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DESCRICAO
“Inibigdo da associagdo tau-tau”

A presente divulgagdo refere-se a novos métodos para a
deteccdo de substéncias capazes de modular ou inibir a
associacéao proteica patoldgica tau-tau e a agregacao
patoldgica de neurofilamentos. Os métodos do presente invento
sdo particularmente Uteis na pesqguisa de substédncias para a
profilaxia e tratamento da doencga de Alzheimer.

A doenga de Alzheimer (DA) é a causa unica mais comum de
deméncia em idade avancada (Livingstone (1994) The scale of
the problem, Em: “Dementia” (eds. Burns e Levy) Chapman &
Hall, London, pags. 21-35). 0s individuos com a doencga de
Alzheimer sdao caracterizados por deméncia progressiva que
apresenta com aumento da perda de memdria, disturbios no
discernimento, percepcdo e fala e deterioracdao intelectual
global (Roth e 1Iversen (1986) Brit. Med. Bull. 42 (volume
especial)).

As principais caracteristicas patoldgicas da doenga de
Alzheimer sao as placas senis e emaranhados neurofibrilhares,
ambos contendo filamentos helicoidais emparelhados (PHF) dos
quais a proteina associada a microtubulos tau é um
constituinte (Wischik et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85: 4506-4510). As placas contém também fibrilhas P-amildides
derivadas de uma anomalia ainda nado definida no processamento
da proteina amildéide percursora (APP; Kang et al. (1987)
Nature, 325: 733-736).

Estudos da doenca de Alzheimer apontaram para perda da
proteina tau normal associada a microtubulos (Mukaetova-
Ladinska et al. (1993) Am. J. Pathol. 143: 565-578; Wischik et
al. (1995a) Neurobiol. Ageing 16: 409-417; Lai et al. (1995b)
Neurobiol. Ageing 16: 433-445), acumulagdo de filamentos
helicoidais emparelhados patoldgicos (PHF; Mukaetova-Ladinska
et al. (1993), loc. cit.; Harrington et al. (1994a) Dementia,
5: 215-228; Harrington et al. (1994b) Am. J. Pathol. 145:
1472-1484; Wischik et al. (1995a), loc. cit.) e perda de
sinapses no cértex frontal médio (Terry et al. (1991) Ann.
Neurol. 30: 572-580) como fortes marcadores discriminatdérios
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para o enfragquecimento cognitivo. A perda de sinapses (Terry
et al., loc. cit.) e a perda de células piramidais (Bondareff
et al. (1993) Arch. Gen. Psychiatry 50: 350-356) estao ambas
correlacionadas com medidas morfométricas de patologia
neurofibrilhar reactiva a tau e isto correlaciona-se ao nivel
molecular com uma redistribuicdo gquase completa do banco de
proteina tau da forma soluvel para a polimerizada (PHF) na
doenca de Alzheimer (Mukaetova-Ladinska et al. (1993), loc.
cit.; Lai et al. (1995), loc. cit.). Uma possivel explicacéao
para estas alteracbes é a de gque a redistribuicao patoldgica
da proteina tau em PHF causa uma falha do transporte axénico
em circuitos de associagdo cortico-cortical através da
incapacidade de manutencdo da tubulina axénica no estado
polimerizado dentro das células piramidais (Wischik et al.
(1995a), loc. cit.; Wischik et al. (1995b), Neurobiol. Ageing,
no prelo; Wischik et al. (1995c) “Structure, biochemistry and
molecular pathogenesis of paired helical filaments in
Alzheimer's disease”. Eds. A. Goate e F. Ashall, no prelo; Lai
et al. (1995), loc. cit.). Uma resultante falta de transporte
de constituintes sindpticos do soma de projeccdo para o
distante neocdrtex de associacdo conduziria a perda sindptica
e enfraquecimento cognitivo. Outros factores incluem a
toxicidade directa da acumulacadao de PHF em células piramidais
(Bondareff et al. (1993), Arch. Gen. Psichiat. 50: 350-356
(1994); J. Neuropath. Exp. Neurol. 53: 158-164) e a possivel
toxicidade directa da acumulagcdo de tau truncada que
enfraquece a funcao celular (Mena et al. (1991), J. Neuropath.
Exp. Neurol. 50: 474-490).

Embora estudos de patogénese molecular em sistemas modelo

tenham enfatizado o papel neurotdxico da acumulacdo de PB-
amildide (revisto em Harrington e Wischik (1994) Molecular
Pathobiology of Alzheimer disease. Em: “Dementia” (eds. A.
Burns e R. Levy). Chapman & Hall London, pags. 211-238), as
provas que ligam directamente a deposicdo de P-amildide com ©
enfraquecimento cognitivo em humanos s3o fracas. E mais
provavel que o processamento alterado de APP seja apenas um
dos varios factores possiveis que podem iniciar o)
processamento alterado da proteina tau. Outros factores de
iniciacdo incluem processos desconhecidos associados a apoE4
(Harrington et al. (1994Db), loc. cit.), trissomia do
cromossoma 21 (Mukaetova-Ladinska et al. (1994) Dev. Brain



EP 1 067 386/PT

Dysfunct. 7: 311-329) e factores ambientais, tais como
exposicdo prolongada a niveis sub-tdéxicos de aluminio
(Harrington et al. (1994c) Lancet 343: 993-997). Factores
etioldégicos distintos sao capazes de iniciar um padrao comum
de perturbacdo no processamento da proteina tau que inclui:
truncamento do terminal C em Glu-391, formacdo de polimeros de
tau PHF, perda de tau soluvel e acumulacado de espécies
anormalmente fosforiladas de tau (Wischik et al. (1996), Int.
Rev. Psychiat., no prelo).

0 fragmento da proteina tau associada a microtubulos que
se mostrou ser um constituinte integral da estrutura central
do PHF resistente a proteases é um fragmento de 93/95 residuos
de aminodcidos derivado do dominio de ligacdo a microtubulos
de tau (Wischik et al. (1988), loc. cit.; Kondo et al. (1988)
Neuron 1: 827-834; Jakes et al. (1991) EMBO J. 10: 2725-2729;
Novak et al. (1993) Embo J. 12: 365-370). A proteina tau
existe em 6 1isoformas de 352-441 residuos de aminodcidos no
cérebro adulto (Goedert et al. (1989) Neuron 3: 519-526). Em
geral a estrutura da molécula de tau consiste num extenso
dominio N-terminal de 252 aminodcidos, que se projecta do
microtubulo, uma regido de repeticgdes em cadeia de 93-125
residuos que consiste em 3 ou 4 repeticgdes em cadeia e que é o
dominio de ligacgd&o aos microtubulos e uma cauda C-terminal de
64 residuos. Cada repeticdo em cadeia € composta por um
segmento de ligagado a tubulina de 19 residuos e um segmento de
ligacao de 12 residuos (Butner e Kirschner (1991) J. Cell
Biol. 115: 717-730; Figura 1). O principal constituinte de tau
que pode ser extraido de preparagdes enriquecidas na parte
central de PHF resistente a proteases é um fragmento de 12 kDa
derivado de ambas as isoformas de 3 e 4 repeticdes, mas
restrito ao equivalente de 3 repeticdes em cadeia
independentemente da isoforma (Jakes et al., loc. cit.; Figura
2). As fronteiras N- e C-terminais do fragmento definem a
extensdo exacta da unidade caracteristica da parte central
resistente a proteases de tau PHF. E alterada na fase em 14/16
residuos em relacao a organizacéo do unidor/ligador
(“binder/linker”) da molécula normal definida por Butner e
Kirschner, loc. cit., Figura 1 e é truncada no terminal C em
Glu-391 ou numa posicdo homdéloga na terceira repeticdo da
isoforma de 4 repetigdes (Novak et al. (1993), loc. cit.;
Figura 3). Esta disponivel um anticorpo monoclonal (mAb 423)
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que reconhece especificamente este ponto de truncamento C-
terminal e estudos histoldégicos wutilizando este anticorpo
mostraram a presenca de proteina tau truncada no terminal C em
Glu-391 em todos os estddios de degeneracdao neurofibrilhar
(Mena et al. (1995) Acta Neuropathol. 89: 50-56; Mena et al.
(1996) Acta Neuropathol. (no prelo)). Assim, uma possivel
modificacdo pds-traducdo implicada na agregacao de PHF € uma
protedlise anormal.

Foram desenvolvidos métodos que permitem a discriminacéao
entre varios bancos de tau verificados em tecidos cerebrais de
DA: tau soluvel normal, tau fosforilada e PHF resistentes a
proteases (Harrington et al. (1990), (1991), (1994a) loc.
cit.). Estes métodos foram desdobrados em estudos de DA grave
e Sindroma de Down (Mukaetova-Ladinska et al. (1993; 1995),
loc. c¢it.), em casos avaliados prospectivamente no estéadio
inicial de DA (Wischik et al. (1995a), loc. cit.; Lail et al.
(1995), loc. cit.) e casos com outros diagndésticos
neuropatoldégicos incluindo deméncia senil do tipo corpo de
Lewy e doenga de Parkinson (Harrington et al. (1994a),
(1994b), loc. cit.). O teor de PHF global no tecido cerebral
distingue inequivocamente doentes com e sem deméncia do tipo
de Alzheimer. Existe globalmente uma diferenca de 19 vezes no
teor de PHF e no coértex temporal a diferenga chega as 40
vezes. O local médio de acumulacdo de PHF é..., tal como
esperado a partir dos estudos histoldégicos, nao difere de
controlos mais velhos em termos de acumulacdo de PHF
resistentes a proteases ou de espécies de tau fosforiladas
(Harrington et al. (1994a), (1994b), loc. cit.). Para além
disso, a genotipagem da apolipoproteina E dos casos de corpo
de Lewy cortical mostrou que a frequéncia do alelo E4 era
aumentada para um nivel semelhante ao observado em DA.
Portanto, a presenca do alelo E4 nao pode a uUnica causa da
patologia de tau caracteristica de DA, uma vez que esta nao
foi observada nos casos de corpo de Lewy (Harrington et al.
(1994b), loc. cit.).

Um outro parédmetro que distingue casos com e sem DA é a
quantidade de proteina tau soluvel normal. Embora os niveis de
tau sejam superiores na substédncia branca que na substancia
cinzenta, tal como esperado para uma proteina associada a
microtubulos axdénicos, a quantidade verificada na substéncia
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cinzenta reflecte também uma inervacdo axdnica aferente. Em
DA, existe uma substancial perda de proteina tau soluvel
normal que afecta todas as regides do cérebro uniformemente
(Mukaetova-Ladinska et al. (1993), loc. cit.). A Dbase
molecular deste declinio uniforme nao €& conhecida e nao pode
ser explicada por ARNm de tau reduzido (Goedert et al. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 4051-4055). O efeito liquido
dos dois processos de acumulacao de PHF e perda de tau soluvel
¢ uma redistribuicdo anatdémica do banco de proteina tau, de
predominante na substdncia branca para predominante na
substéncia cinzenta e de predominante frontal para
predominante temporo-pariental.

A extensdo global da redistribuicdo de proteina tau em DA
pode ser apreciada a partir dos dados mostrados na Figura 4,
onde o0s bancos de tau livre e ligada em PHF s&o comparados.
Enquanto que nos controlos, 97% do banco de proteina tau esté
na fase soluvel, em DA 83% do banco de proteina tau encontra-

se na fase insoluvel, gquase inteiramente numa forma truncada e

polimerizada em PHF (Mukaetova-Ladinska et al. (1993) Ioc.
cit.). Um estudo do estéddio inicial de DA em casos
prospectivamente avaliados através do instrumento de
diagnéstico clinico CAMDEX (Roth et al. (1986) Brit. J. Psych.
149, 698-709) e classificados post-mortem através dos
critérios de estddios de Braak e Braak (1991), Acta

Neuropathol. 82: 239-259 demonstrou que a perda de tau soluvel
estd directamente relacionada com a contagem do emaranhado e
com a extensdao da acumulacao de PHF (Lai et al. (1995) Iloc.
cit.).

Embora a tau anormalmente fosforilada tenha sido
considerada um possivel precursor de PHF (Lee et al. (1991)
Science 251: 675-678; Goedert et al. (1994), em “Microtubules”
(Hyams e Lloyd, eds.) pdgs. 183-200. John Wiley & Sons, NY),
verificou-se que a tau normal era fosforilada em muitos dos
locais anteriormente considerados anormalmente fosforilados na
proteina tau associada a PHF (Matsuo et al. (1994) Neuron 13:
989-1002) . No estudo do estddio inicial de DA, espécies de tau
insoluveis hiperfosforiladas foram primeiro observadas apds
ter ocorrido uma aprecidvel redistribuicdo de tau em PHF (Lai
et al., 1995; Figura 5). Nao houve provas de acumulacao
selectiva de espécies fosforiladas antes do aparecimento de
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PHF, ou de emaranhados neurofibrilhares (Lai et al. (1995)
loc. «cit.). Igualmente, nao houve provas de que a tau
fosforilada alimentasse o banco total ligado a PHF durante a
progressao da patologia (Lai et al. (1995), loc. cit.). A
fosforilacao da proteina tau, até ao ponto em gque é anormal,
parece ser um processo secunddrio que afecta cerca de 5% dos
PHF em qualquer estddio da patologia (Wischik et al. (1995a),
(1995c), loc. cit.).

Os estudos do estddio inicial da doenca de Alzheimer
mostraram também gque a taxa de transferéncia de tau soluvel
para PHF é geométrica em relagcdao ao nivel de PHF, com um
aumento progressivo na taxa de incorporagcdo a maiores niveis
ambientais de PHF (Lai et al. (1995), loc. cit.; Figura 6B).
Para além disso, a taxa observada de perda de tau soluvel com
a progressao da patologia ndao ¢é suficiente para ser
inteiramente responsdvel pela taxa observada de acumulacdo de
PHF. Progressivamente mais sintese nova de tau é induzida a
medida que o nivel ambiente de tau soluvel cai abaixo de
580 pmol/g e esta também alimenta a agregacdo de PHF (Figura
6A). A taxa de agregacdo de PHF ndo & portanto determinada
pelo estado ou concentragdao do percursor soluvel, gue parece
ser inteiramente normal mesmo em DA (Wischik et al. (1995a),
(1995b), loc. cit.). Em vez disso, a taxa de transferéncia de
tau soluvel para PHF é determinada pelo nivel ambiente de PHF-
tau, sugerindo gque a modificacdao pds-traducdo <critica
responsavel ©pela agregacdo de PHF ocorre no ponto de
incorporacao de tau no PHF.

Uma explicacdo provavel para estas constatacgdes é a de
que a proteina tau sofra uma alteracgao conformacional induzida
no ponto de incorporagdo no PHF, qgue estd associada com a
mudanca de fase de metade da repeticdao na regidao de repeticgdes
em cadeia qgque foil anteriormente documentada (Novak et al.
(1993), loc. cit.). Esta mudanga conformacional poderia expor
um local de captura de tau de elevada afinidade que permite a
captura e modificacdo conformacional induzida de outra
molécula de tau e por ai adiante. A mudanca conformacional
critica na proteina tau que determina a taxa de agregacgao de
PHF ndo necessitaria entdao de ser uma modificacdo guimica da
tau soluvel, mas uma mudanga conformacional induzida que &
produzida pela ligacdo da ©proteina tau a um substrato
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patoldégico. O processo podia ser iniciado por proteinas nao
tau, tais como um produto do metabolismo de APP (Caputo et al.
(1992) Brain. Res. 597: 227-232) uma proteina mitocondrial
modificada (Wallace (1994) Proc. Natl. Acad. S8ci. USA 91:
8739-8746), etc. Uma vez iniciada a captura de tau, O processo
podia continuar desde que a taxa de mais captura de tau
excedesse a taxa de degradacadao do complexo patoldgico de tau.
A degradagdao podia ser limitada pelo facto do complexo tau
central do PHF ser resistente a proteases (Wischik et al.
(1988), loc. cit.; Jakes et al., loc. cit.). Um tal processo,
uma "amiloidose da proteina tau", podia ser iniciado e
progredir geometricamente sem qualquer modificacdo quimica
interveniente da proteina tau soluvel, tal como normalmente se
esperaria.

A Figura 7 representa esquematicamente a transformacdo da
proteina tau em PHF na doenga de Alzheimer. O constituinte
proteico principal da parte central de PHF é uma forma de
proteina tau que estd truncada num fragmento de 93 residuos
que engloba wuma versdao com mudanca de fase da regiao de
repeti¢cdes em cadeia da molécula de tau que funciona
normalmente como dominio de ligagdo a microtubulos. A
agregacao do PHF pode ser considerada como ocorrendo em
resultado de uma sequéncia repetitiva de acontecimentos na
qual a ligacdo patoldégica tau-tau desempenha um papel
essencial. Esta ligacdo de tau livre é favorecida a uma
concentracdo fisioldgica apenas no caso assimétrico no gual
uma molécula de tau sofreu ja captura patoldgica (p. ex. para
um produto do metabolismo de APP (Caputo et al. (1992)
Neurobiol. Ageing 13: 267-274) ou uma proteina mitocondrial
alterada (Jancsit et al. (1989) Cell Motil. Cytoskel. 14: 372-
381; Wallace, loc. c¢it.) e outras ligacdes de tau séao
aumentadas através de processamento proteolitico parcial das
espécies capturadas deixando apenas a unidade de tau truncada.
Uma vez ligada uma unidade inteira ou truncada a uma molécula
inteira, o processamento proteolitico parcial do complexo
patoldgico resulta na produgdo de um dimero de unidades
centrais de tau, com perda dos dominios N- e C-terminais da(s)
molécula(s) anteriormente intacta(s). Os limites do
processamento proteolitico sdo determinados pela regido de
associacdo tau-tau, dque corresponde precisamente a unidade
minima de tau resistente a proteases que descrevemos (Novak et
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al. (1993) loc. cit.; ver Figuras 16 e 17). No entanto, o
resultado final desta protedlise parcial é o de reproduzir a
unidade de tau central, que é capaz de capturar outra molécula
de tau inteira. Este processo pode ser repetido
indefinidamente. Exige dois passos chave para continuar até ao
ponto de exaustdo do banco de proteina tau disponivel. O
primeiro é a captura repetida da tau inteira pela unidade
truncada, o segundo é o truncamento da tau inteira ligada para

reproduzir a unidade central.

Até ao momento, ndo estao disponiveis métodos de
confianca para a medicdo da associacao patoldgica tau-tau e
ndo foram descritas substédncias capazes de modular ou inibir a
associacao patoldégica tau-tau.

As solugdes para os problemas técnicos anteriores sao
aqui descritas.

De acordo com isto, o presente invento descreve métodos
para a deteccao de agentes capazes de modular ou inibir a
associacdo patoldgica tau-tau compreendendo o contacto de

a) uma proteina tau ou um derivado desta contendo o fragmento
central de tau com

b) um agente suspeito de ser capaz de modular ou inibir a
associacgdo tau-tau e com

c) uma proteina tau marcada ou um derivado desta marcado capaz
de se ligar a proteina tau do passo a) ou com uma proteina tau
ou um derivado desta que seja distinto da proteina tau do
passo a) e também capaz de se ligar a proteina tau do passo a)
e

d) deteccédo da ligagao tau-tau.

A modificagdo de tau que € responsavel pela sua
polimerizacdo em PHF é propagada através de uma mudanca fisica
conformacional em vez de qualquer modificacdao quimica pdbs-—
traducdo anterior de tau. Surpreendentemente, ¢é ©possivel
transferir esta modificagadao que é induzida in vivo no momento
da captura patoldégica de tau para o método in vitro de acordo
com o processo de cima através de ligacdo inicial de tau a uma
fase sélida. tau isolada do cérebro de rato recém-nascido era
inteiramente incapaz de se ligar a unidade de tau central do
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PHF (Figura 14; POTr). Mas a tau neonatal que tinha sido
previamente ligada de forma passiva a uma matriz de fase
s6lida, foi induzida a ligar-se a proteina tau inteira néao
modificada com uma elevada afinidade idéntica a demonstrada
com a unidade de tau central (Figuras 15 & 16). Assim, o
factor critico necessdrio para converter uma espécie de tau
incapaz de ligacado patoldgica, numa espécie capaz de capturar
outra molécula de tau com elevada afinidade, ¢ a mudanca
conformacional induzida pela ligacao passiva da tau neonatal
ao substrato da fase sélida. Isto demonstrou que a exposicgao
ao local de captura de tau de elevada afinidade podia ser
induzida fisicamente através da mudancga conformacional gue
ocorre apds ligacao de tau a um substrato adequado e néao
necessita de qualguer outra modificacdo quimica.

De acordo com a presente divulgacédo, a ligacao patolédgica
que é reproduzida in vitro tinha certas propriedades criticas
idénticas as observadas no cérebro humano. Isto &, em
particular, que a proteina tau inteira ligada a uma unidade de
tau central que termine em Ala-390 (Figura 21, SEQ ID No: 4) e
portanto sem o Glu-391 necessario para reconhecimento pelo
anticorpo monoclonal 423, podia ser feita reagir com mAb 423
apdés tratamento do complexo de tau ligada com a protease de
amplo espectro, Pronase, de um modo que depende
gquantitativamente da extenséao da digestao da Pronase
(Figura 16). Pdbde-se demonstrar que a perda dependente de
digestao da imunorreactividade da tau N-terminal ocorre em
paralelo com a aquisicdao da imunorreactividade a mAb 423
caracteristica do PHF central (Figura 16). Assim, o requisito
essencial necessdrio para a criacdo da unidade de tau isolada
da parte central do PHF e produzida no cérebro na doenca de
Alzheimer é a interaccao patoldgica tau-tau que foi
reproduzida in vitro.

Ainda, ciclos repetitivos de ligacdo de tau inteira a
unidade de tau central que termina em Ala-390, seguido de
tratamento com Pronase, depois ligacao de tau inteira e mais
digestao de Pronase e por ai adiante até quatro ciclos, foram
associados com a acumulacgadao progressiva de tau truncada no
terminal C em Glu-391 (Figura 17) e com a capacidade
progressivamente aumentada de ligar mais tau inteira apds cada
ciclo (Figura 18). Isto demonstrou que o papel essencial da
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protedlise no modelo representado na Figura 7 é o de evitar a
saturagcao e deste modo facilitar a transformagao progressiva
ilimitada da tau soluvel em unidades de tau truncadas da parte
central de PHF.

Tendo mostrado que todos o0s passos representados na
Figura 7 podiam ser reproduzidos in vitro e que o0 requisito
critico para a progressao do processo era o passo de captura
de tau de elevada afinidade, ¢ possivel demonstrar a
utilizacdo do ensaio de 1ligagcdo para encontrar compostos
capazes de bloguear a interaccdo tau-tau de elevada afinidade.
A inibicdo competitiva de 20% pdde ser demonstrada quando os
compostos inibidores mais potentes estavam presentes numa
razao molar de 1:1 em relacdo a tau e verificou-se que mais
inibicdo era aproximadamente linear na gama até a razdo molar
de 10:1 (Figura 19).

Uma vez que a regido de repeticdes em cadeia funciona
como um todo, €& inesperado que seja possivel demonstrar
inibicdo competitiva selectiva da ligacao patoldgica tau-tau
sem interferéncia com a ligacdo normal de tau a tubulina
através da mesma regiao da molécula. Um método de determinacéao
de qualquer possivel interferéncia, i.e. ligagao de tau ou um
derivado desta as moléculas de tubulina, compreende o contacto
de uma preparacao de tubulina despolimerizada, ou preparacao
de microtubulos estabilizados com taxol com um agente suspeito
de ser capaz de modular ou inibir a associacdo patoldgica tau-
tau e um composto de tau mencionado no passo a) acima seguido

de deteccdo da ligacao tau-tubulina.

O termo "proteina tau" refere-se a qualquer proteina da
familia de proteinas tau acima mencionada e derivados destas.
As proteinas tau sao caracterizadas como uma familia entre um
grande numero de familias de proteinas que co-purificam com
microtubulos durante ciclos repetidos de agregacao e
desagregacao (Shelanski et al. (1973) Proc. Natl. Acad. Sci.
Usa 70: 765-768) e conhecidas como "proteinas associadas a
microtubulos" (MAP) . A familia tau caracteriza-se
adicionalmente pela ©presenca de um segmento N-terminal
caracteristico que ¢é partilhado por todos os membros da
familia, sequéncias de 50 aminodcidos inseridas no segmento N-
terminal, que sao reguladas pelo desenvolvimento no cérebro,
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uma regido de repeticdes em cadeia caracteristica que consiste
em 3 ou 4 repetigdes em cadeia de 31-32 aminodcidos e uma
cauda C-terminal (Figura 2).

Numa concretizagao preferida a proteina tau compreende a
sequéncia de aminodcidos da Figura 21 (SEQ ID No: 5), referida
como "T40" (Goedert et al. (1989), Neuron 3: 519-526) ou
fragmentos desta e compreendendo a forma da proteina tau
possuindo 2 inserc¢des N-terminais e 4 repeticdes em cadeia.

O termo "fragmento central de tau" ¢é definido na sua
forma mais bdsica como um fragmento de tau compreendendo uma
sequéncia de proteina tau truncada derivada da regidao de
repeticdes em cadeia que nas condig¢des apropriadas é capaz de
se ligar a regido de repeticbes em cadeia de wuma outra
proteina tau com elevada afinidade. Vulgarmente, as proteinas
tau, derivados da proteina tau e fragmentos centrais da
proteina tau preferidos possuem uma sequéncia de aminoéacidos
possuindo pelo menos 70% de igualdade da sequéncia de
aminocdcidos com a sequéncia de aminodcidos da proteina tau
humana correspondente (Figura 21, SEQ ID No: 5), de
preferéncia pelo menos 80%, sendo preferivel pelo menos 90% e
caracterizam—-se por gserem capazes de se ligar ao fragmento
central da tau humana. Uma concretizacao particularmente
vantajosa do método de ensaio compreende o fragmento central
de tau com a sequéncia de aminodcidos mostrada na Figura 22
(SEQ ID No: 6, Novak et al., 1993). Este péptido de tau
recombinante expresso por E. coli 1in vitro corresponde a
espécies 1soladas de preparagcdes da parte central de PHF
resistente a proteases (Wischik et al. (1988), loc. cit.;
Jakes et al. (1991), loc. cit.). O termo "fragmento central de
tau" inclui também derivados deste tal como descrito abaixo e
mencionado na Figura 25 e 26 (SEQ ID No: 9 e 10).

Os termos "derivado da proteina tau" e "derivado do
fragmento central de tau" compreendem fragmentos de proteinas
tau de ocorréncia natural ou nao natural e proteinas
relacionadas compreendendo pelo menos sequéncias parciais de
aminocdcidos que se assemelham a regido de repeticdes em cadeia
das proteinas tau, i.e., proteinas nas quais um ou mais dos
aminodacidos da tau natural ou fragmentos seus foram
substituidos ou eliminados sem perda da actividade de ligacao.
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Exemplos de proteinas de ocorréncia natural com semelhancga de
sequéncia na regidao de repetigdes em cadeia sao proteinas
associadas a microtubulos (MAP2; Figura 25 e 26; SEQ ID No: 9
e 10; Kindler e Garner (1994) Mol. Brain Res. 26: 218-224).
Tais andlogos podem ser produzidos através de métodos
conhecidos de quimica de péptidos ou através de tecnologia de
ADN recombinante.

Os termos "derivado da proteina tau" e "derivado do
fragmento central de tau" compreendem derivados que podem ser
preparados a partir dos grupos funcionais que ocorrem como
cadeias laterais nos residuos ou dos grupos N- ou C-terminais,
através de meios conhecidos na arte. Estes derivados podem
incluir ésteres alifdaticos dos grupos carboxilo, amidas dos
grupos carboxilo através de reacgcao com amdénia ou com aminas
primdrias ou secunddrias, derivados N-acilo de grupos amino
livres dos residuos de aminoacidos formados com metades acilo
(p. ex. grupos alcanoilo ou aroilo carbociclico) ou derivados
O-acilo de grupos hidroxi livres (por exemplo os dos residuos
serilo ou treonilo) formados com metades acilo.

0 fragmento de tau central de PHF pode ser isolado a
partir de tecidos cerebrais de AD através do método descrito
em Wischik et al. (1988) (1995a), loc. cit.). O método depende
de uma série de passos de centrifugacdo diferencial conduzidos
em condicgdes de tampdo e densidade determinadas empiricamente,
sendo o passo critico final de centrifugacgdo realizado num
gradiente de densidade de sacarose continuo gque varia entre

1,05 e 1,18 de densidade e na presenca de 10 Uug/ml de Pronase,
para produzir uma fracgcdo de PHF central resistente a
proteases na interface com uma almofada de cloreto de césio de
elevada densidade. A proteina tau pode ser libertada do PHF
central como uma preparacgao essencialmente pura no
sobrenadante de pH 5,5 (acetato de amdénio, 50 mmol) obtido
apdés tratamento da preparacdo de PHF com 4&cido férmico
concentrado, liofilizacdo e ultra-sons em tampao de pH 5,5.

A proteina tau solavel normal pode ser isolada a partir
de AD, tecidos cerebrais humanos de controlo ou de tecidos
cerebrais animais, com um atraso post-mortem de menos de
3 horas. As proteinas de microtubulos sao obtidas através de
trés ciclos de agregacao-desagregacao dependentes da
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temperatura de acordo com Shelanski et al. (1973, loc. cit.).
A proteina tau é purificada a partir da fracgdo termoestavel
por filtracdo em gel (Herzog e Weber (1978) Eur. J. Biochem.
92: 1-8). Alternativamente, a proteina tau pode ser isolada
através do procedimento de Lindwall e Cole (1984; J. Biol.
Chem. 259: 12241-12245) com base na solubilidade da proteina
tau em &cido perclérico a 2,5%.

A produgadao de proteinas tau e fragmentos pode ser ainda
alcancada através de tecnologia de ADN recombinante
convencional que estd dentro das capacidades do artesdo no
campo. Tais técnicas sdo mais explicadas na literatura, ver p.
ex. Sambrook, Fritsch & Maniatis "Molecular Cloning. A
Laboratory Manual" (1989), Cold Spring Harbor Laboratory, N.Y.
e Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology",
Green Publish. Association & Wiley Interscience.

Mais, moléculas de ADN ou fragmentos destas codificando
proteinas tau completas ou parciais podem ser obtidas com a
técnica de reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) . Os
iniciadores que codificam as porcdes 3' e 5' das moléculas de
ADN relevantes podem ser sintetizados para a proteina tau de
interesse e podem ser utilizados para amplificar os membros

individuais da familia das proteinas tau.

A preparacao de proteinas tubulina ou fragmentos destas é
conhecida na arte e estd descrita p. ex. por Slobada et al.
(1976, em: “Cell Mobility” (R. Goldman, T. Pollard e J.
Rosenbaum, eds.), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York, pags. 1171-1212).

As sequéncias de ADN e moléculas de ADN podem ser
expressas utilizando uma grande variedade de combinac¢des
hospedeiro/vector. Por exemplo, o0s vectores de expressdo Uteis
podem consistir em segmentos de sequéncias de ADN
cromossémicas, nao cromossdédmicas e sintéticas. Exemplos de
tais vectores sdo os vectores virais, tais como os varios
derivados conhecidos de SvV40, vectores bacterianos, tais como
plasmideos de E. coli, ADN féadgicos, tais como 0s numerosos

derivados do fago A, M13 e outros fagos filamentosos de ADN de
cadeia simples, bem como vectores uUteis em levedura, tais como

derivados do plasmideo de 2 WU, vectores uteis em células
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eucaridticas, de preferéncia vectores UGteis em células
animais, tais como os que contém sequéncias de ADN derivadas
de sSvV40, adenovirus e/ou retrovirus.

Tal como agqui se wutiliza, o termo "sequéncia de ADN"
refere-se a um polimero de ADN, na forma de um fragmento
separado ou como um componente de uma construcado de ADN maior,
que foi derivado de ADN isolado pelo menos uma vez numa forma
substancialmente pura, i.e., isento de materiais enddgenos
contaminantes e numa quantidade ou concentracdo que permite a
identificacdo, manipulacdao e recuperacao da sequéncia e das
suas sequéncias nucleotidicas componentes através de métodos
bioquimicos padrao, por exemplo, utilizando um vector de
clonagem. Tais sequéncias sao de preferéncia proporcionadas na
forma de um engquadramento de leitura aberto ndo interrompido
por sequéncias internas nao traduzidas, ou intrdes, que estéao
tipicamente presentes em genes eucaridéticos. No entanto, sera
evidente que o ADN gendémico contendo as sequéncias relevantes
podia também ser utilizado. Sequéncias de ADN nao traduzido
podem estar presentes a 5' ou 3' do enquadramento de leitura
aberto, onde as mesmas nao interferem com a manipulacdo ou
expressao das regides de codificacgao.

Tal como aqui se utilizam, os termos "vector de
expressao" e "plasmideo de expressao" referem-se a um
plasmideo compreendendo uma unidade transcricional

compreendendo uma agregacao de (1) um elemento ou elementos
genéticos possuindo um papel regulador na expressao génica,
por exemplo, promotores ou estimuladores, (2) uma sequéncia
estrutural ou de codificacdo gque ¢é transcrita para ARNm e
traduzida em proteina, e (3) sequéncias de iniciacao e
terminacdo da transcricdao e traducadao apropriadas. Os elementos
estruturais pretendidos para utilizacdo em varios sistemas de
expressao eucaridtica incluem de preferéncia uma sequéncia
lider que ©permite a secrecao extracelular da ©proteina
traduzida por uma célula hospedeira. Alternativamente, quando
a proteina recombinante & expressa sem uma sequéncia lider ou
de transporte, esta pode incluir um residuo de metionina N-
terminal. Este residuo pode opcionalmente ser subsequentemente
clivado da proteina recombinante expressa para proporcionar um
produto final.



EP 1 067 386/PT
15

A célula hospedeira wutilizada para a expressao da
sequéncia de ADN pode ser seleccionada a partir de uma
variedade de  hospedeiros conhecidos. Exemplos de tais
hospedeiros sdao células procaridticas ou eucaridticas. Um
grande numero de tais hospedeiros estd disponivel a partir de
vadrios depositarios tais como a American Type Culture
Collection (ATCC) ou o Deutsche Sammlung flir Mikroorganismen
(DSM) . Exemplos de hospedeiros celulares procaridticos séao
estirpes bacterianas tais como E. coli, B. subtilis e outras.
Os hospedeiros preferidos sao células de mamifero
comercialmente disponiveis tais como células 3T3 de ratinho,
linhas celulares de neuroblastoma tais como NIE-115, N2A, PC-
12 ou a linha celular de rim de Macaco Verde Africano COS
transformada com SV40, etc.

A proteina tau produzida através de fermentagdao dos
hospedeiros procaridéticos e eucaridticos transformados com as
sequéncias de ADN do presente invento pode entdo ser
purificada até a homogeneidade essencial através de métodos
conhecidos, tais como, por exemplo, através de centrifugacao a
diferentes velocidades, através de precipitacao com sulfato de
aménio, através de didlise (a pressdao normal ou a pressao
reduzida), através de focagem isoeléctrica preparativa,
através de electroforese em gel preparativa ou através de
vdrios métodos cromatograficos tais como filtracdo em gel,
cromatografia liquida de alta resolucao (HPLC), cromatografia
de troca idénica, cromatografia de fase inversa e cromatografia
de afinidade (p. ex. em Sepharose® Blue CL-6B ou em anticorpos
monoclonais ligados a um transportador).

De acordo com a presente divulgacdo, uma proteina tau ou
um fragmento desta contendo o fragmento central de tau é
incubada com uma proteina tau Jjuntamente com um agente
suspeito de ser capaz de modular ou inibir a associacao
patoldgica tau-tau. A extensdao da ligacao tau-tau gue se
correlaciona com a capacidade de inibicdo do agente pode ser
detectada através de varios métodos:

Num método preferido uma proteina tau ou um fragmento
desta contendo o fragmento central de tau € incubado com um
derivado de tau que é diferente, de preferéncia

imunologicamente diferente, da primeira proteina tau. Neste
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caso, a ligacdo do derivado de tau é detectada por exemplo
através de um anticorpo poli ou monoclonal ou de um derivado
deste. Um exemplo para este tipo de deteccdo ¢ um método de
ensaio para a deteccdo de ligacdao tau-tau caracterizado por
uma proteina tau truncada correspondendo ao fragmento central
ser incubada Jjuntamente com uma substdncia de teste e uma
proteina tau inteira ou um fragmento da proteina tau truncado
simulando a unidade de tau central de PHF na fase aquosa
(Figuras 8 e 10).

Neste caso, a ligacdo tau-tau pode ser detectada
imunoquimicamente de um modo convencional utilizando um
anticorpo que reconhega o segmento N-terminal da proteina tau
inteira ou, por exemplo, um anticorpo tal como mAb 423 gue
reconhece o fragmento central de tau truncado em Glu-391.
Vantajosamente, o anticorpo monoclonal transporta ele prdprio
um marcador ou um grupo para conjugacgao directa ou indirecta
com um marcador tal como aqui exemplificado mais adiante.
Também, pode ser utilizado um anti-soro policlonal que tenha
sido criado através de injeccdo do correspondente antigénio de
tau num animal, de preferéncia um coelho, e recuperacao do
anti-soro através de purificacdo por imunoafinidade na qual o
anticorpo policlonal é passado por uma coluna a gqual esta
ligado o antigénio e eluindo o anticorpo policlonal de um modo
convencional.

Uma concretizacado particularmente vantajosa do método da
presente divulgacao compreende a utilizacdo de um anticorpo
dirigido contra um segmento especifico de humano entre Gly-16
e Gln-26 proéximo do terminal N da proteina tau. A utilizacéo
deste tipo de anticorpo torna possivel medir a ligacdo da tau
humana recombinante inteira a isoformas de tau inteiras
derivadas de outras espécies animais, por exemplo rato, em
vdrios estddios de desenvolvimento. A ligacdo da tau truncada
pode ser detectada através da utilizacdo de um anticorpo tal
como mAb 423 para detectar a ligacdo de um fragmento truncado
central de tau que termine em Glu-391 a um fragmento
semelhante que termine em Ala-390 nao reconhecido por mAb 423
(Figura 8).

Os anticorpos ou fragmentos destes podem ser utilizados
em qualquer sistema de imunoensaio conhecido na arte
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incluindo, mas ndo se limitando a: radioimunoensaios, ensaios
em "sanduiche", ensaios imunoenzimdticos (ELISA), imunoensaios
fluorescentes, imunoensaios de proteina A, etc.

Particularmente preferida é a seguinte configuracdo para
ensaios de ligacao tau-tau (Figura 10): Um fragmento de tau,
de preferéncia um fragmento de tau recombinante, que
corresponde a unidade de tau truncada da parte central de PHF
¢ ligado a uma fase sdélida, p. ex. uma placa de ELISA
convencional, em condic¢cdes de tampao gque se mostrou nao
favorecerem a associacdao tau-tau. A proteina tau truncada é de
preferéncia ligada de forma passiva a fase sdlida, uma vez que
se verificou que esta expde o local da ligagdo tau-tau de
elevada afinidade dentro da regidao de repeticgdes em cadeia. A
fase sdélida é habitualmente poli(cloreto de vinilo), mas pode
ser outros polimeros tais como celulose, poliacrilamida,
nylon, poliestireno ou polipropileno. Os suportes sdlidos
podem ser na forma de tubos, contas, discos ou microplacas ou
quaisquer outras superficies adequadas para a condugcao de um
ensaio e que aquando da ligacdo passiva a proteina tau, expode
o local de captura de tau de elevada afinidade. Apds a
ligagao, o complexo fase sdélida-anticorpo ¢é lavado em
preparacao para a amostra de teste.

Surpreendentemente, pdde-se determinar as condigdes de
tampado apropriadas para ligagdao da unidade de tau truncada da
parte central de PHF a um substrato sélido sem auto-associacgao
e gsem disturbio do 1local de captura de tau de elevada
afinidade dentro da regido de repeticdes em cadeia. Foi
estabelecido um sistema de ensaio tal como mostrado na Figura
8, no gual a unidade de tau central truncada em Ala-390 foi
primeiro ligada a matriz da fase sdélida. A seguir, foi
incubada uma unidade truncada terminando em Glu-391. Apenas a
ultima foi detectada como imunorreactividade a mAb 423. A
Figura 9 demonstra a especificidade do ensaio, por a
imunorreactividade a mAb 423 ser apenas observada na condicgao
em gue se espera a ligacao tau-tau. Verificou-se gue um tampéo
alcalino (carbonato de sdédio, tris, etc.), de preferéncia pH
9-10, p. ex. tampao carbonato de sdédio (50 mM, pH 9,6) estava
associado com auto-associacéo desprezivel das unidades
centrais de tau (Figura 9). Portanto o plaqueamento da unidade
de tau central para ligacdo passiva a matriz de fase sélida
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foi efectuado neste tampao. Se desejado, pode ser plagueada
uma preparacgdao de tubulina despolimerizada ou uma preparacgao
de microtubulos no mesmo tampao para ligacdo passiva para
determinacao da ligacao tau-tubulina. Agentes adequados para
bloquear o excesso de locais de ligacdo sd@o o extracto lacteo,
albumina de soro bovino, gelatina, etc. Apds transferéncia da
unidade central de tau ligada a fase sdélida para condigdes de
tampao fisioldgicas e incubacdo com tau inteira no formato de
ensaio de ligacao padrao (Figura 10), foi possivel demonstrar
captura de afinidade extremamente elevada de proteina tau
inteira normal. N&o se observou ligacdo de tau inteira sem
plaqueamento prévio da unidade central de tau na fase sdélida.
Quando ambas as espécies estavam presentes, observou-se que a
ligacdo dependia da concentracdao de ambas as espécies.
Verificou-se que quando as espécies da fase sdélida ou da fase
aquosa estavam em saturagao, a constante de ligagao para a
outra espécie era de 8-25 nM, dependendo da isoforma
egspecifica de tau medida (Figura 11). As condicgdes de tampao
para a ligacao tau-tau devem compreender concentracgdes salinas
apropriadas e valores de pH adequados (Figuras 12 e 13). As
concentracdes salinas para a ligacao tau-tau devem atingir de
preferéncia 50 a 400 mM de cloreto de sdédio, sendo preferivel
100 a 200 mM de cloreto de sdédio ou um sal ou mistura de sais
correspondentes com uma forga idénica compardvel, p. ex. PBS
(cloreto de sdédio 137 mM, di-hidrogenofosfato de potéssio
1,47 mM, hidrogenofosfato dissddico 3,1 mM, cloreto de
potédssio 2,68 mM). A gama de pH deve compreender valores de pH
4 a pH 10, sendo preferivel de pH 5 a pH 8. Para saturar os
excessivos locais de ligagao e para evitar ligacao nao
especifica, a fase sdélida pode ser incubada com um agente de
bloqueio, p. ex. extracto lacteo, albumina de soro bovino ou
de preferéncia gelatina. Apds transferéncia da unidade de tau
central 1ligada de forma passiva para condigcdes de tampao
fisioldgicas, foi possivel demonstrar captura de afinidade
extremamente elevada de proteina tau inteira normal (Kd = 8-
25 nM, dependendo da espécie de tau especifica testada).

Uma fase liquida contendo uma proteina tau capaz de se
ligar a proteina tau da fase sdélida é adicionada juntamente
com a substédncia de teste a proteina tau da fase sdlida
durante um periodo de tempo suficiente para permitir a
ligacao. O complexo da tau 1ligada é novamente lavado em
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preparacgao para adigao do anticorpo gque detecta selectivamente
a espécie de tau ligada secundariamente, mas nao a espécie
inicial da fase sdélida. O anticorpo é ligado a uma molécula
repdrter, cujo sinal visivel ¢é wutilizado para indicar a
ligacao da segunda espécie de proteina tau.

Alternativamente, a deteccao de ligacao pode ser
efectuada com um segundo anticorpo capaz de se ligar a um
primeiro anticorpo especifico de tau nado marcado. Neste caso,
o segundo anticorpo € ligado a uma molécula repdrter.

"Molécula repdrter", tal como se utiliza no presente
fasciculo significa uma molécula dque pela sua natureza
quimica, proporciona um sinal analiticamente detectavel que
permite a deteccdo de anticorpo ligado ao antigénio. A
deteccdo tem de ser pelo menos relativamente quantificavel,
para permitir a determinacdo da guantidade de antigénio na
amostra, esta pode ser calculada em termos absolutos ou pode
ser feita em comparacao com um padrao (ou série de padrdes)
contendo um nivel normal conhecido de antigénio.

As moléculas repdérter mais vulgarmente utilizadas neste
tipo de ensaio sao enzimas ou fluordforos. No caso de um
imunocensaio enzimdtico uma enzima € conjugada com o segundo
anticorpo, frequentemente através de glutaraldeido ou
periodato. Tal como serd prontamente reconhecido, no entanto,
existe uma grande variedade de diferentes técnicas de
conjugagao, dque sao bem conhecidas dos artesdos peritos.
Enzimas vulgarmente utilizadas incluem a peroxidase de rabano,

glicose-oxidase, P-galactosidase e fosfatase alcalina, entre
outras.

Os substratos a serem utilizados com as enzimas
especificas sdo geralmente escolhidos para a producdo, apds
hidrélise pela enzima correspondente, de uma mudanca de cor
detectdvel. Por exemplo, o p-nitrofenilfosfato é adequado para
utilizar com conjugados de fosfatase alcalina; para conjugados
de peroxidase, sao frequentemente utilizados 1,2-
fenilenodiamina ou tetrametilbenzidina. E também possivel
empregar substratos fluorogénicos, que produzem um produto
fluorescente em vez dos substratos cromogénicos apontados

acima. Em todos os casos, o anticorpo marcado com enzima é
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adicionado ao complexo de proteina tau correspondente e
deixa-se que se ligue ao complexo, depois o reagente em
excesso € lavado. Uma solucao contendo o substrato apropriado,
perdéxido de hidrogénio, ¢é entdo adicionada ao complexo
tercidrio de anticorpo-antigénio-complexo marcado. O substrato
reage com a enzima ligada ao anticorpo, dando um sinal visual
qualitativo, que pode ainda ser quantificado, normalmente
egspectrofotometricamente, para dar uma avaliacdao da quantidade
de antigénio que estd presente na amostra de soro.

Alternativamente, compostos fluorescentes, tais como
fluoresceina ou rodamina, podem ser conjugados guimicamente
com oOs anticorpos sem alterar a sua capacidade de ligacgéo.
Quando activados através de iluminacao com luz de um
determinado comprimento de onda, © anticorpo marcado com
fluordécromo absorve a energia luminosa, induzindo um estado de
excitabilidade na molécula, seguido de emissdo da luz a um
comprimento de onda maior caracteristico. A emissao aparece
como uma cor caracteristica visualmente detectdavel com um
microscdépio oéptico. Tal como no imunoensaio enzimdtico (EIA),
deixa-se que o anticorpo marcado com fluorescéncia se ligue ao
primeiro complexo anticorpo-tau-péptido. Apds lavagem do
reagente nao ligado, o complexo terndrio restante ¢é entao
exposto a luz do comprimento de onda apropriado e a
fluorescéncia observada indica a presenca do antigénio.

Noutra concretizacao preferida, a segunda espécie de
proteina tau que é adicionada em fase liquida juntamente com
uma substédncia de teste pode ser ligada a uma molécula
repdrter tal como mencionado acima. A segunda espécie de tau
pode ser directamente modificada (p. ex. marcada com um
marcador radioactivo ou enzimaticamente detectavel) ou
conjugada (p. ex. com um fluordforo) num dominio da molécula,
por exemplo o segmento N-terminal, que se sabe nao estar
envolvido no local de ligacao tau-tau de elevada afinidade e
deste modo ela prédpria funciona tanto como ligando no ensaio
de ligacado tau-tau como molécula repdrter.

Uma concretizacao particular preferida da ©presente
divulgacdo estd descrita em pormenor no Exemplo 1.
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Os anticorpos ou fragmentos destes utilizados no método
da presente divulgacdo podem ser ©produzidos através de
técnicas convencionais, i.e. o0s anticorpos monoclonais que sao
selectivos para epitopos de tau podem ser preparados através
do método de Ko&hler e Milstein. 0Os anticorpos monoclonais
adequados para epitopos de tau podem ser modificados através
de métodos conhecidos para proporcionar fragmentos Fab ou
fragmentos (Fab')2, concretizacdes de anticorpos quiméricos,

humanizados ou de cadeia uUnica.

Exemplos de anticorpos monoclonais Uteis para medir a
afinidade de ligacdo na interaccgdo tau-tau e para demonstrar a
relacgdao imunoquimica entre a ligagdo demonstrada in vitro e a

que ocorre no cérebro humano sao apresentados no seguinte:

Anticorpos monoclonais que reconhecem um epitopo de tau
N-terminal ou C-terminal permitem a medicdo da ligagadao entre
espécies de tau truncadas e inteiras. Especialmente uteis sao
os anticorpos que reconhecem epitopos especificos humanos. Um
anticorpo monoclonal (designado AK 499) reconhece um epitopo
especifico humano situado na regido entre Gly-16 e Gln-26 de
tau e deste modo permite também a medicdo da ligacdo entre
espécies de tau inteiras, desde que uma seja derivada de uma
fonte nao humana (Lai (1995) “The role of abnormal
phosphorylation of tau protein in the development of
neurofibrillary pathology in Alzheimer's disease”. Tese de
Doutoramento, Universidade de Cambridge). O anticorpo 342
reconhece um epitopo de tau genérico nao especifico de uma
espécie situado entre Ser-208 e Asn-265 (Figura 21, SEQ 1ID
No: 4) que é parcialmente ocludido no decurso da interacgéao
tau-tau (Lai, loc. cit.).

Outros anticorpos utels foram ja& descritos: o anticorpo
423 reconhece tau truncada no terminal C em Glu-391 (Novak et
al. (1993), loc. cit.). Este truncamento ocorre naturalmente
no decurso da agregacao de PHF na doenca de Alzheimer (Mena et
al. (1995), (1996), loc. cit.; Novak et al. (1993), loc. cit.;
Mena et al. (1991), loc. cit.). O mesmo truncamento C-terminal
pode ser demonstrado in vitro apds ligacdo da tau inteira a um
fragmento de tau truncado terminando em Ala-390, que nao é
reconhecido por mAb 423 (Novak et al. (1993) loc. cit.),
seguido de digestdo com a protease de largo espectro, Pronase
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(Figura 16). Nesta configuracadao, a unica fonte possivel de
imunorreactividade a mAb 423 é da digestdo de tau inteira
ligada e pode-se demonstrar que 1sto aumenta de um modo
dependente da concentracdao com o aumento de Pronase (Figura
16). Isto demonstra que a conformacao molecular da interaccéao
de ligagdo tau-tau criada in vitro corresponde precisamente a
gque ocorre no cérebro e assim gque a inibigdo selectiva da
ligacao demonstrada in vitro pode ser generalizada ao cérebro

humano.

O anticorpo 7.51 reconhece um epitopo de tau genérico
situado na antepentltima repeticado de tau (Novak et al. (1991)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 5837-5841), que é ocludido
quando tau se liga numa configuracdo imunoquimica semelhante a
PHF mas que pode ser exposto apds tratamento com acido fdérmico
(Harrington et al. (1990), (1991), loc. cit.; Wischik et al.

(1995a), loc. cit.). A tau soluvel normal ou a tau ligada a
microtubulos pode ser detectada por mAb 7.51 sem tratamento
com acido fdérmico (Harrington et al. (1991), loc. cit.;
Wischik et al. (1995a), loc. cit.). A ligacao de tau inteira

no ensaio de 1ligacdo tau-tau estd associada com a ocluséo
parcial do epitopo de mAb 7.51.

Foram identificadas fenotiazinas que ©produziram uma
inibicdo da ligacgdo com uma K; de 98-108 nM (Figura 19). Uma
inibicdo de 20% pode ser demonstrada a uma razao molar de 1:1
em relacdo a tau e uma maior inibicdo € aproximadamente linear
na gama de uma razao molar de até 10:1. Estas constatacgdes séao
consistentes com as seguintes suposicdes: a ligacao tau-tau é
determinada por um numero finito de locais de ligacao
saturdvels e € assim especifica; ndo existe cooperatividade,
i.e. que a ligagdo de uma molécula de tau nao influencia a
ligacao de mais outra molécula de tau ao local no qual ocorre
inibicao; a ligacdo €é reversivel e estd num estado de
equilibrio din&mico no qual a ligacdo ¢é determinada apenas
pela concentracdo e afinidade de ligacéao.

Dado que a regidao das repeticdes em cadeia de tau
funciona normalmente como dominio de ligacdo a tubulina e que
a mesma regido da molécula contém também o local de captura de
tau de elevada afinidade responsavel pela agregagao de PHF,
apenas seria possivel considerar uma intervengdao farmacéutica
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para evitar a ligacdo patoldégica de tau se pudesse ser
demonstrada uma diferenca molecular mais subtil entre os dois
tipos de 1ligacdo, o gque permitiria inibicédo selectiva da
interaccado patoldégica tau-tau sem inibicdo da ligacgcao normal
tau-tubulina, uma vez que muitos processos celulares normais,
incluindo particularmente o transporte axdédnico das vesiculas
sindpticas (Okabe e Hirokawa (1990) Nature, 343: 479-482) sao
dependentes da capacidade da célula para manter a tubulina no
estado polimerizado. Experiéncias anteriores demonstraram
diferencas 1imunoquimicas (oclusdao do epitopo de mAb 7.51 na
interaccdo de ligacadao tau-tau, mas sem oclusdao na interaccao
de ligagdo tau-tubulina; Harrington et al. (1991) loc. cit.;
Novak et al. (1991) loc. cit.) e diferencas moleculares (a tau
ligada numa configuracdo semelhante a PHF mostra uma mudancga
de fase de 14/16 residuos de aminodcidos em relacdo a
organizagdo normal segmento de ligacgcdo a tubulina/segmento de
ligacdao do dominio de 1ligacdo a tubulina gque pode ser
demonstrada através de locais de clivagem proteolitica N- e C-
terminais caracteristicos (Novak et al. (1993), loc. cit.;
Figura 3). Surpreendentemente, estas diferencas podem também
proporcionar uma base para discriminacgéao farmacéutica
utilizando pequenas moléculas dentro de classes farmacéuticas
bem estabelecidas. Em particular, os efeitos das fenotiazinas
que se mostrou inibirem a associacdo patoldégica tau-tau foram
testados para inibicdo da ligacdo normal tau-tubulina.
Essencialmente nao se pbde demonstrar qualquer inibicao da
ligacao até uma razao molar de 1000:1 em relacgdo a tau (Figura
20). Apesar disso, mostrou-se também que a hiperfosforilacéao
de tau, que se mostrou inibir a interaccdo de ligacao tau-
tubulina, produz wuma inibicdoc compardvel neste ensaio de
ligagao tau-tubulina (Lai, loc. cit.). Assim, 0s compostos
proporcionados pelo presente invento que inibem a associacgao
patoldgica tau-tau ndo inibem a ligagdo normal de tau a
tubulina. Isto representa a constatacdo critica do presente
invento, uma vez qgue demonstra que a praticabilidade técnica
para identificar compostos com base no sistema de pesquisa
aqui descrito que pode distinguir farmaceuticamente entre a
ligacao patoldégica da regido de repeticdes em cadeia no PHF e
a ligacdao normal da regidao de repeticdes em cadeia na
interaccédo tau-tubulina.
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A Unica proteina associada a microtubulos identificada
até agora dentro da parte central de PHF é a proteina tau.
Apesar disso, a agregacao de PHF no compartimento
somatodendritico onde a proteina associada a microtubulos
predominante ¢é MAP2 (Matus, A. Em “Microtubules” (Hyams e
Lloyd, eds.) pags. 155-166, John Wiley and Sons, NY). As
isoformas de MAP2 sdo quase i1dénticas a proteina tau na regido
de repeticdes em cadeia, mas diferem substancialmente na
sequéncia e extensdo do dominio N-terminal (Figuras 25 e 26,
SEQ ID No: 9 e 10). Tal como mostrado no Exemplo 3, a
agregacado na regidao de repeticdes em cadeia ndo € selectiva
para a sequéncia de aminodcidos central especifica de tau e a
actividade inibidora de inibidores de fenotiazina tais como

tionina nao é dependente de sequéncias uUnicas para tau.

Adicionalmente, a presente divulgacao refere-se também
aos métodos in vivo correspondentes. Estes métodos referem-se
a pesquisa de agentes gue modulem ou inibam a associacéo
patoldgica tau-tau caracterizados pelo contacto de uma linha
celular transfectada com proteina tau ou um derivado desta
contendo o fragmento central de tau ou com um vector capaz de
expressar uma proteina tau ou um derivado desta contendo o
fragmento central de tau com um agente suspeito de ser capaz
de modular ou inibir a associacao tau-tau seguido de deteccgao
da viabilidade da 1linha celular e/ou da morfologia da 1linha
celular.

Os Exemplos 4 e 5 revelam gue os fibroblastos séao
completamente vidvels quando expressam proteina tau inteira
transgénica e que a distribuicdo no citoesqueleto da proteina
tau inteira transgénica nédo é perturbada pela cultura das
células com um potente inibidor da ligacdao tau-tau. A
fenotiazina tionina nao parece ter toxicidade intrinseca
substancial. Mas os fibroblastos ou ndo sdo viaveis ou mostram
anomalias morfoldgicas grosseiras gquando expressam a unidade
de tau <central transgénica do @ PHF. A frequéncia de
transfectantes vidveilis e o nivel de expressdo da tau truncada
aumentam de um modo dependente da dose crescendo as células em
tionina apdés a transfeccdo. Os transfectantes viadveis que
expressam a tau truncada sdo dependentes de tionina e revertem
para formas anormais com baixa viabilidade apds a sua
retirada.
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Estas constatacdes substanciam portanto num sistema de
células nado neuronais as principais constatacdes do presente
invento, nomeadamente: que elevados niveis de tau central de
PHF dentro da célula sao tdxicos; que esta toxicidade pode ser
revertida por compostos que sejam inibidores selectivos da
interaccédo de ligacédo patoldgica tau-tau; e que tais compostos
ndo rompem a ligag¢do normal de tau a tubulina in vivo. Estas
constatacgdes sao generalizaveis a outros modelos
experimentais, incluindo sistemas de transfeccaoc indutiveis e
transfeccdo directa de células com proteina tau truncada.

Embora os resultados anteriores apoiem a utilizacgao de
inibidores da ligacdo tau-tau na reversao da toxicidade da
unidade de tau truncada, ¢é desejavel estabelecer modelos
neuronais destes processos. Em geral, as linhas celulares de
neuroblastoma sofrem complexas mudancgas do citoesqueleto no
decurso da diferenciacdao que dependem de um equilibrio entre o
desenvolvimento da rede de microtibulos e um correspondente
desenvolvimento da rede de neurofilamentos. Pensa-se que as
proteinas associadas a microtibulos de maior peso molecular

(MAP1A, MAP1B) proporcionam pontes cruzadas entre estes
sistemas citoesqueléticos (Schoenfield et al. (1989) J.
Neurosci. 9: 1712-1730). Sabe-se que a interferéncia directa

no sistema de microtubulos com agentes de despolimerizacao
(Wisniewski e Terry (1967) Lab. Invest. 17: 577-587) ou
aluminio (Langui et al. (1988) Brain Res. 438: 67-76) resulta
em colapso dos filamentos intermédios com formacdo de espirais
caracteristicas no citoplasma (Wischik e Crowther (1986), Br.
Med. Bull. 42 51-56) . Pode-se observar a ocorréncia
espontdnea de uma agregacdo semelhante do citoesqueleto de
neurofilamentos em linhas celulares de neuroblastoma gque nao
se conseguem diferenciar. O papel das MAP na formacao destes
agregados nao ¢€é actualmente compreendido. No entanto, a
formacdo, acentuacdo e inibicdo destes agregados representam
marcadores indirectos da capacidade do citoesqueleto
microtubular para se associar com e transportar o}
citoesqueleto de neurofilamentos em neurites formadas de novo.

Os Exemplos 6 e 7 revelam que inibidores de fenotiazinas
como a tionina nédo sdo tdxicos para linhas celulares neuronais

a concentragdes até 2 UM e a tionina nado interfere com a
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incorporagado de proteina tau transgénica na rede de
microtibulos enddbgena. Estas fenotiazinas sdo necessdrias para
produgao de linhas celulares neuronais vidveis apds
transfeccdo estavel com um plasmideo que expresse tau
truncada. Para além disso, a expressao constitutiva de tau
truncada acentua a formacgcao de agregados de pNFH, enquanto que
a ultima é inibida pela expressao de tau inteira. A formacao
de agregados citoplasmaticos de PNFH é inibida por
fenotiazinas tais como tionina e a incorporacéao de

imunorreactividade de pNFH em processos neuronais é facilitada
por estes compostos.

Estas constatacgdes demonstram gue a transfecgdo estavel
de linhas celulares neuronais com tau truncada é inerentemente
toéxica e, através da desestabilizacéao do sistema de
microtubulos em células sobreviventes, resulta na formacdo de
presumiveis agregados de neurofilamentos gque deixam de ser
transportados para neurites em desenvolvimento. Estes efeitos
podem ser inibidos por um composto seleccionado pela sua
capacidade de Dbloquear a agregagao tau-tau 1in vivo e esta
accao é presumivelmente mediada por um efeito permissivo na
expressdo de tau enddgena ou outras MAP necessdrias para
estabilizar os microtubulos. As fenotiazinas tais como a
tionina tém também a capacidade inesperada de bloguear a
agregacao de neurofilamentos em células nédo transfectadas,
facilitando a diferenciagao neuronal ou inibindo directamente
a formacdo de agregados de neurofilamentos. Em adicdo a sua
potencial utilidade na prevencao de agregacdao de tau na doenca
de Alzheimer, tais compostos podem ter potencial utilidade
adicional no tratamento de doengas caracterizadas @ por
agregacao patoldgica de neurofilamentos, tal como doencga dos
neurdénios motores e doenca do corpo de Lewy. Verificou-se que
ratinhos transgénicos que sobre-expressam subunidades de
neurofilamentos desenvolviam agregados de neurofilamentos
selectivamente nos grandes neurdénios motores que sofrem
degeneracao, conduzindo a desperdicio muscular e fraqueza
(Cote et al. (1993) Cell 73: 35-46; Xu et al. (1993) Cell 73:
23-33). Outros disturbios neurodegenerativos, doenca de Pick e
Paralisia Supranuclear Progressiva, mostram acumulacao de
agregados patoldgicos de tau truncada respectivamente no Girus
Dentado e em células piramidais em estrela do neocdrtex. Os
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compostos que foram descritos tém também utilidade nestes
disturbios neurodegenerativos.

De acordo com 1isto, a presente divulgacdo refere-se
especialmente ao método in vivo de cima em que a referida
linha celular ¢é de preferéncia um fibroblasto ou uma linha
celular neuronal, sendo mais preferivel uma linha celular de
fibroblastos 3T3, uma PC-12 ou uma NIE-115. Estas linhas
celulares sao transfectadas de preferéncia com uma proteina
tau truncada, contendo pelo menos a unidade central de tau. A
expressao da proteina tau pode estar sob controlo constitutivo
ou indutivel ou a espécie de proteina tau pode ser
directamente transfectada.

O presente invento refere-se a compostos que modulam ou
inibem a associacdo tau-tau tal como obtidos através de
qualquer método acima descrito.

Com base nos resultados de cima, o presente invento
proporciona também a utilizacao de fenotiazinas de férmula:
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em que:

Ri1, Rz, Rs, Rg, R; e Ry sdao seleccionados independentemente
a partir de hidrogénio, halogéneo, hidroxi, carboxi,
alguilo, haloalquilo ou alcoxi substituidos ou néao
substituidos;

Rs, cada Rip e cada Ri1 sao, independentemente,
seleccionados a partir de hidrogénio, hidroxi, carboxi,

alguilo, haloalquilo ou alcoxi substituidos ou néao
substituidos;

e seus sals farmaceuticamente aceitédveis,

para utilizacdo na profilaxia ou tratamento de uma doencga
neurodegenerativa de agregacdo patoldgica tau-tau por inibicao
da referida associacdo patoldgica tau-tau sem inibicdao da
ligagcao normal tau-tubulina.

O termo "alquilo"™ tal como aqui se utiliza refere-se a
grupos lineares ou ramificados, de preferéncia possuindo de um
a oito, sendo preferivel um a seis, &tomos de carbono. Por
exemplo, "algquilo" pode referir-se a metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo,
pentilo, isopentilo, terc-pentilo, hexilo, iso-hexilo e
semelhantes. Substituintes adequados para os grupos alquilo
substituidos wutilizados no presente invento incluem grupos
mercapto, tioéter, nitro, amino, ariloxi, halogéneo, hidroxi e
carbonilo bem como arilo, cicloalgquilo e grupos heterociclicos
ndao arilo.

Os termos "alcoxi" referem-se a grupos tal como definido
acima como grupos algquilo, conforme seja o caso, Jue possuem
também um atomo de oxigénio interposto entre eles e o residuo
do substrato ao qual estdo unidos.
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O termo "haloalquilo" representa uma cadeia de alquilo
linear ou ramificada possuindo um a quatro &atomos de carbono
com 1, 2 ou 3 atomos de halogéneo ligados a este. Grupos
haloalquilo tipicos incluem clorometilo, 2-brometilo,
l-cloroisopropilo, 3-fluoropropilo, 2,3-dibromobutilo, 3-
cloroisobutilo, i1odo-t-butilo, trifluorometilo e semelhantes.

O "halogéneo" representa fltor, cloro, bromo ou iodo.

Alguns compostos do presente invento possuem um ou mais
atomos de carbono substituidos assimetricamente e existem
portanto em formas racémicas e opticamente activas. Pretende-
se que o presente invento englobe as formas racémicas dos
compostos bem como qualquer uma das formas opticamente activas
destes.

Os sais de adicdo &acida farmaceuticamente aceitdveis séo
formados entre compostos Dbdasicos de fdérmula (I) e A&cidos
inorgédnicos, p. ex. 4dcidos halidricos tais como acido
cloridrico e acido bromidrico, &acido sulfurico, acido nitrico,
dcido fosférico, etc., ou 4&acidos orgadnicos, p. ex. acido
acético, é&cido citrico, &cido maleico, A&acido fumdarico, 4&acido
tartdrico, &cido metanossulfdénico, &cido p-toluenossulfdnico,

etc.
Sao especialmente preferidas as seguintes fenotiazinas:
a) Azul de Toluidina O

CHa
~
LI

N*(CHa)2

4O S!

NH

JS OO\
{CH3)aN S

cr

b) Tionina

c) Azul Azure A

NHeHCI
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d) Azul Azure B
N
CHg)aN S
(CHg)a NCHyoHC!
e
e) 1,9-Dimetil-Azul de Metileno
CH3 CHa
N
(CHalaN S N*(CHa)z
cr

Os compostos preferidos, uteis para o Dblogqueio da
associacdo patoldgica tau-tau, de preferéncia fenotiazinas
(Figuras 23 e 24), sao caracterizados por um coeficiente de
ligagao de menos de 0,4 e auséncia de inibicdo no ensaio de
ligagcao tau-tubulina, de preferéncia até uma razao molar de
1000:1 em relacdo a concentracdo molar de tau.

As fenotiazinas do presente invento s&o conhecidas na
arte e podem ser fabricadas através dos processos referidos em
textos padrao (p. ex. Merck Manual, Houben-Weyl, Beilstein E
ITI/Iv 27: 1214 ff, J. Heterocycl. Chem. 21: 613 (1984),
etc.).

Os compostos da férmula de cima, seus sais
farmaceuticamente aceitdveis ou outros compostos que @se
verifique terem as propriedades definidas nos ensaios
proporcionados, podem ser utilizados como medicamentos apds
mais testes de toxicidade (p. ex., na forma de preparacdes
farmacéuticas). A utilizacao farmacéutica anterior de azul de
metileno numa grande variedade de indicac¢des médicas foi
descrita, incluindo o tratamento de meta-hemoglubinemia e a
profilaxia da psicose maniaco-depressiva (Naylor (1986) Biol.
Psychiatry 21: 915-920) e a penetracao no SNC apds
administracdao sistémica foi descrita (Miller (1992) Acta Anat.
144: 39-44). A producadao de Azure A e B ocorre como produtos
normais de degradacado metabdlica do azul de metileno (Disanto
e Wagner (1972a) J. Pharm. Sci. 61: 598-602; Disanto e Wagner
(1972b) J. Pharm. Sci. 61: 1086-1094). A administracao de
farmacéuticos pode ser efectuada parentericamente tal como
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oralmente, na forma de comprimidos, comprimidos revestidos,
drageias, cdapsulas de gelatina duras ou macias, solucgdes,
emulsdes ou suspensdes), nasalmente (p. ex. na forma de
vaporizadores nasails) ou rectalmente (p. ex. na forma de
supositérios). No entanto, a administragdao pode também ser
efectuada parentericamente tal como intramuscularmente ou
intravenosamente (p. ex. na forma de solugdes injectaveis).

Para o fabrico de comprimidos, comprimidos revestidos,
drageias e céapsulas de gelatina duras os compostos de
férmula I e o0s seus sals de adicdo &cida farmaceuticamente
aceitaveis podem ser processados com excipientes
farmaceuticamente inertes, inorgédnicos ou orgdnicos. Podem ser
utilizados lactose, amido de milho ou derivados destes, talco,
dcido estedrico ou o0s seus sails, etc., por exemplo, como tais
excipientes para comprimidos, drageias e céapsulas de gelatina
duras.

Os excipientes adegquados para capsulas de gelatina macias
sao, por exemplo, &leos vegetails, ceras, gorduras, polidis
semi-sdélidos e liquidos, etc.

Os excipientes adequados para o fabrico de solugdes e
xaropes sdo, por exemplo, 4&gua, polidis, sacarose, acucar
invertido, glicose, etc.

Os excipientes adequados para solucgdes injectdveils sdo,
por exemplo, agua, polidis, glicerol, déleos vegetais, etc.

Os excipientes adequados para supositdérios sdo, por
exemplo, &leos naturais ou endurecidos, <ceras, gorduras,
polidis semi-sélidos ou liquidos, etc.

Para além disso, as preparacdes farmacéuticas podem
conter agentes conservantes, solubilizantes, substédncias que
aumentam a viscosidade, agentes estabilizadores, agentes
humidificadores, agentes emulsionantes, agentes adocantes,
agentes corantes, agentes aromatizantes, sais para variar a
pressao osmdética, tampdes, agentes de revestimento ou
antioxidantes. Podem também conter ainda outras substancias
terapeuticamente valiosas.
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De acordo com o invento os compostos com a férmula de
cima e seus sais farmaceuticamente aceitdveis podem ser
utilizados no tratamento ou profilaxia da doencga de Alzheimer,
por inibicdo da associacao patoldgica tau-tau. A dosagem pode
variar dentro de amplos limites e sera, evidentemente,
adaptada aos requisitos individuais em cada caso particular.
Em geral, no caso de administragadao oral deve bastar uma
dosagem diadria de cerca de 50 mg a cerca de 700 mg, de
preferéncia cerca de 150 mg a cerca de 300 mg, divididos de
preferéncia em 1-3 doses unitdrias, gque podem, por exemplo,
ser da mesma quantidade. Serd, no entanto, notado que o limite
superior dado acima pode ser excedido quando se verificar ser
indicado.

O presente invento pode ser mais bem compreendido quando
for lido em conjunto com as Figuras anexas:

Figura 1: Representacao da 1ligacdao da proteina tau a
microtubulos (modificada segundo Butner e Kirschner, Iloc.
cit.).

Figura 2: Representacdo esquemdtica das isoformas da
proteina tau, com as sequéncias de aminodcidos e de ADNc
correspondentes mostradas na Figura 21. O dominio N-terminal
de 252 residuos contém uma ou duas insercg¢des que adicionam
mais 58 residuos ("1", "2"), seguido por uma regido de
repeticdes em cadeia de 93-125 residuos contendo 3 ou
4 repetigbes e uma cauda C-terminal de 64 residuos. Os
fragmentos de tau 1solados de preparacdes enriquecidas na
parte central de PHF resistente a proteases sao designados
"F5.5" e consistem numa mistura de espécies derivadas de ambas
as isoformas de 3 e 4 repeticgdes, mas englobando 93—
95 residuos, o equivalente a 3 repeticdes, de fase deslocada
em 14-16 residuos em relacdo a organizacdo normal da cadeia da
regido de repeticdes em cadeia. Todas as espécies de F5.5 e a
tau normal sdao reconhecidas por mAb 7.51, mas mAb 423
reconhece apenas os fragmentos F5.5 que terminam em Glu 391.
Sao também mostradas as posicdes dos epitopos para os mAb 499,
AT8 e 342.

Figura 3: A andlise da sequéncia N-terminal do fragmento
de 12 kDa F5.5 libertado das preparacdes da parte central de
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PHF revelou a presenca de 6 péptidos distintos que podem ser
agrupados em 3 pares derivados das isoformas de 3 repeticdes
(A: repetigbdes 1-3; SEQ ID No: 1) ou 4 repetigcdes (B:
repeticdes 1-3; SEQ ID No: 2, ou C: repeticdes 2-4; SEQ ID No:

3) (Jakes et al., loc. cit.). A imunorreactividade a mAb 423
serve para definir uma fronteira C-terminal em Glu-391
(mostrada através de uma seta, Novak et al. (1993), Iloc.
cit.). As fronteiras N- e C-terminais servem assim para

definir um faseamento da regiao de repetigdes em cadeia dentro
da parte central de PHF que é deslocada em 14-16 residuos em
relacdo as repeticdes com homologia de sequéncia. Esta unidade
minima de tau da parte central de PHF resistente as proteases
tem 93/95 residuos de comprimento o que € precisamente
equivalente a 3 repeticgdes. As fronteiras desta unidade estao
também fora de fase em relacdo aos dominios de 1ligacao a
tubulina propostos por Butner e Kirschner (loc. cit.), gue sao

mostrados sublinhados.

Figura 4: Teor total de proteina tau em controlos e na
doenga de Alzheimer. A tau soluvel normal (branco) é a forma
predominante verificada nos controlos, enguanto que na doenca
de Alzheimer, a forma predominante de tau estd polimerizada em
PHF (preto).

Figura 5: Mudangas na tau soluvel, tau fosforilada e
contagem de emaranhados durante os estéddios iniciais da doenca
de Alzheimer (Lai et al. (1995), loc. cit.). A acumulacado de
tau ligada a PHF €& mostrada no eixo horizontal. 1Isto &
acompanhado por uma perda relativa da tau soluvel normal. A
primeira aparicdo de tau fosforilada estd intimamente ligada a
primeira aparicdo de emaranhados. No entanto, ambos aparecem
apenas apds ja ter ocorrido uma redistribuicdo substancial de
tau da fase soluvel para a polimerizada.

Figura 6: Taxas calculadas da transferéncia de nova
sintese de tau para um banco de tau soluvel (a), e de tau
soluvel para o banco de ligada a PHF (b) em estadios iniciais
da doenca de Alzheimer (Lai et al. (1995) loc. cit.). A medida
que o nivel de tau soluvel cail abaixo de 580 pmol/g, é
progressivamente necessaria mais nova sintese de tau para
manter o passo com a taxa de producgdo de PHF e isto parece ser
regulado através de um modo de retroaccdo negativa em relacao
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ao nivel ambiente da tau soluvel (a). A taxa de transferéncia
de tau soluvel para PHF é geométrica em relacdo ao nivel
ambiente de PHF-tau (b).

Figura 7: Cendrio hipotético para transformacdao de
proteina tau em PHF na doenga de Alzheimer. Uma vez a tau
imobilizada e truncada, €& exposto um local de captura
patoldgica de tau de elevada afinidade. Quando € capturada
outra molécula de tau, apenas € possivel uma degradacao
proteolitica parcial, uma vez que a regiao da associacao tau-
tau de elevada afinidade estd protegida de protedlise,
deixando um outro local de captura de tau de elevada afinidade
para a captura de outra molécula de tau. A redistribuicao do
banco de proteina tau soluvel para a fase 1ligada a PHF
truncada € autocatalitica, mediada pela captura repetitiva de
tau de elevada afinidade e protedlise parcial.

Figura 8: Configuracadao do ensaio de 1ligacao de tau no
qual é medida a ligacao de duas unidades truncadas. A espécie
que termina em Ala-390 ("a") ¢é primeiro wutilizada para
revestir a placa de ELISA (em tampao carbonato de sdédio:
50 mM, pH 9,6). A seguir, uma segunda espécie de tau truncada
terminando em Glu-391 ("e") & incubada em varias condicdes de
tampao mostradas na Figura 9. Apenas a espécie "e" ¢é
reconhecida por mAb 423 e assim a imunorreactividade a mAb 423
mede apenas a tau que é ligada durante a segunda incubacao.

Figura 9: Ligacgado da espécie "e" (0 ou 20 ng/ml) a "a"™ (O

ou 10 ug/ml) em solugéao salina tamponada com fosfato
("normal"), 4&gua destilada ("agua") e tampdo carbonato de
sédio ("carbonato", 50 mM, pH 9,6). O eixo vertical mostra a
imunorreactividade a mAb 423. Nao se detecta

z

imunorreactividade quando a espécie "a" ¢é utilizada como
revestimento sozinha, porgque o mAb 423 nado reconhece "a". Nao
se detecta imunorreactividade quando "e" é incubada sem antes
se plaguear "a". Isto ¢é porgque as condigdes de Dbloqueio
utilizadas evitam a ligacdo ndo especifica de "e" a placa de
ELISA. A imunorreactividade € apenas observada na condicdo em
que "a" e "e" estao ambas presentes, demonstrando a deteccgao
especifica apenas de "e" que foi ligada a "a". Nao se observa
ligacao quando "e" é adicionada em tampdo carbonato de sdédio.
Portanto, esta condicdo representa a condicdao déptima para o
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plagueamento inicial de "a", uma vez que a auto-agregacao é
minimizada nesta condicao.

Figura 10: Configuracdo padrdao para a medicadao da ligacéao

de tau inteira ("t") a unidade de tau central truncada
anteriormente ligada de forma passiva a fase sdlida ("a"). Um
fragmento de tau recombinante ("a") correspondendo a unidade

de tau truncada da parte central de PHF € plaqueado a varias
concentracgdes numa placa de ELISA em condig¢des gue se mostrou
ndao favorecerem a associacao tau-tau (Figura 9). Apds o
bloqueio, a tau recombinante inteira ("t") €& plaqueada em
condigdes que permitem a detecgdo selectiva da ligacgao tau-
tau. A ligacdo ¢é detectada através de um anticorpo apropriado,
que reconhece um epitopo situado prdéximo do terminal N da tau
inteira. Este anticorpo nao reconhece "a"

Figura 11: Determinacdao da Kgq para a ligagcao de tau
inteira ("T40") a unidade de tau central truncada gue termina
em Ala-390 ("a"), utilizando mAb 499 para medir a tau humana
inteira ligada. O eixo horizontal no gradfico superior mostra a
concentracdo de T40 wutilizada e o eixo vertical mostra a
imunorreactividade a mAb 499. Cada curva de ligacao é obtida a
uma concentracao de plagueamento de "a" que € mostrada. Sem
"a", nao existe ligacdo, confirmando a auséncia de ligacao nao
especifica de T40 nas condicdes de ensaio wutilizadas. A
ligacao depende da concentracdo de T40 e da concentracgao de
"a"., A figura inferior mostra a Ky calculada gue corresponde a
cada concentracdo de plagueamento de "a". A medida que a
concentracao de "a" se torna maior, as condigdes de saturacao
sdo assintoticamente alcancadas e 1isto representa a Ky de
saturacdo para a ligacdo de T40 a unidade de tau central
truncada, determinada nesta experiéncia como 22,8 nM.

Figura 12: Utilizando o formato de ensaio padrao mostrado
na Figura 10, com a espécie "a" utilizada como revestimento a
10 wg/ml e T40 adicionada as concentrag¢des mostradas (gama de
0-50 ug/ml), a ligagdo foi medida a pH constate (pH 7,4),
enquanto se variava a concentracadao de cloreto de sddio.
Observa—-se um patamar na vizinhang¢a da concentracdo salina
fisioldégica de 137 mM. A ligacdo é reduzida a concentracgdes
salinas moderadamente baixas e altas, embora a ligacdo se
torne mais favordvel a uma concentracdo salina muito baixa.
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Figura 13: Experiéncia semelhante a mostrada na
Figura 12, mantendo a concentragcdo de cloreto de sdédio
constante a 137 mM, mas variando o pH na gama de 0-10,
mostrando-se a ligacdo em solugao salina normal fisioldgica
tamponada com fosfato ("PBS", pH 7,4) para comparagao. A
ligacao & reduzida a extremos de pH. A ligacdo mostrada foi
detectada pelos mAb 499 e 342.

Figura 14: Conjuntos tipicos de <curvas de ligacgéao
utilizando a unidade de tau central truncada "a" na fase
sélida e incubando tau inteira que foi ("T40P") ou nao ("T40")
fosforilada in vitro utilizando o método de Biernat et al.
(1992) EMBO J. 11: 1593-1597. A Kgq foi reduzida em 10 vezes
através da fosforilagao nesta experiéncia, e embora variando o
estado de fosforilacao nas fases aquosa e sélida
sistematicamente, pode-se mostrar gque o efeito global da
fosforilacdo € de em média 20 vezes a inibicdo da ligacao.
Embora tenha sido proposto por alguns um estado fetal de
fosforilacdao como importante para a determinacdo de 1ligacao
patoldgica tau-tau, mostra-se aqui gque quando a tau fetal de
rato ("POTr") ¢é introduzida na fase aquosa €& incapaz de
ligacao patoldgica a unidade de tau central.

Figura 15: Em contraste com a Figura 14, apds a tau fetal
se ligar passivamente a fase sdédlida, é capaz de se ligar a tau
nao fosforilada inteira. Um conjunto tipico de curvas de
ligagcao ¢é mostrado em A, variando a concentracado de tau
inteira ("T40M™) e tau fetal (PO tau™) nas gamas de
concentracdo mostradas. E mostrada a Ky assintética derivada
em B. Tal como com a ligacdo de tau inteira a unidade de tau
central truncada, a 1ligacdo da tau inteira a tau fetal
imobilizada tem a mesma Ky de 20 nM. Assim a tau fetal, que
ndo se 1liga a tau quando estd presente na fase aquosa
(Figura 14), ¢é convertida numa espécie que se 1liga a tau
simplesmente através de ligacdo passiva a fase sdlida. Assim a
ligacao passiva de tau a uma matriz sdélida expde o local de
captura de tau de elevada afinidade.

Figura 16: Comparacado dos valores de Kg no ensaio de
ligagao tau-tau utilizando a espécie mostrada nas fases agquosa
ou sdélida. A fosforilacdo da tau recombinante inteira
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utilizada na fase aquosa inibe a ligacdao num factor de
10 vezes e a tau fetal/de recém-nascido de rato nado se liga,
tal como mostrado na Figura 14. Quando a tau de recém-nascido
é utilizada na fase sdélida, T40 liga-se com a mesma afinidade
que a unidade central truncada de PHF. A fosforilagao de T40
na fase agquosa produz uma inibicdo de 30 vezes da ligacao. A
hiperfosforilagdo da tau de recém-nascido na fase sdlida inibe
a ligacdo numa extensdo comparadavel e a hiperfosforilacdao em
ambas as fases produz uma inibicdo de 50 vezes da ligacao.
Portanto, ao contrdrio da hipdtese de fosforilacéo, a
fosforilacdo inibe a auto-agregacao patoldgica da proteina tau
em todas as configuracgdes do presente ensaio.

Figura 17: Digestdo proteolitica da proteina tau inteira
agregada. (A) tau inteira (20 pug/ml) foi 1ligada a dGA
(20 uwg/ml) em PBS, lavada e incubada durante 5 min com Pronase

em Aagua as concentracdes indicadas. A imunorreactividade foi
medida com os mAb 342 (“), 499 (o) e 423 (e). (B) tau inteira

(10 Ug/ml) gque se auto-agregou na fase sdlida na auséncia de
dGA foi digerida de forma semelhante e a imunorreacticidade
foi medida com os mAb 342 (“) e 423 (e). Em ambos 0s casos, a
perda de imunorreactividade dependente da concentracdo de
protease com ambos os mAb 499 e/ou 342 ocorreu com a aquisicao
de imunorreactividade ao mAb 423. (C) Os resultados de (A) sao
representados esquematicamente. A dGA truncada, inicialmente
utilizada para revestir a fase sdélida eclodida, liga-se a tau
inteira com elevada afinidade pela interaccdo através da
regido de repeticdes. Ambas as espécies nao tém o epitopo de
mAb 423 antes da digestao. A digestao proteolitica do complexo
(linhas ponteadas) remove a porgao N-terminal da molécula de
tau inteira com perda dos epitopos dos mAb 499 e 342
localizados tal como mostrado. A aquisicao de
imunorreactividade com o mAb 423 indica truncamento da tau
inteira em Glu-391. A extensdao exacta do terminal N do
complexo proteoliticamente estavel é desconhecida, mas exclui
o epitopo de mAb 342 imediatamente adjacente a regido de
repeti¢des e inclui o dominio de ligacgao a tau.

Figura 18: Acumulacao de tau truncada através de captura
repetitiva de tau. Comecando com o fragmento truncado de tau

(dGa, 20 Mdg/ml) na fase sdlida, tau humana recombinante
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inteira (20 Mg/ml) foi ligada, digerida com Pronase (1 ng/ml)
durante 5 min, lavada e a preparacao foi novamente incubada

com mais tau inteira (20 Wg/ml) e novamente digerida. Este
ciclo de 1ligacao/digestdao foil repetido quatro vezes; a
imunorreactividade a mAb 499 foi medida antes e depois e a
mAb 423 medida apenas depois de cada passo de digestdo com
Pronase. (A) A digestdao com Pronase do complexo foi associada
a uma acumulacao crescente de proteina tau truncada em Glu-391
na fase sdélida apds cada ciclo de digestao. (B) A ligacao da
tau inteira foi detectada através do aparecimento de
imunorreactividade para o terminal N de tau (mAb 499), que foi
inteiramente abolida pela digestao com Pronase. No ciclo de
incubacdo subsequente, a capacidade de ligacdo foil aumentada
para a tau inteira incubada a uma concentrag¢doc constante na
fase aguosa. A imunorreactividade crescente a mAb 499 nao pode
ser explicada através de imunorreactividade residual deixada
do ciclo anterior. Assim o complexo proteoliticamente estéavel
deixado apds a digestao com Pronase mantém a capacidade de se
ligar a mais tau e esta capacidade de ligacdo aumenta a medida
que se acumula tau truncada na fase sdlida.

Figura 19: Ligacgdo tau-tau relativa (eixo vertical) na
presenca de concentracoes crescentes de fenotiazinas
inibidoras protdétipo (eixo horizontal). Esta inibig¢do pode ser
expressa em termos de um modelo padraoc de inibicao
competitiva, com uma K; calculada de 98-108 nM. Os
coeficientes de correlacdao para estas aproximacdes sao de 0,99
e sao altamente significativas estatisticamente, tal como
mostrado.

Figura 20: Inibicado selectiva da 1ligacdao tau-tau pela
tionina. A proteina tau truncada foi utilizada a 489 nM em
ambas as fases aquosa e sélida do ensaio tal como na Figura 8
(circulos a cheio). No ensaio de tau-tubulina, tubulina
despolimerizada foi wutilizada como revestimento a 200 nM
(circulos vazios) e a tau foi incubada a 400 nM. Os dados de
ligacao podiam ser descritos matematicamente através de um
modelo padrdo que assume inibicdo competitiva no local de
captura de tau de elevada afinidade. Os wvalores de K; foram
calculados utilizando os valores de Kg obtidos a partir dos
estudos de ligacao correspondentes utilizando tau inteira. Os
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pontos dos dados representam a média de medigdes em
quadruplicado.

Figura 21: Sequéncias nucleotidica e de aminoacidos
prevista de uma isoforma de proteina tau humana (SEQ ID No:
4) . A sequéncia, deduzida a partir do clone de ADNc htau4o,
difere da forma de trés repeticgdes determinada anteriormente
(Goedert et al. (1988), loc. cit.) em 58 aminodcidos extra
inseridos na regido amino-terminal (sublinhado) e na repeticéao
extra de 31 aminodcidos descrita anteriormente (Goedert et al.
(1989), EMBO J. 8: 393-399) (sublinhado). 0Os nucledtidos estao

numerados na direcc¢dao 5'-3'. O clone de ADNc htau40 (Goedert
et al. (1989b), Neuron 3: 519-526) contém a sequéncia de cima
inserida num local Ndel (extremidade 5') e num local EcoRI a

* kK

3' da terminacao do codao ( ).

Figura 22: Sequéncias de aminodcidos e de ADNc da unidade
de tau central de PHF (SEQ ID No: 6; Novak et al. (1993), loc.
cit.) e iniciadores (SEQ ID ©No: 7 e 8) wutilizadas na
construcdo da unidade de tau central preferida.

Figura 23: Classificacdo de compostos por inibicao da
interacgdo tau-tau. A <classificacdo baseia-se na 1ligacgao
normalizada relativamente a observada na auséncia de composto
tomada como a média observada a 1 e 10 ug/ml. Nesta
classificacao, "1" representa uma ligacdo equivalente a
observada na auséncia de composto, enquanto que "0,2" indica
que a ligagcao foi reduzida ©para uma média de 20% a

concentracdes de composto de teste de 1 e 10 Ug/ml. Assim
quanto menor for o numero mais eficaz é o composto na inibicgéo
da ligacdo de e e a. Tal como pode ser observado, as primeiras
cinco fenotiazinas tém coeficientes de ligacadao normalizados de
menos de 0,4. Isto é, a ligagcao observada na gama de 1-

10 ug/ml é menos de 40% da observada na auséncia de composto.

Figura 24: Estruturas quimicas dos compostos testados com
valores para ligacado normalizada de acordo com a Figura 23.

Figura 25: Representacdo esquematica de tau, MAP2 (forma
adulta), MAP2C (forma juvenil) e tau de elevado peso molecular
(verificada no sistema nervoso periférico e em linhas
celulares de neuroblastoma) . Estas proteinas partilham
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dominios de 1ligacdao a microtubulos semelhantes, mas diferem
substancialmente na sequéncia e extensdao do dominio de
projeccdo N-terminal. As formas Jjuvenis de tau e MAP2 tém
apenas 3 das repeticdes em cadeia. Existe também uma forma de
4 repeticbes de MAP2.

Figura 26: Diferencas das sequéncias na regido de
repeticdes em cadeia da tau humana (linha superior; SEQ ID No:
9) e MAP2 humana (linha inferior; SEQ ID No: 10). As setas
verticais mostram os limites do fragmento central truncado de
PHF qgue termina em Glu-391 e o0s segmentos de ligacdo a
tubulina sdo mostrados sublinhados.

Figura 27: O vector de expressao pIF2 é um vector de
expressado eucaridtico baseado em SV40 (pSV2neo; Sambrook et
al. (1989), loc. cit.; SEQ ID No: 11 e 12) modificado para
conter um promotor de P-globina a conduzir a expressdo do ADN
estranho (M.N. Neuberger). Possuil um marcador de resisténcia a
neomicina para seleccdo em Geneticina.

Figura 28: Células fibroblastos 3713 de ratinho
transfectadas com PIF2::T40, gque expressam proteina tau humana
inteira (T40), imunomarcadas através de mAb 7.51 (figura
superior) e mAb 499 (figura inferior). As células formam

apdfises delgadas longas e observa-se que a imunorreactividade
de tau tem também uma distribuig¢ao citoesquelética no
periocarion.

Figura 29: Células fibroblastos 3T3 de ratinho
transfectadas com PIF2::dGAE, que expressam o fragmento
central de tau truncado de PHF qgue termina em Glu-391,
imunomarcadas com mAb 7.51. Linha celular inicial transfectada
e crescida sem tionina. As células sao grosseiramente
anormais, multinucleadas, com vacuolos, contendo agregados de
proteina tau no citoplasma.

Figura 30: Transferéncias de Lipofectina/proteina tau
para células 3T3 transfectadas com PIF2::T40. A sobrevivéncia
celular relativa (normalizada para contagem de células apds
tratamento com Lipofectina sem proteina) ¢é mostrada para
concentracgdes aproximadamente equimolares de tau inteira (T40,
220 nM) e truncada (dGAE, 300 nM), sem (nao sombreado) ou com
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(sombreado) tionina a 3,5 UM. A tau truncada € mals tdxica que
a tau inteira (p = 0,02), apesar do facto de a concentracdes
equimolares, a carga de proteina total ser 5X maior no caso da
tau inteira.

Figura 31: (A) Reversao da toxicidade da tau truncada. A
toxicidade da tau truncada transferida através de Lipofectina
para células 3T3 que expressam tau inteira ¢é dependente da
concentracao. A tionina (linha continua) reverteu
significativamente a toxicidade observada na auséncia de
tionina (linha tracejada) em todas as trés concentracdes de
tau truncada, (B) Experiéncia semelhante na qual foi
transferida tau inteira através de lipofectina para células
3T3 que expressam a inteira. Ambos os efeitos de toxicidade e
da tionina foram muito menos evidentes.

Pretende-se que 0s seguintes Exemplos ilustrem pormenores
do presente invento, sem deste modo limitd-lo de qualquer
modo.

EXEMPLOS
Exemplo 1: Ensaio de ligacgao tau-tau
O ensaio ¢é efectuado numa placa de microtitulo de

96 pocos em PVC, com solucgdes adicionadas e leituras tomadas
em relacao a cada um dos pogcos:

a) E adicionada a cada poco uma solucdo de 50 pl de
péptido tau truncado purificado a concentracgdes varidvels que

variam de 0-50 pg/ml (0, 1, 5, 10, 50 Hg/ml) em tampdo
carbonato de sdédio 50 mM (pH 9,6) e incubada 1 h a 37°C.

b) Os pogos da placa de microtitulo sao lavados 3X com

, ®
agua com ou sem Tween a 0,05%.

c) E adicionada a cada poco uma solucdo de 200 ul de

extracto lacteo a 2% ("Marvel") feita em solugdao salina normal
tamponada com fosfato ("PBS", cloreto de sdédio 137 mM, di-

hidrogenofosfato de potdssio 1,47 mM, hidrogenofosfato



EP 1 067 386/PT
42

dissdédico 8,1 mM, cloreto de potédssio 2,68 mM) e incubada
durante 1 h a 37°C.

d) A placa é lavada tal como em Db).

e) E adicionada a cada poco uma solucdo de 50 Ul de tau
recombinante inteira (T40) na mesma gama de concentracdes que
em a) acima em gelatina a 1%, Tween® a 0,05% em PBS e incubada
durante 1 h a 37°C.

f) A placa é lavada tal como em b).

g) E adicionada a cada poco uma solucdo de 50 ul de
anticorpo monoclonal 499 numa diluicdo de 1/2 do sobrenadante
da cultura de tecidos com extracto lacteo a 2% ("Marvel") em
PBS e incubada durante 1 h a 37°C.

h) A placa é lavada tal como em Db).

i) E adicionada a cada poco uma solucdo de 50 ul do
segundo anticorpo (IgG (H+L) de cabra anti-ratinho purificado
por afinidade com pureza para "blotting"™ conjugado com
peroxidase de rabano - numero de catdlogo Biorad 170-6516)
numa diluicdo de 1/1000 em PBS com Tween® a 0,05% e incubada
durante 1 h a 37°C.

j) A placa € lavada 3X com uma solugao de Tween® a 0,05%

em agua, seguido de uma lavagem simples com agua.

k) A preparacao da solugao de revelacgado de cor é tal como
se segue. Dissolver 10-15 mg de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina
(TMB; numero de catdlogo BCL 784974) em dimetilsuféxido para
uma concentracdo final de 10 mg/ml (solucdo de TMB). Adicionar
10 ml de solugcao-mae de acetato de sdédio (0,5 M, pH 5,0) a
90 ml de 4&gua. Engquanto se agita em remoinho adicionar
lentamente 1 ml de solugdo de TMB seguido de 10 Wl de perdxido
de hidrogénio.

1) E adicionada uma solucdo de 50 MUl de solucdo de TMB a
cada pocgo para revelar a reaccgdo colorida da peroxidase, cuja
taxa de revelacao é lida durante 2 min. a 650 nm, num leitor



EP 1 067 386/PT
43

Molecular Devices Microplate utilizando o pacote de suporte
l6gico Kinetic L1 Softmax.

Exemplo 2: Preparacgao de fragmentos de tau recombinantes

Foi <criado ADNc de tau utilizando protocolos padrao
(Sambrook, et al., loc. cit.) a partir de ARNm isolado de
tecido cerebral de um doente de Alzheimer cujo tecido foi
obtido 3 h apds a morte. A biblioteca de ADNc foi pesquisada
com sondas oligonucleotidicas de 17-mero sintéticas derivadas
da sequéncia de parte de uma proteina central de PHF (Goedert
et al. (1988), 1loc. cit.). Os clones de ADNc inteiros foram
subclonados no local EcoRI de Ml3mpl8 e foi wutilizada
mutagénese dirigida ao local para introduzir um local Ndel no
contexto do coddo iniciador. Apds clivagem com Ndel e ECORI,
os fragmentos de ADNc resultantes foram subclonados a jusante
do promotor da ARN-polimerase T7 no plasmideo de expressao
PRK172 cortado com Ndel/EcoRI (McLeod et al. (1987) EMBO J. 6:
729-736). pRK172 é um derivado de pBR322 que é propagado num
numero muito elevado de cdépias em E. coli devido a remocado da
regidao de controlo do numero de cdédpias de pBR322. 0O plasmideo
possui um gene de resisténcia a ampicilina para seleccgao de
clones recombinantes.

Foram preparadas construcgdes que codificam para formas
truncadas de tau a partir de ARNm tal como descrito em Novak
et al. (1993) loc. cit.). O ARNm foi utilizado como molde para
a reacgcao em cadeia da polimerase (RCP) (PCR) wutilizando
iniciadores oligonucleotidicos especificos. O iniciador com
sentido continha um local Ndel e o anti-sentido, um local
EcoRI. Os fragmentos de PCR foram subclonados em pRK172 tal
como descrito acima. Os iniciadores utilizados para construcao
de dGAE sao dados na Figura 22. A autenticidade de todos os
fragmentos de ADN utilizados para expressao foi confirmada
através de sequenciacdo completa de ambas as cadeias.

Os detalhes para a construcgcao de ADNc de htau40 ("T40M)
estdo descritos em Goedert et al. (1989) loc. cit.. Esta
sequéncia é a maior forma de tau verificada no SNC e codifica
proteina tau que contém ambas as 2 insergdes N-terminais de
29 aminodcidos cada e uma repeticdo extra de 31 aminodcidos no
dominio de 1ligagdo a tubulina. A sequéncia de ADN e a sua
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sequéncia de aminodcidos prevista sdo mostradas na Figura 21
(SEQ ID No: 4).

Foram utilizados plasmideos recombinantes para
transformar E. coli BL21 (DE3), uma estirpe utilizada para
expressao procaridtica que possui uma cdépia cromossdmica do
gene da ARN-polimerase T7 de bacteridfago sob controlo do
promotor lacUV5 (Studier e Moffat (1986), J. Mol. Biol. 189:
113-130) . Foram induzidas culturas em crescimento exponencial
com IPTG (isopropiltiogalactdsido) durante 3 h.

A purificagao em larga escala (1 litro de cultura
bacteriana) de fragmentos de tau foi efectuada tal como
descrito por Goeder e Jakes (1990, EMBO J. 9: 4225-4230), com
pequenas modificacgdes. As células foram destruidas através de
congelacao réapida do sedimento celular em azoto liquido. Os
sedimentos foram entdo suspensos em tampdo contendo PIPES
50 mM, ditiotreitol 1 mM (DTT) (pH 6,8). As proteinas
termoestéaveis no sobrenadante foram dialisadas contra
PIPES/DTT, depois aplicadas a uma coluna contendo
fosfocelulose equilibrada no mesmo tampdao. A proteina tau foi
eluida com um gradiente de NaCl (0-0,5 M) no tampdo de cima.
As fracgdes foram analisadas através de SDS-PAGE e tanto
coloracao de Coomassie Como imunomarcacéao. As fracgdes
contendo tau foram reunidas, dialisadas contra MES 25 mM, DTT
1 mM (pH 6,25) e armazenadas a -20°C a aproximadamente
5 mg/ml. As concentracdes proteicas foram medidas através do
método de Lowry (Harrington (1990), loc. cit.).

Exemplo 3: Ligac¢do de MAP2C fetal a tau truncada e inteira

Uma explicacado possivel para a falta de MAP2 em PHF pode
ser que a MAP2 é incapaz de se ligar a unidade de tau central
do PHF devido a diferencas de sequéncia nas regides de
repetic¢des. Isto fol examinado experimentalmente utilizando o©
ensaio de ligacado padrao em duas configuracgdes: tau truncada
na fase sdélida com MAP2C fetal na fase aquosa e MAP2C na fase
s6lida com tau inteira na fase aquosa. A ligacao pdde ser
demonstrada em ambas as configuracgdes, anti-tionina bloqueou a
interaccdo de ligacdo tau/MAP2. Assim, a agregacdo na regido
de repetigcdes em cadeia nao é selectiva para tau e a
actividade inibidora de inibidores de fenotiazina tais como
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tionina ndo é dependente de sequéncias uUnicas de tau. A razéo
pela gqual MAP2 nao se verifica em PHF ¢é no momento
desconhecida, mas os factores podem incluir a contribuicdo do
grande dominio N-terminal verificado na forma adulta de MAP2,
diferencas nos compartimentos das células ou outras diferencas
no processamento das moléculas de MAP2.

Exemplo 4: Transfeccgdo das células 3T3 de ratinho com proteina
tau humana

Foram transfectadas células fibroblastos 3T3 de ratinho
com um vector de expressao eucaridtica (pIF2) contendo as
formas inteira e truncada da proteina tau sob controlo

constitutivo de um promotor de P-globina. Este vector contém
um gene de resisténcia a neomicina como marcador seleccionavel
(pSV2neo; Sambrook et al. (1989), loc. cit.; modificado por
M.N. Neuberguer). As células foram cultivadas em misturas
essenciais minimas definidas (MEMD) (DMEM) contendo agentes
antimicrobianos e soro fetal de vitelo a 10% a 37°C numa
atmosfera de CO, a 5%. Foram transfectadas com ADN plasmidico
utilizando um protocolo padrdo de fosfato de cdlcio ou através
de lipofectina (de acordo com o protocolo dos fabricantes;
Gibco BRL). As células que integraram o ADN plasmidico foram
seleccionadas através da wviabilidade em meio contendo
Geneticina (0,5 mg/ml; Southern e Berg (1982), J. Mol. Appl.
Genet. 1: 327).

Os fibroblastos 3T3 estavelmente transfectados que
expressavam a proteina tau inteira foram prontamente
produzidos. A expressdao pbdde ser demonstrada histologicamente

utilizando anticorpos anti-tau genéricos (mAb 7.51) e
especificos de humanos (mAb 499) (Figura 28) e através de
imunotransferéncia de extractos celulares (nao mostrado).

Foram produzidas duas 1linhas celulares viaveis quando a
transfecgdo foi efectuada utilizando o mesmo vector possuindo
a unidade de tau <central truncada. Pdde-se demonstrar
histologicamente tau truncada dentro destas células, mas a
morfologia destas células era grosseiramente anormal em
comparacao com as que expressavam tau inteira (Figura 29). As
anomalias incluiam incapacidade do processo de
desenvolvimento, formacao de grandes células redondas,
agregacdo citoplasmdtica de tau e vacuolacdo do citoplasma. No
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entanto, provou-se que estas células eram 1instéaveis e
revertiam prontamente para formas incapazes de expressar a
proteina tau truncada apesar da presenca continua de
Geneticina. A toxicidade da tau truncada pode ser explicada
através da acumulacao de agregados tau-tau tdéxicos na célula
ou através da ligacdo de tau truncada a MAP enddgenas de
ratinho essenciais para a célula.

Exemplo 5: Crescimento de células transfectadas com tau na
presenca de inibidores de fenotiazina

A toxicidade da unidade de tau central truncada pode ser
reversivel em parte se os inibidores de fenotiazina protdtipo
puderem ser utilizados para bloquear a auto-agregacao in vivo.
Isto seria praticédvel apenas se os compostos ndo fossem
intrinsecamente téxicos as concentragdes necessdarias para
blogquear a 1ligacao tau-tau. Os inibidores com a toxicidade
mais baixa em células 3T3 foram tionina e acriflavina e as
células conseguiram sobreviver a exposicdo prolongada a estes
compostos a concentragdes substancialmente em excesso dos
valores de K;i; (100 nM) para a inibicdo da ligacao tau-tau in
vitro. Na pratica, as células 3T3 puderam crescer durante

vdrios meses na presencga de tionina 2 uUM.

A influéncia da tionina na interaccao de ligacdo tau-
tubulina foi examina in vivo através da cultura de
fibroblastos 3T3 transfectados com proteina tau inteira na
presenca de tionina numa variedade de concentracgdes. Foi

observada destruicdo da distribuicdo citoesquelética normal da
imunorreactividade de tau a concentrag¢des na gama de 4-8 UM,
comparaveis com a K; conhecida para inibicdo da interaccdo de
ligacdao tau-tubulina in vitro (8 UM), mas nado se observaram
efeitos ao longo da gama de concentracdo a qual as células 3T3

transfectadas eram rotineiramente cultivadas (0,5-2 uUM). Estas
constatagdes demonstram a praticabilidade de cultivar 1linhas
celulares transfectadas na presenca de um inibidor prototipico
sem detrimento da viabilidade celular ou da distribuicao
citoesquelética normal de proteina tau inteira transgénica.

Verificou-se que o crescimento de células transfectadas
na presengca de inibidores da ligacao tau-tau aumentava a
viabilidade das células transfectadas com tau truncada de um
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modo dependente da dose. O numero de linhas celulares vidveis
transfectadas com tau truncada aumentou quando as células
cresceram na presenca de concentracgdes mais elevadas de
tionina. Para além disso, verificou-se que a forga de
expressao da tau truncada, medida através de
imuno-histoguimica numa escala semi-quantitativa, aumentava em
funcao da concentragao de tionina utilizada apds a
transfeccao.

A morfologia das células 3T3 e a distribuicdo da proteina
tau truncada eram muito menos anormais quando as linhas
celulares transfectadas eram produzidas na presencga de
tionina. A proteina tau truncada parecia seguir a distribuicao
da rede enddgena de microtubulos, mas a coloracao de tau tinha
um cardcter mais quebrado que o observado com tau inteira.
Verificou-se que as células que expressavam niveis elevados de
tau truncada formavam agregados com destruigdo grosseira do
citoplasma celular guando a tionina era removida. Isto foi
semelhante as constatacdes iniciais para as células
transfectadas na auséncia de tionina.

Exemplo 6: Linhas celulares neuronais nao transfectadas

Foram cultivadas linhas celulares neuronais (N2A, NIE-
115) em DMEM contendo soro fetal de vitelo a 2% ou 10% e soro
de cavalo a 5% em placas de cultura de tecidos revestidas com
colagénio. Estas cresceram todas a 37°C numa atmosfera
contendo CO; a 5%. Estudos imuno-histoquimicos iniciais de
linhas celulares neuronails antes da transfeccdo conduziram a
identificagdo de agregados citoplasméticos imunorreactivos com
mAb 423 que se formam no citoplasma de células de
neuroblastoma nao diferenciadas (células N2A) e em células
PC-12 apds um breve tratamento com dibutiril-AMPc (db-cAMP,
que se sabe que diferencia células de neuroblastoma em cultura

de tecidos). Mostrou-se que estas estruturas eram
imunorreactivas com um anticorpo que reconhece uma proteina de
neurofilamento (NFH; SMI-31, Sternberger et al., (1985) PNAS
82: 4274-4276) e mails escassamente imunorreactivas com um

anticorpo que reconhece MAPlA, que se sabe que se liga a
neurofilamentos. No decurso da diferenciacdo, observou-se que
esta imunorreactividade enddégena a mAb 423 se deslocou do
citoplasma para as neurites. A imunoprecipitacao da
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imunorreactividade a mAb 423 a partir destas células conduziu
a identificacdo de uma espécie com mobilidade em gel de
230 kDa que foi reconhecida por SMI-31. Estes resultados
sugerem que as estruturas reconhecidas por mAb 423 em linhas
celulares neuronais de roedores incluem a proteina de
neurofilamento de elevado peso molecular num estado agregado,
mas nao excluem a possibilidade de também incluirem MAP
alteradas. Referimo-nos a estas como presumiveis agregados de
NFH (pNFH). A inibicdo dependente da dose de agregados pNFH no
citoplasma pdde ser demonstrada com tionina em células PC-12
nao transfectadas.

Exemplo 7: Transfecgcdo de linhas celulares neuronais com
proteinas tau inteira e truncada e efeitos dos inibidores da
agregacao de tau

A. Células PC-12

Foram transfectadas c¢élulas PC-12 com o vector plIF-2
contendo fragmento de tau central de PHF truncado em Glu-391
ou proteina tau inteira. Tal como com os fibroblastos 3T3, néao
foram produzidas linhas celulares viaveis transfectadas com
tau truncada a menos que as células crescessem em tionina apds
a transfeccgdo. Uma vez estabilizadas, as linhas celulares
transfectadas foram analisadas na presenca ou auséncia de db-
CcAMP e na presenga e auséncia de tionina. Foram examinados
dois pontos terminais: formacgao de agregados PNFH
citoplasmédticos e distribuicdo da imunorreactividade de pNFH
nas neurites.

Uma breve incubacao com db-cAMP aumentou a proporgao de
células contendo agregados de neurofilamento de 9% para 37%
(p<0,001). Este efeito foi observado em células transfectadas
com tau truncada (10% vs 47%, p<0,001) e o efeito diferencial
da tau truncada foi ele préprio significativo (p=0,005).
Assim, a transfeccao com tau truncada acentuou a formacao de
agregados pNFH em resposta a db-cAMP.

O efeito da retirada de tionina apds o tratamento com db-
cAMP foi o de duplicar a frequéncia de células com agregados
PNFH (27% vs 49%, p=0,05). Estes aumentos foram observados
para células transfectadas com tau inteira (16% vs 32%) e tau
truncada (36% vs 60%). Um outro efeito foi a incorporacao
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dependente de tionina de imunorreactividade de pNFH nas
neurites. Isto foli particularmente evidente em células PC-12
transfectadas com tau truncada, mas nao com inteira ou células
nao transfectadas (indices de pNFH nas neutrites de 0,49 vs
0,04 com e sem tionina respectivamente, p=0,07).

B. Células NIE-115

Em geral, os agregados pNFH observados no citoplasma de
células N2A nao ocorriam em células NIE nao transfectadas.
Pelo contrdrio, a imunorreactividade de pNFH era normalmente
incorporada em neurites em crescimento durante o decurso da
diferenciacgdo, embora também tenha sido observado um estadio
inicial de arco perinuclear. As células NIE foram
transfectadas tal como acima com o vector pIF2 contendo
proteina tau inteira ou truncada e crescendo na presenca de
tionina. O0Os efeitos da adicdo de db-cAMP na presenga ou

auséncia de tionina foram entao examinados.

Tal como com as células PC-12, nao foram produzidas
células NIE estédveis transfectadas com tau truncada na
auséncia de tionina. As transfectadas «com tau truncada
produziram uma frequéncia global de agregados pNFH no
citoplasma significativamente maior que as células
transfectadas com tau inteira (9% vs 26%, p<0,001) e a
incubacdo com db-cAMP induziu agregados pNFH em células
transfectadas com tau truncada mas nao em transfectantes de
tau inteira (6% vs 36%, p<0,001).

Em células transfectadas com tau inteira, a presenca de
tionina ndo interferiu com a incorporacao de proteina tau
transgénica no citoesqueleto microtubular, incluindo o centro
organizador dos microtubulos, a distribuicdo citoplasmatica
difusa e a extensdao as neurites. A retirada da tionina em
células transfectadas com tau inteira aumentou a proporcgao
contendo agregados ©pNFH (7% wvs 16%, p=0,03). Em células
transfectadas com tau truncada a retirada da tionina resultou
em maiores agregados pNFH em linhas celulares especificas (p.
ex. NIE-ND6, 14% vs 44%, p=0,07), que se caracterizavam também
por supressao da diferenciacdo. Esta revisao para um fendtipo
anteriormente observado apenas em células N2A nao
diferenciadas, mas nao em células NIE foi notéavel.
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Tal como com as células PC-12, a incorporacdo dependente
de tionina de pNFH em neurites pdde ser demonstrada apds
tratamento com db-cAMP em determinadas células (p. ex., NIE-
ND1, indices de ©pNFH em neurites 0,1 wvs 0,66 com e sem
tionina, respectivamente, p=0,01). O transporte dependente de
tionina de PpPNFH para as neurites pdde ser observado
quantitativamente como 0 reverso da relacgao entre a
imunorreactividade de NFH de neurofilamentos citoplasmaticos e
neuriticos em células transfectadas na presenca de tionina (r
= -0,52 vs r = +0,52 sem e com tionina; p = 0,01 e 0,02,
respectivamente) .

LISTAGEM DAS SEQUENCIAS
(1) INFORMACAO GERAL

(1) REQUERENTE :

(A) NOME: HOFFMANN-LA ROCHE AG

(B) RUA: Grenzacherstrasse 124

(C) CIDADE: Basle

(D) ESTADO: BS

(E) PAIS: Suica

(F) CcODIGO POSTAL: CH-4070

(G) TELEFONE: 061-688 51 08

(H) TELEFAX: 061-688 13 95

(I) TELEX: 962292/965542 hlr ch

(1ii) TITULO DO INVENTO: INIBIGCAO DA ASSOCIACAO TAU-TAU
(1iii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 12

(iv) FORMATO LEGIVEL EM COMPUTADOR:
(A) TIPO DE MEIO: Disquete
(B) COMPUTADOR: compativel com IBM PC
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SUPORTE LOGICO: PatentIn Release #1.0, Versdo #1.30
(EPO)

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 1:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 109 aminoacidos
(B) TIPO: aminodacido
(C) CADEIA:
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
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(x1)
Asp
1
His
Leu

Lys

Lys
65

Val

Asp
His
Leu
val
Sex
65

Pro

Asp

51

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 1:

Leu Lys Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly
5 10

Gln Pro Gly Gly Gly Lys Val Gln Ile
20 25

Ser Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser
35 40

Pro Gly Gly Gly Gln Val Glu Val Lys
S0 55

Asp Arg Val Gln Ser Lys Ile Gly Ser
70

Ser Thr

vVal Tyr

Glu

Lys

Leu Gly Asn

Ser Glu
60

45

Lys

Leu Asp Asn

75

Pro Gly Gly Gly Asn Lys Lys Ile Glu Thr His Lys

85 90

Glu Asn Ala Lys Ala Lys Thr Asp His
100 108

Gly Ala

INFORMAGAO PARA SEQ ID NO: 2:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 108 aminodcidos

(B) TIPO: aminodacido
(C) CADEIA:
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

Glu

Asn Leu Lys
15

Pro Val Asp
30

Ile His His

Leu Asp Phe

Ile Thr His
80

Leu Thr Phe
95

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 2:
Leu Lys Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys

10

Gln Pro Gly Gly Gly Lys Val Gln Ile
20 25

Ser Asn Val Gln Ser Lys Cys Gly Ser
35 40

Pro Gly Gly Gly Ser Val Gln Ile Val
SO 5%

Lys Val Thr Ser Lys Cys Gly Ser Leu

70

Gly Gly Gly Gln Val Glu Val Lys Ser
B5 90

Arg Val Gln Ser Lys Ile Gly Ser Leu
100 105

Ile Asn
Lys Asp

Tyr Lys
60

Gly Asn
75

Glu Lys

Asp Asn

Lys

Asn

45

Pro

Ile

Leu

15

Lys Leu Asp
30

Ile Lys His

Val Asp Leu

His His Lys
80

Asp Phe Lys
95



EP 1 067 386/PT

52

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 3:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO:
(B) aminodcido
(C) CADEIA:
(D)

TIPO:

109 aminoacidos

TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 3:
Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys

Asp Leu Ser Asn Val Gln
1 5

His Val Pro Gly Gly Gly
20

Leu Ser Lys Val Thr Ser
35

Lys Pro Gly Gly Gly Gln
50

Lys Asp Arg Val Gln Ser
65 70

Val Pro Gly Gly Gly Asn
85

Arg Glu Asn Ala Lys Ala
100

Ser

Ser

Lys

val

Lys

Lys

Lys

vVal

Cys
40

Glu
Ile

Lys

Thr

Gln
25

Gly

Val

Gly

Ile

Asp
105

10 15

Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp
30

Ser Leu Gly Asn Ile His His
45

Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe
60

Ser Leu Asp Asn Ile Thr His
75 80

Glu Thr His Lys Leu Thr Phe
90 95

His Gly Ala Glu

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO: 4:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO:

1326 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(ix) CARACTERISTICA PRINCIPAL:
CDS

(A) NOME /CHAVE :

(B) LOCALIZACAO:

1

..1326
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(x1)

ATG
Met
1

ACG
Thr

CAA
Gln

CAG
Gln

Asp
65

GAT
ASp

ATC
Ile

DESCRICAO

GCT
Ala

TAC
Tyr

GAC
Asp

ACC
Thr

GCT
Ala

GAG
Glu

CCA
Pro

GAG
Glu

Gly

Gln

ccc
Pro

AAG
Lys

GGA
Gly

GAA
Glu

cce
Pro

TTG
Leu
20

GAG
Glu

ACT
Thr

AGC
Ser

GCT
Ala

Gly
100

DA

CGC
Arg

Gly

GGT
Gly

GAG
Glu

ACT
Thr

cCcC
Pro
85

ACC
Thr

SEQUENCIA:

CAG
Gln

GAC
Asp

GAC
Asp

GAC
Asp

CCA
Pro
70

Gly

ACA
Thr

GAG
Glu

AGG
Arg

ACG
Thr

GGA
Gly
55

ACA
Thr

ARG
Lys

GCT
Ala

TTC
Phe

Lys

GAC
Asp
40

Ser

GCG
Ala

CAG
Gln

GAA
Glu

53

SEQ ID NO:

GAA
Glu

GAT
Asp
25

GAG
Glu

GAA
Glu

GCT
Ala

Glu
105

GTG ATG GAA

val
10

CAG
Gln

Gly

GAA
Glu

GAT
ASp

GCC
Ala
90

Ala

Met

GGG
Gly

CTG
Leu

CCG
Pro

val
75

GCG
Ala

GGC
Gly

Glu

GGC
Gly

Lys

Gly
60

ACA
Thr

CAG
Gln

ATT
Ile

4.

GAT
Asp

TAC
Tyr

Glu
45

TCT
Ser

GCA
Ala

ccce
Pro

Gly

CAC
His
ACC

30

TCT
Ser

Glu

cCC
Pro

CAC
His

GAC
Asp
110

GCT
Ala
15

ATG
Met

ccc
Pro

ACC
Thr

TTA
Leu

ACG
Thr
95

ACC
Thr

Gly

CAC
His

CTG
Leu

TCT
Ser

GTG
val
80

GAG
Glu

cce
Pro

48

96

144

192

240

288

336
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AGC
Ser

AGT
Ser

Ala
145

Gly

ccec
Pro

GAT
Asp

TCC
Ser

AGT
Ser
305

Lys

GTG
val

Leu

Lys
130

GAT
Asp

CAG
Gln

GCT
Ala

CGC
Arg

TCC
Ser
210

GTG
val

CGC
Arg

TCC
Ser

Lys

AAG
Lys
290

GTG
val

TGT
Cys

GAA
Glu

Glu
115

AGC

Ser

GGT
Gly

AAG
Lys

CCA
Pro

AGC
Ser
195

CcGC
Arg

GCA
Ala

CTG
Leu

AAG
Lys

GTG
Val
275

Cys

CAA
Gln

Gly

GTA
val

GAC
Asp

Lys

Lys

GGC
Gly

AAG
Lys
180

Gly

ACC

GTG
vVal

CAG
Gln

ATC
Ile
260

CAG
Gln

Gly

ATA
Ile

TCA
Ser

Lys
340

Glu

GAC
Asp

ACG
Thr

CAG
Gln
165

ACA
Thr

TAC

CCG
Pro

GTC
val

ACA
Thr
245

GGC
Gly

ATA
Ile

TCA
Ser

GTC
Val

TTA
Leu
325

TCT
Ser

Ala

Gly

AAG
Lys
150

GCC

cca
Pro

AGC
Ser

TCC
Ser

CGT
Arg
230
GCC
Ala

TCC
Ser

ATT
Ile

AAG
Lys

TAC

310

Gly

GAG
Glu

GCT
Ala

ACT
Thr
135

ATC
Ile

AAC
Asn

cce
Pro

AGC
Ser

CTT
Leu
215

ACT
Thr

cCcC
Pro

ACT
Thr

AAT
Asn

GAT
Asp
295

Lys

Asn

AAG
Lys

GGT
Gly
120

Gly

GCC
Ala

GCC
Ala

AGC
Ser

cce
Pro
200

CCA

Pro

CCA
Pro

Val

GAG
Glu

AAG
Lys
280

AAT
Asn

CCA
Pro

ATC
Ile

CTT
Leu

CAC
His

AGC
Ser

ACA
Thr

ACC
Thr

Ser
185

Gly

ACC
Thr

ccc
Pro

cce
Pro

AAC
Asn
265

AAG
Lys

ATC
Ile

GTT
val

CAT
His

GAC
Asp
345

GTG
Val

GAT
Asp

CCG
Pro

AGG
Arg
170

GGT
Gly

TCC
Ser

ceca
Pro

AAG
Lys

ATG
Met
250

Leu

Leu

Lys

GAC
Asp

CAT
His
330

TTC
Phe

54

ACC
Thx

GAC
Asp

CGG
Arg
155

ATT
Ile

GAA
Glu

cca
Pro

cce
Pro

TCG
Ser
235
cca
Pro

AAG
Lys

GAT
Asp

Gln

CTG
Leu
31S

Lys

Lys

CaA
Gln

Lys
140

Gly

CcCa
Pro

cer
Pro

Gly

ACC
Thr
220

CTG
Leu

GAC
Asp

CAC
His

Leu

GTC
Val
300

AGC

Ser

CCA
Pro

GAC
Asp

GCT
Ala
125

Lys

GCA
Ala

GCA
ala

CCA
Pro
ACT
205
CGG

Arg

TCT
Ser

CTG
Leu

CAG
Gln

AGC
Ser
285

CCG

Pro

AAG
Lys

GGA
Gly

AGA
Arg

cGe
Arg

GCC
Ala

GCC
Ala

Lys

Lys
190

CcCccC
Pro

GAG
Glu

TCC
Ser

AAG
Lys

CCG
Pro
270

AAC
Asn

Gly

GTG
Val

GGT
Gly

GTC
val
350

ATG
Met

AAG
Lys

cCT
Pro

ACC
Thr
175

TCA

Ser

GGC
Gly

cce
Pro

GCC
Ala

AAT
Asn
255

GGA
Gly

val

Gly

ACC
Thr

Gly
335

CAG
Gln

GTC
Val

Gly

CCA
Pro
160

CCG
Pro

Gly

AGC
Ser

AAG
Lys

AAG
Lys
240

Gly

Gly

CAG
Gln

GGC
Gly

TCC
Ser
320

CAG
Gln

TCG
Ser

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056
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Lys

Lys

Lys
385

Gly

ATT
Ile

TCT
Ser

Ile

AAG
Lys
370

ACA
Thr

GAC
Asp

GAC
Asp

GCC
Ala

Gly
355

ATT
Ile

GAC
Asp

ACG
Thr

ATG
Met

TCC
Ser
435

TCC
Ser

Glu

CAC
His

CcT
Ser

GTA
val
420

Leu

CTG
Leu

ACC
Thr

Gly

CCA
Pro
405

GAC
Asp

GCC
aAla

GAC
Asp

CAC
His

GCG
Ala
390

CGG
Arg

TCG
Ser

AAG
Lys

AAT
Asn

AAG
Lys
375

GAG
Glu

His

ccc
Pro

CAG
Gln

ATC ACC
Ile Thr
360

CTG ACC
Leu Thr

ATC GTG
Ile Val

CTC AGC
Leu Ser

CAG CTC
Gln Leu
425

GGT TTG
Gly Leu
440

55

CAC
His

GTC
val

TAC

AAT
Asn
410

GCC
Ala

TGA

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 5:

Met

Thr

Gln

Gln

Asp

65

Asp

Ile

Ser

Ser

(1)

(11)

(x1i)

GTC
Val

cGe
Arg

ARG
Lys
385

GTC
val

ACG
Thr

ccT
Pro

GAG
Glu
380

TCG

Ser

TCC
Ser

CTA
Leu

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(D)

COMPRIMENTO:
TIPO:
TOPOLOGIA:

Ala Glu Pro Arg

Tyr

Asp

Thr

50

Ala

Glu

Pro

Leu

Lys
130

Gly

Gln

35

Pro

Lys

Gly

Glu

Glu

115

Ser

Leu

20

Glu

Thr

Ser

Ala

Gly

100

Asp

Lys

5

Gly

Gly

Glu

Thr

Pro

85

Thr

Glu

Asp

aminodcido

linear

Gln Glu Phe Glu Val

Asp

Asp

Asp

Pro

70

Gly

Thr

Ala

Gly

Arg

Thr

Gly

S5

Thr

Lys

ala

Ala

Thr
135

Lys Asp
25

Asp Ala
40

Ser Glu

Ala Glu

Gln Ala

Glu Glu
105

Gly His
120

Gly Ser

10

Gln

Gly

Glu

Asp

Ala

90

Ala

vVal

Asp

TIPO DE MOLECULA: proteina

Gly Gly
365

AAC GCC
Asn Ala

CCA GTG
Pro Val

TCC ACC
Ser Thr

GCT GAC
Ala Asp
430

442 aminodcidos

GGA

Gly Asn

AARL
Lys

GTG
val

GGC
Gly
415

GAG
Glu

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 5:

Met Glu Asp His Ala

Gly

Leu

Pro

val

75

Ala

Gly

Thr

Asp

Gly

Lys

Gly

60

Thr

Gln

Ile

Gln

Lys
140

Tyr Thr
s 30

Glu Ser
45

Ser Glu

Ala Pro

Pro His

Gly Asp
110

Ala Arg
125

Lys Ala

15

Met

Pro

Thr

Leu

Thr

95

Thr

Met

Lys

AAT 1104

GCC 1152

Ala

TCT 1200

Ser

400
AGC

Ser

GGG
Gly

Gly

His

Leu

Ser

val

80

Glu

Pro

val

Gly

1248

1296

1326
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Ala Asp
145

Gly Gln

Pro Ala

Asp Arxrg

Arg Ser

210

Lys Val
225

Ser Arg

Lys Ser

Gly Lys

Ser Lys

290

Ser Val
305

Lys Cys

val Glu

Lys Ile

Lys Lys

370

Lys Thr
385

Gly Asp

Ile Asp

Ser Ala

(2)

Gly

Lys

Pro

Ser

195

Arg

Ala

Leu

Lys

val

275

Cys

Gln

Gly

val

Gly

355

Ile

Asp

Thr

Met

Ser
435

Lys

Gly

Lys

180

Gly

Thr

val

Gln

Ile

260

Gln

Ser

Lys

340

Ser

Glu

His

Ser

val

420

Leu

Thr Lys
150

Gln Ala
165

Thr Pro
Tyr Ser
Pro Ser

Val Arg
230

Thr Ala
245

Gly Ser
Ile Ile
Ser Lys

val Tyr
310

Leu Gly
325

Ser Glu
Leu Asp
Thr His
Gly Ala

390

Pro Arg
405

Asp Ser

Ala Lys

Ile

Asn

Pro

Ser

Leu

215

Thr

Pro

Thr

Asn

Asp

2395

Lys

Asn

Lys

Asn

Lys

375

Glu

His

Pro

Gln

Ala

ala

Ser

Pro

200

Pro

Pro

val

Glu

Lys

280

Asn

Pro

Ile

Leu

Ile

360

Leu

Ile

Leu

Gln

Gly
440

Thr

Thr

Ser

185

Gly

Thr

Pro

Pro

Asn

265

Lys

Ile

Val

His

Asp

345

Thr

Thr

val

Ser

Leu

425

Leu

56

Pro

Arg

170

Gly

Ser

Pro

Lys

Met

250

Leu

Leu

Lys

Asp

His

330

Phe

His

vVal

Asn
410

Ala

INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 6:

(1)

(ii)

Arg
158
Ile
Glu
Pro
Pro
Ser
235
Pro
Lys
Asp
Gln
Leu
315
Lys
Lys
Val
Arg
Lys
395
val

Thr

Gly

Pro

Pro

Gly

Thr

220

Leu

Asp

His

Leu

val

300

Ser

Pro

Asp

Pro

Glu

380

Ser

Ser

Leu

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(

A)

B)
C)
D)

COMPRIMENTO:

TIPO:

acido nucleico

CADEIA:

simples
TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: péptido

Ala Ala Pro Pro

Ala Lys
Pro Lys
190

Thr Pro
205

Arg qu
Ser Ser
Leu Lys
Gln Pro

270

Ser Asn
285

Pro Gly
Lys Val
Gly Gly
Arg Val

350
Gly Gly
365
Asn Ala
Pro Val

Ser Thr

Ala Asp
430

Thr

175

Ser

Gly

Pro

Ala

Asn

255

Gly

Val

Gly

Thr

Gly

335

Gln

Gly

Lys

val

Gly

415

Glu

291 pares de bases

160

Pro

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Gly

Gln

Gly

Ser

320

Gln

Serx

Asn

Ala

Ser

400

Ser

Gly
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6:
ATCAAACACG TCCCGGGAGG CGGCAGTGTG CAAATAGTCT ACAAACCAGT TGACCTGAGC

AAGGTGACCT CCAAGTGTGG CTCATTAGGC AACATCCATA AACCAGGAGG TGGCCAGGTG 120

GAAGTAAAAT CTGAGAAGCT TGACTTCAAG GACAGAGTCC AGTCGAAGAT TGGGTCCCTG 180

GACAATATCA CCCACGTCCC TGGCGGAGGA AATAAAAAGA TTGAAACCCA CAAGCTGLCC 240

TTCCGCGAGA ACGCCAAAGC CAAGACAGAC CACGGGGCGG AGTGAGAATT C 291

(2) INFORMAQAO PARA SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 48 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 7:

GCCCGGGCCC CATAGATCAA ACACGTCCCG GGAGGCGGCA GTGTGCAA 48

(2) INFORMAGCAO PARA SEQ ID NO: 8:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 47 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 8:

AGATTACAGA ATTCTCACTC CGCCCCGTGG TCTGTCTTGG CTTTGGC 47

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 9:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 140 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(C) CADEIA:
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: péptido
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(x1)

As

58

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 9:

p Leu

His Gln

Le

u Ser

Val Pro

50

Ser Lys

65

Pro Gly

As

p Arg

Pro Gly

Gl

u Asn
130

Lys

Pro

Asn

35

Gly

Val

Gly

Val

Gly

115

Ala

Asn Val

S

Gly Gly Gly

val Gln Ser

Gly Gly Ser

Thr Ser Lys

70

Gly Gln Val

85

Gln Ser Lys

100

Gly Asn Lys

Lys Ala Lys

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID

(1)

(i1)

(x1)

10

Lys Val Gln Ile

Lys Cys

25

40

Val Gln

55

Cys Gly

Glu Val

Ile Gly

Lys Ile

Gly Ser

Ile Val

Ser Leu

Lys Ser

30

Ser Leu

105

120

Thr Asp

135

NO:

10:

Glu Thr

His Gly

Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr

Ile

Lys

Gly

75

Glu

Asp

His

Ala

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)

(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO:

TIPO:
CADEIA:
TOPOLOGIA: linear

aminodacido

TIPO DE MOLECULA: péptido

Asn Lys

Asp Asn

45

Lys Pro

60

Asn Ile

Lys Leu

Asn Ile

Lys Leu

Glu

Asn Leu Lys

15

Lys Leu Asp
30
Ile Lys His

vVal Asp Leu

His His Lys

80

Asp Phe Lys

25

Thr His Val

110

125

Glu
140

140 aminodcidos

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 10:
Ser Thr Asp Asn

Asp Leu Lys Asn Val Lys Ser Lys Ile Gly

1

Tyr

Phe

Ser

Ser

65

Pro

Glu

Pro

Glu

Gln

Ser

Ala

S0

His

Gly

Lys

Gly

His
130

Pro Lys

S

20

Lys Val

35

Gly Gly

Val Thr

Gly Gly

Val Gln

100

Gly Gly

115

Gly Gly

Gln Ser

Gly Asn

Ser Lys

70

Arg Val

Ala Lys

Asn Val

Ala Lys Ala Arg

Gln Val Arg

Arg Cys Gly

25

40

vVal Gln Ile

55

Cys Gly Ser

Lys Ile Glu

Val Gly Ser

Lys Ile Asp

105

120

Val Asp His

13S

10

Ile

Ser

val

Leu

Ser

90

Leu

Ser

Gly

Leu Asn Lys Lys

30

Lys Asp Asn Ile
45

Thr Lys Lys Ile
60

Lys Asn Ile Arg

75

Val Lys Leu Asp

Asp Asn Ala His

110

Gln Lys Leu Asn
125

Ala Glu
140

Ile

15

Ile

Lys

Asp

His

Phe

95

His

Phe

Thr pPhe Arg

Lys

Asp

His

Leu

Arg

80

Lys

val

Arg



EP 1 067 386/PT
59

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 11:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 34 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 11:
CGCGACGCGT ATGATCAAAC ACGTCCCGGG AGGC 34

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 12:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 37 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 12:

CGGCTTTGTC TGGTGCCCCG CCTCACTCCT AGGGCGC 37

Lisboa, 2010-08-25
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REIVINDICACOES

1. Fenotiazina de fdérmula

R3
R 1)
N/
&1
RY Ny R?
(n
R10\ /R10
S N+
11
RX Ny R
D)
R1D
Y S SN—R"

RY N R3
(Iv)
Rw\ Ss N—R'
+ 111

'R

em que:

Ri, R3, Ris, R, Ry e Rg sédo independentemente seleccionados
entre hidrogénio, halogéneo, hidroxi, carboxi, alquilo,
haloalquilo ou alcoxi substituidos ou nao substituidos;

Rs, cada Rip e cada Rj1 sdo independentemente seleccionados
entre hidrogénio, hidroxi, carboxi, alquilo, haloalquilo ou

alcoxi substituidos ou nao substituidos;

e seus sails farmaceuticamente aceitdveis, para utilizacdo na
profilaxia ou tratamento de uma doenca neurodegenerativa de
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agregacado patoldgica tau-tau por inibicdo da referida
associacdo patoldgica tau-tau sem inibicdo da ligacao normal
tau-tubulina.

2. Fenotiazina de acordo com a reivindicagao 1, em que a
referida fenotiazina é seleccionada do grupo em que:

er R3r R4l R5
independentemente seleccionados entre hidrogénio, -CH;, -C,Hs

Re, Ry, Ro, cada Ryp e cada R;1 sao

ou —CsH5.

3. Fenotiazina de acordo com a reivindicacdo 1 em que a

referida fenotiazina tem a férmula (i) anterior.

4. Fenotiazina de acordo com a reivindicacdo 3 em que Rjs
€ hidrogénio.

5. Fenotiazina de acordo com a reivindicagdo 1 em que o
referido composto €& seleccionado entre Azul de Metileno, Azul
de Toluidina O, tionina, azul Azure A, azul Azure B ou
1,9-dimetil-Azul de Metileno.

6. Fenotiazina de acordo com a reivindicacdo 1 em gque o
agente estd presente numa quantidade terapeuticamente eficaz
num material transportador terapeuticamente inerte numa
composicao farmacéutica.

7. Azul de metileno para utilizagdo no tratamento da
Doencga de Alzheimer.

Lisboa, 2010-08-25
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RESUMO

“Inibigdo da associagdo tau-tau”

O presente 1invento refere-se a novos métodos para a
deteccdo de substéncias capazes de modular ou inibir a
associacéao proteica patoldgica tau-tau e a agregacao
patoldgica de neurofilamentos. Os métodos do presente invento
sdo particularmente Uteis na pesqguisa de substédncias para a
profilaxia e tratamento de doenga de Alzheimer, doenca de
neurdénios motores, doenca do corpo de Lewy, doenca de Pick e
paralisia supranuclear progressiva. Em adic¢do, sao descritas
substancias capazes de inibir selectivamente agregados
patoldgicos enquanto preservando a funcado citoesquelética
normal.
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Fig. 1
Proteina tau
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Fig. 3
A [R1,R3,R4]

KNVXSKTIGSTEN
SKVTS XKCGS TGN
\Y D N
renakaktdhgae

v

‘L KHQOPGGGKVQIVYK?P?PUV
I BEHKPGGGQVEVEKSEKL
I THVPGCGGGNKKIETEHEKL

O U O
m =
=
o
DY)

'

(SEQ ID NO: 1)

B [R1,R2,R3]

DLKNVKSEKIGSTEN
"LK"HODG&QKVQIINKKLDLSNVOSKCGSKDN
IKHVPGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGN
I HEKPGGGQVEVKSEKLDTFERKIRVOSKTIGSTILDN?
(SEQ ID NO: 2)

C [R2,R3,R4]

v DLSNVOSKCGSXKDN
I KEV2G6G6GSVQIVYXPVDLSKYTSKCGSTILGN
IHHX?2GGGQVEVKSEKXKLDFEKIRUVOSKXKIGSLDN
TTHVDGGGNKKIETHKLtfrenakaktdhgael'

(SEQ ID NO: 3)
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Fig. 6A
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Proto-agregacio de tau
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Fig. 7

Fig. 8
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Fig.9
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Fig. 13
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Fig. 14
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i, Tau R-Tau [A]-499 Fig. 19
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r=0.99

_ F=1016, df=3, p<0.001
] 1 i i B
10 100 1000 10* 108 10°
[ A 1™
Tau R-Tau [B]-499
Tau]=488 nM
] Kd=22 nivi
K|=98 nM
_ r=0.99
. df=3, p<0.001

i i ! ! l l

10 100 1000 10* 10°  10°



EP 1 067 386/PT

15/29

Fig. 20
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Fig. 21A

(SEQ.ID.NOS:4 e 5

ATG GCT GAG CCC CGC CAG GAG T7TC GAA GTG ATG GAA GAT CAC GCT GGG
Met Ala Glu Pro Arg Gln Glu Phe Glu Val Met Glu Asp His Ala Gly
1 5 10 15

ACG TAC GGG TTG GGG GAC AGG AAA GAT CAG GGG GGC TAC ACC ATG CAC
Thr Tyr Gly Leu Gly Asp Arg Lys Asp Gln Gly Gly Tyr Thr Met His
20 23 30

CAA GAC C2AA GAG GGT GAC ACG GAC GCT GGC CTG AaA GAA TCT CCC CTG
Gln asp Gln Glu Gly Asp Thr Asp Ala Gly Leu Lys Glu Ser Pro Leu
35 40 45

CAG ACC CCC ACT GAG GAC GGA TCT GAG GAA CCG GGC TCT GAA ACC TCT
Gln Thr Pro Thr Gly Asp Gly Ser Glu Glu Pro Glv Ser Gly Thr Ser
50 55 60

GAT GCT AAG AGC ACT CCA ACA GCG GAA GAT GTG ACA GCA CCC TTA GTG
Bop 3la Lys Sar Thr Pro Thr Ala Glu Asp Val The Ala Pro Ley Val

65 70 75 80
GAT GAG GGA GCT CCC GGC AAG CAG GCT GCC GCG CAG CCC CAC-ACG GAG
iu Gly D ] ] la_ Glpn Pro 4i -

85 90 95

ATC CCA GAA GGA ACC ACA GCT GAA GAA GCA GGC ATT GGA GAC ACC CCC
Ile Pxo Glu Gly Thr Thr Ala Glu Glu Ala Gly Ile Gly Asp Thr Pro
100 108 110

AGC CTG GAA GAC GAA GCT GCT GGT CAC GTG ACC CAA GCT CGC ATG GTIC
Ser Leu Glu Asp Glu Ala Ala Gly His Val Thr Gln Ala Arg Met Val
115 120 125

AGT AAA AGC AAA GAC GGG ACT GGA AGC GAT GAC AAA RAA GCC AAG GGG
Ser Lys Ser Lys Asp Gly Thr Gly Ser Asp Asp Lys Lvs Ala Lys Gly
130 135 140

GCT GAT GGT AAA ACG AAG ATC GCC ACA CCG CGG GGA GCA GCC CCT Ccca
Ala Asp Gly Lys Thr Lys Ile ala Thr Pro Arg Gly Ala Ala Pro Pro
145 150 155 160

GGC CaAG AAG GGC CAG GCC AAC GCC ACC AGG ATT CCA GCA AaA ACC CCG
Gly Gla Lys Gly Gln Ala Asn Ala Thr Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro
165 170 175

CCC GCT CCA AAG ACA CCA CCC AGC TCT GGT GAA CCT CCA AAA TCA GGG

Pro Ala Pre Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro Pro Lys Ser Gly
180 185 190

GAT CGC aGC GGC TAC AGC AGC CCC GGC TCC CCA GGC ACT CCC GGC AGC

g Ser Gly Tyr Ser Ser Pro Gly Ser Pro Gily Thr Pro Gly Ser

195 200 205

CGC TCC CGC ACC CCG TCC CTT CCA ACC CCA CCC ACC CGG GAG CCC AAG
Arg Sexr Azg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys
210 215 220
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AAG
Lys
225

AGC
Ser

Lys

GGG
Gly

TCC

AGT

305

GTG
Val

AAG
Lys
385

GGG
Gly

TCT
Ser

GTIG
Val

cGe
Arg

TCC
Ser

AAG

AAG
290
GTG

Val

TGT
Cys

Glu

ACA
Thr

GAC
Asp

T GAC
le Asp

GCC
Ala

GCA
Ala

TG
Leu

AAG
Lys

GTG
¥al

GTG
val

CAG
Gln

ATC
Ile
260

CaG
Gln

GTC
val

ACA
Thr
245

GGC
Gly

ATA
Ile

CGT
Arg
230

GCC
Ala

TCC
Ser

ATT
Tle

ACT
Thr

CCC
Pro

ACT
Thr

AAT
Asn

CCaA
Pro

GTG
Val

GAG
Glu

AAG

Lys 1

cce
Pro

ccc
Pro

AAC
Asn
265

AAG

17/29

AAG
Lys

ATG
Met
250

CTG
Leu

TCG
Ser
235

cca

Pro

AAG
Lys

CTG
Leu

GAC
Asp

Cac
His

CAG
Gln

TCC
Ser

AAG
Lys

CCG
Pro
270

GCC
Ala

AAT
Asn
235

GGA
Gly

Fig. 21B

AAG
Lys
240

GGC
Gly

GGC
Gly

CTG GAT CTT AGC AAC GTC CAG

275

CaA
Gln

GGC

1

Gly

P4

GTA
vVal

GGG
Gly
355

ATT
Ile

GAC
Asp

Thr

ATG
Met

TCC
Sex
435

280

285

Leu Asp Leu Ser Asp Val Gln

GGC TCA AAG GAT AAT ATC AAA CAG GTC CCG GGA GGC GGC

ATA
Ile

TCA
Ser

GAA
Glu

CAC
His

TCT
Ser

GTA
Val
420

CTG
Leu

*

GTIC
val

TTA
Leu
325

TCT
Serx

CTG
Leu

ACC
Thr

GGG
Gly

cca
Pro

405

GaC
Asp

GCC
Ala

TAC
Tyr
310

GGC
Gly

GAG
Glu

GAC
Asp

cac
His

GCG
Ala
390

CGG
Arg

TCG
Ser

AAG
Lys

295
AAA
Lys

AAC
Asn

AAG
Lys

AAT :

Asn

AAG
Lys
375

GAG :

Glu

CAT
His

CcCcC
Pro

CAG
Gln

)

GIT
val

CaT

GAC
Asp
345

AGC

CTC
Leu
425

T TTG

Leu

GAC
Asp

CAT
His
330

TTC
Phe

C CAC
r His

GTC
Val

TAC

1l Tyr

AAT
Asn
410

GCC
Ala

TGA

x xR

CIG
Leu
315

GTC
vVal

cGC
Arg

AAG
Lys
395

GTC
val

ACG
Thz

1
300

AGC
Ser

Ccca
Pro

GAC
aAsp

Pro

GAG
Glu
380

TCG

Ser

TCC
Ser

CTA
Leu

Dy

AAG
Lys

GGA
Gly

AGA
Arg

GGC
Gly
365

AAC
Asn

cca
Pro

TCC
Ser

GCT
Ala

~

GTG
vVal

GGT
Gly

GTC
Val
350

GGA
Gly

GCC
Ala

GTG
val

ACC
Thr

GAC
Asp
430

ACC
Thre

GGC
Gly
335

CAG
Gln

GGA
Gly

Lys

GTG
val

GGC
Gly
415

GAG
Glu

TCC
Ser
320

CAG
Gln

TCG
Ser

Asn

TCT
Ser
400

AGC

Ser

GGG
Gly
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Fig.22
Ndel
S' catag
atcaaacacgtcccgggaggcggcagtgtgcaaatagtctacaaaccagttgacctgagcaag
(M)

IlelysHisValProGlyGlyGlySerValGlnIleValTyrLysProValaspleuSerLys

gtgacctccaagtgtggctcattaggcaacatccatcataaaccaggaggtggecaggtggaagtaaaatct
- ValThrSerLysCysGlySerLeuGlyAsnIleHisHisLysProGlyGlyGlyGlnValGluvalLysSer

gagaagcttgacticaaggacagagtccagtcgaagattgggtecctggacaatatcacecacgtcecctgge
GluLysLeuAspPhelysAspArgValGlnSerLysIleGlySerLeuAspAsnIleThrHisValProGly
ggaggaaataaaaagattgaaacccacaagcectgaccttccgecgagaacgeccaaageccaagacagacecacggg

GlyGlyAsnLysLysIleGluThrHisLysLeuThrPheArgGluAsnAlaLysAlaLysThrAspHisGly

gcggag tgagaattc...3'
AlaGlu *** EcoRI

(SEQ ID NO: 6)

Iniciadores utilizados para dGAE (Novak et al. 1993)

a)_iniciador com sentido

NdelI
5'..gceccgggcccgatagatcaaacacgtcccgggaggeggcagegtgeaa. (3"

(SEQID NO:7)

D) iniciador anti-sentido

EcORI
S'..agattacagaatictcactccgecccecgtggretgrctugecitegge. .3

(SEQ ID NO: 8)
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Fig. 24A
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Acido Folico
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Fig. 24D
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Fig. 25
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Fig. 26
tauhumana  (SEQ ID NO: 9) DLKNVXSKIGSTEN
MAP2 deratinho (SEQ ID NO: 10) D
LKL'-"ODGILGKVQIINKKLDLS;\LVOSVLCGSK_DN
I Y K Q R L I I3 X R
Vo
T KIUVPGEGGGEGSVYVQIVYKPVYVDLSEKUYVYTSKCGEGS LGN
S A N T K I H K
338 340 342
I HHKXK?2PGGGQVEVXKSEXLDEFKI»RVOSXIGSTILDN
R R R K IZE v =K A v
* x =
T""jLV“GGGNKK..E‘.THKLtfrenakaktdhgae"
H \% D SQ n H rv .

promotor
Sv40

plIF-2
(c.4,5 kb sem tau)

promotor
de B-globina

intrio de poli A+
B-globina

Iniciadores de PCR para tau dGAE: f
Miul

BamHI

Mlul
S*'...CGCGACGCET ATG ATC AAA CAC GTC CCG GGA GGC...3!
M I K H v P G G
(SEQ ID NO: 11)

BamfI

3'...CGG CTT TGT CTG GTG CCC CGC CTC ACT CCTAGGGCGC. .

A K T D q G A E *
(SEQ ID NO: 12)

.5°
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Fig. 28
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Fig. 29
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Fig. 30
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