con diferentes formas de
tauopatia, el anticuerpo anti-pTau ACI-36-3A8-Ab1 demostré una buena unién a varias caracteristicas patoldgicas
conocidas ricas en pTau presentes en los cerebros de estos sujetos.

EJEMPLO 4: Estudios de union I

El objetivo del estudio fue determinar la afinidad de union entre los anticuerpos anti-tau y el fosfo-péptido tau usando
Resonancia de Plasmon Superficial (SPR). El fosfo-péptido tau corresponde a la secuencia de péptido usada en la
preparacion de la vacuna para generar el anticuerpo anti-tau. Para estudiar esta interaccion, los fosfopéptidos se
inmovilizaron en la superficie de un chip sensor y la unién se monitorizé en tiempo real usando SPR cuando el
anticuerpo pasa sobre el chip.

4.1 Métodos
4.1.1 Ensayo de unién SPR

Todos los experimentos de SPR se llevaron a cabo en un instrumento Biacore X (GE Healthcare). Los reactivos para
la inmovilizacion (EDC, NHS y Etanolamina), chip sensor CM5 (carboximetil dextrano) asi como el tampdn de corrida
HBS-EP se adquirieron en GE Healthcare. El fosfo-péptido tau se solubilizé en tampdon PBS / acetato de sodio (10
mM, pH 5,0) en una proporcion 1:1 (v/v) para proporcionar una concentracion final de péptido de 250 ug/ml. Esta
disolucion de péptido se acoplé a una celda de flujo (fc) 2 de un chip sensor CM5 que se preactivd usando
EDC/NHS. Después del acoplamiento, se pas6 etanolamina sobre la superficie y proporcionando un nivel de
inmovilizacién final de 218 RU. Se ensayaron cinco concentraciones de los anticuerpos anti-tau por diluciones
seriadas usando tampon de corrida. Las inyecciones se realizaron empezando a partir de la concentracion mas baja
y se pasaron tanto sobre fc 1 como 2 a una velocidad de flujo de 30 pL/min durante 180 s. La celda de flujo 1 no
estaba derivatizada y las respuestas se restaron de fc 2 para corregir para ruido del instrumento y cambios
refractarios brutos. Después de terminar la inyeccion, las superficies se lavaron inmediatamente con tampén de
corrida durante 300 s. Para eliminar anticuerpo unido remanente del chip, se realizé regeneracion de la superficie
inyectando un pulso (tipicamente 3 pl) de 8 mM NaOH en agua que contenia 1M NaCl. El analisis cinético se realizo
usando algoritmos para integracion numérica y analisis global usando BlAevaluation 3.0. Los sensogramas
obtenidos para las inyecciones de anticuerpo a diferentes concentraciones se superpusieron y las lineas base se
ajustaron a cero. Para el ajuste de las curvas, todos los datos se ajustaron simultineamente a un modelo
homogéneo 1:1 (Langmuir).

Alternativamente, el péptido T3 biotinilado inmovilizado (T3.30) se inmovilizé en un chip Estreptavidina Biacore SA
(GE Healthcare) usando un instrumento Biacore X. Los anticuerpos se diluyeron en tampén de corrida HBS-EP (GE
Healthcare) y se inyectaron a 50ul/min durante 120s seguido de 100s de disociacion. La regeneracion de la
superficie se realizé usando un pulso (1-3 ul) de 16 mM NaOH. El ajuste se realizé6 usando BlAevaluation y
asumiendo una interaccion de unién 1:1 de Langmuir.

Péptidos usados

T1.5 | H-K(Ac)K(Ac)-RQEFEVMEDHAGTY[PO3H2]GL-K(Ac)K(Ac)-NH2 lote AW11309D
T4.5 | H-K(Ac)K(Ac)-GDTS[PO3H2]PRHLS[PO3H2]NVSSTGSID-K(Ac)K(Ac)-NH2 lote CF09168
T3.30 |Biotina-LC conector-GVYKS[PO3H2]PWSGDTS[PO3H2]PRHL-NH2 lote M189P9-P12-2

4.2 Resultados

La unién de los anticuerpos anti-tau al péptido fosforilado Tau se monitorizé en tiempo real usando SPR. Los analisis
de las fases de asociacion y disociacion de la unidn del anticuerpo pudieron usarse para determinar la constante de
velocidad de asociacion (ks), constante de la velocidad de disociacion (kq) asi como la constante de disociacion Kp.
El anticuerpo ACI-33-6C10-Ab1 se une especificamente al péptido T1.5 sobre la superficie de carboximetil dextrano
no derivatizada en el intervalo 3,7 — 367 nM de anticuerpo. El analisis cinético de los sensogramas reveld una
rapida constante de velocidad de asociacién de 9,46 x 10 M's™ y una constante de velocidad de disociaciéon de
3,27 x10° s (Tabla 7). Se determind que la constante de disociacion Kp era por lo tanto 3,46 nM mostrando que el
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anticuerpo reconoce el fosfopéptido T1.5 con una afinidad muy alta. Todos los anticuerpos ensayados presentaron
una alta afinidad para sus fosfopéptidos respectivos usados para la inmunizacion y generacion de hibridomas, pero
presentaron poca afinidad para no fosfopéptidos.

EJEMPLO 5: Mapeo de epitopos de anticuerpos anti pTau
5.1 Métodos

El mapeo de epitopos de anticuerpos monoclonales anti-fosfo Tau de raton se realizé por ELISA usando diferentes
bibliotecas de fosfo y no fosfo péptidos. Las secuencias de aminoacidos de bibliotecas de péptidos usadas se
muestran en la Tabla 8. Cada biblioteca consistié en péptidos biotinilados cortos que abarcaban las secuencias fosfo
y no fosfo presentes en la vacuna peptidica. Las bibliotecas de péptidos se adquirieron en ANAWA Trading SA. El
mapeo de epitopos se hizo segun las instrucciones del fabricante (Mimotopes). Brevemente, se bloquearon placas
recubiertas con estreptavidina (NUNC) con 0,1% BSA en disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) toda la
noche a 4°C. Después de lavar con PBS-0,05% Tween 20, las placas se recubrieron durante 1 hr a RT con los
diferentes péptidos de cada biblioteca, diluidos en 0,1% BSA, 0,1% azida sédica en PBS hasta una concentracion
final de 10 uM. Después de lavar, las placas se incubaron durante 1 hr a RT con el anticuerpo que se iba a ensayar
diluido hasta 40 ng/ml en 2% BSA, y 0,1 % azida sédica en PBS. Las placas se lavaron de nuevo y se incubaron con
anticuerpo secundario anti-IgG de ratdon conjugado con AP (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Suffolk,
Inglaterra) a una dilucién 1/6.000 durante 1 hr a RT. Después un lavado final, las placas se incubaron con disolucién
de sustrato fosfatasa p-nitrofenil fosfato disodio hexahidrato (pNPP; Sigma-Aldrich, Buchs, Suiza), y se ley6 a 405
nm después de una incubacién de 2 hr usando un lector de placas ELISA. La unién se considerd positiva si la
densidad optica (D.O.) estaba al menos 2 veces por encima de la D.O. de fondo.

5.2 Resultados

Como un resultado de los experimentos de mapeo de epitopos, pudieron identificarse epitopos incluyendo el residuo
de aminoacidos fosforilado requerido (véase la tabla 9) al que se unen especificamente los anticuerpos descritos en
la presente memoria.

. Tau aa 15-20, con requerimiento para pY18 (6C10F9C12A11; 6C10E5E9C12)

. Tau aa 405-412, con requerimiento para pS409 (6H1A11C11; 6H1G6EG)

) Tau aa 405-411, con requerimiento para pS409 (2B6A10C11; 2B6G7A12; 3A8A12G7; 3A8E12H8)
. Tau aa 208-218, con requerimiento para pT212 y pS214 (7C2(1)F10C10D3)

. Tau aa 393-401, con requerimiento para pS396 (A4-2A1-18; A4-2A1-40)

. Tau aa 396-401, con requerimiento para pS396 (A4-4A6-18)

. Tau aa 394-400, con requerimiento para pS396 (A6-1 D2-12)

. Tau aa 402-406, con requerimiento para pS404 (A6-2G5-08)

. Tau aa 393-400, con requerimiento para p396 (A6-2G5-30; A6-2G5-41)

EJEMPLO 6: Inmunizacion pasiva de 1 semana de ratones transgénicos para Tau
6.1. Métodos

Para todos los estudios in vivo, se usaron ratones transgénicos para Tau y se les administraron los anticuerpos de
tratamiento como se muestra en la Tabla siguiente.

Ratones transgénicos y anticuerpos usados para los estudios in vivo
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6.1.1. Ratones y tratamientos

Se usaron ratones Tg hembra y macho de 6,3 meses de edad (+3 dias) que sobreexpresaban la isoforma de TAU
humana de longitud completa TAU441, que porta las mutaciones con cambio de sentido V337M y R406W bajo el
control del promotor murino Thy-1 (ratones TMHT), para el Estudio no.1 (véase la Tabla anterior). Los ratones se
sacrificaron por eutanasia 1 dia después de la ultima administracién para determinar la patologia TAU en el cerebro.

6.1.2 Identificacion y estabulacién de los animales

En el curso de la obtencién de biopsias de la cola para el genotipado, los animales se numeraron consecutivamente
por marcaje en la oreja clasico. Todos los animales se re-genotiparon antes del inicio del estudio. Los ratones se
mantuvieron segun los Procedimientos de Operacion Estandar JSW basados en estandares internacionales. Los
animales se estabularon en jaulas individuales ventiladas en lechos de roedor estandarizados suministrados por
Rettenmaier®. La temperatura se mantuvo a aproximadamente 24°C y la humedad relativa se mantuvo entre 40 a
70%. Los animales se estabularon bajo un ciclo de luz constante (12 horas luz/oscuridad). Los animales tuvieron
disponible pienso de roedores estandar seco, peleteado (Altromin®) y agua de grifo normal ad libitum. Cada animal
individual se evalu6 regularmente para cualquier signo clinico que se indicaron en la hoja de datos del animal
individual.

6.1.3 Sangrados in vivo

Siete dias antes de la primera inmunizacién, se realizaron sangrados in vivo por muestreo mandibular de la
vena/arteria facial. Las muestras de sangre son una mezcla de sangre venosa y arterial. Para obtener plasma, la
sangre se recogioé en tubos con heparina y se centrifugé (1.000 x g, 10 minutos, temperatura ambiente). El plasma
se congelo en dos alicuotas hasta su uso.

6.1.4. Cuantificacion inmunohistoquimica (IHC)

Se analizaron todos los hemisferios cerebrales congelados criogénicamente. Se cortaron sagitalmente 15 secciones
criogénicas por nivel (conjuntamente 5 niveles), cada una con un grosor de 10pm (Leica CM 3050S). Los niveles
cerebrales se eligieron segun el atlas de morfologia "The Mouse Brain" de Paxinos y Franklin (2a edicion). El corte
de los cinco niveles empez6d con una loncha aleatoria después el muestreo continué uniformemente y
sistematicamente, siempre reteniendo 15 lonchas por nivel en serie y desechando 150 uym entre los niveles. Para la
determinacion de la patologia TAU en el hipocampo y la amigdala, se tifieron 5 lonchas (1 de cada nivel) por region
cerebral y animal usando anticuerpos AT180 (# MN1040, Thermo Scientific) y HT7 (# MN1000, Thermo Scientific).
Los anticuerpos primarios se visualizaron con anticuerpo secundario acoplado con Cy-3 (Jackson Laboratories) y
posteriormente se evaluaron las areas inmunoreactivas usando software Image Pro Plus (v6.2).

Los objetos inmunoreactivos se midieron por encima de una restriccion de tamario (30 pm2 en la amigdala, 7 pm2 en
el hipocampo) y por encima de un umbral de intensidad dinamica. El area total y la intensidad de los objetos y el
umbral individual se archivaron automaticamente. Si se uso, se definié un umbral dinamico como "intensidad media
en AOI mas veces de factor la desviacion estandar de intensidades de pixel en el AOI". En cualquier caso, los
valores tenian que superar un umbral de ajuste minimo. Los niveles de umbral exactos se proporcionan en la tabla
siguiente.

Umbrales Minimo Factor dinamico
AT180 Amigdala 25 2

AT180 28 -
Hipocampo

HT7 Amigdala 35 2

HT7 Hipocampo 25 0,5

El tamanfio de la regién se midié por delineaciéon manual del hipocampo y amigdala. Los datos del area HT7 y AT180
IR se normalizaron con el tamafio de las regiones.

Todos los datos relacionados con IHC con n > 4 siguieron una distribucién Gaussiana segun el ensayo de
normalidad de Kolmogorov Smirnov y se representan como media + SEM. Para el grupo de vehiculo que solo
consiste en cuatro animales, asi demasiados pocos para ensayo de normalidad, se asumi6 distribucién Gaussiana.
Las diferencias de grupo se calcularon mediante una ANOVA paramétrica de una via seguido de ensayo post hoc de
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Newman Keuls, calculado con software GraphPadPrism. El nivel de error alfa se ajusté a 0,05.

La patologia cerebral TAU se determind en el hipocampo y amigdala por cuantificacion inmunohistoquimica (IHC)
usando los anticuerpos AT180 (anti-pTAU) y HT7 (anti-TAU). Ademas, los efectos del tratamiento en pTAU y TAU
soluble en la corteza e hipocampo se midieron en la fracciéon de homogenado soluble usando tecnologia duplex
MesoScale Discovery (MSD), ensayando para pTAU y TAU total.

Ninguno de los anticuerpos usados ni para los ensayos IHC o MSD tienen un epitopo que se superpone con los dos
anticuerpos de tratamiento usados en este estudio.

6.1.5. Generacién de fraccion para la cuantificacion de nivel de proteina Tau soluble en las fracciones cerebrales
solubles de ratones Tg

Los ratones tratados segun el método 6.1.1. se sacrificaron por eutanasia 1 dia después de la segunda
administracion para determinar la patologia Tau en el cerebro. Brevemente, se homogeneizaron muestras de
corteza solubles de un hemisferio cerebral en 100 a 200 yL de tampdn de extraccion frio (25 mM Tris-HCI pH=7 4,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM B-glicerofosfato, 30 mM NaF, 2 mM Na3zVO4, mezcla de inhibidores
de proteasa y fosfatasa). Los homogenados se centrifugaron (74.200 x g durante 15 min a 4°C) y los sobrenadantes
se usaron para el andlisis de Tau soluble. La concentracion de proteina total en las fracciones solubles de muestras
de corteza se determind por un ensayo de cuantificacion de proteinas BCA (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
EEUU).

6.1.6. Analisis de la presencia de pTau por Transferencia Western

Para ensayar la inmunoreactividad en los cerebros de ratones a los que se administré ACI-36-2B6-Ab2 y ACI-36-
3A8-Ab2, dos anticuerpos que se ha indicado que se unen a epitopos pTau PHF (Greenberg et al., 1992; Reig et al.,
1995; Hoffmann et al., 1997) se usaron en ensayos de transferencia Western (WB). Se diluyeron fracciones solubles
de la corteza afiadiendo un volumen igual de tampén de muestra A (125 mM Tris-HCI pH 6,8, 4% [p/v] dodecil
sulfato de sodio [SDS], 20% glicerol, 0,01% azul de bromofenol, 5% B-mercaptoetanol), y las muestras se calentaron
hasta 95°C durante 10 min. Se cargaron 30 pug de muestra en un gel 4-12% Bis-Tris (Invitrogen, Basilea, Suiza) y se
corrié en tampon MOPS SDS (Invitrogen). Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF 0,45 ym en
tampon de transferencia (25 mM Tris pH 8,6, 190 mM glicina, 20% metanol). Para verificar la transferencia de las
proteinas, las membranas se tifieron con Ponceau S durante 5 min, se lavaron, y se bloquearon durante 1 hora en
tampodn de bloqueo (5% BSA en TBS [50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 150 mM NaCl]). Las membranas se ensayaron toda
la noche a 4°C con los anticuerpos primarios en tampoén de bloqueo y 0,1% Tween. Los dos anticuerpos primarios
especificos de pTau PHF usados para las WB fueron: anti-pS396 (epitopo PHF-13; AbCam, Cambridge, Reino
Unido; usado a 3 pg/mL), especifico para Ser396 fosforilada (pS396) de pTau humana o murina (Hoffmann et al.,
1997), y AD2 (epitopo PHF-1; BioRad, Reinach, Suiza; usado a 0,4 ug/mL), especifico para pS396 humana y murina
y Ser404 fosforilada (pS404; Reig et al., 1995). Para las WB de Tau total, se us6 Tau5 (0,5 pg/mL), un anticuerpo
que se une tanto a Tau humana como murina (BD Biosciences, Allschwil, Suiza). Después de incubar con el
anticuerpo primario, las membranas se lavaron con 0,1% Tween en TBS, y se incubaron con los anticuerpos
secundarios: anti-raton-IRDye800 de cabra o anti-conejo-IRDye680 de cabra (ambos de Li-Cor Biosciences, NE,
EEUU), ambos diluidos 1:15.000 en BB y 0,1% Tween. Las membranas se incubaron 1 hora a temperatura ambiente
protegidas de la luz, se lavaron durante 15 min 3 veces con 0,1 % Tween en TBS, y durante 5 min 2 veces con TBS,
y las bandas se cuantificaron usando el sistema de formacion de imagenes con infrarrojo cercano Li-Cor Odyssey
(Li-Cor). Las bandas se normalizaron respecto a la expresion de 3-actina (AbCam; usado a 0,4 ug/mL). Para verificar
la identificacién de las bandas de Tau transgénica humana frente a Tau enddégena de ratén, las membranas se
ensayaron con un anticuerpo especifico para Tau humana total (Tau13, AbCam; no mostrado). Ademas, las
membranas se ensayaron con un anticuerpo primario anti-ratén, para verificar que los anticuerpos de tratamiento,
ACI-36-2B6-Ab2 y ACI-36-3A8-Ab2, no estaban presentes en las muestras de ensayo desnaturalizadas en cantidad
suficiente para interferir con la uniéon de anti-pS396 o AD2. No se detectaron anticuerpos de tratamiento intactos o
desnaturalizados (resultados no mostrados) en las muestras usadas para este estudio.

6.1.7. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando estadistica de suma de rangos no paramétrico de Kruskal-Wallis, y si era
significativo al nivel P<0,05, se us6 un ensayo post-hoc de Dunn comparando todos los grupos (GraphPad Prism,
GraphPad Software, CA, EEUU). Los resultados se presentan como puntos de datos individuales mostrando media +
SEM. Las diferencias con P<0,05 fueron consideradas como estadisticamente significativas.

6.2 Resultados
6.2.1. Patologia cerebral TAU por cuantificacion inmunohistoquimica (IHC)

Dos inyecciones i.p. de ACI-36-2B6-Ab2 y ACI-36-3A8-Ab2 no mostraron ningun efecto adverso importante durante
el periodo de estudio. La tinciéon para pT231 y pS235 usando AT180 por IHC, mostré area inmunoreactiva (IR)
incrementada en la amigdala después de tratamiento con ACI-36-3A8-Ab2 (). Los ratones tratados con 3 mg/kg ACI-
36-2B6-Ab2 tuvieron un area AT 180 IR significativamente menor en el hipocampo ().
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El tratamiento con ACI-36-3A8-AB2 incrementd AT180 IR pTAU comparado con el grupo PBS en la amigdala. En el
hipocampo, el tratamiento con ACI-36-2B6-AB2 disminuyé pTAU. AT180 marca especificamente pTAU. La
frecuencia de células AT180 IR disminuyd en ratones tratados con ACI-36-2B6-AB2. Este efecto fue mayor en el
grupo de dosis baja (3 mg/kg) (ACI-36-2B6-AB2 LD). El patron de tincién somal no fue diferente entre los grupos.

A la dosis mas alta 10 mg/kg, se observo una tendencia no significativa para menos AT180 IR en el hipocampo para
ambos ACI-36-2B6-Ab2 y ACI-36-3A8-Ab2, cuando se compara con los ratones tratados con vehiculo control.
Cualitativamente, los animales tratados con ACI-36-2B6-Ab2 mostraron un menor numero de neuronas
hipocampales con un marcaje altamente intenso de AT180.

6.2.2. Reduccién del nivel de Tau total en fraccion de cerebro después de inmunizacién pasiva

El efecto de los tratamiento en pTAU y TAU en la fraccién de cerebro que contiene proteinas solubles se midié
usando un ensayo duplex MSD. Los niveles de TAU soluble total en la corteza se redujo significativamente en
ratones tratados con ACI-36-2B6-Ab2 y ACI-36-3A8-Ab2 (p<0,01; Figura 3 panel superior): Los niveles de pTAU
soluble también se redujeron significativamente (p<0,05; Figura 3 panel inferior), con la dosis 3 mg/kg de ACI-36-
2B6-Ab2 demostrando la mayor disminucion (p<0,01). La proporcion de pTAU a TAU total permanecié inalterada.
Los niveles de TAU y pTAU solubles no cambiaron en las muestras del hipocampo (no mostrado aqui).

6.2.3. Efectos de la administracion de ACI-36-286-Ab2 y ACI-36-3A8-Ab2 en presencia de epitopos fosfo-Tau
presentes en filamentos helicoidales emparejados (PHF)

Estructuralmente, los ovillos neurofibrilares (NFT) consisten en filamentos helicoidales emparejados (PHF)
compuestos por la proteina asociada a microtubulos Tau, encontrada principalmente en un estado hiperfosforilado
(Alonso et al., 1997). El objetivo de este estudio fue usar anticuerpos que reconocen pTau PHF para ensayar y
cuantificar estos epitopos pTau PHF en los cerebros de ratones transgénicos para Tau, después de la
administracion de ACI-36-2B6-Ab2 y ACI-36-3A8-Ab2.

Para medir los efectos de dos administraciones de ACI-36-2B6-Ab2 o ACI-36-3A8-Ab2 en la cantidad de fosfo
epitopos Tau PHF bien documentados, se ensayaron fracciones solubles de corteza cerebral de ratones Tau Tg
tratados con AD2 (epitopo PHF-1, pS396/pS404) y anticuerpo anti-pS396 (epitopo PHF-13, pS396) usando WB. La
inmunoreactividad se cuantific6 usando un sistema de formacion de imagenes con infrarrojo. Los efectos del
tratamiento con ACI-36-3A8-AB2 y ACI-36-2B6-AB2 en la inmunoreactividad de AD2 PHF en la corteza de ratones
Tau Tg se determiné usando AD2 que ensaya pS396 y pS404, dos fosfo residuos PHF documentados de Tau
previamente (Greenberg et al., 1992; Reig et al., 1995).

Las bandas, que indican pTau humana y de ratén fosforilada en S396 y S404 usando el anticuerpo AD2 (PHF-1), se
cuantificaron usando un sistema de formacion de imagenes con infrarrojo Li-Cor. Se determinan los valores para
ratones individuales asi como la media £ SEM.

Se observoé una tendencia no significativa para una reduccion en inmunoreactividad de pTau positiva para AD-2 para
la banda de pTau humana transgénica. Sin embargo, se observé una reduccion significativa en la cantidad de pTau
de raton positiva para AD2 en ratones tratados con 3 mg/kg de ACI-36-2B6-Ab2, y una tendencia no significativa
cuando se trataron bien con 10 mg/kg de ACI-36-2B6-Ab2 o ACI-36-3A8-Ab2.

Cuando se us6 un anticuerpo diferente que reconoce especificamente pTau pS396 para la tincion (Hoffmann et al.,
1997), se observd un efecto incluso mayor. Los ratones tratados con 3 mg/kg de ACI-36-2B6-Ab2 tenian
significativamente menos pTau transgénica humana y endégena de ratén positiva para pS396, con una tendencia
hacia la reduccién cuando se trataron con 10 mg/kg ACI-36-2B6-Ab2 o ACI-36-3A8-Ab2. Para evaluar los efectos en
Tau humana y de raton total, que incluye tanto Tau no fosforilada como pTau total, las transferencias se ensayaron
con el anticuerpo Tau5. Comparado con el control de vehiculo, Tau total no se modulé por ACI-36-2B6-Ab2 o ACI-
36-3A8-Ab2 administrados a 10 mg/kg, sin embargo, se observoé una tendencia para Tau total reducida para ratones
a los que se administré ACI-36-2B6-Ab2 a 3 mg/kg.

6.2.4 Resumen

Dos administraciones periféricas a ratones Tau Tg con el anticuerpo anti-pTAU ACI-36-3A8-Ab2 redujeron
significativamente TAU soluble y pTAU soluble en la corteza cerebral. Dos administraciones periféricas a ratones
Tau Tg con el anticuerpo anti-pTAU ACI-36-2B6-Ab2 redujeron significativamente TAU soluble y pTAU soluble en la
corteza cerebral. Ademas, ACI-36-2B6-Ab2 redujo significativamente la inmunoreactividad de pTAU en el
hipocampo. Estos resultados demuestran la capacidad de la inmunizacién pasiva anti-pTAU, usando los anticuerpos
ACI-36-2B6-Ab2 y ACI-36-3A8-Ab2, para reducir la tauopatia.

Dos administraciones periféricas de ACI-36-2B6-Ab2 a 3 mg/kg a ratones Tau Tg redujeron la presencia de epitopos
pTau PHF en la corteza segun de mide por transferencia Western. A una dosis mayor de 10 mg/kg, tanto ACI-36-
2B6-Ab2 como ACI-36-3A8-Ab2 mostraron una tendencia hacia una inmunoreactividad reducida del epitopo pTau
PHF. Estos resultados muestran que los anticuerpos ACI-36-2B6-Ab2 y ACI-36-3A8-Ab2 pueden usarse
adecuadamente en inmunoterapia pasiva frente a tauopatias tales como Enfermedad de Alzheimer.
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EJEMPLO 7: Tratamiento de 1 mes de ratones que sobreexpresan Tau humana
7.1 Métodos
7.1.1 Ratones y tratamientos

Se usaron ratones transgénicos para Tau y se les administré los anticuerpos de tratamiento como se muestra en la
Tabla en el Método 6.1. (estudio no.2.)

7.1.2. Ensayo de comportamiento - Tarea de laberinto acuatico de Morris (MWM)

Después de la ultima administracion, se realizé una tarea de laberinto acuatico (MWM) para ensayar el rendimiento
de la memoria espacial en ratones tratados segun 6.1.1. El ensayo MWM se realiz6 con todos los animales
encerrados en la semana 4 después del inicio. EI MWM consiste en una piscina circular blanca con un diametro de
100 cm, llena con agua del grifo a una temperatura de 21+2 °C. La piscina se divide virtualmente en cuatro sectores.
Se pone una plataforma transparente (8 cm de diametro) aproximadamente 0,5 cm debajo de la superficie del agua.
Durante todas las sesiones del ensayo, la plataforma esta localizada en el cuadrante suroeste de la piscina. Cada
raton tenia que realizar tres ensayos en cada uno de cuatro dias consecutivos. Un Unico ensayo duré un maximo de
un minuto. Durante este tiempo, el ratén tenia la posibilidad de encontrar la diana escondida diafana. Después de
cada ensayo, se dejoé que los ratones descansaran en la plataforma durante 10-15 seg para orientarse en el entorno.
Al menos una hora después del ultimo ensayo en el dia 4, los ratones tenian que cumplir un denominado ensayo de
prueba (PT). Durante el PT, la plataforma se retird de la piscina y se registré el numero de cruces sobre la posicion
anterior de la diana por el experimentador junto con la permanencia en este cuadrante. Para la cuantificacion de la
latencia de escape (el tiempo [segundos] que el raton necesita para encontrar la plataforma escondida y por lo tanto
para escapar del agua), de la ruta (la longitud de la trayectoria [metros] para alcanzar la diana), de los cruces de la
zona diana y de la permanencia en el cuadrante de la diana en el PT, se us6 un sistema de seguimiento
computerizado (Biobserve Software). Todos los animales tenian que realizar un ensayo visual después del PT en el
ultimo dia para excluir la influencia de capacidades visuales insuficientes en los resultados de comportamiento.

7.1.3. Determinacion de la patologia cerebral TAU por cuantificacion inmunohistoquimica (IHC)

Los ratones se sacrificaron por eutanasia 1 dia después del MWM (1 semana después de la ultima administracion)
para determinar la patologia Tau en el cerebro. La patologia cerebral TAU se determind en el hipocampo y amigdala
por cuantificacion inmunohistoquimica (IHC) usando los anticuerpos AT180 (anti-pTAU, pT231/pS235) y HT7 (anti-
TAU especifico humano). Ademas, los efectos del tratamiento en pTau soluble y Tau soluble en la corteza e
hipocampo se midieron en fraccion de homogenado usando tecnologia duplex MesoScale Discovery (MSD),
ensayando para pTAU (pT231) y Tau total. Ninguno de los anticuerpos usados ni para los ensayos IHC o MSD
tienen un epitopo que se superpone con el anticuerpo de tratamiento usado en este estudio.

7.1.4. Preparacion de la muestra para el analisis de Tau soluble en la corteza e hipocampo

Los ratones se sacrificaron por eutanasia para recogida de tejidos, una semana después de la uUltima administracion
del tratamiento. Se homogeneizaron la corteza e hipocampo en 100 a 200 pL de tampdn de extraccion frio 1 (25 mM
Tris-HCI pH=7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM B-glicerofosfato, 30 mM NaF, 2 mM Na3zVO,,
mezclas de inhibidores de proteasa y fosfatasa). Los homogenados se centrifugaron (74.200 g durante 15 min a
4°C) y los sobrenadantes se usaron para el analisis de Tau soluble en la corteza e hipocampo (Figura 4-1). Los
sedimentos se resuspendieron en 100-200 pL de tapdn de extraccion 2 (10 mM Tris HCI pH=7,4, 800 mM NaCl, 300
mM sacarosa, 1mM EGTA, mezclas de inhibidores de proteasa y fosfatasa) y se transfirieron a un tubo de 1,5 mL.
Las disoluciones se centrifugaron (4.000 g durante 20 min a 4°C) y los sobrenadantes se transfirieron a tubos de
ultracentrifugacion. Se afiadié Sarcosil (una disolucion acuosa al 30%) a una concentracion final de 1% y se incub6
durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Después de centrifugar (74.200 g durante 30 min a 4°C) los
sobrenadantes se desecharon y los sedimentos se re-suspendieron en tampoén 100 yL 3 (50 mM Tris-HCI, pH=7,4).
Los sedimentos re-suspendidos se usaron como Tau insoluble en sarcosil (SinT) en la corteza e hipocampo. La
concentracion de proteina total en las muestras de fracciones solubles y SinT se determiné por un ensayo de
cuantificacion de proteinas BCA (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, EEUU).

7.1.5. Transferencias Western para pTau PHF y Tau

Para evaluar el efecto de la administracion de ACI-36-2B6-Ab1 en la presencia de pTau PHF en la corteza e
hipocampo cerebrales, dos anticuerpos que se ha indicado que se unen a epitopos pTau PHF (Greenberg et al.,
1992; Reig et al., 1995; Hoffmann et al., 1997) se usaron en ensayos de transferencia Western (WB). Se diluyeron
fracciones solubles y SinT de la corteza e hipocampo afiadiendo un volumen igual de tampon de muestra A (125 mM
Tris-HCI pH 6,8, 4% [p/v] dodecil sulfato de sodio [SDS], 20% glicerol, 0,01% azul de bromofenol, 5% p-
mercaptoetanol), y las muestras se calentaron hasta 95°C durante 10 min. Se cargaron 30 yg de muestra en un gel
4-12% Bis-Tris (Invitrogen, Basilea, Suiza) y se corri6 en tampon MOPS SDS (Invitrogen). Las proteinas se
transfirieron a una membrana de PVDF 0,45 ym en tampo6n de transferencia (25 mM Tris pH 8,6, 190 mM glicina,
20% metanol). Para verificar la transferencia de las proteinas, las membranas se tifieron con Ponceau S durante 5
min. Las membranas se lavaron, y se bloquearon durante 1 hora en tampén de bloqueo (5% BSA en TBS [50 mM
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Tris-HCI, pH 7,6, 150 mM NacCl]). Las membranas se ensayaron toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios
en tampon de bloqueo y 0,1% Tween.

Los dos anticuerpos primarios especificos de pTau PHF usados para las WB fueron: anti-pS396 (epitopo PHF-13;
AbCam, Cambridge, Reino Unido; usado a 3 pg/mL), especifico para Ser396 fosforilada (pS396) de pTau humana o
murina (Hoffmann et al., 1997), y AD2 (epitopo PHF-1; BioRad, Reinach, Suiza; usado a 0,4 ug/mL), especifico para
pS396 humana y murina y Ser404 fosforilada (pS404; Reig et al., 1995). Para la deteccién de efectos en diana, se
uso ACI-36-2B6-Ab1 para ensayar a 1,6 yg/mL. Para las WB de Tau total, se us6é Tau5, un anticuerpo que se une
tanto a Tau humana como murina (BD Biosciences, Allschwil, Suiza) a 0,5 yg/mL. Todas las membranas se
ensayaron adicionalmente para 3-actina (AbCam; usada a 0,4 yg/mL) para normalizar para carga de proteina.

Después de incubar con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron con 0,1% Tween en TBS, y se incubaron
con los anticuerpos secundarios: anti-raton-IRDye800 de cabra o anti-conejo-IRDye680 de cabra (ambos de Li-Cor
Biosciences, NE, EEUU), ambos diluidos 1:15.000 en BB y 0,1% Tween. Las membranas se incubaron 1 hora a
temperatura ambiente protegidas de la luz, se lavaron durante 15 min 3 veces con 0,1 % Tween en TBS, y durante 5
min 2 veces con TBS, y las bandas se cuantificaron usando el sistema de formacién de imagenes con infrarrojo
cercano Li-Cor Odyssey (Li-Cor). Las bandas de interés se normalizaron respecto a la expresion de B-actina. Para
verificar la identificacion de las bandas Tau humanas transgénicas frente a de ratéon endégena, las transferencias se
ensayaron con un anticuerpo especifico para Tau humana total y no reacciona de manera cruzada con Tau murina
(Tau13, AbCam; no mostrado). Ademas, las membranas se ensayaron con un anticuerpo primario anti-ratén, para
verificar que el anticuerpo de tratamiento, no estaba presente en las muestras de ensayo desnaturalizadas en
cantidad suficiente para interferir con la unién de los anticuerpos primarios de ensayo. No se detectaron anticuerpos
de tratamiento intactos o desnaturalizados (resultados no mostrados) en las muestras usadas para este estudio. Los
valores se expresan como inmunoreactividad (IR) arbitraria corregida para 3-actina.

7.1.6. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron usando un ANOVA de una via, seguido de ensayo post-hoc de comparacion multiple de
Dunnett (GraphPad Prism, Software GraphPad, CA, EEUU) comparando cada tratamiento con ratones tratados
control Tg. Los resultados se presentan como puntos de datos individuales mostrando media + SEM. Las diferencias
con p<0,05 fueron consideradas como estadisticamente significativas. Se excluyeron los valores Unicos que se
identificaron como valores atipicos significativos (p<0,05) por ensayo de desviacion estudentizada extrema de
Grubb.

7.2 Resultados
7.2.1. Ensayo de comportamiento - tarea de laberinto acuatico de Morris (MWM) después de inmunizacién pasiva

Cuatro inyecciones i.p. de ACI-36-2B6-Ab1 administradas semanalmente a 3 mg/kg 6 1 mg/kg durante un periodo de
cuatro semanas no mostraron ningun efecto adverso importante.

Durante la ultima semana de tratamiento, se evaluaron el aprendizaje de navegacion espacial y la memoria de los
animales. Los animales tenian que cumplir 4 dias de entrenamiento con 3 ensayos por dia seguido de un ensayo de
prueba y ensayo visual. Se evaluaron la latencia de escape (el tiempo [segundos] que el ratén necesita para
encontrar la plataforma escondida y por lo tanto para escapar del agua), la ruta (la longitud de la trayectoria [metros]
para alcanzar la diana), la velocidad de nado (calculada diariamente de ruta y latencia de escape), el nimero de los
cruces de la zona diana y la permanencia en el cuadrante de la diana.

Los animales control Tg (grupo A) asi como nTg (F) tratados con vehiculo mostraron las curvas de aprendizaje
esperadas cuando se evaluaron la latencia de escape y la longitud de la ruta de nado para alcanzar la plataforma
durante los cuatro dias de ensayo. Los animales Tg control (A) tenian una alteracion del aprendizaje significativa
como se muestra por curvas de aprendizaje mas planas en latencias de escape y rutas de nado comparadas con los
animales control nTg (F). Las latencias de escape y ruta de nado fueron significativamente mayores (ANOVA de Dos
Vias) en los dias 3 y 4 de entrenamiento (p<0,001; post ensayo de Bonferroni). El tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1 y
ACI-36-3A8-Ab1, baja o alta dosis (grupos By C y D y E, respectivamente) no dio lugar a una mejora significativa de
las capacidades de aprendizaje espacial comparado con los animales control Tg (grupo A) y mostré curvas de
aprendizaje similares. Cuando se ajusta el rendimiento del dia 1 de cada grupo a 100% y todos los dias adicionales
como porcentaje del dia 1, puede verse una mejora para los ratones tratados con ACI-36-3A8-Ab1 (ambas
dosificaciones). El efecto alcanzé significancia estadistica para longitud de ruta de nado en el dia 3 (p<0,01 grupo D
y p<0,05 grupo E) y dia 4 (p<0,05 grupo D).

Para los ratones tratados con ACI-36-2B6-Ab1 (ambas dosificaciones) puede verse una ligera mejora en la longitud
de la ruta de nado, aunque sin significancia estadistica.

No se detectaron diferencias entre los grupos de tratamiento en términos de velocidad de nado en los cuatro dias de
entrenamiento.

Los resultados del ensayo MWM demostraron tendencias hacia un aprendizaje espacial mejorado para los ratones
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tratados con ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab1.
7.2.2. Patologia cerebral TAU por cuantificacion inmunohistoquimica (IHC)
El anticuerpo AT180 tifie pTAU enddgena y humana (doblemente fosforilada en Thr231 y Ser235).

Se determind AT180 IR en la amigdala e hipocampo después de inmunizacion con ACI-36-2B6-AB1 y ACI-36-3A8-
AB1. Se midi6 el porcentaje de area de AT180 IR en la amigdala y el hipocampo.

La cantidad de pTAU intrasomal en controles nTg fue significativamente menor comparado con los grupos Tg
(p<0,001). En la amigdala, se observé una tendencia a incrementar pTAU somal para el tratamiento con 3 mg/kg de
ACI-36-2B6-Ab1. Por el contrario, ambas dosificaciones de ACI-36-2B6-Ab1 tendieron a disminuir pTAU comparado
con los animales tratados con vehiculo en el hipocampo. Las intensidades medias de tincién fueron comparables en
todos los grupos transgénicos.

El tratamiento con ACI-36-3A8-Ab1 no alter6 pTAU somal en el hipocampo y amigdala y los niveles neuronales de
pTAU en la amigdala e hipocampo no se diferenciaron significativamente entre los grupos transgénicos tratados. La
media y la suma de las intensidades de tincion fueron comparables en todos los grupos transgénicos.

Como el anticuerpo HT7 es especifico para TAU humana, so6lo se midié una pequefia sefial en los controles nTg,
que deriva de autofluorescencia de puntos de lipofuscina por encima de siete pixeles de tamafio. El tratamiento con
ACI-36-2B6-Ab1 no altero el area IR positiva de HT7 somal en el hipocampo () comparado con el control de vehiculo
(PBS). En la amigdala, los ratones que recibieron la menor dosis de ACI-36-2B6-Ab1 tendieron a tener niveles mas
altos de TAU humana total (Ensayo T: p = 0,0954) en términos de area IR (). Este incremento también fue
cualitativamente visible como incremento del area de tinciéon y la intensidad de tincion en somas neuronales
individuales. No se observaron diferencias inducidas por el tratamiento estadisticamente significativas en las
neuronas hipocampales.

El tratamiento con ACI-36-3A8-Ab1 no alter¢ significativamente el area IR positiva para HT7 somal en la amigdala ()
y €l hipocampo () comparado con el control de vehiculo (PBS). La media y la suma de las intensidades de tincion
fueron comparables en todos los grupos transgénicos (datos no mostrados).

La patologia cerebral Tau no mostré un cambio en los niveles de Tau total o pTau en la fraccion soluble del cerebro,
sin embargo, la inmunotincion de secciones de cerebro demostré una reduccion en pTau del hipocampo en ratones
tratados con ACI-36-2B6-Ab1.

7.2.3. Efectos de la administracién de anticuerpo anti-Tau en los epitopos de fosfo-Tau presentes en filamentos
helicoidales emparejados (PHF)

La Enfermedad de Alzheimer (AD) se caracteriza neuropatolégicamente por ovillos neurofibrilares (NFT; Braak,
Braak, y Bohl, 1993). Estructuralmente, los NFT consisten en filamentos helicoidales emparejados (PHF)
compuestos por la proteina asociada a microtubulos Tau, encontrada principalmente en un estado hiperfosforilado
(Alonso et al., 1997). El objetivo de este estudio fue reducir estos epitopos pTau PHF en los cerebros de ratones
transgénicos para Tau por cuatro administraciones del anticuerpo anti-pTau ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab1.

Para medir los efectos de cuatro administraciones de ACI-36-2B6-Ab1 en la cantidad de fosfo epitopos Tau PHF
bien documentados, se ensayaron fracciones solubles de corteza e hipocampo cerebral y SinT de ratones Tau Tg
tratados con AD2 (epitopo PHF-1, pS396/pS404) y anticuerpo anti-pS396 (epitopo PHF-13, pS396) usando WB.
Como marcadores de Tau PHF, la presencia de pS396/pS404 se ha documentado anteriormente (Greenberg et al.,
1992; Reig et al., 1995), y mas especificamente el sitio pS396 (Hoffmann et al., 1997). En los ratones Tau Tg, Tau
se expresa como Tau murina endégena y como el transgén Tau humano, con una diferencia de peso molecular que
puede identificarse claramente en WB cuando un anticuerpo de ensayo se une a Tau de ambas especies y Tau de
los dos transcritos diferentes se expresa en cantidades suficientes. Por lo tanto, cuando fue posible, se identificaron
las bandas de Tau de ratdn enddgena y transgénica humana para anticuerpo de ensayo y se cuantificaron
separadamente. Para verificar los patrones de migracion para estas bandas de Tau en nuestros ensayos de WB, se
uso un anticuerpo anti-Tau que se une a Tau total, pero que es especifico de humano (Tau13), y por lo tanto sé6lo
muestra el transgén humano en cerebros Tau Tg para muestras control Tau Tg para verificar los patrones de
migracion para Tau humana y de raton en el raton transgénico para Tau. Ademas, todas las bandas cuantificadas se
normalizaron para B-actina.

La presencia de epitopos PHF, ensayados en la fraccion soluble de la corteza cerebral, se redujo en ratones
tratados con ACI-36-2B6-Ab1 y con ACI-36-3A8-Ab1. Esto fue significativo tanto para las bandas de ratén como
humanas, usando el anticuerpo pS396 (PHF-13) para las WB (Figura 5A y B).

Cuando se uso el anticuerpo AD2 (PHF-1, pS396/pS404) para las WB de extractos de ratones tratados con ACI-36-
2B6-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab1, se observo una reduccion significativa (Figura 5C).

Debe indicarse que aunque los dos anticuerpos especificos de PHF que se usaron para estas WB tenian epitopos
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similares y una buena especificidad para su(s) diana(s) fosforilada(s), el anticuerpo pS396 (PHF-13) pareci6 tener
una mejor relacion sefial a ruido y fue el mejor anticuerpo global para estas WB.

El efecto directo en la diana del anticuerpo de tratamiento se ensayd en la corteza usando ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-
36-2B6-Ab1, respectivamente, como el anticuerpo de ensayo. Este anticuerpo anti-pTau se une al mismo epitopo de
fosfo-Tau que el anticuerpo de tratamiento usado en este estudio. Las transferencias se habian ensayado
previamente sélo con un anticuerpo secundario anti-IgG de raton.

Las bandas se cuantificaron usando sistema de formacién de imagenes por infrarrojo. Se determinan los valores
para ratones individuales asi como la media + SEM.

No se detecté sefal por encima del fondo, verificando la ausencia de efectos de bloqueo o interferencia por el
anticuerpo de tratamiento en estas muestras (datos no mostrados).

En los ratones tratados con ACI-36-2B6-Ab1, se observd una tendencia hacia una sefial reducida hasta el nivel de
ratones control tratados nTg, indicativo de un efecto directo en la diana (Figura 5G). En los ratones tratados con ACI-
36-3A8-Ab1 no se observaron efectos significativos de tratamiento (Figura 5G).

Se observo el efecto significativo del tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1 en Tau total en la corteza soluble de ratones
Tau Tg, usando un anticuerpo Tau5 para el ensayo que se une tanto a Tau de raton endégena como a Tau humana
transgénica (Figura 5H y 51). Se observé una reduccion significativa en Tau total tanto para Tau de ratéon endégena
como Tau humana transgénica en la fraccion soluble de la corteza cerebral.

Las bandas, que indican Tau de ratéon A) y humana B) total (Tau5), se cuantificaron usando sistema de formacion de
imagenes por infrarrojo. Se determinan los valores para ratones individuales asi como la media + SEM.

La presencia de epitopos PHF en la fraccién Tau insoluble en detergente se hizo preparando fracciones de cerebro
insolubles en sarcosil (SinT).

Las bandas se cuantificaron usando sistema de formacién de imagenes por infrarrojo. Se determinan los valores
para ratones individuales asi como la media + SEM.

En esta fraccidon estaba presente mucha menos Tau cuando se compara con la fracciéon de Tau soluble, tanto en la
corteza como en el hipocampo. Esto puede deberse a la edad de los ratones Tau Tg usados en este estudio, que a
los 4 meses pueden no haber acumulado una cantidad significativa de Tau insoluble y agregada en el hipocampo y
la corteza. Por lo tanto, cuando se ensaya para epitopos PHF en la fraccion SinT, sélo el anticuerpo AD2 (PHF-1,
pS396/pS404) proporciond una sefial que fue suficiente para la cuantificacion fiable de las bandas.

Los ratones tratados con 1 mg/kg de ACI-36-2B6-Ab1 y con 1 mg/kg de ACI-36-3A8-Ab1, respectivamente, tenian
una reduccion significativa en el epitopo PHF-1 en bandas que representan la Tau de ratén endégena (Figura 5C).
Las sefiales observadas para la banda humana transgénica no fueron lo suficientemente intensas como para ser
cuantificadas de manera fiable.

El hipocampo también se ensayd, usando los mismos anticuerpos y fracciones que para la corteza. Se detectaron
sefiales menores para todos los anticuerpos de ensayo en fracciones del hipocampo comparado con las de la
corteza.

Se determinaron los efectos del tratamiento con ACI-36-2B6-AB1 y ACI-36-3A8-AB1 en la inmunoreactividad de
pS396 (PHF-13) en el hipocampo soluble de ratones Tau Tg. Las bandas, que indican los epitopos de ratéon A) y
humanos B) pTau pS396 (PHF-13), se cuantificaron usando un sistema de formacion de imagenes por infrarrojo. Se
determinan los valores para ratones individuales asi como la media + SEM.

El tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1 no alter6 significativamente la presencia del epitopo pS396 (PHF-13) en la
fraccion de hipocampo soluble de Tau de ratén, con una pequefia tendencia para una reduccion en la banda de
transgén humano.

El tratamiento con ACI-36-3A8-Ab1 mostré una tendencia hacia una reduccion en la presencia del epitopo pS396
(PHF-13) en la fraccién de hipocampo soluble de Tau de raton y la banda de transgén humano.

De manera similar a lo que se observo para las WB de pS396 (PHF-13), se detect6é una tendencia para una sefal
reducida en ambos extractos de ratones tratados con ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab1 para Tau total en la
fraccion de hipocampo soluble de Tau humana.

Similar a las muestras de SinT de la corteza, la fracciéon SinT del hipocampo tuvo unos niveles muy bajos de pTau.
Los ratones tratados con ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab1, respectivamente, no presentaron cambio en el epitopo
PHF-1 (pS396/pS404) en bandas que representan Tau enddgena de ratdon. Las sefiales observadas para la banda
humana transgénica no fueron lo suficientemente intensas para una cuantificacion fiable.
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7.2.4 Resumen

El estudio indica que la inmunizacién pasiva usando cuatro administraciones de un anticuerpo anti-pTau especifico
de fosfositio, anticuerpos ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab1, mejora el aprendizaje espacial y reduce la patologia
cerebral pTau.

Cuatro administraciones periféricas del anticuerpo anti-pTau ACI-36-2B6-Ab1 a 1 y 3 mg/kg a ratones Tau Tg
redujeron la presencia de epitopos pTau PHF en la corteza segun de mide por transferencia Western. Se observo
una tendencia para reduccion en el hipocampo. De manera similar, también se observé una reduccién en Tau total.
Se observo una reduccion significativa en la inmunoreactividad de pTau PHF-1 en la fracciéon de corteza insoluble, y
también se observé una tendencia lo que indico efectos directos en la diana del tratamiento con anticuerpo. Estos
resultados proporcionan un apoyo adicional para anticuerpos anti-pTau ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab21 en
inmunoterapia pasiva frente a tauopatias tales como Enfermedad de Alzheimer.

EJEMPLO 8: Tratamiento de 3 meses de ratones que sobreexpresan Tau humana
8.1 Métodos
8.1.1 Ratones y tratamientos

Se usaron ratones transgénicos para Tau y se les administré los anticuerpos de tratamiento como se muestra en la
Tabla en el Método 6.1. (estudio no. 3) y los ratones se asignaron a 4 grupos de tratamiento diferentes como se
describe en la tabla siguiente.

Grupo ;?gs de Genotipo |Edad al inicio Sexo |n Tratamiento

A TMHT Tg 3 meses (240 15+1 |PBS (control) 1p- 10 W/ 9 semanaimente
semanas) p.c.

B TMHT |Tg 3 meses (2| ixto 15+1 ACH30-2B6ADT (1 1ip 10 WG somanaimente
semanas) mg/kg) p.c.

c TMHT Tg 3 meses (+2 mixto | 15+1 ACI-36-2B6-Ab1 (3 |i.p. 10 plig semanalmente
semanas) mg/kg) p.c.

F TMHT nTg 3 meses (22 mixto | 15+1 | PBS (control) Lp. 10wl g semanalmente
semanas) p.c.

En total se trataron 45 ratones Tg mas 3 reservas asignadas a grupos de tratamiento A a C y 15 ratones nTg mas 1
reserva (grupo F) en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, y 84 por inyeccion i.p. bien de PBS (control
de vehiculo) o anticuerpo anti-pTAU, ACI-36-2B6-Ab1 o ACI-36-3A8-Ab1. Los animales se englobaron
aleatoriamente en 5 grupos de inicio diferentes (escalas) que comprenden animales de todos los grupos de
tratamiento. El nUmero de animales en una escala estaba limitado para asegurar la misma edad y manejo uniforme.
Después de la 12% administracion, se realiz6 una tarea de laberinto acuatico (MWM) para ensayar el rendimiento de
la memoria espacial. Después del MWM, se administré a los ratones el articulo de ensayo una vez adicional (13?
inyeccion) antes de sacrificarlos por eutanasia 24 horas después para determinar la patologia Tau. La patologia
cerebral Tau se determind en el hipocampo y amigdala por cuantificacion inmunohistoquimica (IHC) usando el
anticuerpo AT180 (anti-pTau, pT231/pS235). Ademas, los efectos del tratamiento en Tau y pTau soluble e insoluble
en sarcosil en la corteza e hipocampo se midieron usando tecnologia duplex MesoScale Discovery (MSD),
ensayando para pTAU (pT231 y pS396) y Tau total.

8.1.2. Ensayo de comportamiento - Tarea de laberinto acuatico de Morris (MWM)

Este experimento se realiz6 segun el protocolo descrito en el Ejemplo 7.1.2. En la semana 12, se ensayd la
navegacion espacial en el laberinto acuatico de Morris (MWM) para evaluar el aprendizaje y la memoria.

8.1.3. Biologia molecular

Se cuantificé TAU total y Tau fosforilada en Thr231 y en pS396 en homogenados de cerebro de animales Tg usando
un ensayo inmunoabsorbente de MesoScale Discovery (MSD)
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8.1.4. Determinacion de la patologia cerebral Tau por cuantificacion inmunohistoquimica (IHC)

Este experimento se realiz6 segun el protocolo descrito en el Ejemplo 7.1.3. La patologia TAU se determiné por
inmunoreactividad de AT180 en el hipocampo y amigdala de 8 animales por grupo.

8.1.5. Efectos de la administracion de tres meses de anticuerpo anti-Tau en los epitopos de fosfo-Tau presentes en
filamentos helicoidales emparejados (PHF)

Este experimento se realizé segun los protocolos descritos en 7.1.4., 7.1.5. y 7.1.6. Para medir los efectos de cuatro
administraciones de ACI-36-2B6-Ab1 y ACI-36-3A8-Ab1 en la cantidad de fosfo epitopos Tau PHF bien
documentados, se ensayaron fracciones solubles y SinT de corteza e hipocampo cerebral de ratones Tau Tg
tratados con AD2 (epitopo PHF-1, pS396/pS404), anticuerpo anti-pS396 (epitopo PHF-13, pS396) y AT180
(pT231/pS235) usando WB.

8.1.6. Efecto de administracion de 3 meses de anticuerpo anti-Tau en los epitopos de fosfo-Tau usando ratones
biGT bigénicos para Tau

El Estudio no. 4 se hizo usando ratones bigénicos para Tau como se muestra en el Método 6.1. Se prepararon
muestras de corteza cerebral como se muestra en la Figura 4-2, usando el homogenado total (TH) o la fraccion
soluble (S1) para transferencia western. Las membranas se ensayaron usando los anticuerpos de ensayo siguientes
para pTau o Tau total:

. HT-7 (26ng/ml), especifico para Tau humana total
° PHF-13 (p8396) a una dilucién 1/7.500

° AT180 (pT231) a 2,47ug/ml

° AT8 (pS202) a 3ug/ml

. pS404 a una dilucién 1:5.000

. pS400 a una dilucién 1:5.000

Todas las cuantificaciones se normalizaron para 3-actina.
8.2 Resultados para el anticuerpo ACI-36-2B6-Ab1

Trece inyecciones i.p. de ACI-36-2B6-Ab1 administradas semanalmente a 1 6 3 mg/kg durante un periodo de estudio
de doce semanas no mostraron ningun efecto adverso importante.

8.2.1 Resultados de comportamiento - laberinto acuatico de Morris

Los resultados del ensayo MWM demostraron tendencias fuertes hacia un aprendizaje espacial mejorado para los
ratones tratados con ACI-36-2B6-Ab1 (Figura 9).

Durante la ultima semana de tratamiento, se evaluaron el aprendizaje de navegacion espacial y la memoria de los
animales. Los animales tenian que cumplir 4 dias de entrenamiento con 3 ensayos por dia seguido de un ensayo de
prueba y ensayo visual. Se evaluaron la latencia de escape (el tiempo [segundos] que el ratén necesita para
encontrar la plataforma escondida y por lo tanto para escapar del agua), la ruta (la longitud de la trayectoria [metros]
para alcanzar la diana), la velocidad de nado (calculada diariamente de ruta y latencia de escape), el nimero de los
cruces de la zona diana y la permanencia en el cuadrante de la diana. Los animales control tratados con vehiculo Tg
(grupo A) y nTg (grupo F) mostraron las curvas de aprendizaje esperadas en términos de la latencia de escape y la
longitud de la ruta de nado para alcanzar la plataforma durante los cuatro dias de ensayo. Los animales Tg control
(A) mostraron una alteracion significativa de las capacidades de aprendizaje reflejado en curvas de aprendizaje mas
planas de latencias de escape y rutas de nado comparadas con los animales control nTg (grupo F). Las latencias de
escape y rutas de nado fueron significativamente diferentes (ANOVA de Dos Vias) en los dias 3 de entrenamiento
(p<0,01, latencia; p<0,001, longitud; post ensayo de Bonferroni) y 4 (p<0,01; post ensayo de Bonferroni). El
tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1, dosis baja o alta (B y C) no mejoré significativamente las capacidades de
aprendizaje espacial comparado con los animales control Tg (A). Cuando se ajusté el rendimiento de cada grupo a
100% en el dia de entrenamiento 1 y todos los demas dias como porcentaje del dia 1, puede verse una ligera mejora
para los ratones tratados con ACI-36-2B6-Ab1 (dosificacion baja y alta) en longitud de ruta de nado, aunque sin
significancia estadistica. No se detectaron diferencias entre los grupos de tratamiento cuando se calcul6 la velocidad
de nado en los cuatro dias de entrenamiento. En el ensayo de prueba (PT), la permanencia en el cuadrante de la
diana (cuadrante suroeste) asi como los cruces en la zona de la diana se registraron, los controles nTg (grupo F)
estuvieron mas tiempo en el cuadrante de la diana y cruzaron la zona diana mas frecuentemente respecto a los
controles Tg (grupo A) pero sin significancia estadistica.
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Ni el tratamiento con la dosis baja ni alta dio lugar a una mejora de las capacidades de aprendizaje espacial en
comparacion con los ratones control Tg segun se evalta en el PT.

8. 2.2 Biologia molecular
8.2.2.1 TAU en fraccion soluble de homogenados de corteza

Se evaluaron TAU total, p231TAU, p396TAU, y las proporciones de pTAU a TAU total en la fraccion soluble de
homogenados de corteza de n=16 animales del grupo A (grupo vehiculo Tg; PBS), B (Tg, ACI-36-2B6-Ab1 1 mg/kg),
y C (Tg, ACI-36-2B6-Ab1 3 mg/kg). Un tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1 no afectd significativamente TAU total y
pTAU en los homogenados de corteza solubles. Sin embargo, se observo un ligero incremento (sin significancia) de
la media de TAU total, p231TAU, y p396TAU después de tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1. La fosforilacion de TAU
evaluada como las proporciones de pTAU a TAU total no se vio afectada.

8.2.2.2 TAU en fraccion insoluble en sarcosil de homogenados de corteza

Se evaluaron TAU total, p231TAU, p396TAU, y las proporciones de pTAU a TAU total en la fraccion insoluble en
sarcosil de homogenados de corteza de n=16 animales del grupo A (grupo vehiculo Tg; PBS), B (Tg, ACI-36-2B6-
Ab1 1 mg/kg), y C (Tg, ACI-36-2B6-Ab1 3 mg/kg). Un tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1 no afectd significativamente
TAU total y pTAU en los homogenados de corteza insolubles en sarcosil. Se observd una ligera disminucion (sin
significancia) de la media de TAU total y p231TAU después de tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1. La fosforilacion de
TAU evaluada como las proporciones de pTAU a TAU total no se vio afectada.

8.2.2.3 TAU en fraccion soluble de homogenados de hipocampo

Se evaluaron TAU total, p231TAU, p396TAU, y las proporciones de pTAU a TAU total en la fraccion soluble de
homogenados de hipocampo de n=16 animales del grupo A (grupo vehiculo Tg; PBS), B (Tg, ACI-36-2B6-Ab1, 1
mg/kg), y C (Tg, ACI-36-2B6-Ab1, 3 mg/kg), el tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1 no afectd significativamente TAU
total y pTAU en los homogenados solubles de hipocampo. Se observé una ligera disminucion (sin significancia) de la
fosforilacion de TAU evaluada como las proporciones de pTAU a TAU total después de tratamiento con ACI-36-2B6-
Ab1.

8.2.2.4 TAU en fraccion insoluble en sarcosil de homogenados de hipocampo

Se evaluaron TAU total, p231TAU, p396TAU, y las proporciones de pTAU a TAU total en las fracciones insolubles
en sarcosil de homogenados de hipocampo de n=16 animales del grupo A (grupo vehiculo Tg; PBS), B (Tg, ACI-36-
2B6-Ab1 1 mg/kg), y C (Tg, ACI-36-2B6-Ab1 3 mg/kg). Un tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1 no afectd
significativamente TAU total y pTAU en los homogenados de hipocampo insolubles en sarcosil. El tratamiento con 3
mg/kg incrementé la media de TAU total, p231TAU asi como p396TAU, aunque sin alcanzar significancia, mientras
se observo una ligera reduccion de la media de TAU total, p231TAU asi como p396TAU después de tratamiento con
1 mg/kg. La fosforilacion de TAU evaluada como las proporciones de pTAU a TAU total se incrementd ligeramente
después de tratamiento con 3 mg/kg de ACI-36-2B6-Ab1.

8.2. 2.5. Transferencias Western para corteza soluble

El tratamiento con ACI-36-2B6-Ab1 redujo de manera dependiente de la dosis la presencia de los epitopos pTau
pS396/pS404 (Figura 5D) y pT181 (Figura 5E y 5F) en la fraccion soluble de la corteza cerebral, con un efecto
significativo a la dosis de 3 mg/kg.

8.2.2.6 TAU en ratones biGT bigénicos para Tau

Ratones biGT tratados con ACI-36-2B6-Ab1 durante 3 meses tenian Tau total significativamente reducida en la
fraccion soluble de corteza cerebral (Figura 6A y 6B). Se observé una reduccion significativa para los epitopos de
pTau pT231/AT180 (Figura 6C y 6D), pS202/AT8 (Figura 6E), y pS396 (Figura 6F y 6G). También se observo una
reduccion significativa en homogenado total (TH) para epitopo de pTau pS400 (Figuras 6H y 61) y pS404 (Figuras 6L
y 6M). Ademas, también se observé una reduccion significativa en fraccion soluble para los epitopos de pTau pS400
(Figura 6J y 6K) y una tendencia para reduccion del epitopo de pTau pS404 (Figura 6N y 60).

8.2.3 Histologia
8.2.3.1 Morfometria - determinacién de areas de region

Las areas de region medidas del hipocampo y la amigdala no se diferenciaron significativamente en todos los
cerebros investigados lo que excluye efectos negativos en el tejido durante la diseccién e IHC o tincién (por ejemplo,
contraccion inequivoca, seccionamiento diferente) y en cierto grado atrofia inducida por el tratamiento. Las
secciones individuales pueden desviarse de la media individual y de grupo debido, por ejemplo, a plegamiento de
tejido o pérdida de partes de la secciéon durante la ejecucion del protocolo de marcaje. Por lo tanto, el area
inmunoreactiva total [en um2] de cualquier marcaje se normaliz6 respecto al area de region individual de la seccion
[en mm2] calculando el porcentaje de area marcada en el area de la region [area marcada / (area de la region *
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10.000)].
8.2.3.2 Resultados de AT180 IH

El anticuerpo AT180 detecta pTAU enddgena y humana (doblemente fosforilada en Thr231 y Ser235). La cantidad
de pTAU intrasomal en controles nTg fue significativamente menor comparado con los grupos Tg (p<0,01 asi como
p<0,001). En la amigdala, la dosis mas alta de ACI-36-2B6-Ab1 (3 mg/kg - grupo C) disminuy® significativamente la
pTAU somal comparado con los animales tratados con vehiculo (Figura 7, izquierda). La dosis mas baja (1 mg/kg -
grupo C) mostré la misma tendencia pero no alcanz6 significancia. El mismo efecto fue detectable en el hipocampo
donde ACI-36-2B6-Ab1 redujo pTAU de manera dependiente de la dosis, significativamente para la dosis mas alta y
con esta tendencia para la mas baja (Figura 7, derecha). Esta disminucion también fue cualitativamente visible como
disminucion del area de tincion y la intensidad de tincion en somas neuronales individuales. Los resultados de la
suma de intensidades de tinciéon normalizada respecto al tamafo AOI de AT180 IR medida en las somas neuronales
fueron comparables con el porcentaje de area de AT180 IR medido, incluyendo una dependencia de la dosis
significativa del efecto mayor de la dosis mas alta en la amigdala. En el hipocampo, las comparaciones post hoc no
alcanzaron nivel de significancia.

8.2.4 Resumen

La patologia cerebral Tau segun se mide por MSD no mostré una cambio significativo, sin embargo, la inmunotincion
de secciones de cerebro demostré dependencia de la dosis con una reduccion de hasta 60% en la inmunotincion de
AT180 (pT231/pS235) en somas neuronales.

El estudio muestra que la inmunizacién pasiva usando trece administraciones de un anticuerpo anti-pTau especifico
de fosfositio, ACI-36-2B6-Ab1 puede mejorar el aprendizaje espacial y reduce significativamente la patologia
cerebral pTau.

8.3 Resultados para el anticuerpo ACI-36-3A8-Ab1

Trece inyecciones i.p. de ACI-36-3A8-Ab1 administradas semanalmente a 1 6 3 mg/kg durante un periodo de estudio
de doce semanas no mostraron ningun efecto adverso importante.

8.3.1 Resultados de comportamiento - laberinto acuatico de Morris

Los resultados del ensayo MWM demostraron un efecto significativo de aprendizaje espacial mejorado para ratones
tratados con ACI-36-3A8-Ab1 a 3 mg/kg (Figura 10).

Los animales control tratados con vehiculo Tg (grupo A) y nTg (grupo F) mostraron las curvas de aprendizaje
esperadas en términos de la latencia de escape y la longitud de la ruta de nado para alcanzar la plataforma durante
los cuatro dias de ensayo. Los animales Tg control (A) mostraron una alteracion significativa de las capacidades de
aprendizaje reflejado en curvas de aprendizaje mas planas de latencias de escape y rutas de nado comparadas con
los animales control nTg (grupo F). Las latencias de escape y rutas de nado fueron significativamente diferentes
(ANOVA de Dos Vias) en los dias 3 de entrenamiento (p<0,01, latencia; p<0,001, longitud; post ensayo de
Bonferroni) y 4 (p<0,01; post ensayo de Bonferroni). El tratamiento con ACI-36-3A8-Ab1, dosis baja o alta (D y E) no
mejord significativamente las capacidades de aprendizaje espacial comparado con los animales control Tg (A)
cuando se analizan valores absolutos. Cuando se ajusta el rendimiento de cada grupo al 100% en el dia de
entrenamiento 1 y todos los demas dias como porcentaje del dia 1, puede haber una mejora de las capacidades de
aprendizaje y memoria después de tratamiento con ACI-36-3A8-Ab1 (dosificacion baja y alta). Los animales tratados
con la dosis baja de ACI-36-3A8-Ab1 (grupo D) se comportaron soélo ligeramente mejor en el MWM comparado con
los controles Tg (grupo A). El efecto de un tratamiento semanal con 3 mg/kg ACI-36-3A8-Ab1 (grupo E) fue mucho
mas pronunciado y casi restauré el comportamiento de los animales nTg. Comparado con los controles Tg (A) el
efecto de 3 mg/kg ACI-36-3A8-Ab1 fue estadisticamente significativo para longitud de ruta de nado en el dia 3 y dia
4 (p<0,05). No se detectaron diferencias entre los grupos de tratamiento cuando se calculé la velocidad de nado en
los cuatro dias de entrenamiento.

En el ensayo de prueba (PT), la permanencia en el cuadrante de la diana (cuadrante suroeste) asi como los cruces
en la zona de la diana se registraron, los controles nTg (grupo F) estuvieron mas tiempo en el cuadrante de la diana
y cruzaron la zona diana mas frecuentemente respecto a los controles Tg (grupo A) pero sin significancia estadistica.
Ni el tratamiento con la dosis baja ni alta dio lugar a una mejora significativamente estadistica en comparacion con
los ratones control Tg segun se evalta en el PT. Sin embargo, los animales tratados con ACI-36-3A8-Ab1 tenian -
aunque estadisticamente insignificativo - mas cruces de la zona diana comparado con el control Tg, lo que esta de
acuerdo con el resultado de la longitud de nado durante los 4 dias de entrenamiento.

8.3.2 Biologia molecular
8.3.2.1 TAU en fraccion soluble de homogenados de corteza

Se evaluaron TAU total, p231TAU, p396TAU, y las proporciones de pTAU a TAU total en la fraccion soluble de
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homogenados de corteza de n=16 animales del grupo A (grupo vehiculo Tg; PBS) y D (Tg, ACI-36-3A8-Ab1, 1
mg/kg) y de n=15 animales del grupo E (Tg, ACI-36-3A8-Ab1, 3 mg/kg). Un tratamiento con ACI-36-3A8-Ab1 no
afectd significativamente TAU total y pTAU en los homogenados de corteza solubles. Sin embargo, se observé un
ligero incremento (sin significancia) de la media de TAU total, p231TAU, y p396TAU después de tratamiento con
ACI-36-3A8-Ab1. La fosforilacion de TAU en 231 evaluada como la proporcion de p231TAU a TAU total disminuy6
ligeramente después de tratamiento con 3 mg/kg ACI-36-3A8-AB1.

8.3.2.2 TAU en fraccién insoluble en sarcosil de homogenados de corteza

Se evaluaron TAU total, p231TAU, p396TAU, y las proporciones de pTAU a TAU total en las fracciones insolubles
en sarcosil de homogenados de corteza de n=16 animales del grupo A (grupo vehiculo Tg; PBS) y D (Tg, ACI-36-
3A8-Ab1, 1 mg/kg) y de n=15 animales del grupo E (Tg, ACI-36-3A8-Ab1, 3 mg/kg). Un tratamiento con ACI-36-3A8-
AB1 no afecto significativamente TAU total y pTAU en los homogenados de corteza insolubles en sarcosil.

Se observo una ligera disminucion (sin significancia) de la media de TAU total, p231TAU, y p396TAU después de
tratamiento con 1 mg/ ACI-36-3A8-Ab1. Ademas, las proporciones p231TAU a TAU total de los animales tratados
con 1 mg/kg ACI-36-3A8-Ab1 mostraron una variabilidad ligeramente menor comparado con los animales tratados
con vehiculo (pero sin significancia en el Ensayo F: p=0,184) sin cambiar la media de las proporciones p231TAU a
TAU total de los dos grupos. Para los grupos tratados con 1 mg/kg y 3 mg/kg ACI-36-3A8-Ab1 se observé un ligero
incremento de la fosforilacién de p396TAU.

8.3.2.3 TAU en fraccion soluble de homogenados de hipocampo

Se evaluaron TAU total, p231TAU, p396TAU, y las proporciones de pTAU a TAU total en la fraccion soluble de
homogenados de hipocampo de n=16 animales del grupo A (grupo vehiculo Tg; PBS) y D (Tg, ACI-36-3A8-Ab1, 1
mg/kg) y de n=15 animales del grupo E (Tg, ACI-36-3A8-Ab1, 3 mg/kg). Los niveles de TAU y pTAU en las
fracciones solubles de hipocampo de IRN6301 (grupo D) fueron valores atipicos y se excluyeron. Un tratamiento con
ACI-36-3A8-Ab1 no afectd significativamente TAU total y pTAU en los homogenados de hipocampo solubles. Se
observé una ligera disminucion (sin significancia) de la fosforilacion de TAU en 231 evaluada como las proporciones
de p231TAU a TAU total después de tratamiento con ACI-36-3A8-Ab1.

8.3.2.4 TAU en fraccion insoluble en sarcosil de homogenados de hipocampo

Se evaluaron TAU total, p231TAU, p396TAU, y las proporciones de pTAU a TAU total en las fracciones insolubles
en sarcosil de homogenados de hipocampo de n=16 animales del grupo A (grupo vehiculo Tg; PBS), B (Tg ACI-36-
3A8-Ab1, 1 mg/kg), vy C (Tg, ACI-36-3A8-Ab1, 3 mg/kg). Un tratamiento con ACI-36-3A8-Ab1 no afecto
significativamente TAU total y pTAU en los homogenados de hipocampo insolubles en sarcosil. Se observo un ligero
incremento (sin significancia) de la media de TAU total, p231TAU asi como p396TAU después de tratamiento con
ACI-36-3A8-Ab1. La fosforilacion de TAU evaluada como la proporcion de p231TAU a TAU total no se afecto y el
tratamiento con 1mg/kg ACI-36-3A8-Ab1 redujo ligeramente la proporcion de p396TAU a TAU total.

8.3.2.5. Transferencias Western para corteza soluble

Una reduccion significativa del epitopo pS396/pS404 pTau en la corteza cerebral soluble en ratones tratados con 1 6
3 mg/kg de ACI-36-3A8-Ab1 (Figura 5D). La presencia del epitopo humano/transgénico pT181 pTau se redujo en la
fraccion soluble de corteza, con un efecto significativo en ratones tratados con 1 mg/kg y tendencia en ratones
tratados con 3 mg/kg (Figura 5E). Se observé una tendencia para una reduccion en la cantidad de pT181 pTau
enddgeno (Figura 5F).

8.3.2.6 TAU en ratones biGT bigénicos para Tau

Ratones biGT tratados con ACI-36-3A8-Ab1 durante 3 meses tenian Tau total significativamente reducida en la
fraccion soluble de corteza cerebral (Figura 6A y 6B). Se observé una reduccion significativa para los epitopos de
pTau pT231/AT180 (Figura 6C y 6D), pS202/AT8 (Figura 6E), y pS396 (Figura 6F y 6G). También se observo una
reduccion significativa en homogenado total (TH) para epitopo de pTau pS400 (Figuras 6H y 61) y pS404 (Figuras 6L
y 6M). Ademas, también se observé una reduccion significativa en fraccion soluble para los epitopos de pTau pS400
(Figura 6J y 6K) y una tendencia para reduccion del epitopo de pTau pS404 (Figura 6N y 60).

8.3.3 Histologia

8.3.3.1 Morfometria - determinacién de areas de region
Véase el Ejemplo 8.2.3.1

8.3.3.2 Resultados de AT180 IH

El anticuerpo AT180 detecta pTAU enddgena y humana (doblemente fosforilada en Thr231 y Ser235). La cantidad
de pTAU intrasomal en controles nTg fue significativamente menor comparado con los grupos Tg (p<0,001). En la
amigdala, las dos dosis de ACI-36-3A8-Ab1 [1 mg/kg (grupo D) y 3 mg/kg (grupo E)] disminuyeron significativamente
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la pTAU somal comparado con los animales tratados con vehiculo (Figura 8, izquierda). Un efecto similar fue
detectable en el hipocampo donde la dosificacion mas baja de ACI-36-3A8-Ab1 redujo pTAU, sin embargo, en este
caso la dosis mas alta fue menos efectiva y sélo dio lugar a una tendencia de disminucién (Figura 8, derecha). Esta
disminucion también fue cualitativamente visible como disminucion del area de tincién y la intensidad de tincion en
somas neuronales individuales. Los resultados de la suma normalizada de las intensidades de la AT180 IR medida
en somas neuronales fueron comparables en la amigdala con porcentaje de area AT180 IR medida pero alcanzé
significancia solo para la dosis mas alta. En el hipocampo, el resultado fue totalmente comparable al porcentaje de
area IR.

8.3.4 Resumen

La patologia cerebral Tau segun se mide por MSD no mostré una cambio significativo, sin embargo, la inmunotincion
de secciones de cerebro demostré dependencia de la dosis con una reduccion de hasta 40% en la inmunotincion de
AT180 (pT231/pS235) en somas neuronales.

El estudio muestra que la inmunizacién pasiva usando trece administraciones de un anticuerpo anti-pTau especifico
de fosfositio, ACI-36-3A8-Ab1 mejora el aprendizaje espacial y reduce significativamente la patologia cerebral pTau.

Depésitos:

Las lineas celulares de hibridoma siguientes se depositaron en el nombre de AC Immune SA, PSE-EPFL Edificio B,
1015 Lausana, Suiza y Katholieke Universiteit Leuven, Minderbroedersstraat 8a - Box 5105, B-3000 Leuven con el
"Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Inhoffenstrasse 7 B,
38124 Braunschweig, bajo las disposiciones del Tratado de Budapest:

Nombre del hibridoma

Numero de depésito Fecha del depésito

6C10F9C12A11 DSM ACC3079 25 de agosto, 2010
6C10E5E9C12 DSM ACC3081 25 de agosto, 2010
6H1A11C11 DSM ACC3080 25 de agosto, 2010
6H1G6E6 DSM ACC3088 25 de agosto, 2010
2B6A10C11 DSM ACC3084 25 de agosto, 2010
2B6G7A12 DSM ACC3087 25 de agosto,2010
3A8A12G7 DSM ACC3086 25 de agosto, 2010
3A8E12H8 DSM ACC3085 25 de agosto, 2010
7C2(1)F10C10D3 DSM ACC3082 25 de agosto, 2010
7C2(2)B9F11D5 DSM ACC3083 25 de agosto, 2010
A4-476-48 DSM ACC3136 30 de agosto, 2011
AB-2G5-30 DSM ACC3137 30 de agosto, 2011
AB-2G5-41 DSM ACC3138 30 de agosto, 2011
A4-2A1-18 DSM ACC3139 30 de agosto, 2011
A4-2A1-40 DSM ACC3140 30 de agosto, 2011
A6-1 D2-12 DSM ACC3141 6 de septiembre, 2011
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Tabla 2. Resulatdos del cribado del hibridoma ACI-33

Cribadoen placasde 24 pocillos

- Cribado en malfraces T25

Positivo en

Positivo en

Positivo en

Positivo en | Positive en cribado
ELISA TAUPIR de IgG ELISA TAUPIR
1A7 1A7
1A11
1C11 1C11
2C9 2C9
3C3 3C3 3C3
3C5 3C5
3E8 JEB
3G10 3G10 3G10 3G10
...... 6E10 ﬁ@f@_ ] ey ﬁéfﬂ SR R éﬁﬂ é
6F3 6F3 '
6F8 6F8
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Tabla 3. Resulatdos del cribado del hibridoma ACI-36

Cribadoen placasde 24 pociilos

Crihado en mafraces T25

Positivo en
ELISA

Positivo en
TAUPIR

Positivo en
cribado
de lgG

Positivo en
ELISA

FPositivo en
TAUPIR

2BE

P 2R ey

i ) 2F9 ..‘:.'515.';::

T2G1

JAB

5'3::;':3ﬂﬂ_ff;'l

389 | 389

3F11

4A3

4C1

4C12

4E12

SE10

5F5

'EDG TR L FEST /

6H1

Tabla 4. Clasificacion para clones positivos en ELISA y TAUPIR de ACI-36

clasificacion para ELISA

clasificacion

para TAUPIR |

2B6:
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Tabla 5. Resultados del cribado del hibridoma ACI-41

Cribado en placas de 24 pocillos Cribado en Matraces T25
Positivo en ELISA |Positivo en TAUPIR |Positivo en cribado de |Positivo en ELISA Positivo en TAUPIR
IgG
3D11 3D11 3D11
4H6 4H6 4H6
5D10 5D10 5D10 5D10 5D10
5E6 5E6
5F10 5F10
6B7 6B7 6B7
7C2 7C2 7C2 7C2 7C2
8G8 8G8
8H8 8H8 8H8
Tabla 6. Cribado de hibridomas para unién a diana
ELISA
N . Transferencia
Hibridomas Anticuerpos . e Tau de | Tau de | TAUPIR
p-peptido | péptido I%ngitud longitud Western
Tau Tau
completa completa
6C10F9C12A  |ACI-33-6C10-
11 Ab1 ¥ - *- - ¥ -
ACI-33-6C10-
6C10E5E9C1 2 Ab2 + - +/- - + -
ACI-36-6H1-
6H1A11C11 Ab1 + - + - + +
ACI-36-6H1-
6H1G6E6 Ab2 + - + - + +
ACI-36-2B6-
2B6A10C11 Ab1 + - + - + +
ACI-36-2B6-
2B6G7A12 Ab2 + - + - + +
ACI-36-3A8-
3A8A12G7 Ab1 + - + - + +
3A8E1 2H8 ACI_36_3A8_ + = + ‘/+ + +
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Hibridomas

7C2(1)F10C1
0D3

7C2(2)B9F11
D5

A4-2A1-18

A4-2A1-40

A4-476-18

A4-4AB-48

AG-1D2-12

ABG-2G5-08

AB-2G5-30

AB-2G5-41

Anticuerpos

Ab2

ACI-41-7C2-
Ab1

ACI-41-7C2-
Ab2

ACI-35-2A1-
Ab1

ACI-35-2A1-
Ab2

ACI-35-4A6-
Ab1

ACI-35-4A6-
Ab2

ACI-35-1
Ab1

ACI-35-2G5-
Ab1

ACI-35-2G5-
Ab2

ACI-35-2G5-
Ab3

D2-

ELISA

p-péptido
Tau

ES 2 548 686 T3

péptido
Tau

Tabla 7. Afinidad de unién de los anticuerpos anti-tau

Hibridomas |Anticuerpos

6C10F9C12A |ACI-33-

11

6H1A11C11

6H1G6E6

2B6A10C11

Constante de velocidad de

6010-Ab1 | 946X 10°
ﬁ&"%@m' 3,53 x 10*
ﬁ%-se-em- 9,99 x 10*
ﬁ&"%'ZBB' 6,90 x 10°

asociacion (kq) (1/Ms)

65

pTau de
longitud

completa

Constante de velocidad de | Constante
disociacion (k) (1/s)

3,27 x10°

6,80 x 10°

9,58 x 107

1,63 x 10

Transferencia

de TAUPIR Western

Tau
longitud
completa

de
disociacion (Kp) (nM)

3,46

1,93

0,96

0,24
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Hibridomas | Anticuerpos Cons_tar!t'e de velocidad de C_onst.anF(’e de velocidad de C_onst.an?g de
asociacion (kq) (1/Ms) disociacion (k) (1/s) disociacion (Kp) (nM)

286G7A12 | ATOOP8 19 195108 111 x 10% 0,12

3A8A12G7 RIS 14 01 408 1,09 x 10° 0,11

3A8E12H8 ﬁgz"%'?’As' 8,43 x 10° 1,43 x 10% 0,17

A4-476-18 ﬁ&"%'“%' 2,00 x 10° 3,10x10° 16

AB-1D2-12 ﬁﬂ'35'1 D2- 14 60 x 10° 9,30 x 10° <6

A6-2G5-08 2&35-2@5- 4,80 x 10° 5,30 x 10° 10
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Tabla 9. Aminoacidos de Tau y fosfo-residuos requeridos para unién de anticuerpo.

Vacuna

ACI-33

ACI-33

ACI-36

ACI-36

ACI-36

ACI-36

ACI-36

ACI-36

ACI-41

ACI-35

ACI-35

ACI-35

ACI-35

ACI-35

ACI-35

ACI-35

Hibridoma
6C10F9C12A11
6C10E5E9C12
6H1A11C11
6H1G6E®6
2B6A10C11
2B6G7A12
3A8A12G7
3A8E12H8
7C2(1)F10C10D3
A4-2A1-18
A4-2A1-40
A4-476-18
A6-1D2-12
AB-2G5-08
AB-2G5-30

AB-2G5-41

Epitopo*

Tau aa 15-20, con requerimiento para pY18
Tau aa 15-20, con requerimiento para pY18
Tau aa 405-412, con requerimiento para pS409
Tau aa 405-412, con requerimiento para pS409
Tau aa 405-411, con requerimiento para pS409
Tau aa 405-411, con requerimiento para pS409
Tau aa 405-411, con requerimiento para pS409

Tau aa 405-411, con requerimiento para pS409

Tau aa 208-218, con requerimiento para pT212 y pS214

Tau aa 393-401, con requerimiento para pS396
Tau aa 393-401, con requerimiento para pS396
Tau aa 396-401, con requerimiento para pS396
Tau aa 394-400, con requerimiento para pS396
Tau aa 402-406, con requerimiento para pS404
Tau aa 393-400, con requerimiento para pS396

Tau aa 393-400, con requerimiento para pS396

*Basado en la isoforma mas larga de Tau humana (Tau441)
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Tabla 12. Cebadores usados para la secuenciacion de CDR de regiones variables de anticuerpo

Subclon

3A8A 12G7

3A8E 12H8

2B6A 10C11

2B6G 7A12

6H1A11C11

Isotipo
de Ab

IgG2b

IgG2b

IgG2b

IgG2b

IgG2b

Secuencias de cebador

Cebadores
VH

Cebadores
VK

Cebadores
VH

Cebadores
VK

Cebadores
VH

Cebadores
VK

Cebadores
VH

Cebadores
VK

Cebadores
VH

Cebadores

5

3

5

AD

5'G

AD

5'G

3

5

3

5

3

5

GGGAATTCATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

GGGAATTCATG RAGWCACAKW CYCAGGTCTTT

ACTAGTCGACATGGGCWTCAAGATGRAGTCACAKWYYCWGG

ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

GGGAATTCATGRAGWCACAKWCYCAGGTCTTT

ACTAGTCGACATGGGCWTCAAGATGRAGTCACAKWYYCWGG

ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT

ACTAGTCGACATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT

ACTAGTCGACATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

85

SEQ
ID NO

46

47

48

49

50

51

46

48

49

50

51

46

52

47

50

51

46

52

47

50

51

46

47

50



Subclon

6H1G 6E6

6C10F9
C12A11

6C10E5E
9C12

7C2(1)F10C
10D3

7C2(2)B9F
11D5

Isotipo
de Ab

IgG2b

IgG3

IgG3

IgG2b

IgG2b
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Secuencias de cebador

VK

Cebadores
VH

Cebadores
VK

Cebadores
VH

Cebadores
VK

Cebadores
VH

Cebadores
VK

Cebadores
VH

Cebadores
VK

Cebadores
VH

3

5

3

5

3

5

3

5

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTTT

ACTAGTCGACATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCT

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

ACTAGTCGACATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCT

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTTT

ACTAGTCGACATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTTCCT

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

GGGAATTCATGRAGWCACAKWCYCAGGTCTTT

ACTAGTCGACATGGGCWTCAAGATGRAGTCACAKWYYCWGG

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTTT

ACTAGTCGACATGAAGWTGTGGBTRAACTGGRT

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

ACTAGTCGACATGGAGWCAGACACACISCTGYTATGGGT

ACTAGTCGACATGGGCWTCAAGATGRAGTCACAKWYYCWGG

ACTAGTCGACATGGTYCTYATVTTRCTGCTGCTATGG

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTTT

ACTAGTCGACATGAAGWTGTGGBTRAACTGGRT

86

SEQ
ID NO

51

46

50

51

53

54

47

54

51

53

54

47

48

49

51

53

55

56

49

51

53

55



Subclon

ABG-2G5-08

A4-2A1-18

Isotipo
de Ab

IgG2a

IgG2b
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Secuencias de cebador

3

Cebadores |5'
VK

3

Cebadores |5'
VH

3

Cebadores |5'
VK

3

Cebadores |5'
VH

CCCAAGCTTCCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

ACTAGTCGACATGGTYCTYATVTTRCTGCTGCTATGG

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTTTTTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTCATTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTTTTTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTTATTCTCTT

GGGAATTCATGAAATGGAGCTGGGTCTTTTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTCTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTTTTCCTCTTC

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAAACGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAAACGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAAACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGTGGATAGACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGATAGATGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAATGGATAAACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAATGGATAAACGATGG

ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTCATTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTTTTTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTTTTTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCACCTGGGTTTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTCTTCCTCTT

87

SEQ
ID NO

47

57

51

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

50

51

136

120

123

137

138



Subclon

AB-2G5-30

Isotipo
de Ab

IgG2b

ES 2 548 686 T3

Secuencias de cebador

Cebadores |5'
VK

3

Cebadores |5'
VH

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTCATCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTTATTCTCTT

ACTAGTCGACATGGGATGAGCTTATCATCCTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAATGGATAACGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGTGGGATAAACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAATGGATAAACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGATAGACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGATAAACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGGGGATAAACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAAACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAGGGATAAACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAATGGATAAACCGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGTGGATAAACGGTGG

ACTAGTCGACATGGTGTCCACAGCTCAGTTCCTTG

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGAAATGGAGCTGGGTCTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTTATTCTCTT

GGGAATTTATGGAATGGAGCTGGGTCTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTTTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTCATCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTTATTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTTTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTCTTTCTCTT

ACTAGTCGACATGGGATGGAGCTATATCATCCTCTT

ACTAGTCGACATGGGATGGAGCTTATCATCTTCTT

88

SEQ
ID NO

139

124

140

141

142

134

143

144

145

131

146

147

148

149

51

150

151

152

127

153

124

154

155

156

157



Subclon

A4-2A1-40

Isotipo
de Ab

Cebadores |5'
VK

3

IgG2b |Cebadores |5'
VH

ES 2 548 686 T3

Secuencias de cebador

ACTAGTCGACATGTAGATGTGGTTAAACTGGGT

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAGGGGATAAACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAAGGGATAGACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGGGGATAGACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGGGGATAGACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAGTGGATAAACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAATGGATAACGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAGTGGATAAACGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAAACGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGTGGATAAACGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAACGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCATGGATAAACGGGTGG

ACTAGTCGACATGGGCATCAAGATGAAGTCACATACTCTGG

ACTAGTCGACATGGGCATCAAGATGAGTCACATACTCTGG

ACTAGTCGACTGGGCATCAGATGAGTCACATACTCTGG

ACTAGTCGACATGGGCATCAAGATGAAGTCACAGACCCAGG

ACTAGTCGACATGGGCTTCAAGATGAAGTCACATTCTCTGG

ACTAGTCGACATGGGCTTCAAGATGAAGTCACATATTCAGG

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTCATCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTTTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTCTTTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTTTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTCTT

89

SEQ
ID NO

158

159

160

161

162

163

164

165

130

166

167

168

169

170

171

172

173

174

51

51

139

154

155

127

121



Subclon

AB-2G5-41

Isotipo
de Ab

IgG2b

ES 2 548 686 T3

Secuencias de cebador

Cebadores |5'
VK

3

Cebadores |5'
VH

Cebadores |5'
VK

ACTAGTCGACATGGATGGAGCTTATCATCCTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGATAAACGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAATGGATAAACCGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAAACGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAGTGGATAAACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAACGGGTGG

ACTAGTCGACATGAGGTACTCGGCTCAGTTCCTGGG

ACTAGTCGACATGAGGTCCCCGGCTCAGTTCCTGGG

ACTAGTCGACATGAGGACGTCGATTCAGTTCTTGGG

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

GGGAATTCATGGAATGGACCTGGGTCATCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTTTTTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTTATCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTTATTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTCTTCCTCTT

GGGAATTCATGAATGGATCTGGGTTATTCTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGGGGATAAACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGACGGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAAACAGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGATAAACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGGGGATAAACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGATAAACGGGTGG

GGGAATTCATGGAGACACATTCCCAGGTCTTT

GGGAATTCATGGAGTCACAGTCTCAGGTCTTT

ACTAGTCGACATGGGCTTCAAGATGGAGTCACATTTTCAGG

90

SEQ
ID NO

175

176

147

129

177

128

178

179

180

51

181

120

182

124

126

183

184

185

186

144

145

187

188

189

190



Subclon

A4-4AB-48

Isotipo
de Ab

3

IgG2b |Cebadores |5'

VH

3

Cebadores |5'

VK

ES 2 548 686 T3

Secuencias de cebador

ACTAGTCGACATGGGCATCAAGATGAAGTCACATATTCAGG

ACTAGTCGACATGGGCTTCAAGATGAAGTCACATTCTCAGG

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

ACTAGTCGACATGGGATGGAGCTTATCATGTTCTT

ACTAGTCGACATGGGATGGAGCTTATCATGCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCACCTGGGTTTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGACCTGGGTTTTCCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGACCTGGGTCTTTCTCTT

GGGAATTCATGAAATGGAGCTGGGTTATTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGCAGCTGGGTTATTCTCTT

GGGAATTCATGGAATGGAGCTGGGTCTTTCTCTT

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAATGGATAGACGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGATAGACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGATAGACGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGGCCAATGGATAACGGTGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAGTGGATAAACGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAATGGATAAACGGATGG

CCCAAGCTTCCAGGGACCAAGGGATAAACGGATGG

ACTAGTCGACATGATGTACCCGGCTCAGTTTCTGGG

ACTAGTCGACATGAGGACTTCGATTCAGTTCTTGGG

ACTAGTCTACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

ACTAGTCGACATGAAGTTGTCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

ACTAGTCGACATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

CCCAAGCTTACTGGATGGTGGGAAGATGGA

91

SEQ
ID NO

191

192

51

51

193

194

137

195

196

197

151

121

198

199

200

141

166

131

144

201

202

203

204

50

51



Subclon

A4-476-18

A6-1 D2-12

Isotipo
de Ab

IgG2b

IgG2a

ES 2 548 686 T3

Secuencias de cebador

Cebadores |5'
VH

3

Cebadores |5'
VK

3

Cebadores |5'
VH

3

Cebadores |5'
VK

ATGGGATGGAGCTRTATCATSYTCTT

ATGAAGWTGTGGBTRAACTGGRT

ATGGRATGGASCKKIRTCTTTMTCT

CCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

ATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT

ATGGAGWCAGACACACTSCTGYTATGGGT

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

ATGGATTTWCARGTGCAGATTWTCAGCTT

ATGGTYCTYATVTCCTTGCTGTTCTGG

ATGGTYCTYATVTTRCTGCTGCTATGG

ACTGGATGGTGGGAAGATGGA

ATGAAATGCAGCTGGRTYATSTTCTT

ATGGRCAGRCTTACWTYYTCATTCCT

ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT

CCAGGGRCCARKGGATARACIGRTGG

ATGRAGWCACAKWCYCAGGTCTTT

ATGGAGACAGACACACTCCTGCTAT

ATGGAGWCAGACACACTSCTGYTATGGGT

ATGAGGRCCCCTGCTCAGWTTYTTGGIWTCTT

ATGGGCWTCAAGATGRAGTCACAKWYYCWGG

ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT

ATGGATTTWCARGTGCAGATTWTCAGCTT

ATGGTYCTYATVTCCTTGCTGTTCTGG

ATGGTYCTYATVTTRCTGCTGCTATGG

ACTGGATGGTGGGAAGATGGA

92

SEQ
ID NO

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

208

219

209

210

220

221

211

212

213

214

215



ES 2 548 686 T3

Codones Degenerados:

R =AoG S =CoG D
Y =CoT M =AoC H
K =GoT w =AoT \Y

=AoGoT B

=CoGoT

=AoCoT

=AoGoC

Tabla 13. Isoforma mas larga de Tau humana (441aa), también denominada Tau40

Isoforma mas larga de Tau humana (441aa),
denominada Tau40 (SEQ ID NO:67)

Isoforma 2 de proteina tau asociada a microtibulos [Homo

sapiens]

Secuencia de Referencia NCBI: NP_005901.2

también

93

MAEPRQEFEV MEDHAGTYGL GDRKDQGGYT
MHQDQEGDTD AGLKESPLQT PTEDGSEEPG
SETSDAKSTP  TAEDVTAPLV  DEGAPGKQAA
AQPHTEIPEG TTAEEAGIGD TPSLEDEAAG ‘
HVTQARMVSK  SKDGTGSDDK  KAKGADGKTK
IATPRGAAPP GQKGQANATR IPAKTPPAPK
TPPSSGEPPK  SGDRSGYSSP-  GSPGTPGSRS
RTPSLPTPPT REPKKVAVVR TPPKSPSSAK
SRLQTAPVPM  PDLKNVKSKI  GSTENLKHQP
GGGKVQIINK KLDLSNVQSK CGSKDNIKHV .- -
PGGGSVQIVY . KPVDLSKVTS  KCGSLGNIHH
KPGGGQVEVK SEKLDFKDRV QSKIGSLDNI
THVPGGGNKK  IETHKLTFRE ~ NAKAKTDHGA
EIVYKSPVVS GDTSPRHLSN VSSTGSIDMV '
DSPQLATLAD EVSASLAKQG L (SEQ,ID NO: 67)
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ES 2 548 686 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> AC Immune S.A.
K.U. Leuven Research & Development

<120> COMPOSICION FARMACEUTICA
<130> P2654 PCT/A BS

<150> EP 10 18 6810.7
<151>2010-10-07

<150> EP 11 17 4248.2
<151>2011-07-15

<160> 221
<170> BiSSAP 1.0

<210>1<211> 115
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..115

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 1
Glu Val Gln Leu Gln -Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys

1 : 5 . - 10
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe

20 25
Tyr Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu
35 o - .40 . 45
Gly Asp Ile Asn Pro Asn Arg Gly Gly Thr Thr Tyr Asn
50 : 55 : 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser
65 70 . 175
Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val
85 90
Ala Ser Tyr Tyr Ala Val Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
. 100 105 -
Val Ser Ser :
115
<210>2
<211> 115
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> FUENTE
<222>1..115

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 2

Pro

Thr
30

Glu

Gln.

Thr
Tyr

Thr
110

Gly Ala
15
Asp Tyr

Trp Ile
Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95 '
Leu Thr

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Thr

1 5 10

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe T

20 25

96

15

hr Asp Tyr
30 .


lmendiol
Texto escrito a máquina
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Tyr Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Asp Ile Asn Pro Asn Arg Gly Gly Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Ser Tyr Tyr Ala Val Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
100 105 110
Val Ser Ser
115
<210>3
<211> 115
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> FUENTE
<222>1..115
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"
<400> 3
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15 )
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25 30
Tyr Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Asp Ile Asn Pro Asn Arg Gly Gly Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 ' 95
Ala Ser Tyr Tyr Ala Val Gly Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr
100 108 110
Val Ser Ser
115
<210>4
<211>120
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> FUENTE
<222>1..120
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"
<400> 4
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Pro Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 ' 30
Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Ile Tyr Tyr Gly Asp Thr Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Phe

Arg

97
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75

80

Leu Gln Met Thr Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Arg Arg Gly Gln Leu Arg Leu Arg Leu Phe Ala Tyr Trp Gly Gln

100

Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ala

<210>5

<211> 119

115

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..119
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 5

Glu
1
Ser
Tyr
Ala
Ser
65
Leu
Tyr

Thr

val
Leu
Met
Leu
50

val
Tyr
Cys

Thr

<210>6

<211> 113

Lys
Arg
Ser
35

Ile
Lys
Leu

val

val
115

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..113
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 6

Asp
1
Gln
Gly
Ser
Pro
65
Ile

His

Lys

Ile
Lys
Asn
Pro
50

Asp

Ser

Tyr

<210>7

<211> 112

val
val
Gln
35

Lys
Arg
Ser

Thr

Leu

Leu
20

Trp
Arg
Gly
Gln
Lys

100
Thr

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe

val

Thr
100

Met
Tyr
Val
Asn
Arg
Met
Ala

Val

Thr
Met
Asn
Leu
Ile
Gln

85
Pro

Glu
Cys
Arg
Lys
Phe

70
Asn

Leu

Ser

Gln
Ser
Ser
Val
Gly

70

Ala

Pro

Ser
Ala
Gln
Ala

55
Thr
Thr
Gly

Ser

Ser
Cys
Leu
Tyr

55
Ser

Glu

Thr

120

Gly
Ala
Pro

40
Asn
Ile

Leu

Arg

Pro
Lys
Ala
Phe
Gly
Asp

Phe

105

Gly
Ser

25
Pro
Gly
Ser

Arg

Tyr
105

Ser

Ser
25
Trp

Ala
Ser
Leu

Gly
105

Gly
10

Gly
Gly
Tyxr
Arg

Ala

Phe

Ser
10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala

90
Thr

Leu Val
Phe Thr
Lys Ala
Thr Thr

60
Asp Asn

75

Glu Asp

Asp Val

Leu Ala
Gln Ser
Gln Gln
Thr Arg

60
Thr Asp

75

Asp Tyr

Gly Thr

98

His
Phe
Pro

45
Glu
Ser

Ser

Trp

Met
val
Lys

45
Glu
Phe

Phe

Lys

110

Pro

Thr

Glu
Tyr
Gln
Ala

Gly
110

Ser
Phe

30
Pro
Ser
Ser

Cys

Leu
110

Gly

15
Asp
Trp
Thr
Asn
Thr

95
Thr

VvVal

15
Asn
Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

Ala
Tyr
Leu
Ala
Ile

80

Tyr

Gly

Gly
Ser
Gln
val
Thr

80
Glu

Leu
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<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

Thr
5

;1e
Ty?
Ile

Gly

Ala
85 -

Tyr

Gln
Ser
Leu

Tyr

Ser

Glu

-Thr

Thr

CY§

His
Lys

55
Gly
‘Asp

Phe

Pro
Arg
Trp

40
vVal

Ser’

Leu

Gly

Leu

Ser.
25

Tyr
Ser
Gly

Gly

Gly.

10

Ser
10
Ser

Asn
Thr
Val

Gly
5

Leu

Leu Pro Val
Gln Arg Leu

Gln Lys Pro

45

Arg Phe Ser
60 -

Asp Phe Thr
75

Tyt Phe Cys

Thr: Lys Leu

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> FUENTE
<222>1..112
<400>7
"Asp Val Val Met
1 .
Asp Gln Ala Ser
L 20
His Gly Lys Thr
Lo 35
Pro Lys Leu Leu
50 ‘
Asp Arg Phe Ser
65
'Ser Arg Val Glu
Ala Hié Phe éro
100
<210> 8
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> FUENTE
<222>1..112
<400> 8
Asp Val Val Met
1 : .
Asp Gln Ala -Ser
20
His Gly Lys Thr
35 .
Pro Lys Leu Leu
50
Asp Arg Phe Ser
65 .
Ser Arg Vval Glu
Ala His Phe Pro
100
<210>9
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> FUENTE
<222>1..112

Thr
Ile‘
Tyr
Ile
Gly
Ala

Tyr

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser

70
Glg

Thr

Thr
Cys
His
Lys

55
Gly

Asp

Phe

Pro
Arg
Trp

40
Vval
Ser

Leu

Gly

Leu
Ser

25
Tyr

Ser

Gly

Ser
10

Ser
Leu

Asn

Gly val

Gly
105

Gly

Leu Pro Val

Glh Ser Leu

Gln Lys Pro

45

Arg Phe Ser

60

‘Thr Asp Phe Thr

75
Tyr Phe Cys.

Thr Lys Leu

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 9

99

Ser Leu
15

Val
.30

His

‘Gly Gln

‘Gly val

Leu

Ser

Glu
110

Ser
val

30
Gly
Gly
Leu
Ser

Glu
110

Lys
Gln

95
Ile

Leu

15
His
Gln
val
Lys
Gln

Ile

Gly

Ser
Ser
Pro

‘Ile

80 .

“Thr

Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
Thr

Lys


lmendiol
Texto escrito a máquina


10

15

20

25

30
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Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro
1 5 10 '
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser
20 25
His Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys
35 40
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe
50 55 . 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70 75
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Phe
85 -90
Ala His Phe Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210>10
<211>107
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> FUENTE
<222>1..107
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"
<400> 10
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met Ser
1 5 10
Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp
20 25
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro
35 40
Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser
65 : 70 75
Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr
. . 85 20
Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
: 100 105
<210> 11
<211> 113
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..113
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 11

1

5

10

val
Leu
Pro

45
Ser
Thr
Cys

Leu

Thr
Val
Lys

45
Arg

Ser

Thr

Ser
Leu

30
Gly
Gly
Leu

Ser

Glu
110

‘Ser

Ser

30
Leu
Phe
val

Thr

Leu

15
His
Gln
Val
Lys
Gln

95
Ile

val

15
Thr
Leu
Thr
Gln

Pro
95

15

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile

80

Thr

Lys

Gly
Ala
Ile
Gly.
Ala

80
Leu

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

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser

100
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30

35

40

45

50

Ser Asn Gln
35
Ser Pro Lys
50
Pro Asp Arg
65
Ile Ser Ser

Tyr Tyr Ser
Lys
<210> 12

<211>10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..10

20
Lys

Leu
Phe
val

Tyr
100

Asn Tyr Leu

Leu Ile Tyr
55
Thr Gly Ser
70
Lys Ala Glu
85
Pro Phe Thr

Ala
40

Trp
Gly
Asp

Phe

ES 2 548 686 T3

25
Trp Tyr

Ala Ser
Ser Gly
Leu Ala

90

Gly Ser
105

Gln
Thr
Thr

75
val

Gly

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 12

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Asn

1

<210> 13
<211> 17
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..17

5

10

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 13

Gln Lys

45

Arg Glu
60

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

30
Pro Gly Gln

Ser Gly Val
Thr Leu Thr
Cys Gln Gln

Leu Glu Ile
110

Asp Ile Asn Pro Asn Arg Gly Gly Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1
Gly

<210> 14
<211>6
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..6

5

10

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 14

Tyr Tyr Ala Val Gly Tyr

1

<210> 15
<211>10
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE

5

101
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<222>1..10
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 15

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gly Met His
1 5 10

<210> 16

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..17

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 16

Ty'r Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Ile Tyr Tyr Gly Asp Thr Val Lys

1 5 10
Gly :

<210> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..11

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 17

Arg Gly Gln Leu Arg Leu Arg Leu Phe Ala Tyr

1 : 5 : 10

<210> 18

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..10

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 18

Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Ser
1 5 10

<210> 19

<211>19

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..19

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

102
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<400> 19

Leu Ile Arg Asn Lys Ala Asn Gly Tyr Thr Thr Glu Tyr Thr Ala. Ser

1 5 10
Val Lys Gly

<210> 20

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..8

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 20

Ala Leu Gly Arg Tyr Phe Asp Val
1 ' 5

<210> 21

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..17

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 21

Lys Ser Ser Gln Ser Val Phe Asn Ser Gly Asn Gln Lys Asn Ser Leu

1 5 ‘ 10
Ala . . o

<210> 22

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..7

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 22

Phe Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 23

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..9

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 23

103
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Gln Glu His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr
1 . .5 - :

<210> 24

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 24

Arg Ser Ser Gln Arg Leu Val His Ser His Gly Lys Thr Tyr Leu His
1 55 : 10 : B 15

<210> 25

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..7

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 25

‘Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
‘1 . : 5

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..9

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 26
Ser Gln Thr Ala His Phe Pro Tyr Thr
1 5 :

<210> 27

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"
<400> 27

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser His Gly Lys Thr Tyr Leu His
1 5 - ‘10 15

<210> 28

104
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<211> 16
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 28

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser His Gly Asn Thr Tyr Leu His

1

<210> 29

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1.11

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 29

5

ES 2 548 686 T3

10

Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Thr Ala Val Ala

1

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..7

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 30

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr

5

1 -

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1.9

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 31

10

Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Leu Thr

1

<210> 32

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

5

105
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<221> FUENTE

<222>1..17

ES 2 548 686 T3

<223> /tipo_mol="proteina" /organisin="Mus musculus"

<400> 32

Lys Ser Ser Gln Se

1
Ala

<210> 33
<211>7
<212> PRT

5 -

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..7

r Leu Leu Tyr Ser

-10

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 33

Trp Ala Ser Thr Arg -Glu Ser

1 g

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

5

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1.9

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 34

Gln Gln Tyr Tyr Ser

1

<210> 35
<211> 345
<212> ADN

5 -

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..345

Tyr Pro Phe Thr

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 35

gaggtccagc
tcectgtaagg
catggaaaga
aaccagaagt
atggaactcc

gcegtggget

tgcaacaatc tggacctgaa
cttctggata tacgttcact
gccttgagtg gattggagat
tcaagggcaa ggccacgttg
gcagcctgac atctgaggac

actggggcca aggcaccact

ctggtgaagc ctggggcttce
gactactaca tgaactgggt
attaatccta accgtggtgg
actgtagaca agtcctccag
tctgcagtct attactgtge

ctcacagtct cctca

106

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu’

15

agtgaagata
gaagcagagc
aactacttac
cacagcctac

aagttactac

120

180

240

300

345


lmendiol
Texto escrito a máquina
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<210> 36
<211> 345
<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..345

ES 2 548

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 36
gaggtccagce
tcctgtaagg
catggaaaga
aaccagaagt

atggaactcc

gcegtggget

<210> 37
<211> 345
<212> ADN

tgcaacaatc
cttctggata
gccttgagtg
ﬁtaégggcaa
gcagcectgac

actggggcca

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..345

tggacctgaa
tacgttcact
gattggagat
ggccacgttg
atctgaggac

aggcaccact

ctggtgaagc
gactéctaga
attaatccta
actgtagaca
tctgcagtcﬁ

ctcacagtct

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 37
gaggtccage
tcctgtaagg
catggaaaga
aaccagaagt

atggagctcce

gccgtggget

<210> 38
<211> 360
<212> ADN

tgcaacaatc
cttctggata
gccttgagtg
tcaagggcaa

gcagcetgac

actggggcca

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..360

tggacctgaa
cacgttcact
gattggagat
ggcecacgttg

atctgaggac

aggcaccact

ctggtgaage
gactactaca
attaatdcta
actgtagaca

tctgcagtcet

ctcacagtct

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 38

686 T3

ctgggacttce
tgaactgggt
accgtggtgg
agtcctccag
attactgtgc

cctca

ctggggcttc
tgaactgggt
accgtggtag
cgtecectecag

attactgtge

cctea.

107

agtgaagata
gaagcagagc
aactacttac
caéagcctaé

aagttactac

agtgaagata
gaagcagagc
aactacttac
cacagcectac

aagttactac

60

120

180

240

300

345

60
120
180
240

300

345
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gaggtgcage tggtggagtc tgggggaggce ttagtgaage ctggagggtc cctgaaacte
tcetgtgcecac cctctggatﬁ céctﬁtcagt gactatggaa tgcactgggt tcgtcaggcet
ccagagaagg gactggagtg ggttgcatac attagtagtg gcagtagtac catctactat
ggagacacag tgaagggccg attcaccatc tccagagaca atgccaagaa caccctgttce
ctgcaaa;ga ccagtctgag gtctgaggac acggccatgt attactgtge aagaagggga
cagctcagge tacgcctgtt tgcttactgg ggccaaggga ctctgétcad tgtctcetgea
<210> 39

<211> 357

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> fuente

<222>1..357

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 39

gaggtgaagc tgatggaatc tggaggaggc ttggtacacc ctggggcttc tctgagactce
tactgtgcag cttctggatt cacctttact gattactaca tgagectgggt cegecagect
ccagggaagqg cécctgagtg gttggctttg attagaaaca aagctaatgg ttacacaaca
gagtatactg catctgttaa gggtcggttc accatctcca gagataattc ccaaaacate
ctctatctte aaatgaacac cctgagggct gaggacagtg ccacttatta ctgtgtaaaa
gctctgggac gttacttega tgtctggggce acagggacca cggtcaccgt ctcctcea
<210> 40

<211> 339

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> fuente

<222>1..339

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 40

gacattgtga tgacacagtc tccatcctcce ctggectatgt cagtaggaca gaaggtcact
atgagctgca agtccagtca gagtgttttt aatagtggca atcaaaagaa ctctttégcc
tggtaccagc agaaaccagg acagtctccet aaacttctgg tatactttge atccactagg
gaatctgggg tccctgatcg cttcatagge agtggatctg ggacagattt cagtcettace
atcagcagtg tgcaggctga ggacctggca gattacttct gtcaggaaca ttataccact
cctecccacgt teggtactgg gaccaagetg gagctgaaa

<210> 41

<211> 336

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente

108

60
120
180
240
300

360

60
120
180
240
300

357

60
120
180
240
300

339
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ES 2 548

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 41

gatgttgtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
tacacgttcg
<210>42

<211> 336
<212> ADN

tgacccaaac

gatctagtca

agccaggeca.

cagacaggtt
aggctgagga

gaggggggac

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..336

tccactctcc
gaggcttgta
gtcteccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

caagctggaa

ctgcctgtca
.qacagtcatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttectgtt

ataaaa

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 42

gatgttgtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcee
agcagagtgg
tacacgtteg

<210> 43
<211> 336
<212> ADN

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gaggggggac

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..336

tccactctcee
gagccttgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

caagctggaa

ctgcctgtca
cacagtcatg
ctcctgatcet
ggatcaggga
tatttctgtt

ataaaa

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 43

gatgttgtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtce
agcagagtgg

tacacgttcg

<210> 44

tgacccaaac
gatctagtca
agccaégcca
cagacaggtt
aggctgagga

gaggggggac

tccactctcce
gagcqttcta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

caagctggaa:

ctgecetgteca
cacagtcatg
ctcctgatcet
ggatcaggga
tatttctget

ataaaa

686 T3

gtcttggaga
gaaaaaccta
acaaagtttc
cagatttcac

ctcaaactge

gtcttggaga
gaaaaaccta
acaaagtttc
cagatttcac

ctcaaactgce

gtcttggaga:
géaacacéta,
acaaagﬁttc
cagatttcaé

ctcaaactgce

109

tcaagcctece
tttacattgg
caaccggttt
actcaagate

acattttecg

tcaagcctcc
tttacattgg
caaccégttt
actcaagatc

acattttccg

tcaagectae
tttacattgg

caaccggttt

actcaagate -

acattttceg

60
120
180
240
300

336

60
120
180
240
300

336

60
120

180

240

300

336
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<211> 321
<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..321

ES 2 548 686 T3

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 44
gacattgtga
atcacctdca
ggaéaatétc
cgcttcactg
gaagacctgg
gggaccaagc

<210>45

<211> 339
<212> ADN

tgacccagtc
aggccagtca
ctaaactact
gecagtggatc
cagtttatta

tggagctgaa

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..339

tcacaaattc
ggatgtgagt
gatttactcg
tgggaCQqat
ctgtéagcaa

a

atgtccacat
actgctgtag
gcatcctac§
ttcégtttca

cattatacta

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 45

gacattgtga
atgagctgcg
tggtaccage
gaatctggég
atcagcagtg
'ccattcécgt
<210> 46

<211> 34
<212> ADN

tgtcacagtce
agtccagtca
agaaaccagg
tcecctgatcg
tgaaggctga

tcggctcggg

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Atrtificial"

<400> 46

tecatectece
gagcctttta
gcagtctect
cttcacaggce
agacctgéca

gacaaagttg

gggaattcat graatgsasc tgggtywtyc tctt

<210> 47
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ctagctgtgt cagttggaga
tatagtagca atcaaaagaa
aaactgctga tttactggge
agtggatctg ggacagattt

gtﬁtattact gtcagcaata

gaaataaaa

34

cagtaggaga’

‘cctggtatca

‘ggtacactgg

ccatcagceag

ctccgctcac

110

cagggtcage
acagaaacca

agtécctgat

tétgcaggct

gttcggtget

gaaggttact
ctacttggcce
atccactagg
cactctcacc

ttatagctat

60 .
iae
180
240
00

321

60
120
180
240
300

339
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<221> fuente
<222>1..35
<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<220>

<221> variacién
<222> 30..30

<223> /replace="n=i"

<400> 47
cccaagcttc cagggrccar kggataracn grtgg 35

<210> 48

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 48
gggaattcat gragwcacak wcycaggtct tt 32

<210> 49

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 49
actagtcgac atgggcwtca agatgragtc acakwyycwg g 41

<210> 50

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..39

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 50

actagtcgac atgaagttgc ctgttaggct gttggtgct 39

<210> 51

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 51
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cccaagctta ctggatggtg ggaagatgga 30

<210> 52

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 52
actagtcgac atgggatgga gctrtatcat sytctt 36

<210> 53

<211> 33

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..33

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador" /organismo="artificial seugence"

<400> 53
gggaattcat grasttskgg ytmarctkgr ttt 33

<210> 54

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..39

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 54
actagtcgac atggactcca ggctcaattt agttttcct 39

<210> 55

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..33

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 55

actagtcgac atgaagwtgt ggbtraactg grt 33
<210> 56

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
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<222>1..39
<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<220>

<221> caracteristica_misc
<222>27..27

<223> /nota="n=i"

<400> 56
actagtcgac atggagwcag acacacnsct gytatgggt 39

<210> 57

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220> <221> fuente
<222>1..37
<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Atrtificial"

<400> 57
actagtcgac atggtyctya tvttrctget gctatgg 37

<210> 58

<211> 30

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> FUENTE

<222>1..30

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Descripcion de secuencia artificial: ACI-37" /organismo="secuencias artificiales"

<220>

<221> VARIANTE
<222>18..18

<223> serina fosforilada

<220>

<221> VARIANTE
<222> 26..26

<223> serina fosforilada

<400> 58

Arg Glu Asn Ala Lys Ala Lys Thr Asp His Gly Ala Glu Ile Val Tyr

1 ‘ 5 - o - 10 ‘ 15

Lys Ser Pro Val Val Ser Gly Asp Thr Ser Pro Arg His Leu
20 25 30

<210> 59

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> FUENTE

<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Descripcién de secuencia artificial: ACI-33" /organismo="secuencias artificiales"

<220>

<221> VARIANTE
<222>14..14

<223> serina fosforilada
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<400> 59

Arg Gln Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly Thr Tyr Gly Leu
1 5 ' 10 - 15

<210> 60

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> FUENTE

<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Descripcién de secuencia artificial: ACI-39" /organismo="secuencias artificiales"

<220>

<221> VARIANTE
<222>7.7

<223> treonina fosforilada

<220>

<221> VARIANTE
<222>9..9

<223> serina fosforilada

<400> 60

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

<210> 61

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> FUENTE

<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Descripcion de secuencia artificial: ACI-39" /organismo="Secuencia Atrtificial"

<220>

<221> VARIANTE
<222>7.7

<223> serina fosforilada

<220>

<221> VARIANTE
<222>10..10

<223> treonina fosforilada

<400> 61

Gly Tyr Ser Ser Pro Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg
1 5 10 _ 15
<210> 62

<211> 16

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> FUENTE
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<222>1..16
<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Descripcién de secuencia artificial: ACI-35" /organismo="secuencias artificiales"

<220>

<221> VARIANTE
<222>4.4

<223> serina fosforilada

<220>

<221> VARIANTE
<222>12..12

<223> serina fosforilada

<400> 62

Val Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser Gly Asp Thr Ser Pro Arg His Leu
1. s - 10 15

<210> 63

<211> 18

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> FUENTE

<222>1..18

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Descripcién de secuencia artificial: ACI-36" /organismo="secuencias artificiales"

<220>

<221> VARIANTE
<222>4.4

<223> serina fosforilada

<220>

<221> VARIANTE
<222>9..9

<223> serina fosforilada

<400> 63

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

<210> 64

<211>17

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>

<221> FUENTE

<222>1..17

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Descripcién de secuencia artificial: ACI-34" /organismo="secuencias artificiales"

<220>

<221> VARIANTE
<222>3..3

<223> serina fosforilada

<220>
<221> VARIANTE

<222>6..6
<223> treonina fosforilada

<220>
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<221> VARIANTE
<222>13..13
<223> treonina fosforilada

<220>

<221> VARIANTE
<222>15..15

<223> serina fosforilada

<400> 64

Pro Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu
1 5 ‘ - 10 o

" Pro

<210> 65

<211>12

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1.12

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Descripcion de secuencia artificial: ACI-42" /organismo="secuencias artificiales"

<220>

<221> VARIANTE
<222> 3.3

<223> serina fosforilada

<400> 65

His Leu Ser Asn Val Ser Ser Thr Gly Ser Ile Asp

1 ‘ . 5 10

<210> 66

<211>10

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..10

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Descripcién de secuencia artificial: ACI-43" /organismo="secuencias artificiales"

<220>

<221> VARIANTE
<222>6..6

<223> serina fosforilada

<400> 66

Val Ser Gly Asp Thr Ser Pro Arg His Leu
1 ‘ 5 - 10

<210> 67

<211> 441

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> FUENTE

<222> 1..441

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Homo sapiens"
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<400> 67

Met
1
Thr
Gln
Gln
Asp
65
Asp
Ile
Ser
Ser
Ala
145
Gly

Pro

Asp

Lys
225
Ser
Lys
Gly
Ser
Ser
305
Lys
Val
Lys
Lys
Lys
385
Gly

Ile

Ser

Ala
Tyr
Asp
Thr
50

Ala
Glu
Pro
Leu
Lys
130
Asp
Gln
Ala
Arg
Ser
210
val
Arg
Ser
Lys
Lys
290
Val

Cys

Glu
Ile
Lys
370
Thr
Asp

Asp

Ala

<210> 68

<211> 117

Glu
Gly
Gln
35

Pro
Lys

Gly

Glu

Glu

115
Ser

Gly
Lys
Pro
Ser
195
Arg
Ala
Leu
Lys
val
275
Cys
Gln

Gly

vVal
Gly
355
Ile
Asp
Thr

Met

Ser
435

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..117
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

Pro
Leu
20

Glu
Thr
Ser
Ala
Gly
100
Asp
Lys
Lys
Gly
Lys
180
Gly

Thr

val

Gln
Ile
260
Gln
Gly
Ile
Ser
Lys
340
Ser
Glu
His
Ser
val

420
Leu

Arg
Gly
Gly
Glu
Thr
Pro
Thr
Glu
Asp
Thr
Gln
165
Thr
Tyr
Pro
val
Thr
245
Gly
Ile
Ser

val

Leu

325
Ser

Leu
Thr
Gly
Pro
405

Asp

Ala

Gln Glu Phe

Asp Arg Lys

Asp Thr Asp
40
Asp Gly Ser
55
Pro Thr Ala
70
Gly Lys Gln

Thr Ala Glu

Ala Ala Gly
120

Thr Gly
135

Ile Ala

Gly

Lys
150

vAla Asn Ala

Pro Pro Ser

Ser Ser Pro
200
Ser Leu Pro
215
Arg Thr Pro
230
Ala Pro Val

Ser Thr Glu

Ile Asn Lys
280
Lys Asp Asn
295
Tyr Lys Pro
310
Gly Asn Ile

Glu Lys Leu

Asp Asn Ile
360
His Lys Leu
375
Ala Glu Ile
‘390
Arg His Leu

Ser Pro Gln

Lys Gln Gly
440

ES 2 548 686 T3

Glu val
10

Gln

Met
Asp Gly

25
Ala

Gly Leu

Glu Glu Pro

Glu Asp Val

Ala Ala
90

Glu Ala
105

His Val

Ala
Gly
Thr

Ser Asp Asp

Thr Pro Arg

155

Thr Arg Ile

170

Ser Gly
185

Gly Ser

Glu
Pro
Thr Pro Pro
Ser

235
Pro

Pro Lys

Pro Met

250

Asn Leu Lys
265

Lys Leu Asp

Ile Lys His

Val Asp Leu
315
His His Lys

330

Asp Phe
345

Thr His

Lys
val

Thr Phe Arg

Val Tyr Lys
395
Ser Asn Val
410
Leu Ala Thr
425

Leu

Glu
Gly
Lys

Gly
60

‘Thr
75

Gln
Ile
Gln
Lys
140
Gly
Pro
Pro
Gly
Thr
220
Pro
Asp
His
Leu
val
300

Ser

Pro

Asp
Pro
Glu
380
Ser

Ser

Leu

117

Asp
Tyr
Glu
Ser
Ala
Pro
Gly
Ala
125
Lys
Ala
Ala
Pro
Thr
205
Arg
Ser
Leu
Gln
Ser
285
Pro

Lys

Gly

Arg

Gly

. 365

Asn

Pro

Ser

Ala

His
Thr
Ser
Glu
Pro
His
Asp
110
Arg
Ala
Ala
Lys
Lys
190
Pro
Glu
Ser
Lys
Pro
270
Asn
Gly
val
Gly
val
350
Gly
Ala
val

Thr

Asp
430

Ala
Met
Pro
Thr
Leu
Thr

95
Thr
Met
Lys
Pro
Thr
175
Ser
Gly
Pro
Ala
Asn
255
Gly
Val
Gly
Thr
Gly
335
Gln
Gly
Lys
val
Gly

415
Glu

Gly .
His
Leu
Ser
val
80
Glu
Pro
val
Gly
Pro
160
Pro
Gly
Ser
Lys
Lys
240
val
Gly
Gln
Gly
Ser

320
Gln

Ser
Asn
Ala
Ser
400

Ser

val
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<400> 68
Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Leu Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Arg Ile Asp Pro Asn Ser Asp Arg Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60
Lys Arg Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 ' 70 75 80
Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asp Asp Tyr Ala Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser Ala
115
<210> 69
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> FUENTE
<222>1..112
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"
<400> 69
Asp Val Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Leu Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro
50 55 60 o
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 . 70 . 75 ' ' 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
- 85 90 95 ‘
Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110 )
<210>70
<211>10
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> FUENTE
<222>1..10
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"
<400> 70
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met His
<210> 71
<211>17
<212> PRT

<213> Mus musculus

118



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<220>
<221> FUENTE
<222>1..17

<223> /tipo mol ="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 71

Arg Ile Asp Pro
Arg

<210>72

<211>8

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..8

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 72

-Asp Asp Tyr Ala
1

<210>73

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 73

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr lLeu Glu

1

<210> 74

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..7

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 74

5

T
5

5

rp Phe Ala Tyr

Lys Leu Ser Asn Arg Phe Ser

1

<210>75

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1.9

5

ES 2 548 686 T3

10

10
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<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 75

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Pro Thr

1 .

<210> 76
<211> 119
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1.11

9

5

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 76

Gln Val Thr

1

Thr Leu Ser

Gly Met Gly
35
Trp Leu Ala

50

Leu Lys Ser

65

Phe Leu Lys

Cys Ala Arg

Leu
Leu
Val
His
Arg
Ile

Leu

100

Lys
5

Thr
Ser
Ile
Leu
Thr

85
Leu

Glu Ser
Cys Ser
Trp Ile
Tyr Trp

55
Thr Ile

70

Cys Val

Arg Pro

Gly
Phe
Arg.
40
Asp
Ser

Asp

Tyr

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

<210> 77
<211> 112
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

115

<221> FUENTE

<222>1.11

2

Pro Gly

Ser Glj

Gln Pro

Asp Asp

Lys Asp

Thr Ala

Ala Leu

105

Ile
Phe
Ser
Lys
Thr

75

Asp

Asp

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 77

Asn Ile
1 .
Glu Lys

. Ser Asn

Ser Pro
50
Pro Asp
65 .
Ile Ser

Tyr Leu
<210>78

<211> 12
<212> PRT

Leu
Val
Gln
35:
Lys

Arg

Ser

Ser

Met
vThr
20

Lys

Leu

Phe

‘Val

Ser
‘100

.Thr
Met
Asn
Leu
Thr
Gln

85
Leu

Gln Ser
Ser Cys
Tyr Leu
Ile Tyr
55

Gly Ser
70 .

Ala Glu

Thr Phe

Pro
Lys
Ala

40
Gly
Asp

Gly

‘Ser

Ser

10

Ser

25
Ala
Ser
Leu

Ala
105

‘Ser

CTyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu
Gln
‘Gln
Thr
‘Thr

75
Val

Thr

Leu
Ser
Glf
Arg

60
Ser

Thr

Tyr

Ala

Ser

Gln

Arg

Gln
Leu
Lys,
45
Tyr
Arg
Ala

Trp

Val
val
Lys

45
Glu

. 60 .

Asp

Tyr

Lys

120

Bhe

Tyr

Leu

Ser
Ser

30
Gly
Asn
Asn

Thr

Gly

Ser

15
Thr
Leu
Ala
Gln
Tyr

95
Gln

110

Ser
Leu

30
Pro
Ser
Thr
Cys

Glu
110

Ala

Gln
Ser
Glu
Ser
Val

80

Tyr

Gly

Gly

15

Tyr
Gly

Gly

Leu

Leu

Leu

Ser _
Gln
val

Thr

Gln - -
9%

Lys
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<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1.12

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 78

1

<210>79

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 79

His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Ala Ser Leu Lys Ser

1

<210> 80

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1.9

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<900> 80

Leu Leu Arg Pro Tyr Al

1

<210> 81

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..17

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 81

1
Ala

<210> 82

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

5

5

5

5

ES 2 548 686 T3

a Leu .Asp Tyr

10

10

-10

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser Gly Met Gly Val Ser

121

15

Lys .Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser-Ser‘Asn Gln Lys Asn Tyr Leu
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<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 82

1

<210> 83
<211>8
<212> PRT

5

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..8

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 83

Leu Gln Tyr Leu Ser Ser Leu Thr

1

<210> 84
<211> 351
<212> ADN

5

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..351

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 84
caggtccaac
tcctgcaagg
cctggacgag
aatgagaagﬁ
atgcagctca
tacgcectggt

<210> 85
<211> 336
<212> ADN

tgcagcagcc
cttctggcta
geccttgagtg
tcaagcgceaa
gcagcctgac

ttgcttactg

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..336

tggggctgag
caccttcacé
gattggaagg
ggccacactyg
atctgaggac

gggccaaggg

cttctgaage
agctactgga
attgatccta
actgtagaca
tctgeggtcet

actctggtca

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 85

ctggggctte
tgcactgggt
atagtgatcg
aatcctccag
attattgtgce

ctgtetetge

122

agtgaaactg
gaagcagagg
tactaagtac
cacagcctac
aagggétgaﬁ

a

60

120

180

240

300

351
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gatgttttga tgacccaaac tccactctce ctgcecctgtca gtcecttggaga tcaagectcee
atctcttgca gatctagtca gagcattgta catagtaatg gaaacaccta tttagaatgg
tacctgcaga aaccaggcca gtcetccaaag ctectgatct acaaactttce caaccgattt
tctggggtce cagacaggtt cagtggcagt ggatcaggga cagatttcac actcaagatc
agcagagtgg aggctgagga tctgggagtt tattactgct ttcaaggttc acatgttcct
ccgacgttcg gtggaggcac caagctggaa atcaaa
<210> 86
<211> 357
<212> ADN
<213> Mus musculus
<220>
<221> fuente
<222>1..357
<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"
<400> 86
caggttactc tgaaagagtc tggccctggg atattgcagt cctcccagac cctcagtcetg
acttgttctt tctctgggtt ttcactgage acttctggta tgggtgtgag ctggattogt
cagccttcag gaaagggtct ggagtggctg gcacacattt actgggatga tgacaagcgce
tataacgcat ccctgaagag chgctcaca atctccaagg atacctccag aaaccaggta
ttcctcaaga tcacctgtgt ggacactgca gatactgcca catactactg tgctcggtta
ctgcgtcctt atgetttgga ctactggggt caaggaacct cagtcaccgt ctcctca
<210> 87
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<220>
<221> fuente
<222>1..336
<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"
<400> 87
aacattttga tgacacagtc gccatcatct ctggctgtgt ctgcaggaga aaaggtcact
atgagctgta agtccagtca aagtgtttta tacagttcaa atcagaagaa ctacttggcc
tggtaccagc agaaaccagg gcagtctcct,aaactgctga tctactggge atccactagg
gaatctggtg tccectgatcg cttcacagge agtggatctg ggacagattt tactcttacce
atcagcagtg tacaagctga agacctggca gtttattact gtcttcaata cctctcctceg
ctcacgtteg gtgetgggac caagctggag ctgaaa
<210> 88
<211> 115
<212> PRT

<213> Mus mu

<220>

sculus

<221> FUENTE

123

60
120
180
240
300

336

60

120
180

240
300
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60

120

180

240
300
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<222>1..115
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 88

Glu Vval
1
Ser Vval

Tyr Met

Gly Asp
50

Lys Gly

65

Met Glu

Val Arg

vVal Ser

<210> 89
<211>10

Gln
Lys
Asn
35

Ile
Lys
Leu

Glu

Ala
115

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..10
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 89

Leu

Ile
20

Tzp
Asn
Ala
Arg

Gly
100

Gln
Ser
val
Pro
Thr
Ser

85
Arg

Gln
Cys
Lys
Asn
Leu

70

Leu

Phe

Ser
Lys
Gln
Asn

55
Thr

Thr

Ala

Gly
Ala
Ser

40
Gly
Val

Ser

Tyr

ES 2 548 686 T3

Pro
Ser

25
His
Gly
Asp

Glu

Trp
105

Glu
Gly
Gly
Thr
Lys
Asp

90
Gly

Gly Phe Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr Met Asn

1

<210> 90
<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..17
<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 90

5

10

Leu
Tyr
Lys
Ser
Ser

75

Ser

His

val
Thr
Ser
Tyr

60
Ser

Ala

Gly

Lys
Phe
Leu

45
Asn
Ser

vVal

Thr

Pro
Thr

30
Glu
Gln
Thr

Tyr

Leu
110

Gly
15
Asp

Trp
Lys
Ala
Tyxr

95
Val

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr

80
Cys

Thr

"Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1
Gly

<210> 91
<211>6

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1...6
<223> /tipo mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 91

5

10

124

15
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Glu Gly Arg Phe
1- ‘ :

Ala Tyr
5

<210> 92

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> SITE

<222>3..3

<223> Xaa es Met o Val

<220>
<221> FUENTE
<222>1.112

ES 2 548 686 T3

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 92
Asp Ile Xaa Met Thr Gln
1 5
Glu Ser Val Ser Ile
20
Thr

Ser

Asn Gly Asn Leu

35
Leu

Tyr

Gln
50
Arg

Pro Leu Ile Tyr

Phe Ser’
- 70.
Glu

Asp Ser
65

Ser

Gly
Ala
85

Tyr

Arg Val Glu

Pro Thr

100

Leu Lys Ser

<210> 93

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..16

Ala
Cys
Tyr

Arg

55.

Gly
Asp

Phe

Ala

Trp
40

Met

Ser
Val

Gly

Ser Val Pro Val

10
Ser

Pro
Ser Ser
25
Phe

Lys
Gln Pro
45
Ser

Leu

Ala
60
Phe

Ser Asn Leu

Ala Thr
-5
Tyr

Giy~Thr

Gly Vval Tyr Cys

Gly Gly Thr Lys Leu

. 105

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 93

Leu .

Thr
Leu

30
Gly
Gly
Leu
Met

Glu

110.

gro

15
His
Gln
Val
Arg
Gln

Ile.

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
His

Lys

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr

1 5

<210> 94

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..7

10

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 94

Arg Met Ser

Asn
.1 ‘

5

Leu Ala Ser

125

15
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<210> 95

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..9

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 95

Met Gln His Leu Lys Ser Pro Tyr Thr
1 : . 5

<210> 96

<211> 115

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..115

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 96

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Ala Glu Leu
1 ' 5. 10

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr

20 : ‘ 25

Tyr Ile Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln

. 35 . 40
Ala Arg Ile Tyr Pro Gly Arg Gly Asn Ile Tyr
50 ) ' 55 .
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Glu Lys Ser
65 70 ' : : 75
Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser
’ 85 ' 90
Ala Arg Phe Trp Asp Val Thr Tyr Trp Gly Gln
‘ 100 105
Val Ser Ala
115

<210> 97

<211>112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..112

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 97

val
Thr
Gly
Tyr

60
Ser
Ala

Gly

126

Arg
Phe
Leu

45
Asn

Serv

Val

Thr

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr
Tyr

Leu
110

Gly
15
Asp

Trp

Lys

Ala

Phe

val

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr -
" 80
Cys

Thr
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Asp Val Leu
1
Asp Gln Ala

Asn Gly Asn
35
Pro Lys Leu
50
Asp Arg Phe
65
Ser Arg Val

Ser His Val

<210> 98
<211>10
<212> PRT

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser

Glu

Pro
100

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..10

Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
Ala

85
Tyr

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser

70
Glu

Thr

Thr
Cys
Glu
Lys

55
Gly
Asp

Phe

Pro

Arg

Trp.

40
val

Ser
Leu

Gly

ES 2 548 686 T3

Leu
Ser
25

Phe
Ser
Gly
Gly
Gly
105

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
Val

90
Gly

Leu
Gln
Gln

Arg

Asp

75
Tyx

‘Thr

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 98

1

<210> 99
<211> 17
<212> PRT

.Gly Tyr Thr Phe .

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..17

5

10

Thr Asp Tyr Tyr Ile Asn

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 99

1
Gly

<210> 100
<211>6
<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..6

Arg Ile Tyr Pro Gly Arg Gly Asn Ile
) d Y :

10

<223> /tipo mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 100

Phe Trp Asp Val Thr

1

<210> 101
<211> 16
<212> PRT

5 .

Tyr

Pro
Ser
Lys
Phe
60
Phe

Tyr

Lys

127

val
Ile
Pro

45
Ser
Thr
Cys

Leu

Ser
val
“30
Gly
Gly
Leu

Phe

Glu
110

Leu

15
His
Gln
val
Lys
Gln

95
Ile

‘15

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile

80
Gly

Lys

‘Tyr Tyr Asn Glu Lys Phe Lys
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<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 101

Arg Ser Ser Gln Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu

1 5 10

<210> 102

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..7

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 102

Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 103

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..9

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 103

Phe Gln Gly Ser His Val Pro Tyr Thr
1 ’ 5

<210> 104
<211> 115
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..115

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 104

128

15
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Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu

~ Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe

20 25

Tyf Met Asn Trp Val Lys Gln Ser His Gly Lys

35 ’ 40

Gly Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr Ser

50 55

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser

65 70

;15
Met Glu Leu Arg Seér Leu Thr Ser Glu Asp Ser

val Arg Giu Gly Arg Phe Ala Tyr Trp Gly Gln

100, o ~ 105
Val Ser Ala '
115

<210> 105
<211>107
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..107

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 105

Val
Thr
Ser
Tyr

60
Ser

Ala

Gly

Lys
Phe
Leu

45
His
Ser

Vval

Thr

Pro
Thr
Glu

Gln

Thr

Tyr

Leu
110

Gly
15
Asp

Trp

Lys
Ala
Tyr
. 95
val

Ala
Tyr’
Ile
Phe
Tyr
80
Cys

Thr

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Vval Gly

1 : 5 10

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly-
. 30
Pro Lys Ala

20 25

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser

35 40

‘Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser Gly Val Pro

50 55 . -
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr I
65 70 ) '

Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr

85 - 90

le
75

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

100 . 105

<210> 106

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..11

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 106

Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn Val Ala

1 5 .10

<210> 107

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<221> FUENTE
<222>1..7

129

60

45

Asp.  Arg Phe

Ser Asn Val

Asn Ser Tyr

15
Thr

Thr

Gln

Leu

Asn

Ile
Gly

Ser

- 80

Pro

Tyr

95
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<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"
<400> 107

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser
1 5

<210> 108

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1..9

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 108

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 ‘5

<210> 109
<211> 345
<212> ADN
<213> Mus musculus

<220>

<221> fuente

<222>1..345

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 109

gaggtccagc tgcaacaatc tggacctgag ctggtgaage
tecctgtaagg cttctggata cacgttcact gactactaca
catggaaaga gccttgagtg gattggagat attaatccta
aaccagaagt tcaagggcaa ggccacattg actgtagaca

atggagctcc gcagtctgac atctgaggac tctgcagtct

cggtttgett actggggtca tgggactctg gtcactgtct

<210> 110
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus

<220>

<221> fuente

<222>1..336

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus’

<400> 110

ctggggctte
tgaactgggt
acaatggtgg
agtcctccag
attattgtgt

ctgca

130

agtgaagata
gaagcagagce
tactagctac

cacagcctac

aagagagggg

60

120

180

240

300

345
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gatattrtga
atctcctgea
ttecctgcaga
tcaggagtce
agtagagtgg
tacacgttcg
<210> 111

<211> 345
<212> ADN

tgactcaggce
ggtctagtaa
ggccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gaggggggac

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..345

tgcaccctct
gagtctectg
gtctcctcag
cagtggcagt
tgtgggtgtt

caagctggaa

ES 2 548

gtacctgtca
catagtaatg
ctcctgatat
gggtcaggaa
tattactgta

ataaaa

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 111
caggtccage
tectgeaagg

cctggacagg

aatgagaagt
atgcagctca

gacgtgactt

<210> 112
<211> 336
<212> ADN

tgaagcagtc tggggctgag ctggtgagge

cttetggeta cacttteact gactactata

gacttgagtg gattgcaagg atttatcctg

tcaagggcaa ggccacactg actgcagaaa

gcagcctgac atctgaggac tctgctgtct

actggggcca agggactctg gtcactgtcet

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..336

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 112

gatgttttga
atctcttgea
ttcctgcaga
tctggggtcc
agcagagtég
tacacgttcg
<210> 113

<211> 345
<212> ADN

tgacccaaac
gatctagtca
aaccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga

gaggggggac

<213> Mus musculus

<220>

tccactctce
gagcattgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

caagctggaa

ctgectgteca
catagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tattactgcect

ataaaa

686 T3

ctcctggaga
gcaacactta
atcggatgte
ctgctttcac

tgcaacatct

ctggggcttc
taaactgggt
gaagaggtaa
aatcctceccag
atttctgtgce

ctgca

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagttte
cagatttcac

ttcaaggttc

131

‘gtcagtatcc
cttgtattgg
caaccttgcc
actgagaatc

aaaatctccg

agtgaaactg
gaagcagagg
tatttactac
éactgcctac

aagattctgg

tcaagcecetce
tttagaatgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttccg

60
120
180
240
300

336

60
120

180

240
300

345

60
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180
240
300
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<221> fuente

<222>1..345

<223> /tipo mol ="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 113

‘gaggtccagc tgcaacaatc tggacctgag ctggtgaagc ctggggcttc agtgaagata
tcctgtaagg cttctggatt cacgttcact gactactaca tgaactgggt gaagcagagce
catggaaaga gccttgagtg gattggagat attaatccta acaatggtgg tactagctac.
caccagaagt tcaagggcaa ggccacattg actgtagaca agtcctccag cacagcctac
atggagctcc gcagcctgac atctgaggac tctgcagtet attactgtgt aagagaggga
agatttgett actggggcca agggactctg gtcactgtct ctgca

<210> 114

<211> 321

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> fuente

<222>1..321

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 114

gacattgtga tgacccagtc tcaaaaattc atgtccacat‘cagtaggaga cagggtcage
gtcacctgeca aggccagtéa gaatgtgggt actaatgtag cctggtatca'acagaaécca
gggcaatctc ctaaanact gatttacteg geatcctace ggtacagtgg agtccctgat
cgcttcacag gecagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcaa tgtgcagtct
gaagacttgg cagagtattt ctgtcagcaa tataacagct atccgtaca¢ gttcggaggg
gggaccaagc tggaaataaa- a.

<210> 115

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1.17

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 115

Asp Ile Asn Pro Asn Asn Gly Gly Thr Ser Tyr His Gln Lys Phe Lys

1 5 10 N 15

Gly .

<210> 116

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1.112

132

60
120
180
240
300

345

60
120
180
240

300

321 -
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<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 116

Asp Ile Val

1
Glu Ser
Asn Gly
35
Gln
50
Arg

Pro

Asp
65
Ser Arg

Leu Lys

<210> 117
<211> 336
<212> ADN

Val
Asn
Leu
Phe
val

Ser

Met Thr

Ser Ile
20
Thr Tyr

Leﬁ Ile

Ser Gly
Ala
85

Tyr

Glu

Pro
100

<213> Mus musculus

<220>
<221> fuente
<222>1..336

Gln
Ser
Leu
His
Ser

70
Glu

Thr

Ala Ala

Cys
Trp

40
Met

Tyr

Arg
55
Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

Ser Val
10

Ser

Pro

Ser
25
Phe

Lys

Leu Gln

Ser Asn Leu

Thr Ala
75

Tyr

Gly

Gly val

Gly Gly Thr

105

<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"

<400> 117
gatattgtga
atctcctgea
ttecectgeaga
tcaggagtce
agtagagtgg
tacéégft¢g

<210> 118

<211> 112
<212> PRT

tgactcaggc
ggtctagtaa
,ggccagqcca
ééga;aggtt
aggctgagga

gaggggggac

<213> Mus musculus

<220>

<221> FUENTE

<222>1.112

tgcaccctct
gagtctcctg
gtctcétcag

Cagtggcagt

tgtgggtgtt

caagctggaa

gtacctgtca
catagtaatg
étcctgatac
gggtﬁaggaa
tattactgta

ataaaa

<223> /tipo_mol="proteina" /organismo="Mus musculus"

<400> 118

Pro Val

Ser Leu

Pro
45
Ser

Arg
Ala
Phe Thr
Tyr Cys

Lys Leu

Gly
Leu
Met

Glu Ile

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile

80
His

Arg
Gln

Lys

110

ctectggaga
gqaacactta
atcggatgte
ctéct£tcac.

tgcaacatct

133

gtcagtatec
cttgtattgg
céaccttgcc
actgagaatc

aaaatctecg

60
120

180

240

300
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Asp Ile Val Met Thr Gln Ala Ala Pro Ser Val: Pro Val Thr Pro Gly
1 : - 5 oo .10 15
Glu Ser Val Ser Ile.Ser'Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu leu His Ser
20 ) ‘ ’ 25 - 30
- Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Arg Met Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
50 - . 55 60 ‘
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr Leu Arg Ile’
65 70 ) B 15 - 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln His
. 85 - 90 . 95
Leu Lys Ser Pro Tyr Thr.Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 - 105 © 110
<210> 119
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<220>
<221> fuente
<222>1..336
<223> /tipo_mol="ADN" /organismo="Mus musculus"
<400> 119
gatattgtga tgactcaggc tgcaccctct gtacctgtca ctecctggaga gtcagtatcce
atctcctgeca ggtctagtaa gagtctcctg catagtaatg gcaacactta cttgtattgg
ttecctgecaga ggccaggeca gtci:cctcag ctcectgatat atcggatgtce caaccttgec
tcaggagtcc cagacaggtt cagtggcagt gggtcaggaa ctgcttf:cac actgagaatc
agtagagtgg aggctgagga tgtgggtgtt tattactgta tgcaacatct aaaatctccg
tacacgttcg gaggggggac caagctggaa ataaaa
<210> 120
<211> 34
<212> ADN
<213> secuencias artificiales
<220>
<221> fuente
<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador" /organismo="secuencias artificiales"

<400> 120

gggaattcat ggaatgcagc tgggtttttc tctt

<210> 121
<211> 34
<212> ADN

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> fuente
<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="secuencias artificiales"

<400> 121

gggaattcat ggaatggagc tgggtctttc tctt

<210> 122

34

34

134

60

120

180

240

300

336
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<211> 34
<212> ADN
<213> secuencias artificiales

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="secuencias artificiales'

<400> 122
gggaattcat ggaatgcagc tgggtcattc tett 34

<210> 123

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 123
gggaattcat ggaatggagc tgggtttttc tctt 34

<210> 124

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Atrtificial"

<400> 124
gggaattcat ggaatggagc tgggttattc tctt 34

<210> 125

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 125

gggaattcat ggaatggagc tgggttattc tctt 34

<210> 126

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 126
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gggaattcat ggaatgcagc tgggtcttcc tett 34

<210> 127

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 127
gggaattcat ggaatggagc tgggttttce tcttc 35

<210> 128

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 128
cccaagcttc cagggaccaa tggataacgg gtgg 34

<210> 129

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 129
cccaagcttc cagggaccaa tggataaacg atgg 34

<210> 130

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 130

cccaagcttc cagggaccaa tggataaacg gtgg 34
<210> 131

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
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<222>1..35
<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 131
cccaagcttc cagggaccaa tggataaacg gatgg 35

<210> 132

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 132
cccaagcttc cagggaccag tggatagacg ggtgg 35

<210> 133

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 133
cccaagcttc cagggaccaa gggatagatg atgg 34

<210> 134

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 134

cccaagcttc caggggccaa tggataaacg ggtgg 35
<210> 135

<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..34
<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 135
cccaagcttc caggggccaa tggataaacg atgg 34
<210> 136

<211> 34
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 136
gggaattcat ggaatggagc tgggtcattc tctt 34

<210> 137

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 137
gggaattcat ggaatgcacc tgggttttcc tctt 34

<210> 138

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 138
gggaattcat ggaatggagc tgggtcttce tett 34

<210> 139

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 139

gggaattcat ggaatggagc tgggtcatcc tctt 34
<210> 140

<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"
<400> 140

actagtcgac atgggatgag cttatcatcc tctt 34
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<210> 141

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..33

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 141
cccaagcttc caggggccaa tggataacgg tgg 33

<210> 142

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /tipo mol ="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 142
cccaagcttc cagggaccag tgggataaac gggtgg 36

<210> 143

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 143
cccaagcttc cagggaccaa gggatagacg ggtgg 35

<210> 144

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 144
cccaagcttc cagggaccaa gggataaacg gatgg 35

<210> 145

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"
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<400> 145
cccaagcttc cagggaccag gggataaacg gatgg 35

<210> 146

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 146
cccaagcttc caggggccag ggataaacgg gtgg 34

<210> 147

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 147
cccaagcttc caggggccaa tggataaacc ggtgg 35

<210> 148

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1...34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 148
cccaagcttc cagggaccag tggataaacg gtgg 34

<210> 149

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 149

actagtcgac atggtgtcca cagctcagtt ccttg 35
<210> 150

<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
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<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 150
gggaattcat gaaatggagc tgggtcttee tett 34

<210> 151

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 151
gggaattcat ggaatgcagc tgggttattc tctt 34

<210> 152

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 152

gggaatttat ggaatggagc tgggtcttcc tctt 34
<210> 153

<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 153

gggaattcat ggaatgcagc tgggtcatcc tctt 34
<210> 154

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34
<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 154
gggaattcat ggaatgcagc tgggttttcc tett 34

<210> 155
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<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 155
gggaattcat ggaatgcagc tgggtctttc tctt 34

<210> 156

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 156
actagtcgac atgggatgga gctatatcat cctctt 36

<210> 157

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 157
actagtcgac atgggatgga gcttatcatc ttctt 35

<210> 158

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..33

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 158

actagtcgac atgtagatgt ggttaaactg ggt 33

<210> 159

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 159
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cccaagcttc caggggccag gggataaacg gatgg 35

<210> 160

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 160
cccaagcttc caggggccaa gggatagacg gatgg 35

<210> 161

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 161
cccaagcttc cagggaccag gggatagacg ggtgg 35

<210> 162

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 162
cccaagcttc cagggaccag gggatagacg gatgg 35

<210> 163

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 163

cccaagcttc caggggccag tggataaacg gatgg 35
<210> 164

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> fuente
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<222>1..33
<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 164
cccaagcttc caggggccaa tggataacga tgg 33

<210> 165

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 165
cccaagcttc caggggccag tggataaacg atgg 34

<210> 166

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 166
cccaagcttc cagggaccag tggataaacg atgg 34

<210> 167

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..33

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 167

cccaagcttc cagggaccaa tggataacga tgg 33
<210> 168

<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<222>1..34
<223> /tipo mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 168
cccaagcttc cagggaccat ggataaacgg gtgg 34
<210> 169

<211> 41
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 169
actagtcgac atgggcatca agatgaagtc acatactctg g 41

<210> 170 <211> 40
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..40

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 170
actagtcgac atgggcatca agatgagtca catactctgg 40

<210> 171

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..38

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 171
actagtcgac tgggcatcag atgagtcaca tactctgg 38

<210> 172

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 172

actagtcgac atgggcatca agatgaagtc acagacccag g 41
<210>173

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"
<400> 173

actagtcgac atgggcttca agatgaagtc acattctctg g 41
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<210> 174

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 174
actagtcgac atgggcttca agatgaagtc acatattcag g 41

<210> 175

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 175
actagtcgac atggatggag cttatcatcc tctt 34

<210> 176

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 176
cccaagcttc cagggaccaa gggataaacg gtgg 34

<210> 177

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 177
cccaagcttc caggggccag tggataaacg ggtgg 35

<210> 178

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"
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<400> 178
actagtcgac atgaggtact cggctcagtt cctggg 36

<210> 179

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 179
actagtcgac atgaggtccc cggctcagtt cctggg 36

<210> 180

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial™

<400> 180
actagtcgac atgaggacgt cgattcagtt cttggg 36

<210> 181

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 181

gggaattcat ggaatggacc tgggtcatcc tctt 34
<210> 182

<211> 34

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 182

gggaattcat ggaatgcagc tgggttatcce tett 34
<210> 183

<211>33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<221> fuente
<222>1..33
<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 183
gggaattcat gaatggatct gggttattct ctt 33

<210> 184

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 184
cccaagcttc cagggaccag gggataaacg ggtgg 35

<210> 185

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..31

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 185
cccaagcttc cagggaccaa gggacgggtg g 31

<210> 186

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 186

cccaagcttc cagggaccaa tggataaaca gatgg 35
<210> 187

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35
<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 187
cccaagcttc cagggaccaa gggataaacg ggtgg 35

<210> 188
<211> 32
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32.

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 188
gggaattcat ggagacacat tcccaggtct tt 32

<210> 189

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..32

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 189
gggaattcat ggagtcacag tctcaggtct tt 32

<210> 190

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Atrtificial",

<400> 190
actagtcgac atgggcttca agatggagtc acattttcag g 41

<210> 191

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 191

actagtcgac atgggcatca agatgaagtc acatattcag g 41
<210> 192

<211> 41

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..41

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 192
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actagtcgac atgggcttca agatgaagtc acattctcag g 41

<210> 193

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 193
actagtcgac atgggatgga gcttatcatg ttctt 35

<210> 194

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 194
actagtcgac atgggatgga gcttatcatg ctctt 35

<210> 195

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 195
gggaattcat ggaatggacc tgggttttcc tctt 34

<210> 196

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 196

gggaattcat ggaatggacc tgggtctttc tctt 34
<210> 197

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente
<222>1..34
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<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"
<400> 197
gggaattcat gaaatggagc tgggttattc tctt 34

<210> 198

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 198
cccaagcttc caggggccaa tggatagacg atgg 34

<210> 199

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente'

<222>1..35

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 199
cccaagcttc cagggaccaa gggatagacg gatgg 35

<210> 200

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..34

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 200
cccaagcttc cagggaccaa gggatagacg atgg 34

<210> 201

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 201

actagtcgac atgatgtacc cggctcagtt tctggg 36
<210> 202

<211> 36

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<221> fuente

<222>1..36

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 202
actagtcgac atgaggactt cgattcagtt cttggg 36

<210> 203

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..39

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 203
actagtctac atgaagttgc ctgttaggct gttggtgct 39

<210> 204

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..39

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 204
actagtcgac atgaagttgt ctgttaggct gttggtgct 39

<210> 205

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 205

atgggatgga gctrtatcat sytctt 26
<210> 206

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..23

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"
<400> 206

atgaagwtgt ggbtraactg grt 23
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<210> 207

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<220>

<221> variacion
<222>15

<223> [reemplazar="n=i"

<400> 207
atggratgga sckknrtctt tmtct 25

<210> 208

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<220>

<221> variacion

<222> 21

<223> [reemplazar="n=i"

<400> 208
ccagggrcca rkggatarac ngrtgg 26

<210> 209

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..25

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 209

atggagacag acacactcct gctat 25
<210> 210

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..29

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"
<400> 210

atggagwcag acacactsct gytatgggt 29
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<210> 211

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..29

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 211
atgaagttgc ctgttaggct gttggtgct 29

<210> 212

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..29

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 212
atggatttwc argtgcagat twtcagcitt 29

<210> 213

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..27

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 213
atggtyctya tvtccttgcet gttctgg 27

<210> 214

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..27

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 214
atggtyctya tvttrctget getatgg 27

<210> 215

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"
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<400> 215

actggatggt gggaagatgg a 21

<210> 216

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 216
atgaaatgca gctggrtyat sttctt 26

<210> 217

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 217
atggrcagrc ttacwtyytc attcct 26

<210> 218

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..26

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 218

atgatggtgt taagtcttct gtacct 26
<210> 219

<211> 24

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Atrtificial"

<400> 219

atgragwcac akwcycaggt cttt 24
<210> 220

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<221> fuente
<222>1..32

<223> /tipo mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<220>

<221> variacion

<222> 27

<223> [reemplazar="n=i"

<400> 220
atgaggrccc ctgctcagwt tyttggnwic tt

<210> 221

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..31

<223> /tipo_mol="ADN" /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador" /organismo="Secuencia Artificial"

<400> 221

atgggcwtca agatgragtc acakwyycwg g

32
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o parte funcional de éste que se une especificamente a un fosfo-epitopo en una proteina Tau de
mamiferos, en el que dicho anticuerpo o parte funcional de éste tiene una alta afinidad de unién para proteina Tau
soluble e insoluble, y modula los niveles de Tau soluble e insoluble, en el que el fosfo-epitopo es los aminoacidos
405-411 6 405-412 que tienen una Ser fosforilada en la posicion 409 (pS409), y en el que el anticuerpo o parte
funcional de éste se une a la proteina Tau de mamiferos con una constante de disociaciéon de menos de 10 nM
segun se mide por resonancia de plasmon superficial, en el que el anticuerpo o parte funcional de éste no se une al
epitopo no fosforilado correspondiente.

2. El anticuerpo o parte funcional de éste de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o parte funcional de éste se
une al fosfo-epitopo en la proteina Tau de mamiferos con una constante de disociacion de menos de 5 nM.

3. El anticuerpo o parte funcional de éste de la reivindicacion 1 o reivindicacion 2, en el que el anticuerpo o parte
funcional de éste se une al fosfo-epitopo en la proteina Tau de mamiferos con una constante de velocidad de
asociacion de 10 M'S™ o mayor.

4. El anticuerpo o parte funcional de éste de la reivindicacién 1 o reivindicacién 2, en el que el anticuerpo o parte
funcional de éste se une al fosfo-epitopo en la proteina Tau de mamiferos con una constante de velocidad de
asociacion de 10° M'S™ o mayor.

5. El anticuerpo o parte funcional de éste de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la Tau de
mamiferos es Tau humana.

6. El anticuerpo o parte funcional de éste de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo o parte funcional de éste
comprende:

a) un primer dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 21, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 23, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y
una CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

b) un primer dominio de unidn que contiene en secuencia una CDR1 con una secuencia de aminoacidos que es al
menos 85% idéntica a SEQ ID NO: 27, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y una CDR3
con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia
una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 13, y una CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

c) un primer dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 24, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y
una CDRS3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

d) un primer dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 27, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y
una CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

€) un primer dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 28, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 25, y una CDR3 con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 26, y/o un segundo dominio de unién que contiene en secuencia una CDR1 con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12, una CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, y
una CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; o

f) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7, 8, 6 9, y/o un segundo
dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1,2,6 3; 0

g) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, y/o un segundo dominio
de uniéon que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1; o

h) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, y/o un segundo dominio
de uniéon que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1; o

i) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8, y/o un segundo dominio
de uniéon que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2; o
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j) un primer dominio de unién que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, y/o un segundo dominio
de uniéon que contiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3.

7. El anticuerpo o parte funcional de éste de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado; o un anticuerpo
completamente humano.

8. El anticuerpo o parte funcional de éste de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
anticuerpo es del isotipo IgG2a, 1IgG2b, o IgG3.

9. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo o parte funcional de éste de una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. El anticuerpo o parte funcional de éste o la composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores para uso en el tratamiento o alivio de los sintomas de una enfermedad o trastorno neurodegenerativo, en
el que la enfermedad o trastorno neurodegenerativo esta causado opcionalmente por o esta asociado con la
formacion de lesiones neurofibrilares o una tauopatia.

11. El anticuerpo o parte funcional de éste o la composicidon farmacéutica para uso segun la reivindicacion 10, en el
que la administracion del anticuerpo o parte funcional de éste resulta en el alivio de déficits cognitivos.

12. El anticuerpo o parte funcional de éste o la composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 10 o
reivindicacion 11, en el que el alivio de déficits cognitivos comprende una parada de la progresion de los déficits
cognitivos y/o una restauracion de la capacidad de memoria cognitiva.

13. El anticuerpo o parte funcional de éste o la composicién farmacéutica para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 10 a 12, en el que la enfermedad o trastorno neurodegenerativo se selecciona de Enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, Demencia pugilistica, Sindrome de Down, enfermedad de Gerstmann-
Straussler-Scheinker, miositis por cuerpos de inclusién, y angiopatia amiloide cerebral por proteina de prién, dafio
cerebral traumatico y enfermedades o trastornos adicionales que no muestran una patologia amiloide clara
incluyendo, pero no limitado a, complejo esclerosis lateral amiotrofica/parkinsonismo-demencia de Guam,
enfermedad neuronal motora no Guamaniana con ovillos neurofibrilares, demencia con granulos argirofilicos,
degeneracion corticobasal, ovillos neurofibrilares difusos con calcificaciéon, demencia frontotemporal con
parkinsonismo ligado al cromosoma 17, enfermedad de Hallevorden-Spatz, atrofia de multiples sistemas,
enfermedad de Niemann-Pick tipo C, degeneracion Pallido-ponto-nigral, enfermedad de Pick, gliosis subcortical
progresiva, paralisis supranuclear progresiva, panencefalitis esclerosante subaguda, demencia con ovillos
predominantes, Parkinsonismo Postencefalico, Distrofia miotdnica, y combinaciones de éstas.

14. Una linea celular que produce el anticuerpo o parte funcional de éste de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8.

15. La linea celular de la reivindicacién 14 que es una linea celular de hibridoma seleccionada de 3A8A12G7
depositada el 25 de agosto, 2010, como DSM ACC3086; 2B6A10C11 depositada el 25 de agosto, 2010, como DSM
ACC3084; 3A8E12H8 depositada el 25 de agosto, 2010, como DSM ACC3085; 2B6G7A12 depositada el 25 de
agosto, 2010, como DSM ACC3087; 6H1A11C11 depositada el 25 de agosto, 2010, como DSM ACC3080; y
6H1G6E6 depositada el 25 de agosto, 2010, como DSM ACC3088.

16. Un polinucledtido que codifica el anticuerpo o parte funcional de éste de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8.

17. El anticuerpo o parte funcional de éste segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para uso en el
diagndstico de una enfermedad, trastorno o afeccién asociado a la proteina tau, o en el diagndstico de una
predisposicién a una enfermedad, trastorno o afeccién asociado a la proteina tau, en un paciente que comprende
detectar la unién inmunoespecifica de un anticuerpo o parte funcional de éste a un epitopo de la proteina tau in situ
que incluye las etapas de

a) poner en contacto la parte del cuerpo o area del cuerpo especifica que se sospecha que contiene la proteina tau
con un anticuerpo o parte funcional de éste seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a §;

b) permitir que el anticuerpo o parte funcional de éste se una a la proteina tau para formar un complejo
inmunoldgico;

c) detectar la formacion del complejo inmunoldgico.; y

d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldégico con la presencia o ausencia de la proteina tau en
la parte o area especifica del cuerpo;

en el que el diagndstico de una predisposicion a una enfermedad, trastorno o afeccién asociado a una proteina tau
incluye ademas la etapa de:
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€) comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor control normal, en el que un incremento en la
cantidad de dicho complejo inmunolégico comparado con un valor control normal indica que dicho paciente padece o
presenta riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccién asociada con la proteina tau.

18. Un método para diagnosticar una enfermedad, trastorno o afeccién asociada con la proteina tau, o para
diagnosticar una predisposicion a una enfermedad, trastorno o afeccién asociada con la proteina tau, en un paciente
que comprende detectar la unién inmunoespecifica de un anticuerpo o parte funcional de éste a un epitopo de la
proteina tau en una muestra que incluye las etapas de

a) poner en contacto la muestra que se sospecha que contiene la proteina tau con un anticuerpo o parte funcional de
éste segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8;

b) permitir que el anticuerpo o parte funcional de éste se una a la proteina tau para formar un complejo
inmunoldgico;

c) detectar la formacion del complejo inmunolégico; y

d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la proteina tau en
la muestra;

en el que el diagndstico de una predisposicion a una enfermedad, trastorno o afeccién asociado a una proteina tau
incluye ademas la etapa de:

€) comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico con un valor control normal, en el que un incremento en la
cantidad de dicho complejo inmunolégico comparado con un valor control normal indica que dicho paciente padece o
presenta riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccién asociada con la proteina tau.
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