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ANEXO

Atentamente manifiesto a usted que la fuente normativa de la reciprocidad de la cual se
deriva el derecho del solicitante para rewvindicar prioridad en el presents caso, se

encuentra

a)

b)

En el Articulo 2 del Anexo 1C, Aspectos de los Derechos de Propledad
Intelectual relacionados con el Comercio, del Acuerdo por el cual se establece
ia “Organizacidn Mundial de Comercio (OMC)" suscrito en Marruecos el 15 de
abril de 1994 Este acuerdo fue aprobado por el Congreso de Colombia
mediante Ley 170 de 1994 y por la Corte Constitucional Colomblana mediante
Sentencla C-137-B5 de 28 de marzo de 1985, y entrd en vigencia en nuestro
pals el 30 de abril de 1885, 30 dias después de su ratificacion

Dicho Articulo establece que en Io que respecta a las partas i, il y IV del
Acuerdo (refendas a la existencia, alcance y ejerciclo de 1os derechos de
propledad intelectual, entre otros) los Mlembros cumplirdn los articulos 1 a 12
y el Articulo 19 del Convenio de Paris —el Articulo que establece la prioridad
de las patentes de Invencion es el Articulo 4—

En el Articulo 4 del mencionado Anaxo 1C, Aspectos de los Derechos de
Propledad Iintelectual relacionados con el Comercio, del Acuerdo por el cual
se establece la Organizacidon Mundial de Comerclo (OMC), el cual consagra el
“Trato de la nacibn mas favorecida® para los palses Miembros dei mismo

En el Articulo 4 del Convenio de Parls, del cual ya era parte Colombia en el
momento en que &6 prasentd la solicitud cuya prioridad ahora relvindico, con
lo cual se cumple la reciprocidad exigida en el Articulo 9 de la Decision 486
del Acuerdo de Cartagena para con soliclitudes provenientes del Pals Miembro
del Acuerdo de Cartagena
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RESUMEN OBJETQ Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Entre otras cosas, s¢ proporcionan ensayos Y métodos para diagnésticos y
tratamiento de enfermedades (por ¢jemplo, el mal de Alzheimer) basados en la
sorprendente observacién de la interaccién del amiloide B o sus agregados con el
canal de sodio En particular, se proporcionan métodos para identificar compuestos
que modulan dicha interaccién, asi como métodos para diagndstico y tratamiento

basados en esta mteracciéon
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ENSAYOS Y METODOS BASADOS EN EL USO DE CANALES DE SODIO
COMO OBJETIVOS DE AMILOIDE B O DE SUS AGREGADOS

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

Esta nvencién proporciona, entre oiras cosas, ensayos y métodos de diagnostico y
tratanmento basados en la sorprendente observacion de una interaccién entre el amiloide B
o sus agregados con canales de sodio En particular, proporciona métodos para 1dentificar
compuestos que modulan esta interaccién y métodos de diagndstico y tratamiento sobre la
base de esta interaccion

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Ciertas enfermedades neurodegenerativas, tal como el mel de Alzheimer y el
sindrome de¢ Down, se caracterizan por la presencia de ngregados insolubles de smilowde B
(AB) Este pépudo de 39-43 aminodcidos denive por proteSlisis anormal de la Proteina
Precursora de Amiloide (PPA) s sabido que los agregados o las placas de amiloide B, que
sc encucntran comunménte en cl cerebro ¥ en el enredo newrofibrilar intrancuronal de los
pacientes con mal de Alzhcimer pueden modular ¢l cxcrecencia neurftica, la
sinaptogénesis, la plasticidad sindptica, o causar Is muerte neuronal [Mattson et al, Trends
Neurosci , 16, 406-415 (1993)] Sin embargo, ain no se han determinado claramente los
mecanismos por los cuales se producen estos efectos [Frazer et al, Trends Neurosc: , 20,
67-72 (19997)]

En Ia actualidad, una tcons sostiene que estos efectos deletéreos pueden oniginarse
a partir de |a capacidad del smiloide B de promover la entrada crénica de calcio a las
neuronas a través de la modulacidn de los canales 16nicas neuronales de calcio [Daidson et
ol , Bramn Res , 643, 324-327 (1994)], o & traves de la formacidn de canales transmembrana
permeables a cationes {Kawahars et el , Biophysiol J, 73, 67-75 (1997)] que penn‘nen
indiscnmmadamente ¢l ingreso de calcio, sodio y otros cationes al interior de la célula y
destruir su homeostasis relacionada con el celcio Se ha comprobado que los bloqueantes
de canales de calcio que pueden atravesar la barrcra hematocncefalica, tales como la

mmodiping, pueden retrasar ¢} avance del mal de Alzheimer en algunos pacientes



[Tollefson, Blol Psythatry, 27, 1133-1142 (1990)] De la misma forma se ha demostrado
que el catidn zinc, que sc une a sitios especificos de amiloide B [-40 [Bush et al , Science
265, 1464-1467 (1994)] puede bloquear el ingreso de calcio a través de cangles de
amiloide B 1-40 [Anspe et al, Proc Natl Acad Sci, 93, 1710-1715 (1996)]

Asimismo, ge ha comprobado que los agregados de amiloide B inducen una
actividad anormal de los canales de potssio En cultivos de neuronas del hipocampo, el
amiloide 8 abre un canal de potasio de alta conductancia sensibie al caleio (es decir, BK
sensible a la 1berttoxina) [Furukawa et al , Nature, 379, 74-78 (1996)], que puede llevar a
la pérdida crénica de potasio citoplasmitico y destruir 1a habilidad de las neuronas de
generar y propagar potenciales de accidn criticos para las funciones de seiiales cerebrales
Esta activided tan aberrante de los canales de potasio de hecho se ha observado en
pacientes con mal de Alzheyimer [Etchebemgaray et al , Proc Nat! Acad Sci, 90, 8209-
8213 (1993)] También, en el cultivo de la linea celular colinérgica septsl SNS6, el
amiloide B (por cyemplo, el amiloide B 1-40) produce 1a muerte celular por impacto sobre
canales de potasio sensibles a TEA [Colom et al, J Newrochenustry, 70, 1925-1934
(1998))

Estos estudios sugieren que los egregados de amiloide 8 ejercen sus cfectos a
través de miltiples objetivos (targers) Sin embargo, ninguno de los objetivos descnptos ha
dado como resultado la inhibicidn rdpida y completa de los impulsos electricos neuronales,
criticos para la funcidn cerebral, observada en estados avanzados del mal de Alzheimer
Ademds, los estudios de canales 16nicos descriplos antenormente e realizaron en cultivos
de neuronas cuyas propiedades pueden haber sufndo cambios importentes durante la
diferenciacién en las condictones de cultivo Por lo tanto, es posible que los datos
dispomibles en 1a actualidad no representen [a verdadera repuesias de las neuronas nativas

Estudios genéticos recientes han mostrado que mutaciones en el precursor de la
proteina amiloide y en los genes de presinthina afectan el procesamiento y la proaduccién
del smilorde B y, en consecuencm, estdn relacionados con la edad de comienzo del mal de

Alzheimer y con la susceptibilidad a esta enfermedad Otros estudios han mostrado que



vanaciones cn los genes ApoE también afectan la susceptibilidad al mal de Alzhcimer y la
cdad del comienzo de {a enfermedad Hipotéticamente, £] mal de Alzheimer esponténeo
estd bajo el control de otros genes y factores ambientales que aun se deben 1dentificar

Asimismo, se supone que la imhibicién de la agregacidn del amiloide B y, en
consccuencia, de su toxicidad es terapéuticamente beneficiosa en el tratamiento del mal de
Alzheimer Existen vanos informes que dan evidencia de que pequefios agregados capaces
de difundir [Lambert et al, Proc Nall Acad Sc1, 95, 6448-6453 (1998), PCT
International Application WO 98/33815] y protofibnllas [Harper et al, Chem Biol, 4,
119-125 (1997), Harper et al Chem Biol , 4, 951-959 {(1997), Walsh et al ,J Biol Chem ,
272, 22364-22374 (1997)], y no el péptido fibnlar completo, podnan ser las especies del
AD tdxicas pars las células vivas Las diferencias fisicas en las supuestas especies téxicas
identificadas por estos grupos de investigacién “soporta el concepto de que distintas
estructuras del AB tienen actividades neurobioldgicas particulares que se pueden
manifestar de maneras diferentes mediante una lectura electrofisioldgica” [Hartley et al , J
Neuroscience, 19, 8876-8884 (1999)] En consecuencia, [a etiologla del mal de Alzheimer
puede ser bastante compleja y presentar una variedad de formas diferentes de diagnéstico y
tratamiento

Dentro de este contexto, la Patente 5 876 948 de los EE UU describe métodos de
investigacidn para 1dentificar inhibndores del efecto neurotéxico de! amiloide 8 En
particular, la patente '948 proporcionz un método de inveshgacién de compuestos
candidatos, que requiere la obtencién de una célula tal como una neurona primana, una
célula neuronal o una célula derivada de tejido neuronal La célula se pone en contacto con
un compuesio candidato en presencia de una neurotoxina seleccionada del grupo
conshtwido por smiloide B1-38, 81-40, B1-43 y 829-35, y se determina 51 ¢l compuesto
reduce el efecto de la neurotoxina (por ejemplo, reduce la muerte celular) o reduce ls
acumulacion de amiloide B en la superficie de la célula En consecuencia, esta patente no
proporcions informecién sobre cimo aveniguar cudles son los compuestos que

desencadenan los eventos celulares que preceden 8 la muerte de las células, excepto Ia



acumulacion del péptido en la superficie celular En consecuencia, se necesitan ensayos
utiles para investigar los compuestos que ejercen efectas protectores en la etapa previa a la
muerie celular mediads por amiloide B, y los compuestos que ejercen un efecto que no sea
Ia interferencis en 1a deposicidn de amiloide B en 1a superficie celular Ademas, 1a patente
‘948 aparentemente no considera ningin efecto del estado de sgregacion del emiloide B
sobre la neurotoxicidad La patente relacionada 5 137 873 de los EE UU presenta un
método para tratar una enfermedad que se caracteriza por la acumulacidn del amiloide B
que mcluye la administracién de una cantidad terapéuticamenie efectiva de un agomista de
taquicinina, como por ¢jemplo, la sustancia P

La patente 5 892 018 de los EE UU hace referencia a secuencias de ADN que
codifican una nueva subfamilia de canales de sodio sensibles a amilonda en el sistema
nervioso central humano La PCT International Application WO 98/54316 descnbe una
nueva clase de canales de sodio que pueden funcionar como receptores para transmisores
endégenos Tanto la patente ‘018 como la solicitud *316 sugieren que los canales 16nicos
pueden jugar algun rol en la patogenesis o en el tratamiento del mal de Alzheimer (ver
solicitud ‘316, paginas 1 y 15, ver patente ‘018, columna 1, lineas 50-54) Sin embargo,
minguno de estos documentos presenta un ensayo para ¢l diagnéstico del mal de
Alzheimer, y mucho menos métodos de tratamiento

En consecuencia, alin es necesana una mayor comprension del funcionamiento del
amilowde B o de sus agregados, y los medios para diagnosticar, predecir, prevenir y tratar
enfermedades, trastornos y condiciones resultantes del amilorde 8 o de sus agregados
Estos y otros temas y ventajas de esta invencién, asi como recursos de invencidn
adicionales, s¢ harin evidentes a partir de la descripeién de la tnvencién descnpta en este
documento

RESUMEN DE LA INVENCION

Bsta invencién esté relacionada con la sorprendente observacién de la interaccidn

entre ¢! amiloide B o sus agregados y los cansles de sodio Baséndose en esta novedosa ¢

inesperada interaccién, esta mvencion provee un método para identificar compuestos que



modulan la ntereccion del amiloide B o sus agregados con un canal de sodio Este método
requiere en cspecial poner en contacto una c€lula que contiene un canal de sodtwo con el
amiloide 8 o sus agregados en presencta y en ausencia de un compuesto de ensayo, y luego
detcrminar s1 exiate algin impacto sobre el canal de sodio con y sin la presencia del
compuesto, y con un compuesto que exhiba un impacto modulador de la interaccion del
amiloide B o de sus agregados con dicho canal de sodio En condiciones ideales, el impacto
sobre los canales de sodio se evalua ya sea examinando el potencial de reposo de la
membrana, ¢l potencial de accidn de [a membrana o mudiendo la cormente rapida de
entrada de sodio Preferentemente, como se realizé en la mvencién, la celula debe ser
neuronal o puede ser no neuronal, como se describe en este documento

El método de rdentificacién de compuesios que modulan la interaccién del
amiloide B o sus agregados con un canal de sodio también se puede llevar a cabo segun la
mmvencién Este método requiere la obtencién de una pnmera célula que produce amiloide
B o sus agregados, la obtencién de una segunda célula que contiene un cansal de sodio, el
contacto de In segunda célula con la pnmem en presencia y en ausencia del compuesto de
ensayo, y la determinacidn de la actividad del canal de sodio con y sin la presencia del
compuesto, donde un compuesto de ensayo que ejerce un impacto sobre la actividad se
considera modulador de la interaccién del amiloide 8 o sus agregados con dicho canal de
sodio Preferentemente, la primera célula es neuronal y la segunda no neuronal, y
viceversa, o ambas son neuronales o bien no necuronales

De i1guel manera, ¢l método de identificacion de compuestos que modulan la
interaccion del amiloide B o sus agregados con un canal de sodio se debe llevar a cabo
preferentemente de acuerdo con la invencién, donde el método requiere los siguientes
pasos obtener una composicién que contenga un canal de sodio purficado, poner en
contacto el canal de sodio con el amiloide B o sus agregados en presencia o en ausencia del
compuesto de ensayo y determinar la actividad del canal de sodio con y sin la presencia del

compuesto de ensayo donde un compuesto de ensayo que ¢jerce un impacto sobre ia
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actividad se considers modutador de ia interaccidn del amiloide B o sus agregados con el
canal de sodio

La invencion también provee un método para diagnosticar el mal de Alzheimer (o
enfermedades por pnén) en un mamifero supucstamente afectado por dicho mal {o por
enfermedades por pnén), que requiere la medicion de Ia actividad del canal de sodio en
una célula de mamifero donde la disminucién de la actividad del canal de sodio se
correlaciona con la existencia de una etapa del mal de Alzheimer (o una etapa de
enfermedades por pnén)

La invencidn ademds bninda un método de observacién de la suscepibihidad de un
mamfero al mal de Alzheimer, que comprende los sigutentes pascs

(a) aislar del mamifero una célula que contenga un canal de sodio, y

(b) medir Ia actividad del cansl de sodio en susencia y en presencia de la
proteina amiloide B, donde la disminuctén de la actividad del canal de sodio con y sin la
presencia del amiloide B se correlaciona con la susceptibilidad a desarrollar el mal de
Alzheimer

Asimismo, la nvencién provec un método para prevenir, tratar o revertir
enfermedades tales como el mal de Alzheimer y enfermedades por pridn en un mamifero,
donde el método preferentemente requiere poner en contacto un canal de sodio del
mamifero con un compuesto que protege a este canal contra el impacto negativo del
amiloide B o sus agregados Opcionalmente, este métado se puede llevar a cabo usando
compuestos que abran el canal de sodio

Ademds, I2 invencién contempla el uso de un compuesto que module la interaccién
del amiloide B o sus agregados con canales de sodio celulares pera fabncar un
medicamento para ¢l tratamiento de un trastorno neurolégico (por ejemplo, el mal de
Alzheimer)

Otros recursos ¥ vanaciones de Ia nvencién se haréin evidentes para los expertos
en lamatena a partir de Ia totahdad de Is aplicacién, incluso la descripeion detallada, y

todos estos recursos s¢ deberdn considerar aspectos de la invencién De 1gual modo, los
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recursos que se descnben en este documento se pueden volver a combmar en otros
contextos que también se deberdn considerar aspectos de Ia invencidn, independientemente
de que Ia combinacién de recursos haya sido especificamente mencionada més armba como
un aspecto o un entorno de la mvencion. En este nismo sentido, las lirmitactones que se
describen en este documento como criticas para Is invencién deben considerarse como tal,
las vanaciones de la mvencidn que carecen de imitaciones y que no se han descnipto aqui
como criticas deberdn considerurse como aspectos de la mvencidn

Ademids de lo antedicho, la invencidn incluye, como aspecto adicional, todos los
entornos de menor espectro de la invencidn en cualquier forma diferente de 1as vanaciones
que cspecificamente se mencionaron més amba Aunque los postulantes mventaron el
espectro completo de las declaraciones que sc adjuntan al presente, estas declaraciones no
tienen como fin inchur en dicho espectro trabejos previca realizados por otros Por lo tanto,
en el caso de que una Oficina de Patentes o cualquier otra persona fisica o juridica liamara
la atencién a los postulantes en relacién con una mvencidn antenor regulada que entra en
el espectro de una declaracidn, los postulantes podrén decidir ejercer o no sus derechos de
modificacién conforme a las [eyea de patentes aplicables para volver a definir el tema de
tal decleracién a fin de excluir especificamente diche invencidn antenor regulada, o
vanaciones obvies de la 1ovencién, del espectro de la declaracién en cuestién Las
vanaciones de la mnvencién definidas por las declaraciones modificadas también se deberén
considerar aspectos de la invencién

BREVE DESCRIPCION DE LOS GRAFICOS

Las Figuras 1 A-C contienen registros tomados de un Amplificador Axopatch
200, que muestran cambios en el potencial de accién tomados de una unica neurona
cortical (A) en ausencia del péptdo amiloide B 1-40, (B) en presencia de una solucién
115 M del péptido amiloide 8 1-40, (C) después del lavado de la neurona con una
soluci6n Libre de péptido

Las Figuras 2 A-C contienen registros tomados de un Amplificador Axopatch

200 que muestran cambios en el potencial de accién tomados de une dnica neurona del
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hipocampo (A) en ausencia del péptido amnloide B {40, (B) en presencia de una solucion
115 uM del péphdo amiloide D 1-40, (C) después del lavado de la neurona con uma
solucidn libre de péptido

Las Figuras 3 A-C contienen registros tomados de un Amplificador Axopatch
200 que muestran la disminucidn pragresiva en la comente ripida de entrada de sodio en
una neurona del hipocempo estimulada por un cambio de potencial con un ncremento
desde —80 mV (mlivoltios) hasta ~30 mV en ausencia del amiloide B 140 (Figura 3-A),
cn presencia de una solucién 50 #M de amiloide B 1-40 despues de la agregacién inducida
por agitacién del amiloide B durante aproximadamente 90 minutos (Figura 3-B), y en
presencia de una solucién 50 4M de amiloide B 1-40 después de la agregacién inducida por
agitacion del amiloide 8 durante aproximadamente 120 minutos (Figura 3-C) El efecto
del péptido no se puede eliminar por lavado La flecha tndica la direccion de s
disminucién progresiva de la cornente causada por el péptido

La Figura 4 es un grifico quc muestra ¢l cambio progresivo de Ia amplitud del
pico de 1a comente de entrada de sodio (ly) medida en picoampenos (pA) (eje Y) en
funcién del tiempo (segundos) (eje X), en ausencia de amilode B 1-40 (circulos en
blanco), en presencia de una solucién 50 uM de amiloide B 1-40, después de 1a agregacibn
inducida por agitacién del amilowle B durante aproximadamente 90 minutos (circulos
rellenos), y en presencia de una solucidn 50 4M de amiloide B 1-40 después de la
agregacidn inducida por agitecién del amiloide B durante aproximadamente 120 minutos
(cuadrados rellenos) Las lecturas se realizaron del mismo experimento al que se refieren
las Figuras 3 A-C

Las Figuras 5 A-D contienen registros tomados de un Amplificador Axopaich
200 que muestran el efecto del amiloide B 1-40 en la comente ripida de entreda de sodio
en una neurona del hipocampo en un ampho rangoe de poienciales de membrana que oscila
desde —-50 a +20 m. Cada panel 1lustra ocho trazos de comentes ripidas de entrada de
sodio supcrpuestas en el mismo lapso, estimuladas por un cambio de potencial con un

mcremento desde un potencial de reposo de —-80 mV (mulivoltios) hasta —50 mV, y luego
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en incrementos de 10 mV hasta +20 mV en ausencia del amiloide B 1-40 (Figura 5-A), en
presencia de una solucién 50 #M de smiloide B 1-40 después de Ia agregacion inducida por
agitacion del amiloide 8 durante aproximedsmente 90 minutos (Figura 5-B), y en
presencia de una solucidn 50 4M de amiloide B 1-40 despucs de la agregacién inducida por
agitacién del amiloide B durante aproximadamente 120 minutos (Figura 5-C), luego del
lavado del péptido (Figura 5-D) El efecto del amiloide 8 1-40 no se puede eliminar por
lavado

La Figura 6 cs un grifico que muestra ia amphtud del pico de 1a comente rapida
de entrada de sodio en pA (eje Y) en funcidn de un amplio rango de potenciales de
membrana en mV (eje X), en ausencia de amilode B 1-40 (circulos en blanco), en
presencia de una solucién 50 M de amiloide B 1-40, después de la agregacién inducida
por agitacién del amiloide B durante aproximadamente 90 minutos (circulos rellenos), y en
presencia de una solucién 50 zM de amiloide B 1-40 después de la agregacion inducida por
agttacion del amiloide 8 durante aproximadamente 120 minutos (cuadrados en blanco), y
luego del lavado del péptido (cuadrados rellenos) Las lecturas se realizaron del mismo
expenmento al que se refieren las Figuras 5 A-D

Las Figuras 7 A-C contienen registros tomados de un Amphficador Axopatch
200 que muesiran trazos superpuestos de comentes de sodio de una neurona del
hipocampo estimuladas a partir de un potencial de reposo de —80 mV & —~70 mV, y luego en
incrementos de 10 mV hasia +10 mV, obtenidos en ausencia del bloqueante especifico de
canales répidos de entrada de sodio tetrodotoxina (TTX) (Flgura 7A), en presencia de una
solucién | #M de TTX (Figura 7B), y con lavado de TTX (Figura 7C)

La Figura 8 es un grafico que muestra la amplitud del pico de la comente nipida
de entrada de sodio en pA (eje Y) en funcidn de un amplio rango de potenciales de
membrana en mV (eje X), en ausencia de TTX (circulos en blanco), en presencia de una
solucion 1 #M de TTX (circulos rellenos), y luego del lavado de TTX (cuadrados
rellenos) Las lecturas se realizaron del mismo expenmento al que se reficren las Figuras 7

A-C
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Las Flguras 9 A-B contienen registros tomados de un Amplificador Axopatch
200 que muestran una unica cornente de caicio de ncuronas asladas del hipocampo
estimuladas a partir de un potencial de reposo de —40 mV hasta +10 mV, en ausencia del
amiloide B 1-40 (Figura 9A) y en presencia de una solucidn 50 #M del pépuido amtloide B
1-40, después de la agregacidon inducida por agitacion del amiloide B durante
sproximadamente 70 minutos {(Figura 9B)

La Figura 10 es un grifico que muestra la amphtud del prco de Ia comente de
caleio (Ic,) medida en pA (gje Y) en funcidn del tiempo en segundos (seg ) (eje X), en
ausencia del amiloide B (circulos en blanco) y en presencia de una solucion 50 gM del
amiloide 8 1-40, después de la agregacidn snducida por agitacién del amilosde 8 durante
aproximadamente 70 minutos (circulos rellenos) Las lecturas se realizaron del mismo
expenimento al que se refiercn las Figuras 9 A-B

Las Figuras 11 A-D conticnen registros tomados de un Amphficador Axopatch
200 que muestran las comentes de potasio con estimulacton, mediante incremento del
potencial desde un potencial de reposo de —40 mV hasta +10 mV en incrementos de 10
mV, en ausencia del amiloide B 1-40 (Figura 11-A), en presencia de una solucion 50 M
de amloide B 1-40 después de la agregacidn mducida por agitacién del amiloide B durante
aproximadamente 90 minutos (Figura 11-B), y en presencia de una solucién 50 zM de
amiloide 8 1-40 después de la agregacién inducida por agitacién del amiloide B durante
aproximadamente 120 minutos (Figura 11-C) y luego del lavado del pépuido (Figura 11-
D)

La Figura 12 es un grifico que muestra la amphtud del pico de las comientes de
potasio en nanoampenos (nA) (eje Y) en funcidn de un ampho rango de potenciales de
membrana en mV (eje X) en susencia del armiloide B 1-40 (linca llenn), en presencia de uns
solucidn 50 #M del amilowde B 1-40, después de Ia agregacidn inducida por agitacién del
amiloide B durante aproximedamente 90 minutos (Hinea sombreada) y en presencia de una

solucién 50 M del amiloide B 1-40, después de la agregacién inducida por agitacién del
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amiloide B durente aproximadamente 120 mnutos (linea puntieada) Las lecturas sc
realizaron del mismo expenmento al que se refieren las Figuras 11 A-D

La Figura 13 ¢s un grifico que muestra el impacto del amiloide B sobre el canal de
sodio (eje Y, % de disminucién en ly,) 8 diferentes tiempos (gje X, en minutos} de
agregacién El pico de impacto sobre la actividad aparece aproximadamente 8 los 60-80
munutos de la agregacidn inducida por agitacién de la solucién 50 #M del amiloide B 1-40
Para cada valor graficado, se indica la cantidad de mediciones individuales sobre las
neuronas ndependientes, y s¢ proporcionan barras de error donde se¢ han promediado
miiltiples mediciones

Se incluyen una descripciébn detallada y ejemplos con el fin de facilitar la
comprension de la invencidn, pero no tienen como finalidad limitar su alcance

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Estd comprobade que en cultivos celulares o en neuronas nconatales, ciertas
formas del amiloide B (AB) son neurotéxicas al interfenr las funciones neuronales
normales Sin embargo, ain no se han establecido los canales objetivo precisos y los
cambios subsiguientes en los potenciales de accién que se reflejan en patrones de neuronas
nativas en mamiferos adultos Estc tema importante fuc examinado utilizsndo una
preperacién neuronal bien definida y de alta sensibihdad, disociada en fresco de cercbros
de ratas adultas y con la técnica de registro con pipeta de succidn Sorprendentemente, se
descubrié que ¢l amilorde B disminufa o eliminaba los potenciales de accién neuronal por
medio del bloqueo especifico de canales ripidos de entrada de sodio y el consecuente
bloqueo de los impulsos neuronales Ademds, se determind que los agregados de amiloide
B de bajo peso moleculsr tenfan mayor capacidad ejercer un impacto deletéreo sobre las
funciones celulares (por ¢jemplo, incluyendo la actividad del canal de sodio) que los
mondmeros o 10s polimeros

Segin lo explicitado en el prrafo antenior y tal como se descnbe mis abajo en este
documento, esta mvencidn proporcions, entre otras cosas, un método pama identificar

compuestos que modulan Ia nteraccién del amiloide B o sus egregados con cl canal de
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sodio Estos compuestos son titiles para dimgnosticar, prevenir, tratar o revertir diversos
trastonos (por ejemplo, el mal de Alzheimer y enfermedades por pnén) que se
caracterizan por la alteracion de los canales de sodio
El amilolde B 0 sus Agregados

De acuerdo con la invencién, el “amiloide B” (AB) es cualquiera de las secuencias
1-43, 1-42, 1-41, 1-40, 1-39 y 1-38 y secuencias truncadas de cualquiera de Ias anteriores,
como resultado del clivaje por B-secretasa y y-sccretasa de la protemna precursora de
amilorde[(ver, por ejemplo, Yan et al , Natwre, 402, 533-537 (1999), Kang et al , Nature,
325, 733 (1987), Sclkoe, In Annual Review of Neuroscience, Cowen (Ed), 17, 1x + 623,
489-517 (1994)] El AB puede ser el de cualquier especie, particularmente una especie de
mamiferos, y en especial de la especic humana Ademds, “amiloide 8" comprende
cualquier sustitucién de aminodcidos en las sccuencias antenores que resultan en un
péptido/proteina modificado con propedades de agregacidn similares a las del
péptdo/proteina native En particular, el amilode B es una proteina (o péptido) que
comprende los residuos 1-38, 1-40, 1-43 6 29-35 de la PPA, como se establece en la
Patente 5876948 de los EEUU, y que puede ser producida por técnicas de
recombinacién o de sintesis

El amiloide B se puede adquinr ficiimente en el mercado, de proveedores tales
como Polypeptide Laboratories (Torrence, CA, Nimero de Catdlogo P-0036) y Bachem
Biochemica (Heidelberg, Alemania} El AB tambien puede ser producido naturalmente por
una célula, por una célula usando técnicas de recombinacidn, por una célula (por ¢jemplo,
neuronal) mientras que su impacto de evalia en otra (por ejemplo, no neuronal), puede ser
empleado en su forma polipeptidica (es decir, preagregado o no) para ponerlo en contacto
con un canal de sodio, o puede utilizarse como parte de una composicién (por ejemplo,
incluido en micelas) pars ponerlo en contacto con un canal de sodio Todas estas vanantes,
asi como otras vanantes que resultanin obvias para los expertos en la matena, estdn

englobadas en la nvencién objeto de este documento
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Los “agregados” del amilotde B comprenden cualquier estructura de orden supenior
formada por Ia asociacidn de méa de un mondmero de AB con la capacidad de inhibir la
corriente répide de entrada de sodio (In). y cn especial comprende un tetramero del
amilotde B (es decir, una estructura de orden supenor formada por la asoclacién de cuatro
monoémeros del amiloide B)

La agregacién del armloide B se realiza preferentemente en un buffer apropiado S
luego el agregado de amiloide B no se va a emplear sobre céjulas, entonces es convemente
que el buffer tenge una composicidn aproximada de fosfato 10 mM, NaCl 100 mM y pH
74, u otra similar Si el agregado de amiloide B lucgo se va a emplcar sobre células (por
ejemplo, células completas, células aisladas u otras), entonces s conveniente que el buffer
usado para la agregacién consista en el mismo medio de cultivo de tejidos en el cual las
celulas son agregadas (por eyjemplo, solucidn salina equilibrada de Hank) Prefcrentemente,
la agregacién se deberid lievar a cabo por agitacién de Ia mezcla del amiloide B en el buffer
(por ejemplo, se aconseja una velocidad de sproximadamente 700 a B00 rpm)
Optimamente, la agregacion se deberd llevar a cabo a varios iempos, como se describe en
los Ejemplos Es deseable monitorear la agregacién, por efemplo, mediante medidas de
dispersion de luz a 405 nm Se¢ puede obiener més informacién detallada sobre la
agregacion en los Ejemploa, asi como en Ia referencia de Finde:s et al , Blochemistry, 38,
6791-6800 (1999)

Ademis, preferentemente el amiloxle B debe tratarse inicialmente de la manera
adecuada para obtener mondémeros formados por enrollamiento al azar, previo a la
disolucién en el buffer apropiado Esto puede reahzarse, por ¢jemplo, mediante un
tratamiento con alcohol hexafluoroisopropllico —AHFIP— (como se descnbe cn Jos
Ejemplog) o mediante un tratamiento con écido (como se deacribe en los Ejemplos y en

Findess et al , supra)
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Canales de Sodia y Células que los Poseen

Los canales de sodio 8 utilizar en la invencidén incluyen, entre otros, canales de
sodio nativos de todos los tejdos, especialmente del sistema nervioso, y mis
especificamente de células de tepido cerebral y de médula espinal Estos canales son los
objetivos del AB en vanas formas y en diversos estados de agregacién (es decir, son
sensibles en algin mivel a los efectos deletéreos del AB o de sus agregados) Entonces, de
acuerdo con la invencién, una “celula’ debe ser preferentemente una neurona pnmena, una
célula neuronal o una celula denvada de un tejido neuronal

La invencién tembién puede realizarse utilizando canales de sodio de células de
teyidos no neuronales (es decir, células no neuronales) Una “célula no neuronal” es una
célula que no es una neurona pnmana ni una célula neuronal n una célula denvada de un
tejido neuronal Las células no neuronales preferidas para uso en la invencién incluyen,
cntre otros, células pnmanas con una geometris, una cantidad y un grado de
homogeneidad que permitan un cultivo relativamente sencillo de las células para los
cnsayos clectrofisioldgicos sobre células finicas En especial, las células no neuronales que
se prefieren son células musculares, particularmente aquélias en las que sc ha confirmado
|a presencia de canales de sodio funcionalmente similares a los de las células neuronales
(por ejemplo, células musculares esqueléticas y células musculares cardiacas, tales como
células marcapasos, celulas aunculares, células del nodo suriculo-ventricular, células del
ventrniculo 1zquierdo, células del ventriculo derecho, células muscularcs papilares y células
de las fibras de Purkinje), aunque pueden emplearse otras células musculares que no han
sido tan caractenizades (por eemplo, células del misculo liso, en particular, células del
musculo liso cardiaco) Las células que no son ideales para los estudios electrofiarolégicos
{por eqemplo, las que tienen un tamafio pequefio, las que tiene una morfologia plans, las
que se cncuentran en poce cantidad y/o las que pertenecen a tejidos no homogéneos)
tambien se pueden emplear con [a apropiada optimzacién de los ensayos para la
mvencion Estas células abarcan las células sanguineas, renales y epitelales (es decir, las

que revisten los intestinos) Ninguns de estas células dervan de células neuronales
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Ademds, pueden emplearse opcionalmente células de cultivo, incluso lincas celulares
cancerosas no necuronales, en la medida en que las células puedan mantenerse en
condiciones en las cuales la desdiferenciacién sca ymprobable y poco frecuente Estas
lineas celulares difiercn de ias células pnmanas en cuanto a que las lineas celulares han
sufindo un cambio genético que Ias transforman en inmortales

Es aconsejable que la célula sea una célula aviar o una célula de mamifero, como
por ¢jemplo roedores, pnmates (monos, simios, gorilas, chimpancés, gibones, orangutanes
—y otros de similar naturaleza— felinos, camnos, ungulados —por efempio, ramiantes o
cerdos) y en particular, de humanos Es conveniente que la célula sca de especies de
mamiferos (en particular, de humanos) Se puede trabajar con la celula una entidad unica o
formando parte de un conjunto mayor de células, como por ejemplo un cultivo celular, un
tejido (1a/ como el tejido neuronal), un érganc (tal como el cerebro o la médula espinal), un
sisterna de érganos (por ejemplo, ¢l sistema nervioso central) o un orgamsmo (por eremplo,
un mamifero)

Es prefenble que ¢l “canal de sodio” sea un canal répido de entrada de sodio Un
“cane! nipido de entrada de sodio™ es una proteina gmande, transmembrana y
voltajedependiente que se abre (es decir, permite el pasaje a través de la membrana celular,
desde el extenor de la célula hacia su interior) como respuesta a la despolanzacién de la
membrana Una vez abierto, el canal permite el flujo masivo de 1ones sodio hacia el
mtenor de la celula sdlo durante unos pocos milisegundos, v en una célula neuronal
permite la generacién del potencial de accién que es cntico para la conduccidn de los
impulsos nerviosos Sin la apertura de los canales ripidos de entrada de sodio, una red
neuronal permanece "silenciosa”™ y se vuelve no funcional Los canales de sodio que se
consideran para uso en la invencién mcluyen a los que se conoce como “con puerta de
voltaye”, “sin pueria de voltaje™ e “intercambiadores” La corriente medida en un canal
ripido de entrada de sodio es [a comente ripida de entrada de sodio

Todos los canales de sodio scnsibles a tetrodotoxina (TTX) e insenmbles a TTX

provementes de las fuentes tisulares/celulares mencionadas anteriormente son los objetivos
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clave para el amiliode B en vanes formas y en diversos estados de agregacién Sin
embargo, en condiciones 1deales, }a invencién se reahiza unhzando canales de sodio
scnsibles a TTX

Los canales de sodio ttiles para la realizacién de la invencién incluyen canales de
sodio no nativos (por ejemplo, los obtemidos por recombinacidn, tales como canales de
sodio molecularmente clonados, como por cjemplo los clonados a partir de cclulas de
cualquier tepido, en particular del sistema nervioso central, y especialmente del cerebro)
como objetivos del amilowde B en vanas formas y en diversos estados de agregacién Los
canales de sodio no nativos Gtiles pars la realizacién de los ensayos de 1a invencién son
sensibles en algun mivel a los efectos deletéreos del amiloide B o de sus agregados Sin
embargo, los canales de sodio no nativos insensibles a los efectos deletéreos del amiloide B
o de sus agregados son utiles para la determinacién de las regiones en las cuales el
amiloide B interactua con el canal (por ejemplo, por comparacién de la estructura del canal
no nativo con la del canal nativo) Estos canales de sodio no nativos incluyen, entre otros,
los descriptos en la Patente 5 892 018 de los EE UU y en Ia PCT International Applhication
WO 98/54316

De ahf que la actividad deletérea del amilomde 8 o sus agregados se puede estudiar
y modular mediante la introduccién ¢n lag células de vectores de expresién que conduce a
la produccién de altos nmiveles de canales de sodio En este sentido, la invencidn ademds
proporciona métodos de empleo de canales de sodio punficados (o porciones de ellos) y de
celulas huésped tratadas por ingemena genetica que expresan canales de sodio
recombinantes para evaluar ¢ investigar los moduladores de la interaccidn entre el péptido

amilowde B y el canal de sadio

Esta invencién sporta métodos de investigacién para moduladores putativos

utihizando alguna de las tantas técnicas de investigacién de droges Estos moduladores



proporcionarin la base para preparaciones farmacéuticas para el tratamiento y cl
mejoramiento de los sintomas asociados con la acividad del amiloide 8 o sus agregados

Los moduladores de la interaccién del amiloide B o sus agregados con los canales
de sodio incluyen los moduladores que facilitan (es decir, sumentan Ia efectividad o la
posibilided) de interaccién del amiloide B o sus agregados con el canal de sodio, y
compuestos que dificultan (es dectr, disminuyen la efectividad o la posibilidad) de
interaccidn del amiloide B o sus agregados con el canal de sodio En el contexto de la
presente invencién, los compuestos que dificultan la interaccién del amilowde B o sus
agregados con los canales de sodio se podrian utilizar particularmente en la prevencién y/o
¢l tratamtento del mal de Alzheimer , y de enfermedades por pridn, asi como de otros
trastornos, lo cual se descnbe més adelante en este documento

De acuerdo con la mvencidn, los moduladores que dificultan la intcraccidn del
smiloide B o sus agregados con el canal de sodio permiten la reduccion de un maximo de
0% a aproximadamente 20% en la comente rdpida de entrada de sodio cuando un canal de
sodio entra en contacto con el amloide B o sus agregados y el modulador (es decir,
comparado con un canal de sodio que entra en contacto con ¢l amiloide B o sus agregados
en ausencia del modulador), o hacen que 1a reduccién que sc produce luego de este
contacto tenga un imcio demorado y/o uns durscidn menos prolongada (es decir,
comparado con un canal de sodio que entra en contacto con el amiloide B o sus agregados
en ausencia del modulador)

Por comparacidén, los moduladores que facilitan la interaccién del armloide B o sus
agregados con el canal de sodio aumentan Ia reduccién en la cornente rapida de entrada de
sodio cuando el canal de sodio se expone el amilode B o sus agregados en
aproximadamente 10% a 20%, como minimo (es decir, comparado con un canal de sodio
que entra en contacto con el amiloide B o sus agregados en ausencia del modulador), ), o
hacen que la reduccidn que se produce lucgo de dicha exposicién tenge un micio mis
ripido y/o una duracién més prolongeda (es decir, comparado con un canal de sodio que

entra en contacto con ¢l amiloide B o sus agregados en ausencia del modulador)
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Bayjo ciertas condiciones, ls invencidn proporciona un método de identificacidn de
compuestos que modulan Ia interaccién del amiloide B o sus agregados con un canal de
sodio que, 1dealmente, incluya los siguientes pasos

(e) obtener una célula que contenga canales de sodio

(b) poner en contacto los canales de sodio con ¢l amitoide B o sus agregados
en presencia y en ausencia del compuesto de ensayo, y

(c) determmnar [a actividad del canal de sodio con y sin la presencia del
compuesio de cnsayo, donde un compuesto de ensayo que ejerce un impacto sobre Ia
actividad se considera modulador de a interaccién del amiloide B o sus agregados con cl
canal de sodio

Los canales de sodio empleados en los métodos de ensayo de la invencién pueden
estar libres en solucién, fijados sobre un soporte sdlido, presentes en la superficie celular o
ubicados en micelas u ofras estructuras Asimismo, como se explicd anteriormente, el canal
de sodio (y/o el amiloide B o sus agregados) puede proporcionarse a la celula por técnicas
de recombimnacién (por ejemplo, producido dentro de la célula como resultado de
modificaciones en la célula por ADN recombinante, o producido por una céjula vecina —
tal como una célula neuronal— y empleado para causar un impacto en una célula no
neuronal sometida a estudio) El amiloide B tal como sc aplica para contacto con el canel
de sodio puede presentarse en forma polipeptidica y, tal como se suministra, puede
presentarse como preagregado durante diversos periodos (por ejemplo, como se descnbid
previamente y como se indica en los Ejemplos que se incluyen mids adelante en este
documento) o puede emplearse para contacto en su forma monoménca

En una de las versiones, es prefenble aplicar el método

(=) obtemendo una pnmera célula que produzea amilowde B o sus agregados

() obtemiendo una segunda célula que posea canales de sodio

{(c) pomiendo en contacto la segunda célula con la pnmera en presencia y en

ausencia del compuesto de ensayo, y
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(d) determinando la actividad del canal de sodio con y sin la presencia del
compuesto de ensayo, donde un compuesto de ensayo que ejerce un impacio sobre la
actividad se considera modulador de la interaccién del amiloide B o sus agregados con el
canal de sodio El método preferentemente debe aplicarse de forma tal que In primera y la
segunda célula sean del mismo tipo, en consecuencia, ambas células serdn neuronales o no
neuronales (por efemplo, ambas células son neuronales o no neuronales, o ambas son del
mismo tipo de células neuronales o no neuronales) Asimismo, el método preferentemente
debe aplicarse de forma tal que Iz pnmera y la segunda célula sean de tipos diferentes, por
¢jemplo una de la pnmem y segunda celula es neuronal y la otra ¢s una célula no
neuronal, o una s de un tipo de célula neuronal o no neuronal y la otra es de otro tipo de
celula neuronal o no neuronal

El método también se puede aphicar

(a) obteniendo un preparado que contenga canales de sodio punficados

(b) poniendo en contacto los canales de sodio con el amilodde B o sus
agregados en presencia y en ausencia del compuesto de ensayo, y

(c) determmando la actividad del canal de sodio con y sin Ia presencia del
compuesto de ensayo, donde un compuesto de ensayo que ejerce un impacto sobre la
actividad se considera modulador de la interaccién del ariloide B o sus agregados con el
canal de sodio

Es conveniente que los métodos de ensayo aqui descnptos se apliquen de forma tal
que la actividad del canal de sodio (y €] impacto sobre dicho canal) con y sin la presencia
del compuesto de ensayo se determine o evalue por medio de un método seleccionado del
grupo que consiste en examnar potenciales de reposo de membrana, examinar potenciales
de accién o medir la cormente ripida de entrada de sodio En comparacién con las
corrientes ripidas de entrada de sodio, existen corrientes lentas de entrada de sodio pero
éstas tienen una participacién mimima en la generacién de los potenciales de accién En
particuler, se debe evaluar la reduccién y/o anulacién del potencial de accidn, asl como la

hiberacidn de dicha reduccién o bloqueo (por ejemplo, mediante los denominados
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“abndores de canales de sodio™, como se describe mds adelante) De la misma forma, se
debe evaluar la reduccion o el bloqueo de la comente rdpida de entrada de sodio, asi como
la hiberacién de dicha reduccién o bloqueo (por ejemplo, mediante los denominados
* abnidores de canales de sodi0™) Estas mediciones deben realizarse utihizando métodos
conocidos en el area, que se descniben en los Ejemplos

La modulacién de los efectos de amloide 8 o sus agregados sobre un canal de
sodio por un agente sometido a estudio (es decir, un “compuesto de ensayo™) se puede
medir con las técnicas aqul descriptas, u otras técnicas conocidas en el area, aptas para
ensayos bioquimicos o basados en celulas para evaluacidn de alto rendimiento (High
Throughput Screening — HTS), (por ejemplo, sistemas de ensayos en melanocitos para
investigar las interacciones higando-receptor, sisternas de ensayos basados en levaduras, y
sislemas de expresidn potencial en células de mamiferos y otros sistemas de similar
naturaleza) Se puede encontrar una revimén del tema en Jayawickreme and Kost, Curr
Opmn  Biotechnol, B, 629-634 (1997) También se incluyen los ensayos HTS
automanzados y en mimaturs, como se descnbe por ¢ejemplo en Houston and Banks, Curr
Opin Biotechnol , B, T34-740 (1997)

Estos ensayos HTS se utilizan para investigar bibliotecas de compuestos con el fin
de identificar compuestos particulares gue exhiben la capacidad buscada de modular la
mnteraccion del amiloide B o sus agregados con el canal de sodioc Se puede utilhizar
cualquier biblioteca de compuestos, incluso bibliolecas quimicas, bibhiotecas de productos
naturales, bibliotecas combinatorias que abarcan ohgopéptidos, ohgonucleotidos u otros
compuestos orginicos designados o al azar

Las bibliotecas quimicas pueden contener compuestos conocidos, anidlogos
estructurales patentados de compuestos conocidos o compuestos ydentificados mediante la
investigacién de productos naturales

Las bibhotecas de productos naturales son conjuntos de susiancias sisladas de
fuentes naturales, hpicamenie microorganismos, anymales, plantas u organismos mannos

Los productos naturales se aisian de sus fuenies medante fermentacién por
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microorganismos seguida de aislamiento y extraccion de los caldos de fermentacidn, o por
extraccién directa de los microorgamsmos o de los tepdos (de plantas o amimales) mismos
Las bibliotecas de productos naturales incluyen poliquendos, péptidos no nbosomales y
vanantes (incluso vanantes de ongen no natural) de éstos Se puede encontrar una revisién
del tema en Cane et al , Science, 282, 63-68 (1998)

Las bibliotecas combinatorias contienen una gran cantidad de compuestos
relacionados, tales como péptidos, ohgonucledtidos o una combmnacién de otros
compuestos orgénicos. Estos compuestos son relativamente sencillos de disefiar y preparar
mediante protocolos tradicionales de sintesis automatizada, PCR, clonado o métodos de
sintesis patentados Las bibliotecas combinatonas de péptidos y oligonucledtidos son de
particular interés

A su vez, otras bibhotecas de interds son las de péphidos, proteinas,
peptidomiméticos, conjuntos de aintesis en multiparalelo, recombinatonas y de
polipéptidos Se puede encontrar una revisién de quimica combinatoria y de las bibliotecas
relacionadas en Myers, Curr Opin Brotechnol | 8, 701-707 (1997)

Una vez que se ha identificado que los compuestos muestran actividad como
moduladores de la interaccidn del amiloide B o sus agregados con el canal de sodio, se
puede emprender un programa de opttmizacion para mejorar la potencia y/o la selectividad
de la actividad Este andlisis de la relacion estructura-actividad (REA) tipicamente
involucra una serie iterativa de modificaciones selectivas de estructuras de compuestos y
su correlacién con la actividad bioquimica o bioldgica Se pueden disefar familias de
compuestos relacionados de forma tal que todos exhiban la actividad buscada, con algunos
miembros de la familia que potencialmente sean aptos como candidatos terapéuticos

Asimismo, la nvencién contempla el uso de un compuesto que modula la
interaccién del amiloide B o sus agregados con los canales de sodio para fabricar un
medicamento para el tratamiento de trastornos neurolégicos (por gemplo, ¢l mal de

Alzheimer) En particular, esta itvencién contempla compuestos que protegen los canales
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de sodio de ]a acci6n inhubitonia del emilowde B en vanas formas y en diversos estados de
agregacién

Esta invencidn ademnds contempla compuestos que abren canales de sodio en
presencia del amiloide B en vanas formas y en diversos estados de agregacién Estos
compuestos (“abndores de canales de sodi0™) se pueden emplear para causar un impacto
sobre todos los potenciales de accién generados por canales de sodio, como objetivos
vigbles del ammloide B en vanas formas y en diversos estados de agregacién Es deseable,
de acuerdo con la invencidn, que un abndor de canales de sodio también pueda ser un
compuesto que abra estos canales en ausencia del amiloide B en vanas formas y en
diversos estados de agregacién Algunos ejemplos de asbridores de canales de sodio
incluyen la veratndina y el DP120]1 Sin embargo, la veratndina y el PD1201 modifican cl
mecamsmo de apertura del canal y permiten la entrada de una cantidad excesiva de sodio
en la célula y, s1 bien son ttiles en un contexto de investigacién, pueden no serlo para el
tratamiento de enfermedades

Ademds, de acuerdo con la invencién, éstos y otros compuestos se pueden emplear
para causar un impacto sobre todos los canales de calcio y/o potasio, como objetivos
viables del amiloide B en vanas formas y en diversos estados de agregacion En particular,
se puede emplear un modulador 1dentificado segun los métodos aqul descriptos para el
tratamiento del mal de Alzheimer (o enfermedades por pnén) como partc de una
preparacién que lo contenga. Esta invencién contempla un compuesto identhficado como
modulador de scuerdo con los métodos de investigacién aqui descnptos La invencién
tambien coniempla una preparacién de un compuesto identificado de esta forma en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable Asinismo, esta invencién contempla un método
que conmsle en usar un compuesto identificado de esta forma en la fabnezcién de un
medicamento para prevenir, iratar o revertir el mal de Alzheimer (o enfermedades por

pnién) en mamiferos
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Sistemas de Expresién de la Célula Huésped

Como se indicd antenormente, tanto el canal de sodio (0 sus componentes) y/o el
amiloide B pueden proporcionarse a las células cn forma de sus dcidos nucleicos
codificantes y, en consccuencia, serdn producidos por Ia celula neuronal, o se pueden
ntroducir en la célula huésped en su forma polipeptidica. El término “polipéptido™ como
se usa en este documento incluye todos los péptidos (por efemplo, porciones de proteinas)
y las proteinas (es decir, que tienen grupos amino y carboxilo termmales) ya sean
recombinantes, sintéticos o punficados a partir de fuentes naturales

Es asf como se proporcionan células huésped, tanto células procanontes como
cucarionies, modificadas en forma estable o transmitona por introduccion de un
pohnucledtido que permite la expresién del canal de sodio codificado (o sus componentes)
y/o el amiloide B, 0 modificadas en forma estable o transitona por introduccidn del propio
canal de sodio (o sus componentes) y/o el amiloide B Si bien las células eucaniontes, tales
como las células neuronales, se pueden aplicar directamente a loa ensayos de la invencién,
existen otras células eucanontes o procariontes que pueden resultar utiles en otros aspectos
(por ejemplo, para la produccién protetca i vitro o para la construccién de otros vectores
de expresién apropiados para uso en células neuronales)

La forma en que los polinucledtidos que codifican los canales de sodio (o sus
componentes) y/o el amiloide 8 y los propios canales de sodio (o sus componentes) y/o el
amiloide B se introducen en las células se puede descnibir también como una
“construccidn™ Una “construccién” es cualquier forma de molécula en la cual una
secuencia polipeptidica (por eremplo, canel de sodio o sus componentes y/o el amlowde B)
o su secuencia polinucledtida codificante se une a una molécula mayor o forma parte de
ésta La conexidn entre el polinucleétido y/o la secuencia polipeptidica, y su sito de
acoplamiento en la molécula preferentemente debe ser mediante un enlace no covalente
(por gyemplo, como en el caso de una unién antigeno/anticuerpo), o0 mediante un enlace

covalente
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En este sentido, una “construccién” mcluye, entre otros, un vector (por cjemplo, Ia
meorporacion  genética de una secuencia codificante pohipeptidica en un vector
polinuciedtido) o un vector de tipo conjugado (por efemplo, el caso de una secuencia
codificante, una secuencia poltpeptidica u otra fraccién que estd asociada en forma no
covalente con el vector) u otra fraccién apropiada que se puede unlizarse para causar la
cnirada a la célula Dentro del contexto de eate documento, un “vector® es un vehiculo
capaz de causar la entrada a la célula —por gremplo, para transferencia de genes— y
también conserva el sigmficado general conocido por los expertos en la matena

La mvencibn contempla construcciones de expresién que contienen
polinucledtidos que codifican el canal de sodio (o sus componentes) y/o el amitoide 8,
operativamente ligadas a una secuencia de ADN de control de expresién enddgena u
exdgena y a un terminador de la transcripcién Las secuencizs de ADN de control de
expresion incluyen promotores, potenciadores y operadores, y generalmente son
seleccionadas sobre la base de los sistemas de expresién en los cuales serd usada la
construccién de expresin Las secuencias promotoras y potenciadoras prefendas
generalmente se seleccionan segin la capecidad de aumentar la expresidn de genes,
mientras que las secuencias operadoras generalmente se seleccionan segiin la capacidad de
regular la expresién de genes Las construcciones de la invencion que se prefieren también
incluyen las secuencias necesarias para replicacién en la célula huésped Las
construcciones de expresion son utilizadas preferentemente para productr un canal de sodio
codificado (o sus componentes) y/o €l amiloide 8

Asi es que log polinucledtidos de la invencién se pueden introducir en la celula
huésped 1dealmente como parte de un plésmido circular 0 como ADN lineal que contengan
una regidn aislada codificantes de proteinas dentro de un vector viral, o por otros medios
apropiados Los métodos pars introducir e| ADN en la célula huésped incluyen
transformacidn, transfeccidn, electroporacidn, inyeccidn nuclear o fusién con vehiculos

tales como liposomna, micelas, células fantasma, y protoplastos, entre otros
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Cualquer vector de expresidn spropiado [por e/emplo, como se descnbe en
Pouwels et al, Cloning Vectors A Laboratory Manual (Elsevior, NY, 1985)] y cl
huésped adecuado correspondiente pueden emplearse para la produccién de
polipéptidos/proteinas para llevar a cabo los procedimientos de la invencidn Los
huéspedes de expresién incluyen, entre otros, bacterias, levaduras, hongos, mamiferos,
piantas, y sistemas de células huésped de insectos, mcluso sistemas de baculovirug [por
ejemplo, como se describe en Luckow et al , Bio/Technology, 6, 47, (1988)], entre otros, y
lineas celulares establecidas tales como la linea celular COS-7, C127, 3T3, CHO, HelLa,
BHK, entre otras

Para la introduccién en las células se prefiere el uso de una construccidén que sca
capaz de entrar al tipo de célula en particulsr (por ejemplo, un vector de herpes virus para
entrar en una célula neuronsl) Algunos ejemplos de vectores virales incluyen vectores de
expresién denivados de retrovirus, adenovirus o virus vaccinia Como alternativa, las
proteinas se pueden cntregar a las células objetivo en liposomas

De 1gual forma, en los diferentes hudspedes, la naturaleza del upstream del ADN
no codificante de la regién codificante del canal de sodio (o de sus componentes) y/o de las
secuencias polinucletidas del amiloide B deberlan estar compuesias por scfiales de
transcripcién/traduccién apropiadas para el huésped

Las células huésped de la invencién son utiles en métodos para produccién a gran
escala o para uso de canales de sodio {0 sus componentes) y/o de polipéptidos del amiloide
B Por gjemplo los canales de sodio recombinantes (o sus componentes) y/o los productos
de! amiloide B se pueden producir y mislar s partir de células huésped pare uso en ensayos
in wvitro tales como ensayos de investigacidn de drogas En estos métodos las células
huésped se cultivan en un medio apropiado y el producto pelipeptidico descado se aisla de
las células o del medio en el cual éstas se cultivan

El producto pehipeptidico (por ejemplo, canal de sodio o AB) opecionalmente se
puede aislar por métodos de punficacién conocidos dentro de esta drea, tales como

métodos cromatogrificos convencionales que incluyen cromatografia de nmunoafinided,
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cromatografia de afimdad por receptor, cromatografia de interaccién hidrofébica,
cromatografla de afimdad por lectina, filtracidn de exclusidn por tamafio, cromatografia de
mtercambio catidnico o amémico, cromatografia liquida de alta performance (High
Performance Liquid Chromatography - HPLC), HPLC en fase reversa, y otros métodos de
similar naturaleza

También existen otros métodos de purificacién que incluyen aquéllos en los cuales
la proteina descada se expresa y purtfica como una protelna de fusién en la cual ¢l canal de
sodio (o sus componentes) y/o el amiloide B estdn ligados a secuencias heterélogas de
aminodeidos Las secuencias heterdlogas apropiadas pueden incluir una fraccién especifica
que actile como etiqueta, rétulo o fraccién quelante reconocida por un agente o “socio™
especifico de umén Por ¢jemplo, para buscar moduladores de Ia interaccién entre ¢l canal
de sodio y el amiloide B en bibliotecas de péptidos, se puede producir cuaiquiere de log
compucstos fusionados a una proteina heterdloga en particular que se selecciona para que
sca especificamente 1dentificable, por ejemplo, usando una sonda de anticuerpos También
se puede disefiar una proteina de fusi6n para que contenga un sitio de clivaye (por ejemplo,
factor XA o secuencia sensble a enteroquinasa) localizado entre la secuencia de canal de
sodio (o sus componentes) y/o de smiloide B y la secuencia heterdloga proteica, & fin de
permutir que el canal de sodio (o sus componentes) y/o ¢l amloide B scan clivados de la
protelna heteréloga y posteniormente punficedos El clivaje del compuesto de fusidn puede
producir una forma de la proteina desea que posea residuos de aminodcidos adicionales
como resultado del proceso de clivaje

En condiciones ideales conforme o las caracteristicas de esta invencidn, se puede
utilizar un canal de sod:o (o sus componentes) y/o el amilowde 8, o una célula huésped que
exprese las secuencias de codificacién para el canal de sodio (o sus componentes) y/o para
el amiloide B, para investigar péptidas u otras moléculas, tales como moléculas orginicas o
inorganicas que actian como moduladores de la intcraccidn entre el canal de sodio (o sus
componentes) y ¢l amiloide 8 Por ejemplo, la investigacién de bibliotecas de péptidos u

orgéinicas mediante quimica combinatona con los polipéptidos o las lineas celulares

26

S



anteriormente mcncionados puede ser étil para identificar moleculas terapéuticas que
funcionen modulando la interaccidn entre el cana! de sodio y el amiloide B8 Se pueden
investigar compuestos siniéticos, productos naturales y otras fuentes de sustancias
potencialmente activas desde el punto de vista bioldgico en una cantidad de formas

consideradas de rutina por los expertos en la matena

Contacto

El “coniacto™ descnpto antenormente entre el amuloide B o sus agregados con ¢l
cana] de sodto y, opcionalmente, con un modulador segiin esta invencidn, se puede realizar
mediante cualquier medio conocido por los expertos en la materta, y que se describen en
este documento, mediante ¢l cual se puede efectuar el contacto aparente —o tangenciahdad
mutua— del amiloide B o sus agregados con un canal de sodio y, opcionalmente, con un
modulador conforme a esta invencidn Por ejemplo, el contacto se puede realizar
mezclando estos compuestos en un pequefio volumen de la misma solucién Sin embargo,
los compuestos no deben necesanamente ponerse en contacto en un pequeiio volumen
como, por gjemplo, en casos cn donde uno o més de los compuestos estd presente o se le
adrmimstra a un huésped, y viaja dentro del huésped en ¢l torrente sanguinco, en ¢l liqudo
cefalorraquideo o en otro flmdo corporal Asimismo, no siempre es necesano adicionar
todos los compuestos al msmo tiempo, es suficiente con que todos Jos compuestos
necesanos para el cnsayo estén presentes junios en algun momento durante ¢l ensayo (o
durante el tratamuento, como se describe més adelante)

El método de esta invencidn se puede utilizar para medios de contacto tanto in
vifro como in vive por ejemplo para investigacién, diagndstico o accién terapéutica Segin
la invencion, el “contacto” comprende cualquicr medio de contacto, el método no depende
de algin medio en particular y no debe se debe interpretar de esta manera Estos medios
son conocidos por los expertos en la matena, y también se gjemplifican en este documento

Sin embargo, para los compuestos que se proporcionan en forma de construccién

(por ejemplo, formas polinucledtidas de Ias proteinas de canal de sodio y de amiloide B), el
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contacto puede ser realizado in vifro (como en el caso de estudios de cultivos tisulares) o i
wvo, por ejemplo, por electroporacin, transformacién, transduccién, conjugacién o
apareamiento tmparental, (co)transfeccidn, (co)infeccidn, fusidn de membrana con lipidos
catiénico, bombardeo a alta velocidad con microproyectiles recubtertos de ADN,
cubacién con un precipitado de DNA con fosfato de caleio, micromyeccién drrecta en
células individuales, y por otros métodos simntlares Asimismo, la construccién se puede
wmtroducir por medio de lipidos catiénicos, por ejemplo, por iposomas Estos liposomas s¢
pueden adquinr en ¢l mercado (por ¢jemplo, Lipofectin®, Lipofectanune™ y otras marcas,
provistos por Life Technologies, Gibco BRL, Gaithersburg, Md , y otros proveedores)

También se pueden adquinr otros métodos conocidos por los expertos en la matena

Métodos de Diagnbstico y Acclén Terapéutica

Los compuestos que modulan la interacerén del amiloide B o sus agregados con los
canales de sodio no contemplados en esta invencién se pueden emplear potencialmente
para diagnosticar, prevenir, tratar o reveriir los trastornos debidos a los efectos deletéreos
del amiloide B en el sistema nervioso central, es decir, mediados por el efecto det AD
sobre el canal de sodio

Dentro de este contexto, “prevencidn” se refiere a la accidén de evitar que ocurra un
trastomo en un mamifero (especialmente, en el humano) que puede estar predispuesto a
dicho trastomo pero que aun no se le ha diagnosticado Por “tratamiento™ se entenderd
inhibir el trastorno, es decir, detener su desarrollo, mitigar el trastorno, es dectr, causar su
regresion, o mejorar el trastorno, es decer, reductr la gravedad de los sintomas asociados
con el trastorno ‘“Trastorno” engloba trastomos medicos, enfermedades, condiciones,
sindromes, entre otros

En particular, el método de Ia invencion se puede emplear para tratar
terapéuticamente o profilichcamente mamiferos (en especial, humanos), por ejemplo,
mamiferos que estdn o pueden estar sujetos a trastornos tales como el mal de Alzheimer,

Sindrome de Down en adultos (es decir, mayores de 40 aflos), hemorragia cerebral
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hereditana con amiloidosis, angiopatia congofllica no hereditana con hemorragia cerebral,
Y demencie sem! Todos éstos son trustornos que se caractenzan por Ia presencia de AS,
por ejemplo, depositado en forma de agregados/placas Por pnmera vez, s¢ demuestra en
este documento que AB produce un 1mpacto deletéreo sobre el funcionamiento del canal de
sodio Tal impacto podria productr los defectos neurales y cogmitivos, y otros sintomas que
se observan en estos frastomos En consecuencis, es razonable esperar que los
moduladores que dificultan la capacidad del AB de causar un impacto deletéreo sobre el
funcionamiento del canal de sodio se puedan utthzar pam reducir —o prevemr
complctamente— los defectos neurales y cogmitivos, y otros sintomas que se observan cn
dichos trastornos

Asimismo, esta invencidn proporciona un método para dmgnosticar ¢l mal de
Alzheimer en mamiferos (por cjemplo, en humanos) cuando se sospecha que padeccn
dicha enfermedad En dicho método se mide ls actividad del canal de sodio en une célula
neuronal del mamfero, y 12 actividad reducida del canal de sodio se correlaciona con la
existencia de una etapa del mal de Alzheimer Es convenmiente que la actividad se
determine mediante un método seleccionado del grupo que consiste en exsminar
potenciajes de reposo de membrana, examinar potenciales de accién y medir la cormente
ripida de entrada de sodio Se espera que los métodos de la invencién demuestren ser
uttics en dichos diagndsticos o predicciones, debido a que se sabe que el impacto sobre el
canal de sodio puede producirse antes de que se manifiesten todos los sintomas del
trastomo (por ejemplo, antes de que se manificsten todos los sintomas del mal de
Alzheimer) Si 1a funcionahdad de los canales de sodio es aparentemente menor, se pueden
realizar opcionalmente mis ensayos para confirmar que el menor funcionamiento se debe
al impacto del amiloide B o sus agregados sobre el canal de sodio Por eiemplo, ¢t método
ademis puede opcionalmente incluir la medicién de 1a canudad de amilorde B o sus
agregados en la célula (por ejemplo, cuando la célula es una célule ncuronal aislada de un
mamifero), en la superficie de la célula o en el fluido extracelular que estd en contacto con

Ia célula de! mamifero, donde la presencia del amiloide B, o sus agregados, en la célula o el
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flmdo (por ejemplo, junto con Ia presencia de actividad reducida del canal de sodio) se
correlaciona con la existencia de una etapa del mal de Alzhermer Preferentemente, scgun
esia invencidn, ¢l fluido de ensayo es hquido cefalormaquideo

La invencién ademds provee un método para investigar la susceptibilidad de un
meamifero al mal de Alzheimer, que incluye los sigumentes pasoa

(a) uislar del mamifero una célula que contenga un canal de sodio, y

(b)  medir Ia actividad del canal de sodio en susencie y en presencia de la
proteina amilosde 8 donde la disminucion de In actividad del cansl de sodio con y sin la
presencia del amiloide B se correlaciona con la susceptibilidad a desarrollar el mal de
Alzheimer

Asimismo, la nvencidn provee un método pars prcvemir, tratar o revertr
enfcrmedades tales como el mal de Alzheimer cn un mamifero, donde el método
preferentemente requicre poner en contacto un canal de sodio del mamifero con un
compuesto que proteja a este canal contra la reduccién de su actividad debida al amilorde B
o sus agregados Explicitamente se contempla el tratamiento con compuestos identificados
de acuerdo con los métodos de investigacidn previstos en la invenctdn

Al 1gual que en el mal de Alzheimer, las enfermedades por pndén son enfermedades
neurodegenerativas, en Ias que Ja proteina prién causa la neurotoxicidad Los expertos en
fa mstena entienden que la proteina prién, al 1gusl que el amiloide B o sus agregados,
puede afectar la funcién neural del canal de sodio como parte de la patologia de las
enfermedades por prién De la misma forma, el impacto sobre los canales de sodio que
provocan las proteinas pndn puede ser util para encontrar nuevas terapias para dichas
enfermedades Por ejemplo, se puede esperar que algunoa de los moduladores cuya utilidad
para ¢l mal de Alzheimer se ha rdentificado tengan efectos beneficiosos para enfermedades
por prién, debido a su capacidad de disminuir o revertir el bloqueo del funcionanuento de
canal de sodioc Los andhsis de las proteinas del canal de sodio y de las proteinas

reguladoras del canal de sodio proporcionarin la base para los ensayos de diagnéstico del
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mal de Alzheimer, como también los ndicadores clinicos para hacer un seguimiento dc la
evolucion y de la eficacia de la terapia para enfermedades por pnén

Esta nvencién edemds proporciona un método para diagnosticar las enfermedades
por prién en mamiferos cuando se sospechs que padecen este tipo de enfermedades Este
método incluye la medicién de [a activided de un canal de sodio en una célula de
mamifero, donde la actividad disminuida del canal de sodio se correlaciona con la
cxistencia de una etapa de las enfermedades por prién

Asimismo, esta invencidn proporciona un método para prevenir, tratar o revertir
las enfermedades por pnén en mamiferos Es deseable que en este metodo se ponga en
contacto un canal de sodio de mamifero con un compuesto que proteje a este canal contra
la reduccién de su actividad debida al amiloide B o sus agregados

En condiciones 1deales, esta invencidn proporcions compuestos capaces de abnr
los canales de sodio, es decir, “abridores de canales de sodio” En consecuenca, esta
mvencién provee un metodo para prevenr, tratar o revertir ¢l ma! de Alzheimer en
mamiferos, en el cual es convenienle poner en contacto un canal de sodio de! mamifero
con un compuesto que abra dicho canal

Ademds, esta invencién proporcions un método para prevenir, tratar o revertir
cnfermedades por pnén en mamiferos, en ¢l cusl es conveniente poner en contacto un
canal de sodio del mamifero con un compuesto que abra dicho canal

En términos de uso terapéutico, sc utilizern diversos ensayos para cvaluar la
eficacia de un régimen terapéutico para tratamiento, y para determinar un perfil csténdar o
normal Estos ensayos incluyen log estudios especificos del canal de sodio que se 1lustran
en los Ejemplos de este documento Los ensayos se pueden adaptar a una aphcacién en
particular y se pueden utihzar en estudios en amimales, en estudios clinicos o para
monitorear ¢l tratamiento de un paciente.

Para establecer una base para cl diagndstico y tratamiento de la enfermedad, es
preciso definir un perfil estinder o normal Esto se logra mediante la combinacién de una

muestra biolégica tomada de un sujeto normal Los valores estindsr obtemidos de [as

3]
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muestras nomales se pueden comparar con los valores obtenidos de Jas muestras de
sujetos potencialmente afectados por un trastorno o una enfermedad relacionada con los
efectos deletéreos del AB o sus agregados La diferencia entre los valores estindar y los de
los sujctos establece la presencia de la enfermedad Si se establece la presencia de Iz
enfermedad, se admimistra un agente terapéutico y se genera un perfil o valores para su
tratarmento El ensayo se puede repetir en forma regular a fin de analizar ;i los valores
evolucionan hacia el patrén cstindar o normal, o en sentido inverso Sec pueden emplear
perfiles de tratamiento sucesivos pama observar la eficacia del tratamiento durante un

periodo de vanos dias 0 meses

Otros Usos

Ademis del uso terapéutico y de dagnéstico antenormente descnptos, existen
muchos usos y descubnmientos adicionales que se desprenden de la presente invencion

Por ejemplo, el descubnmiento aqui descnipto del mecanismo del impacto negativo
del AB sobre los canales de sodio indica que dichos csnales constituyen uno de los
clementos, hasta ¢l momento desconocidos, relactonados con la susceptibilidad al mal de
Alzheimer En consecuencia, los genes que codifican cansles de sodto y Jos genes de los
reguladores de los canales de sodio que reciben el impacto de la activided del AB se
pueden asociar con la susceptibilidad al mal de Alzheimer Se puede utilizar ¢l andhsis de
las vanantes genéticas tanto de los genes estructuralcs de canales de sodio como de las
proteinas reguladoras de canales de sodio para vincular mutantes cspecificos o variantes de
estos genes con la susceptibilidad al mal de Alzheimer Los ensayos pars detectar genes
mutantes o vanantes servirin como diagnéstico del mal de Alzheimer o de la
susceptibilidad a esta enfermedad En consecuencia, el descubnmiento aqul descripto,
consistente en la vinculacién entre loa canales de sodio y las acciones delctéreas del ADB o
sus agregados, proveerd la base pera ensayos de diagnéstico del mal de Alzheimer y para
indicadores clinicos a fin de realizar un seguimiento del progreso y la eficacia del

tratamiento de esta enfermedad

32



Asimismo, esta imvenciin contempla el uso de mediciones cinéticas de los efectos
del peptido AB (que se describen en el Ejemplo 5), y mediciones de 1a comente ripida de
sodio Este enfoque cinético también se puede utilizer para descubnr drogas pars trater el

mal de Alzheimer

Preparaciones Farmacéuticas

Esta nvencién ademds contempls 1las prepamciones farmacéuticas
Opcionalmente, estas preparaciones estdn compuestas por moduladores (como se descnbid
anteriormente) o polinuclettidos que codifican el canal de sodio (o un peptido de este) y/o
el amiloide B8 como prnncipio activo, y vehiculos farmacéuticos biocompatibles o
adyuvantes Preferentemente el principio activo actua en el tratamiento de una condicién
medica debida a los efectos negativos del smiloide o sus agregados La preparacidn puede
incluir el agente como Iz umca fraccién activa 0 en combinacidn con otros principios
activos, opcionalmente mezclados con excipientes u otros vehiculos farmacéuticamente
apropiados

Los excipientes farmacéuticamente apropiados que se agregarin a lss
preparaciones farmacéuticas son conocidas por los expertos en 1a matena y se pueden
obtener ficilmente La eleccién de los excipientes dependenk en parte del método que se
emplee para administrar la preparacidon de acuerdo con la invencidn En consecuencia,
existe una gran vanedad de formulaciones aptas pera uso dentro del contexto de esta
invencién Los siguientes métodos y excipientes son simplemente ejemplos y de ninguna
forma se deberdn considerar como restrictivos

En Remington's Pharmaceutical Sciences, decimoctava edicién, Mack Publishing
Eo, Easton PA, 1990, sc¢ pueden encontrar las técmicas para la formulacién y
admimstmeién de las preparaciones farmacéuticas, que son conocidas para log expertos en
ln matena Las preparaciones farmacéuticas de esta invencidn se pueden realizar utilizando
cualquier método convencional, tales como los procesos de mezclado, disolucién,

granulacién, grageado, levigacién, emulsionado, encapsulado, atrapamiento, fusién por
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centnfugado, secado por rocio (spray-drying) o liofilizado Sin embargo, ls formulscidn
farmacéutica 6ptima serd determinada por un experto en la materia segin Ia via de
administracion y la dosis desesda Estas formulaciones pueden influir en el estado flasico, la
estabilidad, I velocidad de iberacién in vivo y la velocidad de aclaramiento (clearance) m
vivo del agente admimstrado Segun la condicion a causa de la cual se aplique el
tratamiento, estas preparactoncs farmacéuticas se pueden formular y administrar en forma
sistémica o local

Las preparaciones farmacéuticas se pucden admimstrar al sujeto utilizando
cuglquier método convencional, tal como técnicas parenterales y enterales Las
modalidades de admimatracién parenteral incluyen aquéllas en las cuales la preparacién se
administra por una via que no sea a través del tracto gastromntestinal, por ejemplo,
inyeccidn ntravenoss, intraarienal, ntrspentoneal, ntramedular, intramuscular,
intraarticular, intratecal, ¢ mtraventncular Las modalidades de sdmnistracién enteral
ncluyen, por ¢jemplo, adrmmistracion oral (bucal y sublingusl) y rectal Las modalidades
de administracién transepitelial incluyen, por ejemplo, administracién transdermal y &
través de mucosas Esta iltima mcluye, por ejemplo, Ia admimistracién enteral, asi como la
administracidn nasal, por via inhalatona, profunda pulmonar, la admimistracién vagmal y
la administracién rectal La admimstracién transdermal incluye modalidades transdermales
o transcutineas pasivas o activas, por ejemplo, parches y dispositivos para iontofores:s, asi
como Ja aphicacidn tépica de pastas, bélsamos o ungfientos Las tecnicas quirurgicas
incluyen la implantacién de preparaciones de depdsito (depof} —o reservorio— bombas
osmoticas, y olras preparaciones de similar naturaleza

Las preparaciones farmaceuticas se formulan para que contengan vehiculos
farmacéuticamente apropirdos, y opcionalmente pueden contener excipientes y auxiliares
que faciliten el procesamiento de los compuestos activos para obiener preparaciones que s¢
pucdan utilizar con fines farmacéuticos. La modalidad de sdministracion generalmente
deterrminard la naturaleza del vehiculo Por ejemplo, Ias formulaciones para administracidn

parenteral pueden contener soluciones acuosas de los compuestos activos en su formas
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solubles en agua Los vehiculos apropiados para sdministracién parenteral se pueden
seleccionar entre una vanedad de soluciones tales como solucién salina, buffer sahno,
solucién de dextrosa, agua, y otras soluciones fisioldgicamente compatibles Los vehiculos
prefenidos para Ia admimistractén parenteral son buffers fisiolégicamente compatibles, tales
como solucibn de Hank, soluciones Ringer o buffers sahnos fisiologicos Para la
administracién tisular o celular, se utihzan en la formulacidn penetrantes aptos para
atravesar 1a bamrera en cuestién Estos penetrantes son generalmente conocidos en drea
Para preparaciones que poseen proteinas, la formulacién puede inclmir sustancias
estabilizantes tales como polioles (por eyemplo, sacaross) y/o surfactantes (por gemplo,
surfactantes no 1nicos), entre otros

Altemativamente, las formulaciones para uso parenteral pueden incluir
suspensiones de los compuestos activos, preparados como suspensiones oleosas apropradas
para inyeccién Los solventes o vehiculos lipofilicos apropiados incluyen aceites grasos,
tales como acerte de sésamo, y ésteres sintéticos de dcidos grasos, tales como etil oleato o
tnghcéndos, o liposomas Las suspensioncs acuosss inyectables pueden contcner
sustancias que aumenten la viscosidad de Ia suspension, tales como carboximetilcelulosa
sddica, sorbito} o dextrano Opcionalmente, Ia suspensibn también puede contener
estabilizantes o agentes apropiados que sumenten la solubilidad del compuesto para
permitir la preparacién de solucionea de alta concentracién También se pueden utilizar
emulsiones, por ejemplo, dispersiones de aceite en agua o de agua en accite,
opcionalmente estabihzades por un sgente emulsificante o dispersanie (sustancias
tensionctivas o surfactantes) Ademds, se pueden usar para la adminstrecién parenteral
liposomas que contengan el pnncipio activo

Otra opcién es que la preparacién farmacéutica que conticne ¢l agente en dosis
apropiadas pam la admimstracion orsl, se pueds formular empleando vehiculos
farmacéuticamente apropiados, que son bien conocidos en el drea. Las prepamaciones
formuladas para administracidn oral pueden ser tabletas, pildoras, cipsulas, sellos, grageas,

pastillas, liqmdos, geles, jarabes, suspensiones o polves A modo ilustrativo, las
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preparaciones farmacéuticas para uso oml se pueden oblencr por combinacion de
compuestos activos con un excipiente adlido, opcionalmente moliendo el resultado de 1a
mezcla y procesando ls mezcla de grinulos después de agregar auxihares spropiados si se
desea, parn obtener tabletas o nucleos de grageas Obsérvese que las formulsciones orales
pueden empiear vehiculos liquidos del mismo tipo descripto para el uso parcnteral, por
¢jemplo, buffers acuosos, suspensiones, etc

Las formulaciones orales prefendas incluyen tabletas, grageas y cépsulas de
gelatina Estas preparaciones pueden contener uno o més excipienics Algunos ¢jemplos de
estos excipientes son

(=) diluyentes, tales como szucares (lactoss, dextrosa, sacarosa, manito! o
sorbitol)

() aglutinantes, tales como mlicato de aluminio y magnesio, almidén de maiz,
de tngo, de arroz, de papa, etc

(c) dennivados de la  celulosa, tales como  metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa y carboximetilcelulosa sédica, polivinilpirrohdona, gomas, tales
como goma ardbiga y goma tragacanto, y proteinas, tales como gelatina y coldgeno

(d) agentes desiniegrantes o szolulnhizantes, tales como polivimipirrolidona
reticulada, almidones, digar, dcido mlginico o alguna de sus sales, como por ejemplo,
alginato de sodio, o formulaciones efervescentes

(e) lubncantes, tales como silica, talco, dcido cstednco o su sal de magnesio o
calcio, y polietilenglicol

(D saborizantes y edulcorantes

(g) colorantes o pigmentos, por ejemplo, para identificar el producto o para
caractcrizar la cantidad (dosis) de principio activo, y

{h)  otros componentes, tales como conscrvantes, estabilizantes, agentes de
hinchamiento, emulsificanies, agentes solubilizantes, sales para regular la presidn osmética

y buffers
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Las capsulas de gelatina incluyen cépsulas push-fit (de encastre) y cépsulas
blandas selladas, y un recubnmiento de ghicerol o sorbitol Las cépsulas push-fir pueden
contener los ingredientes activos mezclados con sustancias de relleno, aglutinantes,
lubnicantes, estabilizantes, etc En las cdpsulas blandas, los compuestos activos pueden ser
disueltos o suspendidos en flurdos apropiados, tales como aceites grasos, parafina iquida o
pohietilenglicol liquido, con o sin estabihizadores

Los nuclcos de las grageas pueden tener recubnmientos apropiados, tales como
soluciones concentradas de azucar que también pueden contener goma ardbiga talco,
pohivimipirrohidona, gel de carbopol, poliehienglicol, y/o diéxido de hitanio, soluciones de
Iaca y solventes orgénicos apropiados o mezclas de solventes

Lasg preparaciones farmacéuticas se pueden presentar como una sal del pnncipio
activo, que se puede formar con muchos écidos, tales como dcido clorhidnco, sulfiirico,
acético, lictico, tartdrico, mélico, succinico, cic Las sales tienden a ser més solubles en
solventes acuosos u otros solventes protdnicos, porque en estos solventes las sales se
encuentran como bases hibres

Como se menciond anteriormente, las caracleristicas del agente mismo y de su
formulacién pueden influir sobre el estado fisico, la estabilidad, Ia velocidad de Liberacidn
in vivo y la velocidad de aclaramiento in vivo del agente admimstrade Esta informacién
farmacocinética y farmacodindmica sc puede obtencr mediante estudios pre-clinicos
vitro ¢ m vivo, que luego se¢ confirman en humanos durante los estudios chimicos En
consecuencia, para cualquier compuesto utthzado en ¢l método de la invencidn, se puede
estimar micialmente una dosis terapéulicamente efectiva en mamuferos, particularmente en
humanos, a partir de ensayos bioquimicos y/o celulares Luego, la dosis se puede formular
en modelos animales para alcanzar un rango deseable de concentraciones circulantes (por
gjemplo, del modulador) Cuando se realicen estudios en humsnos, se obtendrd mis
informacién sobre los niveles dc dosificacién sproptados y sobre la duracién del

tratamiento de diversos trastornos y condiciones
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La toxicidad y Ia eficacia terapéutica de estos compuestos s¢ pueden deterqunar
med:ante procedimientos farmacéuticos estdndar en cultivos celulares o en animales de
expenmentacion, por cjemplo, para determinar la DLy (la dosis letal para el 50% de la
poblacién) y la DEsp (la dosis terapéuticamente efectiva en el 50% de la poblacién) El
cociente de dosis entre los efectos téxicos y terapeuticos es el “indice terapeutico™ que
tipicamente se expresa como el cociente DLy/DEs, Se prefieren los compuestos que
poseen indices terapéuticos altos La informacién obtenida de estos ensayos de cultivos
celulares y de otros estudios en animales se puede emplear para formular el rango de dosis
para uso en humanos La dosis de cstos compuestos preferentemente cstd dentro del rango
de concentraciones circulantes que incluye la DEg,y con poca o minguna toxicidad

Para el método de la invencién se puede utihizar cuslquer régimen efectivo de
administracién que regule el intervalo y ia secuencia de dosis Es convenientc que las dosis
del agente contengan dosis farmacéuticas que posean una cantidad cfectiva del agente
Dentro del contexto de este documento, por “cantidad efectiva” se entiende una cantidad
suficicnte para modular la interaccién del amiloide B o sus agregados con el canal de sodio
medianie Ia admimstracién de una o més dosis farmacéuticas

Ejemplos de mveles de dosis para humanos estén en ¢l orden de 0,00t miligramo
de prnincipo activo por kilogramo de peso corporal (mg/kg) hasta aproximadamente 100
mg/kg Tipicamente, las dosis del pnncipio activo estdn en el orden de 0,01 mg hasta
aproximadamente 10 000 mg, preferentemente desde 0,1 mg hasta 1 000 mg, segun la
indicacién, la via de administracién, etc Segin la via de admimistracion, una dosis
apropiada se puede calcular de acuerdo con el peso corporal, el drea de superficie corporal
o ¢l tamafio del érgano El régmmen definitivo de dosificacion serd determinado por el
medico chinico a cargo del tratamiento, segun las buenas pricticas médicas, considerando
vanos factores que modifican la accién de drogas, por gjemplo, la accién especifica del
agente, gravedad de la etapa de la etapa de la enfcrmedad, capacidad de respucsta del
paciente, edad, condicién, peso corporal, sexo y dieta del paciente, la gravedad de

cualquier infeccién que pueda tener, y otros factores de sinular naturaleza Otroe factores
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que se deben tomar en cuenta mcluyen momento y secuencia de admunistracion,
combinaciones de drogas, sensibilidad de reaccién, y tolerancia/respuesta a in terapia Un
refinamtento posterior de la dosis apropiada para el tratamiento que incluya cualquiera de
las formulaciones aqul consideradas es una prictica de rutina a cargo de practicantes
idéncos, sin llegar a la expenimentacién indebida, especialmente teniendo en cuecnta
ensayos e Informacién de dosis conocidos, asf como la informacidn farmacocinética
observada en estudios climicos con suplementos de levadura Las dosis apropiadas se
pueden determinar mediante el uso de ensayos establectdos para determunar la
concentracién del agente en un flurdo corporal u otra muestra junto con la informacién de
respucsie a la dosis

La frecuencia de dosificacién dependerd de los parimetros farmacocinéticos del
agente y de la via de admimistracion La dosis y la admimatracién sc pueden regular para
lograr niveles suficientes de la fraccion activa o mantener el cfecto deseado En
consecuencia, las preparaciones farmacéuticas se pueden admimstrar en dosis 1inicas, dosis
multiples, infusidén continua, depéaitos de hiberacidn sosterude, o combinaciones de los
anteriores, requertdas pars mantener el nivel minimo deseado del agente Las
preparaciones farmacéuticas de accién corta (es decir, de vida media corta), se pueden
administrer una o més veces al dia (por ejemplo, dos, tres o cuatro veces al din) Las
preparaciones farmacéuticas de aceién prolongada podrian administrarse cada tres o cuatro
dias todas las semanas o cada dos semanas Para la infusién continua, se prefieren las
bombas, como por ejemplo Ia bomba subcuténea, mirapentoneal o subdural

Las preparaciones que conticnen un pnncipio activo de esta invencién formulado
en un vehiculo farmacéuticamente apropiado se pueden realizar, colocar en un recipiente
apropiado y rotulado para tratamiento de una condicion indicada Las condiciones que se
indican en el rétulo pueden incluir, entre otras, tratarmiento y diagndstico del mal de
Alzheimer y de las enfermedades por pnones También se contempla el uso de ks que
contengan Ia dosis de Ia preparacién farmacéutica y un prospecto con mstrucciones pam el

uso de la preparacidn en el tratamiento de una condicidn médica
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Ejemplos

Los sigutentes ¢jemplos sélo sirven como 1ilustracién de este invencién, pero no
restringen de forma alguna su alcance

Los ejemplos presuponen el conocimiento de los métodos convencionales
conocidos por los expertos en la matena pertinente, por cjemplo, las técnicas para
aislamiento y evaluacién electrofisiolégicas de las células (tales como células ncuronales)
Estos métodos se describen detalladamente en numerosas publicaciones, como en Hille, /n
Ionic Charnels of Excliable Membranes , Sinauer Associates, Inc (1952) El conterido de
esta publicacién y de otres publicaciones citadas en los ejemplos se incorpora en su
totalided por medio de referencias

Para todos los estudios aqui descrniptos, se examinaron neuronas tinices disociadas
en fresco de ratas adultas [Chad et al, In, Cellular Neurobiology, Ed J Chad and H
Wheal, Oxford University Preas (1991)] utilizando el método de pipeta de succién [Lee et
al, J Neurosc Methods, 2, 51-78 (1980)] con pinza de commente o voltaje y un
amphficador Axopatch 200 (Axon Instruments, Foster City, CA) El amiloide B 1-40 fue
provisio por Polypeptide Laboratones, Torrance, CA, o por Bachem Biochemics,
Hewdelberg, Alemania

Los ensayos de mgrcgacion por agitacién (como los que se descnben en los
Ejemplos 1-4) sc reahzaron en Is forma indicada antenormente [Findeis et al,
Brochemusiry, 38, 6791-6800 (1999)] Esta agregacidn hecha antes de usar el amiloide cn
estado agregado para que entre en contacto con células sc realizd en el mismo medio donde
estaban las células, es decir, en solucién salina equilibrada de Hank. La agregacién del
amiloide para estudios de cinética (como los que se descniben en el Ejemplo S) sc realizd
en un bufTer fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH 74 En cada caso, le sgregacion se llevé a
cabo en placas de 96 pocillos que contienen al anuloide B 1-40 en una concentracién 25-50

1M en un volumen final de 250 ul. Las placas fueron agitadas en un sgitador giratonio de
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placa de ttulacién (Lab-Line Modelo 4623, Lab-Line Inst, Melrose Park, IL) a una
velocidad de aproximadamente 700-800 rpm (monitoreada por un tacémetro) para inducir
la agregacién A determinados tiempos, se leyeron los distintos grados de turbidez de la
mezcla de reaccion midiendo la dispersién de luz a 405 nm cn un lector Vmax Microplate
Reader de Molecular Devices (Menlo Park, CA) En todos Ejemplos, ¢l materal agregado
sc extrajo a intervalos penddicos y se adicioné a neuronas aisladas para examnar su
efecto

Previo a la agregacién y con el fin de preparar el amilode B en su forma
monoménca, ¢l amiloide § 1-40 (por ejemplo, para usarse como estandar para HPLC) fue
tratado con alcohol hexafluoroisopropilico (AHFIP), secado con anteriondad sobre un
tamiz molecular tipo 4A a 4° C y ceninfugedo a 15000 X g durante 10 minutos para
remover residuos del tamiz. Para los ensayos de agregacidn, el pépudo fue disuelto en el
AHFIP para obtener una solucién de concentracién 8 mg/mL, y mantenido en el solvente
durante 18-24 horas, con el fin de desagregar particulas preformadas Luego de este paso
de monomerizacién, alicuotss de 20 pL de esta solucién se sometieron a congelamiento
ripido en mtrégeno liquido y se almacenaron a —195° C hasta su uso Sin descongelar, se
extrajo el AHFIP del péptido por hofilizacién en hielo seco La extraceién completa del
AHFIP sin descongelar fue esencial para obtener un matenal inicial no agregado, por
gjemplo, si los pellets (bolitas) congelados se funden antes de completar el proceso de
liofihzacion, existe una alta probabilidad de que se vuelvan a formarse los polimeros El
AP 1-40 liofilizado se disolvié en DMSO anhidro (usuzimente en 20 uL) y se sometid & un
bafio de ultrasomdo durante 15 minutos. Debrdo a que el procedimiento anterrormente
descripto es demasiado largo y engomoso, para algunos expenmenios se empled el
procedimeento de tratarmento con deido, que constste en la disolucidn del AR 1-40 en dcido
acetico al 0 1% previo a Ia agregacidn (Findes et al, suprg), descubnéndose que em

aceptable para Ia randormizacién del péptido
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Ejemplo 1

En este cxpenmento, s¢ exammaron los patrones de desencadenamientio de
ncuronas aisladas de hipocampo y de corteza de ratas adultas por medio de un amphficador
Axopatch 200 en presencia y en ausencia del péptido amiloxde B 1-40

Se monitored con pinza de cormente el potencial de reposo de membrana y los
potencales de accién de neuronas individuales en forma continua durante 10-20 minutos
como mimmo, hasta que la actividad neuronal se estabilizé Luego se adiciond lentamente
a |a neurona el amiloide B 1-40 preagregado en una concentracién 10-50 pM a diferentes
liempos, sin csusar artefactos de fluyjo A los 5-10 munutos, los potenciales de reposo
comenzaron & moverse en direccidn de despolanzacién o hiperpolanzacién segun ¢l tipo
neuronal exammado Sin embargo, el efecto comun fue la desapancién lenta de los
potenciales de accién espontineos o evocedos Después de aproximadamente 30 minutos
de la exposicién al péptido, desaparecieron todos los potenciales de accién en la mayoria
de las neuronas exasminadas Estas neuronas tratadas con el amiloide B se volvieron
“silenciosas’ y no funcionales, y pasaron a un estado vegetativo tras la exposicidén
prolongada (es decir, aproximadamente 30-60 minutos) sl amilowde B

Estos resultados se describen cn las Figuras 1 A-C para neuronas corticales, y en
las Figuras 2 A-C pam neuronas de hipocampo Estos resuliados confirman que,
agregando a la neurona el amilowde f§ 1-40 en una concentracién 11 5 puM, se anulan los
potenciales de accién en neuronas corticales y de hipocampo

Ademis, estos resultados confirman que el péptido amiloide B 1-40 altera los

patrones de desencadenamiento de las neuronas corticales y de hipocampo de ratas adultas

Ejemplo 2
En este experimento, se estudid el efecto del emiloide B 1-40 sobre [a corriente
ripida dc entrada de sodio (I ) en neurcnas mislades de hipocampo de rata con un

amphificador Axopaich 200
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Estos estudios se reahzaron aphcando la pinza de voltaje a ncuronas con un
potencial de rcposo de —50 a ~80 mV y los canales de sodio se activaron totalmente Una
vez mis se obtuvo un control estable Luego, se aphcd & las neuronas ¢l agregado del
amiloide B 1-40, a una concentracién 10-50 uM, a diferentes tiempos y & temperatura
ambiente (23° C) en buffer fosfato 10 mM, NaCl 100 mM, pH 74 A los 5-30 minutos,
aproximadamente €l mismo tiempo pars que los potenciales de accién desaparezcan, el
amuloide B 1-40 bloqued la comnente ripida de entrada de sodio en un 90% como se pucde
ver comparando los resultados de la Figura 3 A (control) con los de la Figura 3 B
(agregado del amiloide 8 8 90 minutos) y con los de la Figura 3 C (agregado del amiloide
@ a 120 minutos) El cambio progresivo de 1a amplitud del pico de |a comente de entrada
de sodio para los mismos expenmentos con neuronas de hipocampo se muestra en la
Figura 4 para agregado del amiloide B a 90 minutos (circulos rellenos) y para agregado del
amiloide p a 120 minutos (cuadrados relienos)

Ademis, en estc momento, cuando se mnactivd la pinza de cormente, la neurona no
desencadend potenciales de accidn (como se puede ver en las Figuras 1 B y 2 B),
confirmando de esta manera que el mecamismo del anuloide B 1-40 de ehrmnacidn del
potencial de accién es el bloqueo de los canales nipidos de entrada de sodio

Esto también se puede ver en las neuronas de hipocampo de ratas comparando las
lecturas de potenciales de reposo que se muestran en la Figura 5§ A (control) y en la
Flgura 5 D (lavado), con las lecturas que s¢ muestran en la Figura § B (agregado de
amiloide  a 90 minutos) y las de la Figura § C (agregado de amiloide p a 120 minutos)
Para el mismo expenimento, cuando se¢ mnactivd la pinza de comente, la neurona no
desencadend potenciales de accién, como se puede ver en la Figura 6, para agregado de
amtloide B 2 90 minutos (circulos retlenos) y a 120 minutos (cuadrados en blanco)

Asimismo, se pudo observar que esta comente ripida de entrada de sodio es
sensible a tetrodotoxina (TTX) Esto se puede ver comparando trazos de cornentes de

sodio obtenidos de neuronas de hipocampo, en la Figura 7 A (control, sin exposicidn a
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TTX) y en Ia Figura 7 C (lavado) con los trazos que se muestran cn la Figura 7 B (10 * M
de TTX) Para el mismo experimento, los cambios en la amplitud del pico de comente de
entrada de sodio en un rango amplio de potenciales de -80 mV a +10 mV se muestran en
la Figura 8 para control (cuculos en blanco) y lavado (cuadrados rellenos), en
comparacitn con las neuronas expuestas a TTX (circulos rellenos)

Estos resultados confirman que el amiloide B 1-40 inhibe la corriente ripida de
entrada de sodio (Iy,) Este es un hallazgo nuevo ¢ inesperado debido @ que datos
antenores ponfan enfasis en el impacto del amilowde P sobre canales de calcio y/o potasto
Ademés, los resultados confirman que el objetivo del amiloide B 1-40 son los canales
ripidos de entrada de s0di0 y que ca sensible a tetrodotoxina Sin embargo, también otros
tipos de canales de sodio pueden estar involucrados y/o ser sensibles a los cfectos
negativos del amiloide

Q
Ejemplo 3

En este expenimento, sc estudié el efecto del amiloide B 1-40 sobre los canales de
calcio utihzando los métodos descnptos en el Expenmento 2 para canales de sodio

Tambien se observd que ¢l péptido amiloide P 1-40 depnime las cornentes
neuronales de entrada de calcio (ver Figuras 9 A-B y Figura 10) Sin embargo, el canal de
calcio puede ser mas reaistente a la aceidn inhibidom del amiloide f 1-40

Estos resultados confirman que ¢l amiloide B 1-40 afecta las cornentes neuronales

de caleio

Ejemplo 4
En este expenmento, se cstudid el efecto del amiloide B 1-40 sobre los canales de
potasio utilizando los métodos descriptos en el Experimento 2 para canales de sodio
Con la pinza de voltaje, en log primeros 2-5 minutos, el peptido indujo en sigunas

células una comente de reposo de salida que media aproximadamente 10-50 pA, pero esta



pequeila comente fue suficiente para hiperpolanzar el potencial de reposo de membrana de
=50 mV a -90 mV Ln otras células, ¢l péptido en cambio causé una despolanzacién
gradual a aproximadamente —40 mV debido a una leve inhibicién de la comente de reposo
de salida En todas las célulss, el amiloide B 1-40 bloqued la comente retrasada de selida
de potasio en aproximadamente 30-40% en todos los niveles de potenciales La medicién
correspondiente del potencial de accién indicé que este efecto produjo la prolongacidn de
la duracién normal del potencial de accién (ver Figura 1 B) Estos resultados sc muestran
¢n las Figuras 11 A-By en la Flgura 12

En consecuencia, estos resultados confirman que el amiloide P 1-40 afecta las

principales cornentes neuronales de potasio

Ejemplo §

En este experimento, se estudi la relacidn entre el agregado del amiloide 8 1-40 y
su capacidad de causar un mmpacto sobre una vanedad de pardmetros, que se descnben en
cste documento, como por gjemplo, la actividad del canal de sodio

Scgin los antecedentes, la cinética de la agregacién esponténea del péptido del
amiloide B se caracteriza por una larga fase de latencia en la cual se puede detectar una
pequefia cantidad del sgregado, como mimmo, mediante fluoreseencia por tioflavina T
Después de la fase de latencia se observa una fase logantmica ripida que provoca la
deposicion del péptido hasta que la solucién es completamente depletada de los
mondmeros del amifoide B La ripida aceleracion (propagacién) del crecimiento fibnilar se
produce a partir de micleos preformados El paso mds importante de todo el proceso es la
nuclescién desde la cuel la formacién fibnlar avanza ripidamente La mhibicion de la
nucleacién detiene la totalidad del proceso, y serla altamente descable contar con un
ensayo con el cual se pueda medir este evento temprano El aumento abrupto (exponencial)
durante la fase de propagacién indica Ia presencia de una agregacién de orden superior y el

crecimiento del agregado La cinétuca de la agregacién espontinea se estudid en
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cxpenmentos que se tncluyen en este documento, ast como utilizando informacién
publicada [por ejempio, Lansbury et al, Arzn For Drug Rerearch, 45, 432-434 (1995)
Pillot etal , Eur J Blochem , 243, 650-659 (1997)]

Para estos estudios, pnimero s¢ realizaron expenmentos de cinética para establecer
el curso temporal de la formacion de la forma B del AR 1-40 (monomero activado), y del
tetrdmera, con ¢l fin de obtener mis conocimiento sobre la forma del pépudo amilowde p

. Que tiene la mayor capacidad de causar un impacto deletéreo sobre diversos pardmetros
celulares Luego, se tomaron a tiempos determinados alicuotas del péptido de la solucién
de agregacidn activa del A@ 1-40 y se agregaron a neuronas aisladas de hipocampo de rata,
Se estudid el impacto de diversas formas agregadas del AP utilizando una senie de ensayos,
tales como (1) potenciales de reposo de membrana, (2) potenciales de accidn, (3) canales
ripidos de entrada de sodio (sensibles 8 TTX), (4) canales de calcio, y (5) canales de salida
de potasio

Se evaluaron los datos obtenidos de los estudios de la cinética de ln agregacién
cspontinea por medio de vanos modelos cinéticos de orden multiple Se observéd que el
csquema mds simple (que se ndica en las Ecuaciones ]-3) para estos datos es un esquema
en el cual el péptido monoménco no nucleado de estructura por enrollamiento al azer (A
mnactivo) se convierte en una forma activa, nucleada (B) segun la siguiente ecuacién

A > B
ki

(Ecuacién 1)
B luego se oligomeniza formando un intermediano tetraménco (C)

48 C
K
(Ecuacién 2)
que une ripidamente espccies de A para formar una estructura fibrilar insoluble
(3]
Ripido
C+A 9 cC+p
ko

(Ecunclin 3)
El sistema de ecuaciones diferenciales que descnbe este modelo es
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dd=-kA-kC*4

dt

(Ecuacidn 4)
dB = kid - k.B*
dt

{Ecuaclén 5)
dC=kB' -4 C*4
dt

(Ecuacién 6)
dBE~kC*4
di

(Ecuaclén 7)

Debido a que las ecuaciones diferenciales 4-7 no son integrables, los datos se debe
adaptar utilizando un algontmo no lineal por cuadrados minimos apropiado concatenado
con cl algontmo de integractn numénica de orden cinco de Runge-Kutta El programa no
lincal de cuadrados minimos que se utilizd en eate caso fue escnito por el Dr Ferenc Kézdy
(Pharmacia & Upjohn, Kalmazoo, Michigan)

Los datos guardan coherencia con un modelo de cambio lento del peptido en
solucién de una forma no nucleada wmactiva a una forma activa que pucde imcar la
agregacién del amiloide B E! andhisis demostrd que la forma tetraméncea del péptido es
responsable de Ia nucleacidn Despues de la nucleacién, el factor determinante de la parte
abrupta de [a cinética es la propagscién, momento en el cusl el compuesto que forma el
tetrmero alcanza el estado estacionario La cinética de todos los experimentos de
agregacién esponténea reahzados en csta invencidn y por otros [Lansbury et al, Arzn
For Drug Res, 45, 432-434 (1991), Pillot et al , Eur J Blochem , 243, 650-659 (1997)]
guardé cohcrencia sblo con este modelo Los resultados pueden sugenr que el impacto
deletérea (por egemplo, muerte celular) del peptido amiloide sc debe al tetrdmero del
amilode que forma un poro en las membranas biolégicas, similar a la forma tetraménca

toxica de la melilina
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A continuacion de los estudios cinéticos, sc tomaron alicuotas del amiloide P a
tiempos determinados de Ia solucidn de agregacidn activa del AP 1-40, y se agregaron a
neuronas corticales y de hipocampo de rata Luego, se midié la comente de entrada de
sodio La disminucién porcentusl de esta cormente en cada punto del ensaye se determind
para cada punto de prucba como la velocidad en la que sc gencraba la corriente de sodio
Asimismo, se evaluaron los impactos de las diversas formas dc agregados de AP sobre el
potencial de reposo de membrena, ¢l potencial de accién, los canales de calcio y los
canales de salida de potasio

No se observé un impacio sigmificativo causado por los mondmeros del amiloide B
1-40 sobre los parametros evaluados Pero en la medida en que los mondmeros sc agregan
para formar dimeros, tetrdmeros y finalmente polimeros, la capacidad del amiloide p 140
de causar un impacto negativo sobre la actividad de los canales aparecid y luego aumentd
en forma exponencial, siguwiendo aproximadamente cl curso temporal de la agregacién del
péptido Le fraccién que produce el mayor impacto negativo sobre la actividad de los
canales aparecid justo antes de In desapanicidn total del mondmero y de la saturacidn de la
agregacidn del péptido Después de slcanzar la saturacidn, el impacio pico distminuyé pero
sun estaba por encima del mvel de 50% de inhibicién de los canales ripidos de entrada de
sodio (mostrado cn la Figurz 13, que es ¢l valor medio de cuatro expenmentos con 29
células cada uno)

El impacto negativo del amiloide P se obscrvd cn cinco niveles de actividades
neuronales (1) potenciales de rcposo de membrana, (2) potenciales de accidn, (3) canales
rdpidos de entrada de sodio (sensibles a TTX), (4) canales de calcio, y (5) canales dc sahda
de potesio Sin embargo, el principal canal 1dnico obyetivo del amiloide 8 1-40 es el canal
ripido de entrada de sodio sensible a TTX Esto confirma que un agregado del amiloide p
ejerce efectos deletéreos sobre el canal ripido de entrada de sod:o, lo no permite que las
neuronas generen los impulsos eléctricos, criticos para las funciones cerebrales y

Nerviosas
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Estos resultados también confirman que los agregados peptidicos de bajo peso 9(
molecular del mondémero det amiloide § henen mayor potencia de mhibicidn de los canales
ripidos de entrada de sodio

Todas las referenctas que se citan en este documento se incorporan en su totalidad
por referencia

S1 bien esta nvencidn se ha descripto poniendo énfasis en un ctitomo ideal,
resuliard obvio para los individuos con un conocimiento normal de la matena que se
pueden utthzar vanaciones del método y las preparaciones preferidas, y que se pretende
que en la practica de la invencién se emplee cualquier otra forma diferente a la que
especificamente se descnbe en este documento En consecuencia, esta invencidn incluye
todas las modificaciones contenidas dentro de su espintu y alcance, que se definen en las

siguicntes propucstas
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LO QUE SE PROPONE ES

! Un método para identificar compuestos que modulen la interaccion del
amloide B o sus agregados con un canal de sodio, que consista en los siguientes pasos

(a) obtener una célula que incluya un canal de sodio,
(b)  poner en contacto el canal de sodio con ¢l amiloide § o sus
agregados en presencia y en ausencia del compuesto de ensaye,
(c) determunar la accion del canal de sodio con y sin la presencia de
dicho compuesto, considerando al compuesto de ensaye que ejerce un impacto
sobre la actividad como un modulador de la interaccion del amiloide P o sus
agregados con dicho canal
2 Un método par wdentificar compuestos que modulen la interaccién del
amiloide B o sus agregados con un canal de sodio, que consista en los siguicntes pasos

(a) obtener un preparado que incluya un canel de sodio punficado,

(b)  poner en contacto el canal de sodio con el amloide B o sus agregados en
presencia y en auscncia del compuesto de ensaye,

(c) determinar la actividad del canal de sodio con y sin la presencia de dicho
compuesto, considerando al compuesto de ensaye que ejerce un 1mpacto sobre la actividad
como Tyuhdor de Ja interaccién del amloide B o sus agregados con dicho canal

E! méiodo refendo en los puntos | y 2 ademis incluira Ia fabneacidn de

una preparacién que consista en un modulador identificado en lu forma descripta en cl paso
(c) en un vghiculo farmaceuticamente apropiado

El método refendo en los puntos 1 y 2 también incluird el tratamiento del

mal de Alzheimer con una preparacién que consista en un modulador dentificado en la
forma descripta en el paso (c)

5 Un metodo para investigacién de compuestos que modulen la interaccién
del amiloide P o sus agregados con un canal de sodio, que consisia en los siguientes pasos

(=) obtcner una pnimera célula que produzca el amilowde p o sus agregadoa,

50



{b) obtener una segunda célula que contenga un canal de sodio,

(c) poner en contacto la scgunda célula con Ia pnimera cn presencia y en SL
auscncia del compucsto de ensaye, y

(d) determinar la actividad del canal de sodto con y sin s presencia de dicho
compuesto, considerando al compuesto de ensaye que ejerce un impacto sobre la actividad
como un modulador de Ia interaccién del amiloide B o sus agregados con dicho canal

6 El método descnipto en la propucsta 5, donde la primera o segunda célula
sea una célula neuronal y la otra una célula no neuronal

7 El método descnpto en Ia propuesta 5, donde tanto la pnmera como
segunda célula senn neuronales o no neuronales

clo

El mctodo descripto en las propuestas 5 a 7, donde se incluya la

Iy
fabricacién de una preparacién que contenga un modulador identificado en la forma 4%%
™
descnp:yn el paso (d) en un vehiculo farmacéuticamente apropiado

tratamiento de] mal de Alzheimer con una‘ preparacién que consista en un modulador

p——

cr
El método descripto en las propuestas 5 & 7, donde se incluya el }\Em

ldenuﬁc;?en la forma desenpta en el paso (¢)

Un compuesto identificado como modulador de acuerdo con cualquiera de \'VU v

las propu ntenores
JUHI preparacifn que contenga un compuesto conforme a lo indicado en la ] pef-NYCapO

propuesta 10,en un vehiculo farmacéuticamente apropiado
Cﬁé‘" Un mélodo@ compuesio conforme a lo ndicado en Ja propuesia ( 7

10enla fnbncuclén de un medlcnmemo para prevenir, tratar o revertir ¢l mal de Alzheimer

-.—-

cn mamifi

Un método para diagnosticar el mal de Alzhcimer en mamiferos cuando se
sospecha que padecen el mal de Alzheimer, que contemple ta medicidn de la actividad de
un canal de sodio en células de mamiferos correlacionando Ia reduccién de actividad de

dicho canal con la existencia del mal de Alzheimer en cualquiera de sus etapas
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F/E.l metodo indicado en la propuesta (3, que ademds contemple la medicién
de la cantidad del amiloide B o sus agregados en dichas células o en el fluido extracelular
de los mamiferos que esta en contacto con la célula, y donde se correlacione la presencia
del amiloide B o sus agregados en las células o el fluido con la existencia del mal de

Alzheimer en cualquiera de sus etapas

Un método pars Investigar la_susceptibilidad de un mamifero al mal de

Alzhe_pmle constc de los siguientes pasos
(a) aisiar una cetula del mamifero que contenga un canal de sodio,
(b) medir la actividad del canal de sodio en presencia y en ausencia del
amiloide B o sus agregados,
donde la reduccidn de Ia actividad de dicho canal se compare con y sin la presencia
del amiloide B o sus agregados, y se comrelacione con la gusceptibilidad al desarrolio del
mal de Alzhgifner
Un método para dagnosticar enfermedades por priones en mamiferos
cuando se sospecha que padecen cste tipo de enfermedad, que contemple la medicidn de la
actividad de un canal de sodio en las células de dichos mamiferos, donde la reduccion de la
actividad de dicho canal de sodio se correlacione con la existencia de una etapa de Ia
enfermedad por pnones
JJ/ je un compuesto que proteja ¢l canal de sodio contra la reduccton
de su actividad provocada por el amiloide B o sus agregados a fin de fabricar un
medicamento para prevenir, tratar o revertir ¢l mal de Alzheimer en mamiferos
@ de un compuesto que proteja ¢l canal de sodio contra la reduccidn
de su acuvidad provocada por el amiloide B o sus agregados a fin de fabncar un

medlcl:n?a’pam prevenir, tratar o revertir las enfermedades por priones en mamiferos
9

de un compuesto que abra el canal de sodio a fin de fabricar un

medicamento para prevenir, tratar o revertir ¢l mal de Alzheimer en mamiferos
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J/ El uso/de un compuesto que abra el canal de sodio a fin de fabncar un

medicamento paTe prevenir, tratar o revertir las enfermedades por priones en mamiferos

Dz(/ El método indicado en cualquiera de las propuestas 1 8 4, y 13 a 16, donde
la célula sea ncuronal

\_Z_.J“/ El método mndicado en cuslquiers de las propuestas [ a 4,y 13 a 16, donde
la célula sea no neuronal

/33 El método de cualquiera de las propuestas anteriores, donde le actividad se
determne por un metodo seleccionado del grupe que consiste en examinar potenciales de

reposo de membrana, examinar potenciales de accién y medir la corriente rdpida de

cntrada de sodio
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CHADID, identificado con la cedula de crudadania No 17 124 145

expedida en Bogota. Que dicha resolucion se encuentra vigente qnulg L mEw™ 5,:;‘%
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TRIBUNAL SUPERIOR OEL DISTRITU JUDICIAL OE SAXYAFE DE BOGOTA
SECRETARIA GENERAL

LA SUSCRITA SECRETARIA DEL H. TRIBUNAL SUPERIOR OEL DISTRITO .Wg:lﬂ.
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Pharmaclis & Upjonh Company. 28341/6278
LLC~139-2000 La presente es Traduccién Oficial de un

documento presentado originalmente en inglés Eata
traducclén es eoelaborada por G@Gabriel Rueda Chadid
{Traductor Oficial)

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
A TODOS AQUELLOS QUE LLEGAREN A LEER EL CONTENIDO DEL
PRESENTE DOCUMENTO LES CERTIFICAMOS:
DEPARTAMENTO DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

Oficina de Marcas y Patentes de los Estados Unidos

Diclembre 05, 2000
fe certifica que anexo se encuentra filel copia de los
Registros de la Oficina de Marcas y Patentes de los Estados
Unidoe correspondientes a los documentos de la patente
golicitada y cuya 1identificacifén aparece mds adelante, la
cual cumpli$é con los requerimientos exigidos para gque se
otorgue una fecha de presentacién de acuerdo con los

dispuesto en la Seccién 35 USC 111l

Nimero de Solicitud: 80/172 032 / /

Fecha de presentaclén: Diciembre 23, 1899

Por autorizacién del

COMISIONADO DE MARCAS REGISTRADAS Y PATENTES

L. EDELEN
Funcionario Encargado de Certificaciones (Hay firma y sello)

GABRIEL RURDA CHADID

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 5984 DB NOV 19-81
MINISTERIO DE JUSTICIA
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SOLICITUD PROVISIONAL DE PATENTE
OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS
Expediente No 28341/6278
TRANSMISION DE SOLICITUD PROVISIONMAL DE PATENTES

Box Provisional Patent Applicatione
Assistant Commissioner for Patents

Washington, D C , 20231
Aprecladea Sefiores

Las adjuntamos para sus archivos la solicitud provisional de

patente segiin lo ordena el numeral 37 CFR 1 53(c) de

Inventores: Kal 8 Lee, Xlao-Dong Sun, Bruce M Taylor,

Dennis E Epps, Allen E Buhl

Residencias: Portage, Michigan, Portage. Michigan,

Kalamazoo, Michigan, Kalamazoo, Michigan, Portage., Michigan

T{tulo: Ensayos y Métodos de Diagnéstico y Tratamiento con
Base en el Uso de Canales de Sodioc como Blancos

para Amiloide B o sus Agregados

1. Documentos de Solicitud que se Adjuntan

1 Pégina Titulo

30 Pdginas de Especificaciones (excluyendo las
Reivindicacionea, Resimenes y Dibujos)

4 Péginas de Reivindicaciones

1 P&gina de Resumen

13 Hojas de Dibujos de Informacidén (Figs. 1A-C hasta 13)
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QABRIEL RUEKDA CHADID
FRADDCYOR OFICIAL

RESOLUCION 3996 DE NOV 29-82

MIRISTERIO DE JUSTICIA
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Certifico que la ©presente transmisién de Solicitud
Provisional de Patente y los documentos a los cuales se les
hace referencia y que se adjuntan se depositan en el Servicio
Postal de los Estados Unidos en Diciembre 23 de 19989 en sobre
dirigide al Assistant Commiesioner for Patents, Washington,
D C 20231 utilizando el servicio de 'Oficina de Correo
Expresc sl Deatinatario” del Servicio Postal de los Estados
Unidos segin Etigueta de Correos No EM578442286U8
(Hay firma)

2. Documentos Adicionales Adjuntos
3. Calculo de Derechoa de Presentacién (37 CFR 1.18)
[X] Solicitud Provisional ($75 00/3150 00)
Derechos de Presentacitn 2150 00

4. Forma de Pagos de Derechos
[X] Se adjunta cheque por la suma de $150.00

5. Depdsito en Cuenta y Autorizaciém de Reembolso

El Comisionado queda autorizado para cobrar los faltantes de
las sumas adjuntae o los derechos adicionales qQue puedan ser
requeridos durante la duracién de esta sollicitud segin lo
dispone el numeral 37 CFR 1.18 o 87 CFR 1 17 o de acuerdo con
las deméds normas pertinentes (exceptuando el pago de derechos
de expedicién. en la Cuenta No. 13-2855 BSe adjunta copla de

esta operacién

Lose

3 QABRIEL RUEDA CHADID

TRADUCTOR OFICIAL

RESOLUCION 5906 DE NOV 29-81
MINISTERIO DB JUSTICIA



Favor reembolsar cualquier exceso de vpago a Marshall,

0°Toole., Gersetein, Murray & Borun a la direccién siguiente

Favor dirigir todas las comunicaciones futuras a Audrey L

Bartnicki. a la siguiente direcoclén

Atentamente,

MARSHALL, O°TOOLE, GERSTEIN,
MURRAY & CORUN

6300 Sears Tower

233 Bouth Wacker Drive
Chicago, Illinois 60808-8402
(312) 474-6300

Por vy en representaclén de Firmadg
Audrey L Bartnicki
Registro No 40 488

Diciembre 23, 1988
VN

GABRIXL RUEDA CHADID
TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 3996 DE NOV 39-02
MINISTERIO DE JUSTICIA




INVENTORES CONJUNTOS Expediente N . 28341/6278
SOLICITUD PROVISIONAL PARA CARTAS PATENTE
DE LOS ESTADOS UNIDOS

ESPECIFICACION

A QUIEN INTERESE:

Se certifica que los abajo firmantes Kal § Lee, ciudadano de
los Estados Unidos de América, residente en Portage, Estado
de Michigan, Xiso-Dong Sun ciudadano de los Estados Unidos de
América, residente en Portage, Estado de Michigan, Bruce M

Taylor, ciludadano de los Estados Unidos de América, residente
on Kalamazoo, Estado de Michigan, Dennie E Epps, cludadano
de los Estados Unidos de América, residente en Kalamazoo,
Eetado de Michigan, y Allen E Buhl, ciudadano de los Estadoe
Unidoe de América, residente en Portage, Estado de Michigan,
hemos desarrollado wun nuevo y ftil traba)Jo de ENSAYOS Y
MRTODOS DE DIAGﬁhBTIOD Y TRATAMIERTO CON BASE EN EL US0 DE
CANALES DE SODIO COMDO BLANCOS PARA AMILOIDE 8 O 8US
AGREGADOS, por lo cual se ©presenta la respectiva
especlficacidn

Representantes legales de los Solicitantes
Audrey L Bartnickl (Reg No 40 488)
Marshall, 0°Toole, Gerstein,
Murray & Borun
8300 Sears Tower
233 South Wacker Drive
Chicago, Illinois 80808-8402

; o G-

GABRIRY, RUEDA CHADID
TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCTOY 5006 DE NOV 29-8%
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REIVINDICACIONES

1 Un método para identificar compuestos gque modulan
la interaccidén de amiloides 8 o sus agregados con un canal de

sodio donde dicho método comprende

(a) la obtencién de una célula neuronal gQue comprende
un canal de sodio,

(b) la puesta en contacto de dicho canal de sodio con
amiloide 8 o sus agregados, en presencia y ausencia de un
compuesto de prueba, y

(c) determinacién de la actividad del mencionado canal
de sodio en presencia del mencionado compuesto de prueba
comparando con la ausencia, donde un compuesto de prueba que
ejerce actividad se conaldera comec un modulador de la
interaccién del amiloide 8 o sus agregados con el menclonado

canal de sodio

2 El método de la reivindicacién 1, donde 1la
actividad antes sefiala estd determinada por un método
seleccionado a partir del grupo conformade por el examen de
votencial de la membrana en reposo, examen del potenclal de
accién vy medicién de la corriente de sodio gque penetra con

rapldez

3 Un método para tamizar compuestos que modulan la
interaccién del amiloide 8 o0 seus agregados con un canal de

sodio, donde dicho método comprende

(a) la obtencién de una c¢célula neuronal gque produce

6 JLL- 627
OABRIEL R@AMD

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 35996 DE NOV $9-81
MINISTERIO DE JUSTICIA



amiloide 8 o sus agregados, donde dicha célula comprende un

canal de sodlio.

(b) el contacto del mencionado canal de sodio con
compuesato de prueba, y

(c) la determinacién de la actividad del mencionado
canal de sodioc en preeencia del seflalado compuesto de prueba
en comparaclén con la ausencia, donde un compuesto de prueba
gque ejerce actividad se considera como un modulador de la
interaccién del amiloide B o sus agregadoe con el ya sefilalado

canal de sodio

4 El wmétodo des 1la reivindicecién 3, donde la
mencionada actividad eastd determinada por un método que se
selecciona del grupo conformado por el examen de potencial de
membrana en reposo, examen del potencial de accién y medicidn

de la corriente de sodioc e ingresa rédpidamente

5 Un método para 1identificar 1los compuestos gue
modulan la interacclén del amiloide B o sus agregados con un

canal de sodio, donde dicho método comprende

(a) la obtencién de una composicién gque comprende un
canal de sodio purificado,

(b} el contacto de dicho canal de sodlo con el amiloide
8 o sue agregados en presencis y ausencia de un compuesto de
prrueba., y

(c) la determinacién de la actividad del mencionado
canal de sodio en presencia del mencionado compuesto de
prueba en comparaclién con su ausencia, donde un compuesto de
prueba que ejerce actividad se considera como un modulador de

Lo
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la interacci6n del amiloide B o sus agregados con el

mencionado canal de sodio

6 El método de la reivindicacién 5, donde dicha
actividad estd determinada por un método gue se selecciona a
partir del grupo conformedo por el examen de potencial de
membrana en reposo con el examen de potenclal de accién y la

medicién de la corriente de sodio de répido ingreso

Un método para diagnosticar la enfermedad de
Alzhelmer en un mamifero del cual se sospecha tilene dicha
enfermedad, donde este método comprende el paso de medir la
actividad de un cenal de sodio en una célula neuronal del
mencionade mamifero, donde la actividad reducida del
mencionado canal de sodio ese correlacliona con la existencia

de un estado de enfermedad de Alzheimer

g 8 El método de la reivindicacién 7, donde dicha
actividad es determinada por un método que se selacclona a
partir del grupoc conformado por el examen de potencial de
membrana en reposo, el examen de potencial de acclén y la

medicién de la corriente de sodio de rdpido ingreso

2 ) El método de 1la reivindicacién 7, que comprende
ademds un paso de medir el amiloide B en la mencionada célula

o en fluldo extracelular proveniente del mencionado mamifero,

que hace contacto con la célula, donde la presencia dal
amiloide B en la mencionada célula o fluido y la presencia de
la actividad reducida del canal de sodio me corrslaclonan con

la existencla de un estado de enfermedad de Alzheimer

° &
b
SABRitL RUEDA CHADID
FRADUCTOR OPFICIAL
RESOLUCION 508 DE NOV 39-09
MINISTERIO DB JUSTICIA



~t 10 El método de la reivindicacién 8 donde el fluido es
liquido cefaloraquideo

- 11 El método de la reivindicacién 7 donde 1la
mencionada co¢élula se ha aislado del mamifero antes

menclonado

(:j) Un método de tamizacién de un mamifero para
establecer su susceptiblilidad a la enfermedad de Alzheimer,

que comprende los slgulentes pasos

(a)} aislar un célula neuronal del menclonado mamifero,
donde la mencionada célula neuronal comprende un canal de
sodio, ¥

(b) medir la actividad del mencionado canal de sodio en

ausencia y en presencla de la proteina amiloide 83,

donde 1la actividad reducida del mencionado canal de
sodio en presencia del amiloide B en comparacién con la
ausencia se corralacionan con una susceptibllidad de

desarrollar la enfermedad de Alzheimer

(i::) Un método para diagnosticar la enfermedad prion en
un mamifero del cual se sospecha tiene dicha enfermedad,
donde este método comprende el paso de medir la actividad de
un canal de sodio en una célula neuronal de dicho mamifero,
donde la actividad reducida del mencionado canal de sodio se
correlaciona con la existencia de un estado de enfermedad
prion.

2
9 EABEsl roxDA CrADID
TRADUCTOR OFNCTAL
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\.al4 El método de 1la reivindicacién 13. donde dicha
actividad es determinada por un método que se eelecciona a
partir del grupo conformado por el examen del potencial de
membrana en reposo, examen de potencial de acecldén y medicién

de la corriente de sodlo de rdpido ingreso

Un método para prevenir, tratar o reversar la
enfermedad de Alzheimer en un mamifero, donde este método
comprende la puesta en contacto de un canal de sodio del
mencionado mamifero con un compuesto que proteja dicho canal
de sodlo de una reduccidn de su actividad debido al amiloide

B3 o sue agregados

\.46 El método de la relvindicacién 15, donde 1la
mencionada actividad estd determinada por un método gue se
selecciona a partir del grupo conformado por el examen del
potencial de membrana de reposo, examen de potencial de

acclién y medicién de la corriente de sodio de rédpido ingreso

17 /) Un método para prevenir, tratar o reversar la
enfermedad prion en un mamifero, donde dicho método comprende
la puesta en contacto de un canal de sodlio de dicho mamifero
con un compuesto que proteja dicho canal de sodio de la
reduccién de su actividad debido al amiloide B o sus

agregados

18 El método de 1la reivindicaclén 17, donde 1la
mencionada actividad eatd determinada por un método
seleccionado del grupc conformado por potencial de membranas

de reposo, examen del potencial de accién vy medicién de la

10
fer %
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GABRIZEL ROEDA CRADID
TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 5096 DE NOV 39-83
MINISTERIO DB JUSTICIA



corriente de sodio de rdpido ingreso

9 /Un método para prevenir, tratar o reversar la
enfermedad de Alzheimer en un mamifero, donde dicho método
comprende la puesta en contacto de un canal de sodio de dicho
mamifero con un compuesto que abra el mencionado canal de

podlo

20 Un método para prevenir, tratar o reversar la
enfermedad prion en un mamifero, donde dicho método comprend
la puesta en contacto de un canal de sodio de dicho mamifero

con un compuesto gque abre &l ya menclonado canal de podlo

La anterior es Traduccidén Oflicial de un documento presentado
originalmente en inglés Esta traduccién fue realizada por
GABRIEL RUEDA CHADID (Traductor Oficial) Resolucidén 5996 del
Minjusticla, por lo cual estampo mi Sello y Firmo

Bogotd D C , Diclembre 20 del 2000
b -
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UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

Umnated States Patent and Trademark Office

December 05, 2000

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM
THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK
OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT
APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A
FILING DATE UNDER 35 USC 111.

APPLICATION NUMBER. 64/172,032
FILING DATE December 23, 1999

By Authority of the
COMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS
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PROVISIONAL PATENT APPLICATION

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE
Docket No  28341/6278 g =
PROVISIONAL PATENT APPLICATION TRANSMITTAL :gE
0
Bax Provisionsi Patent Application ==
Assistant Commissioner for Patents BiS
Washington, D.C. 20231 ~ =
8

Tranamitted herawith for fling Is the provisional patent application under 37 CFR 1.53(c) of

Inventor(s  Kal 8. Les; Xiao-Dong Sur;, Bruca M. Teylor Dennls £ Epps; Allan E. Buht

Rasidence(s) Portage, Michigan, Portags, Michigan; Kalamszno, Michigan; Kalemesoo, Michigan,
Portage, Michigan

Thie Asseys and Methods of Diagnosis and Treaiment Based on Usa of SBodium Channels
As Targets for Amylold § or its Aggregetes

1 Application Papers Enclosed

1 Title Page

39  Pages of Specificalion (excluding Claims, Abstract & Drawings)
4  Page(s)of Claims

1 Page(s) of Abstract

13 Gheal{s) of informal Drawings (Fige. 1A-C 1o 13)

| hereby cariify that this Provisional Patent Applicalion Tranamitinl and the doocuments referved o as
enciosad therewith are being depostted with the Uniied Stales Postal Service on Decamber 23, 1990,
in an envelope addressed o the Assisiant Comminsioner for Patonts, Washingion, D.C. 20231 ulliizing
the "Express Mall Post Office to Addresses™ servics of the Unilad Statss Postsl Servics under Malling

Label No. EMS578442288U8.
Ndﬁ] J FJ{ Nl..b;-
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Decieralion of Biologicsl Depoait

Computer readable copy of sequence fisting contalning nucleotide andlor
amino acld sequanca

WMicrofiche compurier program
Verifiod staternent{s) claiming small entity status under 37 CFR 1.8 and 1.27
Associate power of atiormey
Verffled translafion of a non-English patent application
An assignment of the lnvenfion
Relum Receipt Postoard
Q Other (o.9 deciaration or cath)
Filing Fes Calculation (37 CFR 1 18)

noooo o

B Provislonal Application ($786.00/51850.00) Hiing Feer $150.00
O Other Fess {0.g. Recording Aseigumant) Filing Fes:
Total Feas Encipsad  $150.00
Method of Payment of Fess
B Enclosed Is our firm check In the amaount of $150.00
O Charge Deposit Account No. 13-2855 In the amount of S
A copy of this Transmitial Is enclosad
DO Notenclosed

Depoait Account and Rafind Anthorizstion

Tha Commissioner s hareby suthorized fo charge any defidancy In the amount enclosed or sty
additionsi fees which may be required cring the pendancy of this application under 37 CFR
1 18 or 37 GFR 1 17 orunder other applicable rules (except payment of issug foes), to Deposit
Apcount No. 13-2068. A copy of this Transmitial is enciosed,

Please refund sny overpayment to Marshall, O'Tools, Gersisin, Muray & Borun at the address

wmnten vl
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Please direct all future communications fo Audrey L. Barinickd st the addrass below

Respectiully submitted,

MARSHALL, OTOOLE, GERSTEIN
MURRAY & BORUN

8300 Sears Tower

233 South Wacker Drive

Chicago, llincis 60808-8402

(312) 474-8300

By QU9 - D-:i\.. A

BRI

Decamber 23, 1889
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JOINT INVENTORS Attorney Docket No. 28341/8278

"EXPREGS MAL mmmm

Dala of Dapoak: Decavber 23, 1990
Ih&yuﬁﬂﬂnh”hmw'ﬂlh
Unuisd Stades Posist Service "EXPRESS MAL POBT OFFICE

TO ADDRESSEE" swivios under 37 CFR §1 10 on the date
mmmhmtmmu

I.MM g nb-u N.f.."\

PROVISIONAL APPL{CATION FOR
UNITED STATES LETTERS PATENT

SPECIFICATION

TO ALL WHOM IT MAY CONCERN
Be It known that we, Kal 8. Los, a citizen of the United States of

Amaerica, residing in Portage, in the State of Michigan, and Xiao-Dong Sun, a
cltizon of the United States of America, residing in Portage, in the State of
Michigan, and Bruce M Taylor, a citizen of the United Statea of America,
reslding in Kalamazoo, In the State of Michigan, and Dennis E Epps, & cliizen
of the United States of America, residing in Kalamazoo, in the State of
Michigan, and Allen E. Buhli, a citizen of the United States of America, residing
In Portage, in the State of Michigan, have invented a new and useful ASSAYS
AND METHODS OF DIAGNOSIS AND TREATMENT BASED ON USE OF
SODIUM CHANNELS AS TARGETS FOR AMYLOID $ OR ITS AGGREGATES, of
which the following is a specification
Audrey L. Bartnickl (Reg. No. 40,499)
Marshall, O'Toole, Garsteln,

Murray & Borun
6300 Sears Tower

233 South Wecker Drive
Chicago, (finols 60806-6402

Attorneys for Applicants:

17




G

wwn il an  waA L L L] e

R R r——oesrses—

ton

S6Cddl - Je oo

1 okl e

-t -

fT RRTENT S T PR PR

10

15

!

-1-
Assays aud Methods of Diagnosls and Trestment Based or Use of Sodlam
Channels As Targets for Amyloid p or its Aggrepates

TECHNICAL FIELD OF THE INVENTION
The present mvenhon provides, smong other thmps, assays and methods of
dingnoms and treatment that are besed on the murpnamg obsarvabon of en mteraction
betwesn amylowd P ar its aggregates with sodmm channels. In particular, the present
mvenhion provides methods to 1dentify compounds that modulste thus mieraction, and
methods of diagnons and trestment that are based on ting mterachon.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Certam neurodegenerstive diseases such as Alzhemer’s thsease and Down's
syndrome are charactanzed by the presence of maoluble aggregaies of amyiod £ (Af).
T 39-43 amuno ecid peptide 13 danved by sbnormat proteolyms from the Antylmd
Precursor Protein (APF). It 18 well known that the amylod f aggregates/plaques wadely
found m the bram and miraneoronal neurofibrillery tangles of Alzhsmex's diseaso
patients can modulats neunts outgrowth, synaptogsnens, synsptic plasticaty or case
neuranal desth (Mattaon et al, Trends Newrasel., 16, 406-415 (1993)). The mecharmam(s)
by winch thass affiscts are sccomplished remam eluscve, however (Frazer ot al, Trendr
Nexrosci,, 20, 67-72 (1997)).

Presently, one theory maintains that thess delotoncus effects may ongmsts flom
amylold P’s ahilzty to promote chromee calcium miffox 1o newrons through modulshon
of neuronsl calcrum son channels (Dwdson ot al., Brais Res., 643, 324-327 (1994)), or
to form tranemembrene catron-permesble channels (Kawshars et al., Biophysiol J., 73,
67-75 (1957)) that mciscnmmstely allow caloiom, sodium, and other catrons to fiood a
call’s intenor and deatroy 1ts calcium homeoatasis. Calenm charmat blockers snch es
mmodipine that can cross the blood-brain barrier have been shown to slow the
progresmon of Alzheimer’'s disease m some pationts (Tollefson, Biol. Prychiatry, 27,
1133-1142 (1990)). Similarly, zinc cation, which s known to bmd at spacafic amylod

- 1-40 axtes (Bush et al, Science, 265;-1464-1467 (1994));-can-block-the-caleumr-tflex— ———-
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through amyla:d B 1-40 channels (Anspe ot al, Proc. Natl Acad. Sci, 93, 1710-1715
(1996)).

In addition, amyloid [} aggregates have been shown to mduce abnormal
potassium 10n channel actvity In cuitured hippocampal neurons, amyloid p opens a
calcium-senmtive, lerge conduciance potassium chanmel (i &, ibentoxin-sensitive BK)
(Furukawa et al , Nasre, 379, 74-78 (1996)), which could lead to chromc loms of
cytoplaamuc potassium snd destroy the abihity of the neorons to generats end propagste
action potentinls entwcal for brain mgnaling fimctions, Such aberrant potassiom channel
activity has m fiact been noted m Alzhesmer’s disesse pabients (Etchebemgarsy et al.,
Proc. Natl. Acad. Sei., 90, 8209-3213 (1993)). Likewise, m the cultared chohnarge
sepial coll line SNS6, smylowd f (o.g., amylond P 1-40) causes cell death by impacting a
TEA-~seamtive potassum channal (Colom st al, 2 Newrochemiztry, 70, 1925-1934
(1998)).

These studes suggest that amyiowd B aggrogates cxert thorr effects through
multple targets. None of the targets that have been described, bowever, would result i
the rapid and complete whilntion of newronal elecincsl mpuises criical for bram
fimetion that 18 chearved with advanced stage Alzhenmer®s isease. Furthermore, the 10n
charmel studies described sbove were performed an cultnred neurons, whose properties
may heve boen changed sigmficantly through dedifferontistion n cultare conditions.
Therefore, the data currently svailshle likely does not represent the tros rexponse of
native nourons.

Recent genstic stndies have shown that mutshons m the amylod prosein
precursor and preseniln genes affiect the processng and production of entylotd § and s
are related to age of onset and susceptiblity to Alzhamer’s disease. Additional studios
have shown that vanants m ApoE genes also affect sosceptibility and age of oneet for
Ablzhemer's ciscase. Spontencous Alzheimes's discese 18 hypothemzed to be under the
control of other genes and environmental factors that have yet to be dentified.

Addraonally, mhideton of amylord  aggregation, snd henco toxicaty, 15 befisved
10 be beneficial therxpeuhically i the trestment of Alzhesmer’s discase. Several reports

A Vel o WY MR L

have sppesred previdmg evidence thet small, diffusahle aggregates (Lambert ot ak;-Proa. - — -
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Natl Acad. Sci, 95, 6448-6453 (1998); PCT Intemnational Apphication WO 98/33815),
and protofibnis (Herper et al., Chem. Biol., 4, 119-125 (1997), Harper et al , Chem Biol.,
4, 951-959 (1997), Walsh et al., J Biol Chem , 272, 22364-22374 (1997)), and not the
completely Sbnllar peptida, might be the AP species toxic to hiving cells. The physical
differences m the alleged toxic species xientified by these dafferent research groups
“supports the concept that different AP assemblies have distinct neurobiologcal
ectivities, which may be mamfissted differently usmg an eloctrophymological readout”
(Hertley ct al, J Newroscience, 19, 8876-8884 (1999)). Thus, the etwlogy of
Alzheuner’s discass may be quite complex, and may warrant & vanety of dhfferent
avennes of diagnoms and troatment.

Along thesa lmes, US. Patent 5,876,948 describes screemng methods to 1dentfy
mhibitors of the neurctoxic effect of amylosd §  In particular, the ‘948 patent purporstedly
provides a method of screenmng candhdate compounds, wherem the method comprises
obiamimg a cell such as o pmmery nexron, & noaranal cell, or a call dovelopmentally
danved from neuronal tissus. The cell 18 contacted wrth a candidate compound 1n the
preaence of a neurotox:a salecied fram fhe group conswting of amylord §1-38, p1-40, B1-
43, and f29-35, end 1t 15 detarmmed whether the compound reduces the effect of the
nenrotoxm (o.g., reduces cell desth), or reduces accpmulshon of amyloid p on the cell
surface.  Accordmgly, this patent provides no mformahon on how to screen for
compounds thet target cell events that preceda call death, spart from accurmilation of the
peptide on the cell surfaca. A neod thus remmns for useful assays to screen for
compounds that exert protoctive effects at & stage priar to coll desth modted by antylold
P, and for compounds that exert thewr effect apart from méerference with amylowd f§
deposrtion on the cell surface. Furtharmore, the “948 patent does not eppesr to conmder
amy effect of the aggregation stats of amyloid f on neurotoxmcity A related patent, US.
Patent 5,137,873, clmms a method for treating & disesse that 13 chamctenzed by
accumulation of amylowd B, winch compnses admmstration of a therspeutically effective
emount of a tachykn agomst such as substance P

U S. Petent 5,892,018 pertmins 10 DNA sequences encoding a novel subfarmly of
aimlonde-senmtive sodium channel protens from the human central nervous system.
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PCT International Application WO 98/54316 descnbes a new class of sodrum channel
proten that may function as a sodswm channel recaptor Both the ‘018 patent and the ‘316
application suggest that 1on channels may play some role m the pathogenoms or treatment
of Alzhaimer's diseaso (see, ‘316 application, pages 1 and 15, see, ‘018 patent, column
1, boes 50-54). However, nasther document presenis any assay for diagnoms of
Alzhemer’s disease, much less sny methods for 1ts treatment.

Thus, there remans a need for further tndersiandmg of the functiomng of
amylosd f or sts aggregates, and moms to diagnase, predict, provent and trest dhaoases,
tuorders, and conditrons that result from emylotd [ or its aggregates. Thess and other
objects and advantages of the present mvantion, as well as addinonal mvenhve features,
wiil be apparent from the descnpbion of the mventon provided herean.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relstes to & sarpnmng observation of s interactron betwoen
antyloud § or tts aggregates with sodium chammels  Based on thus novel and unexpected
inberaction, the present mnvenhon provides & method for 1dentifying compounds that
modulate the mteraction of amylowd § or 1ts aggregates with s sodrum chanmel, wherem
the method preferably comprises contacting a cell winch compnses a sodum channel
with amaylosd B or its aggregates m the presence and 1n the absence of a test compound,
and then detormmung whather there w anty unpact an the sodrum chammel 1n the presance
of the tost compound as compared with m the sheence, wath & compound that exhibats
an mpect bemg conndered a modulsior of the interaction of amylord P or 1t aggregaics
with smd sodium channel. In prefixred embod:meants, mmpact on the sodium chanmel 18
assossed by erther exammmng restmg mambysns potential, actton potential, or messurmg
the fast mnward sodium cirent.

The invention also provides a method for diagnoming Alzheimer’s digeass (or
pnon diseass) m a mammal suspected of having Alzhexmer’s dissase (or pnion discaso),
the method compnising the step of measuring the actvity of a sodium channel m a
neuronal cell of the mammal, wherein reduced actiwity of the sodiwm channel 1
carrelated with the existance of an. Alzhamer*s disease state (or-a prion disease state),

'
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The mvention further provides a method of screesung a mammal for susceptitnhty
to Alzhmmer's disease, compnsmng the steps of*

(a) 1s0lating & neuronal cell from the mammal, the nexronal ceil compnsmg a
sodium chamel, and

(b) messuring sctivity of the sodiym charmel m the absence and 1n the presence
of amylod P protemn,

wherem reduced activity of the sodinm charmel m the presence of amylowd p as
compared to m the sheence is carrelated with s susceptiulrty to developmg Alshermer’s
discase.

Addionslly, the mvenhon provides & method for provenhng, tresting, or
revarning diseases such as Alzhermes’s discase and pnon disesse m 2 mammal, wheren
the method prefirably cotuprises contacting & sodrum channel of the mammal with a
compound that protects the sodyam chanmel from a negative mmpact of amyloid § or its
agaregates. This method optionally 1s camed out with use of s compound that opens the
sotium chamnel,

Furthermore, the mvention provides for the use of & compound that modulates the
mteraction of emyloid § or ts aggregates with neuronal sodium chamels for the
manufecture of & medicament for the trestment of & oemological disorder {og.,
Alzhermer”s disease).

Addrhonal featares and venstions of the mvention wall be apparent to those
slalled m the art from the entrrety of tine sppheshon, melothing the detailed description,
and all such foatures are micnded as aspects of the iovenhon. Likowise, features of the
reention described herean can be recombmed into additonal ambodiments that also are
ntended as aspects of the mvention, nrespective of whether the combmation of festures
18 specafically mentioned shove as an aspect or embodnnent of the mvention. Also, only
such lrarrtations whech sre described hevesn as critios] to the mvention should be viewed
s such, vaniations of the mvention lacking hmitattons which have not been described
herein as cnisical are mtended as aspects of the mvenhion.

In addttion to the foregomg, the invention mcludes, as an addrtonal aspect, all
embodiments of the mnventson nerrower w scope 1n any way than the vanathons
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specifically mentionod above. Although the apphcant(s) mvented the full scope of the
claims appended hereto, the clams sppended hereto are not intended to encompass
within therr acope the pnior art work of othera. Tharefore, in the event that statutory pnor
art wathm the scope of a clmm 18 brought to the attention of the epphicants by a Patent
Office or other entity or mdividugl, the apphcani(s) reserve the nght to exercise
amendment nghts under apphcable patent laws to redofine the subject maiter of such s
claim to specafically exclude such statatory prior art or obvions vanabons of prior art
from the scope of such a claim.  Vaniations of the mvention defined by sach amended
cloyms also sro miended as espects of the invenbion.

BRIRF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figures 1A~C are reconfings taken from an Axopeich 200 Amphfier winch show
changes of sn achon potantial reconded fiom a singla corical neuron, (A) m the ahbsence
of amylosud 8 1-40 poptide; (B) m the presence of 11.5 .M amylond 8 1-40 peptids; or (C)
following washing of the penron with peplide-fren solution,

Fignres 2A-C are recondings tiloan from sn Axopsich 200 Amplifier winch show
changes of an achon potential recorded from 2 smgle hippocampal nearon. (A) m the
absence of amyload B 1-40 peptsde; (B) m the presencs of 11.5 M amyloud B 1-40
pephde; or {C) followng washmg of the nearon with peptide-free solution.

Figures 3A~C syo recondings taloen from sn Axopaich 200 Amphfiar winch show
the progressve reduction m a fast mward sodium ourrent of & rppocsmpal neuron
ahoited by step potontisl changs from -80 mV (mifivolt) to -30 mV in the sbeence of
amyioid B 1-40 (Figare 3A), m the presence of 50 uM amylod B 1-40 fallowng shout
90 mumutes sheke-mduced smyloud B aggregahon (Figare 3B), and m the prescnce of 50
#M smylowd 8 1-40 fbllowing about 120 mnmtes sheke-indoced amylcad B aggregation.
The trow indicates the direchon of progressive current depresson by the pephde.

Figure 4 38 a graph winch shows the progressive changs of peak smplitude of
mward sodiom carrent (I.) measured n pioo ampere (pA) (Y-sxis) with trne (second)
(X-ex1a), m the absence of amylowd 8 1-40 (open circles), m the presence of 50 uM
smylosd § 1-40 followmng about 90 mumtes of shake-mduced amylowd 8 agaregation

@
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(solid circles), and m the presence of 50 uM amyloud B8 1-40 following about 120
mnuies shakenduced amyloid B aggregabon (sohd squares). The readings were from
the same expeniment as iz Figare 3A-C.

Fignres SA-D are recocdings taken from an Axopatch 200 Amphfier winch show
the effect of amylowd 8 1-40 on the fist inward sadiurn current of a hyppocempal newron
over a broad range of membrane potentials ranging from sbout -50 to +20 m, with each
panol showing eght fist ward sodmum current traces superimposed on the same tims
frama elicated by step potential changes from & boldmg potennal of -80 mV to -50 mV,
then m 10 mV morements, to +20 mV m the sheence of smylosd 8 1-40 (Figure SA), m
the prewence of 50 uM smyload B 1-40 followmg about 50 mmutes shake-mduced
amyiod B aggrogation (Figure 5B), m the presance of 50uM amyload B 1-40 followmg
about 120 munutes shake-mduoced amylced 8 aggregation (Figure 5C), and following
wash out of the peptide (Figure D).

Figure 6 15 a graph which shows pesk smphitade of fast mward sodiom cmrent
m pA (Y-axus) over & broad range of membrans potential m mV (X-axis) m the ahsence
of amyloid B 1-40 (open curcles), m the presance of 50 uM amylod B 1-40 following
aboat 90 mmnmtes shake-indnced smylowd 8 aggragation (solid carcles), m the prosence of
50 uM smylowd B 1-40 followmg sbout 120 mumtes shake-mmduced amylowd B
aggregstion (open squares), end following wash out of the peptide (sobd sqnares). The
readings wero from tho sume exparrment as m Figures SA-D

Figures 7A-C are recordings taken ffom an Axopaich 200 Amphfier winch show
supenmposed sodsum current traces of & luppocampal nevron elicited from & holdng
potential of -0 mV to -70 mV, and thea st 10 mV mecrements to +10 mV, and obtmined
in the absence of the specafic fast mward sodimm channel blocker tetrodotoxsn (TTX)
(Figure 7A), m tho prosence of 1 uM TTX (Figure 7B), and m washmg out of TTX
(Figure 7C).

Figure § 18 a graph which shows pesk amphitode of faat 1eward sodium camrent
in pA (Y-axus) over a broad range of mambeane potentizl m mV (X-ex1s) 1n the sheence
of TTX (open carcles), m the presence of 1 M TTX (sohd circles), and following wash
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out of TTX (sohd squares). The readings were from the same exporonent es m Figures
TA-C

Figures 9A-B are recordings taken from an Axopatch 200 Amphfier which show
a single calcrom current elicried 1n wolated Inppocsmpel neurons from a holding potential
of -40 mV to +10 mV, 1n the absence of anrylosd 8 1-40 (Figure 9A), and 1n the presence
of 50 uM anryloud B 1-40 peptide following about 70 runutes shake-mduced amyloid B
aggregation (Figwre 9B).

Figure 10 1 & graph winch shows peak calerum current (1) smphtude m pA (Y-
£xm) over tume m seconds (sec) (X-ax15) m the sheence of smyloid B (open carcles), and
12 the presence of 50 .M amyloid B 1-40 followmg abont 70 munutes shake-mdaced
amylowd B apgregation (sohd cucles). The readmgs were from the same experiment as
m Figures 9A-B.

Figures 11A-D are recordings taken from sn Axopatch 200 Amphifier which
show potassmm currents elicrted by a step potanhial from a holdmg potential of -40 mV
to +10 mV, m 10 mV mcrements m the ebeence of amyload 8 1-40 (Figure 11A), m the
presenco of 50 uM smyloid 8 1-40 fbliowmg sbout 90 nnuies shake-mdaced anrylord
B aggregation (Figure 11B), in the presence of 50 M amyliod B 1-40 followmg sbout
120 mmnutes shekn-mduced amylosd B aggregation (Figure 11C), and fbllowmg wash out
aof the peptide (Figure 11D)

Figure 12 13 a graph winch shows pesk emplitnde of potassrum currents m
ranosmpere (nA) (Y-axis) over s broad rangs of membrans potenhial m mV (X-oas) m
the absence of amyloid 8 1-40 (sohd hne), in the presence of 50 uM amylod B 1-40
followmg about 50 mmutes shaine-snduced smyimd B aggrogation (oross-hatched hne),
and m the presance of 50 M amylod 8 1-40 fullowing sbout 120 nunuios shake-mduced
amylmd 8 aggregation (dotted line). The reathngs were flom the same expermaonts a5
in Figure 11A-D

Figure 13 1 a graph winch shows anryloid B toxcrty on sodrum channel (Y-axis,
% decreass m 1) at diffarent tume pomts (X-gxis, m mmutes) of aggreganhon. The peak
toxicity appeats at about 60-80 munutes of shake-mduced aggregahiom of the 50 uM
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amyloid B 1-40. For each datepomnt, the number of mndependent messurements 18
mdicated, and emror bars are provided where multrple mesgyrements bave been averaged

The detmled doscription and exxmples are provided to enhance the understanding
of tha invention, bat are not mtended to himut the scope of the nvention.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

It 12 well established that, in cultured celis or neonats] neurons, certain forms of
smylozd B (AP) are nesrotoxnic by mterfiarmg with normal necronal fonctions, However,
the precise target charmel(s) and spheequent changes mn action potential firmg patterns
of native neurons m adult mammaly have not been estabhshed. Tins important 1eno wal
examined uvsng a Inghly sensitive, well-dafined noaronal preparstion frashily dssocested
from adult rat brins and the snehon pipette recarding techmque. & surprizmgly was
discovered that amylmd 8 depressed or ebmmated neuronal action potentials by
specifically blockmg fast mward sodmm channels, thereby simiting off neuronsi
mmpulses. Purtharmore, it wes deterrnmed that Jow molecular waight amylod 8
aggrogates had higher toxicity than edther monomers or polymers,

Based on the foregoing, and as frther deacribed harem, the present mveshon
provides, among other things, a method for adestifying componnds that modulate the
wiacaction of anyyloid § or its aggrogates with & sodrom channel. Such compounds are
useful in degnosmg, preventmg, Goatng, or reveming venons dmonders (eg.
Alzhermer’s disesse snd pnion discase) that are characienzed by disruption of sodvam
chennels.

Amyimd § or its Aggrogatas

Accardig to the mvenhon, “syicsd 7 (AB) is any of the sogquences 1-43,1-
42,141, 1-40, 1-35, and 1-38, and truncated sequences of anry of the previouns, resulting
from p-socretese and y-secretnse cleevags of the amyloid precursor protem (ses, 6.8, Yan
et al, Naturs, 4032, 533-537 (1999); Kang ot al., Nature, 325, 733 (1987); Selkos, e,
Annual Review of Neuroscience, Cowsn (Bd.), 17, 1x+ 623, 489-517 (1994)). Ap an
be that of sny species, particulady a8 mammahen specios, and eapecially humsn.
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Furthermore, “amyloid §” includes any amno acid substitubons m the foregomg
sequences that result tn & modafied peptide/protein having aggregation propestics stnular
to the native peptide/protemn. In particular, samyloud P 1s 2 proten (ar pephde) compnisng
residues 1-38, 1-40, 1-43 ar 29-35 of APP, as set forth in U.S Patemt 5,876,948, and
which can be produced by recombinant or synthetic means,

Amyloud f can be purchased from a vansty of commercaal suppliears includmg but
not inuted to Polypeptide Laboratorres (Torrance, CA, Catalog nember P-0036) and
Bachem Biochermea (Houdalborg, Garmany). AP aleo can be produced by a call
naturally, produced by a cell usmg recombmeant mesns, employed m 1is potypeptsde form
(exther pro-aggregated or not) to contact & sodum channel, or employed as part of a
compomibon (0.8, including oucelles) to contact a sodum charmel. All these various
pearmutstions, &s weil ag addrtional vanationa that would be obwvions to one siailed 1n the
ast, are encompassed by the sulyect mvention.

“Aggregates” of smylowd B mclude ay ugher order structore formed by an
assocution of more than ons A monomer with an abshty to mhibet the fhst mward
sodnim current (I,,), end especually meinds s tetramar of amylowd B (1.9, & lugher order
structure fixmed by the assocaton of four amyloid f monomers).

Aggregation of amwylord P preferably 18 done 1n an sppropnate bufftx  If the
aggregated amylond B suhecquently 1s not to be used with cells, then the buffor demrably
compnaes shoat 10 mM phosphste, 100 mM NaCl, pH 7.4, or another srmiler buffer If
the amylod 8 subsequently 1s to be used with cella (a.g., whole cells, ssolated calls, or
other), then the baffer employed for aggregation desmrably comprises the same tsue
culture medn m whach the cells are aggregated (e.8., Hank’s balanced salt solution).
Aggrogaton demrably 18 camed out by shakmng the mmxture of smylowd § m buffer (8 g.,
damrably st a rate of from sbout 700 to 800 rpm). Optmally, aggregation 1s carmed ot
for vanops trmes, particularly ss described 1n tho Examples. Demrably, aggrogation Is
monrtored, .., by messurmg hight scattening at 405 nm. More detmled information on
eggregation ¢an be obtmned from the Examples, as well as the reference of Findes et al.,
Brockemistry, 38, 6791-6300 (1999).
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Furthermore, prefarsbly prior 1o dissolation m the appropnate bufler, the soylowd
B first prefarably 1s trested 1n an appropnate fashion to obtun random coil monomer
This can be done, for instence, by treatment with hexafluoroisopropyl alcohol
(HFIPA)(ss described in the Examples winch follow), or by acid treatment (a5 described
m the Examples wiuch follow, and 1n Fmdms et al., supra)

Sotum Channels

The sodiun channels for use 1 the vention include but are not brmted to all
native sodwm channels m all tissues, eopecually n the nervons system, and most
particulasiy m the brun and spnal cord, wiach sy tergets for AR of vanous fowms and
&t vanous siages of aggregahon (1.0, winch are senmtive at some lovel to the daletenous
offects of AP or its aggrogates). Preficubly a socium channal 1 & fast mward sodium
charmel. A “fist inward sodium channel”™ is & lerge trans-membrane, voltage-seamtive
protem that opens (1.c., provides a passage through the cell membrane, from a cell’s
exterior to its oitenor) m responss to membrane depolanenhon, Onco opened, the
channal allows massive nfhux of sodiem 100 1ato the coll, for & few milliseconds oxly,
to genorats the action potenhal that 1s ctical for conduchng nerve ompulses. Without
opamng of fast inwand sodrum channels, 2 novronal network stays mient and becomes
non-finctional. The socium channels that sre contemplated for use in the mvenbon
include those known w the at es “voltago-gated”, “non-voltage-gated”, snd
“exchanges™ The current moessaved at & fast ivward sodwum charmel w the fhet 1ward
sodiom current,

All totrodotoxin (TTX)-senmtive and TTX-mstnmtive sodmm channgls from
tissue sources sisted sbove are the key targets for amyloid B of vanious forms and ot
various stages of aggrogation. However, m prefizred embodmnents, the wventon 1s
prachoed wsing sodmm charmels that are TTX-senmtive.

Tbe soimm channels useful for practice of the invention further mclude non-
native sodium channels (o.g., thoss obtmned by recombmant means, such as maleculsrly
cloned sodium channels, inchading those clomed from all ssnes, particularly from the
ceutral aervous system, and espocally from bram) s targets for amyjord B of vanous

: 1500
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forms and at vanous stages of aggregation. Non-native sodium channels useful for
conducting azsays of the invention are sonmitive at some level to the deletenoua effiacts
of amyloid P or its aggregates. However, non-native sodium channels that sre not
senaitrive to the deletenous effects of amyload P or its aggregates are useful for
determumng those regions at which amyloid f§ mteracts with the channel (e.g., by
companng the structure of the nen-native channel with that of the nstive channel). Such
non-nativo sodiam channels mehads bat are not lumited to those described m U S Patent
5,892,018, snd PCT Internshonal Application WO 98/54316

Thus, the delstenons activaty of amylond f§ or 1ts aggregates can be studsed and
modulated by mtroducing mio cells expression vectors that result 1n produchon of ugh
levels of & sodmm charmel. Along these lines, the mvention further provides methods
of vamg punfied sodrum chamels (or portions thereof) and genetically engineared host
cells that express recombinant sodum channels to evaluste and screen for modniators of
the mteraction between smylowd B peptado and the sodium channel.

The present mvention provides methods of screenng for putstrve modulators
using sny of a vanety of drug scrosming techniques  Such modnlators will provide the
basss for pharmaceutical composstons for the trestment end smehoration of symptoms
assocasted with the actrvity of smylosd P or 1is aggrogates.

Modulators of the mieraction of amyloid B or it aggregates with the sodium
channe! incinde modulators that facihtate (3.c, merease the effectrvencss of, or maks
happen moro readily) the interaction of amyloid B or its aggregates with the sodinm
channel, sud compounds that impayr (L.o., decyease tho effectrveness of, or make happan
loss roadily} the interaction of amylowd P or 1ts aggrogates with the sodum chanmel. In
the context of the present invention, compounds that mparr the mterachon of smylod
P or its aggregates with the eodiom channel may find particular use m the prevention
and/or treatment of Alzhenner's disease and prion disease, as well as other dusorders, as
farther describod herewn..

v W Wi [T - e it
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Aceorthng to the mventon, modulators that impasr the interaction of emylowd i
Or 1is aggregates with the sodrum channal allow a reduction of no more than from 0% to
gboat 20% 10 the fist inward sodium current when a sodium channed 18 contacted with
amylo:d P or its aggregates and the modulator (1 e., as compared to when a sochum
channel 1s contactad with smyloid P or its aggregates in the absence of the modulator),
or canse the reduction that occurs followmng such contacting to have & delayed onset
and/or less prolonged durahon (Le., 23 compared to when a sodium charmel 18 contacted
with antyload P or 1is aggregates 1n the sheance of the modulatar).

By companson, modulstors that facilitate the interaction of amylold f or fe
aggregates with the sodum channel meresse the rednction m the fhet 1rward sodmm
cucrent when o sodiom chanmel 18 axposed to antyiod P or its aggrogates by et leest from
about 10 o about 20% (Le., a3 compared to when a sodrum channel 13 exposed 1o
anvyiosd  or ite aggrogates m the sheence of the modulatar), or caues the redaction that
occurs followmg such sxposure to bave 8 more rapd onset and/or mare prolonged
durstion (i.e., 28 compared to when s sodrum chennel is contacted with amyloud f or ifs
aggregutes m the sbsonce of the modulator).,

In one embodiment, the mvention provides a method for Mentifying componnds
that modniste the interachon of amyloid P or 1z eggregates with & sodmm channel
conprinmg:

(s) obtawning 2 nexronal cell that couprraes a sodvam channel,

(b) coniacting the sothom chemnel with amylud P or its aggregates m the
presence and sbsence of a test compound, and

(c) detemmning the activity of the sodum channel m the presence of the test
compound as compared with i the sbeence, wheren a tost componnd that impects
activity js conmdered & modulater of the mteraction of snylokd P or its aggregstes with
the sodmm channol.

According to the mveption, s *call” preferably 18 2 primery nenron, & nearonat
coll, or a cell thet :s dovelopmentally dertved from neuronsl twsue. Profersbiy the cell
1 an avixn ocll, or a mammahan cell melnding but not imnited 10 that of a rodent, prumate
(e.g- monkzy, aps, garills, chympamaee, gibhon, orngutan, and the Jike), feline, canme, _ _

= i 40 ¢ e
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ungulate (¢ g., rommant or swms), and particularly that of e buman Desarably the cell
18 of a mammahian {cepecially a human) species A cell can be present ws u mingle entity,
or can be part of a larger collochion of cells, such as, for instance, a cell culture, a tissue
(e g., neural tissue), mm organ (e.g., bran or spinal cord), an organ system (e.g., central
DEIVOuUs system), oF an orgamsm (e.g., mammal).

The sodrum chammels employed 1n the assay methods of the mvention may be free
t soluhion, sffixed to & sohd support, presant on & cell surfice, or located m micelles or
other stroctures. Addionally, as discossed above, the sodiumn channel (and/or amylord
B or s aggregates) can be provided to a call by recominnant meens (o.g-, produced
withm the cell by virtue of recombmumt DNA modificatious of the call). The sylosd
P as applied for contacting the sodmm channel optonally 13 m polypeptide form, end, ss
90 supphed, can be elther pro-aggregated for vanous langths of time (e.g., &s previonsly
described and as sct out 1 the Examples winch follow), or ean be employed for
contactmg m its monomer foem.

In one vanation, the method can be camed out by

(a) obtzymng a nenronal cell thet produces amylad f or ita aggregates, said cell
compnmng & sodiom channel,

(b) contactmg the cell with & test compound, and

{c) deterrmnmg the actrvity of the sodsum chanmel m the presence of the tast
compound as compered with m the absence, wheren & test compound that mmpacts
achivity 15 conmdered a modulstor of the mterachon of amyiosd B or 1fs sggrogates with
the sodinm chermal,

The mathod also ophonaily can be camed out by

(w) obtamimg & composhon compnmng & panfied sodium channel,

() contactmg B sodrum channel with seylosd § or s spgregates in the prosence
and shgence of = test compotmd, and

(c) detanminmg the activity of the sodium channel in the presance of the test
compound as compured with m the ahsence, wheren a test compound that impects
actrvity is conmdered & modulator of the intevaction of amylosd [ or 1ts aggregates with
the sohum charmel. -
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The assay methods described harem preferably are camed out wherwn the activity
of the sodium channel (and hence the impact on the sodinn charme() m the presence of
the test compound as compared with m the shsence 18 deternmned or assessed by a
method selected from the group conmsting of exammmg resting membrans potential,
exammng action potential, or messunng the fast mward sodrum current. In companson
10 he fast inward sodmm current, there me slow inward sodium currents, but these play
a muumal role in the generation of action potentisls. In perticuler, reduction and/or
abrogration of action potennal can be assessed, as well as the relief of such reduction or
blockngs (6.2, by so-called “sodium chennet opencrs”™, as descnbed balow). Likewiso,
reduction or blockags of the st mward sodium current can bo assessed, as well as the
reliaf of sach reduction or blockage (a.g-, by so-called sodium chennel “opeoers™). Such
messurements can be done usmg methods known m the at, and described m the
Exarnples that follow

The modulataon of the affects of smyimd B or itz aggregates on & sodmm channel
by an agent being tested (L., & “test compound™) may be messured by means described
herem, or other mesns known m the art, which are amenabls to mochenmoal or coll-based
Ingh throughput screaning (HTS) aszays (s.3., melancphore ssaay systems to mvestigaie
recoptor-hgand mteractions, yesst-based assay systems, and potentially mammatisn coll
Cxprosson systams, and the Like), For a review, see Jayrwickreme and Kost, Cwrr Opin,
Biotechnol..8, 629-634 (1997). Antomsted snd munistorzed HTS asssys are also
comprehendod as described, for exsmple, n Houston snd Banks, Cwrr Opin,
Biotechnol., 8, T34-740 (1997)

Such HYS assays are used to screen tibrares of compounds to 1dentify partscalar
compounds that exhibit a danred abifity to modulate the interachon of amylold P orits
aggrogates with the sochum chamel. Any Fbrary of compomds may be used, incindmg
chemucal ibranes, naturaf product Hbraries, combmatorial fibranes comprsmg rndom
or demgned oligopeptides, ohgonncleohdes, or other orgamc compounds.

Chermcal libranes mey contam known compounds, propristary structure! snalogs
of known compounds, or compounds that are identified from natural product screoming.
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Natural product hibaries are collections of matenals 1solated from natoral sonrces,
typically, microorganisms, anrmals, plants, or menne orgamsma. Natural products are
wsolated from thew sources by fenmentstion of microorgamams followed by wsolation and
oxtraction of the fermantation broths or by direct extraction from the microorganams or
tissues (plants or anumal) themsslves. Natura] product libranes nclude polyketudes, non-
ribosomal peptides, snd variants (inciuding non-naturally occurrmg vansnts) thereof. For
a revicw, seo Cane ot al., Science, 232, 63-68 (1998).

Combmatonal libranos are composed of large numbers of related compounds,
such &3 peptides, ohgonuclootides, or other eegamc compounds as a mixture. Such
compounds are relatively strmghtforward 1o dexign and prepare by traditional automated
synthons protocols, PCR, clonng or propnstary synthete methoda. Of particalar mterest
ere peptide and ochigonuelootide combunatorial ibeanes.

Stll other libranes of nterest mclude peplide, proten, peptidomumetic,
multiparaliel synthetic collection, recombinstonal, and polypeptde librenies. For s
review of combmatonal chemsiry and libranes created thereby, see Myers, Cior Opin.
Biotachnol., 8, 701-707 (1997).

Once compounds have been sontified that show activity as modulstors of the
mtersction of amylod P or its aggregates with the sodiam chanmel, a progrem of
optumzaton can be undariaken m an effort to improve the potency and or selectvity of
the sctivity, if so desired, This analyms of structnre-activity relationsiups (SAR) typcally
mvolves an iteratrve saries of selective modifications of compound structures and ther
cormelation to biochesmcal or brologacal activily  Famahes of related compounds can be
designed that all eshibit the deswed activity, with certam members of the famly
potentially qualifyang as theyspeutic candidatss.

Accordingly, the inrvention provides fbr the nse of a compound that modulstes the
mierachion of amylod P or its aggrogates with newronal sodivm channels for the
roanufactare of s medicament for the trestment of a nearologwsl disorder (g
Alzhaumer’s dweoese). In particulsr, the present provides compounds that protect sodmm
chanmels from the inhibitory action of amylosd §§ of vanous forms and st vanous stages
of aggregation. .
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The present mvention further provades compounds that open sodium charmels m
the presence of amyiod § of vanous forms and at venous stages of aggregabon  Such
compounds (*‘sodium channed openers™) can be employed to unpact ail action potenhals
generated by sodium charnels, as vizblo targets for amyloid § of various forms and at
various stages of aggregation. Demrably according to the mvention, a sodium channel
opener also can be a compound that opens sodium channels m the absence of smylod §
of verious forma and at vanous stages of aggregahion, Examples of sodum chammol
openess mchude but are not imited to verstndme and DP1201 Vesatrdhne and DP1201,
howover, changs the gatmng mechamam of the channel allowmg too mnch sodmun n the
ocll, and thus wixle usefhil m a research contestt, mey not prove s usefhl n the trestment
of disease.

Smmilaly, theso and other compounds accordmg to the mvention can be employed
to mmpsct all calcium and/or potassrom channels se viable targsts for amylond of yanons
forms end af vartous stages of aggregation.

Host Cell Exprosnon Systoms

As pronously indicated, both the sodmm channel (or constriuent components
thereof) snd/or emyloid P can be provided to cells m the form of thesr encoding rmclese
acuds, end thos produced by the neuronal celll, or can be mtroduced mio a host celf in thesr
polypeptide foxm. The term “palypeptidc™ as taed heyem shall meludo all peptidos (0.8,
portions of proteine) and proteins (Le., heving an ammo and catboxy! termmnms) whether
rocombinant, synthetic, or panfied from nataral sources.

Accordingly, host cells are provided, meluding prokeryotio or cukaryotic cells,
either stably or trsumently modified by miroduction of a polymucleotids to permut
expresmon of the encoded sodrum channel (or constriust components thareof) snd/ar
amylosd B, or stably or trenmently modified by introduction of the sodinm charmel itself
(or constituent componants thereof) and/or snrylosd f. While eakaryotic cells such as
neuronal cells can be apphed directly i the sssays of the mvention, other eokaryohe cells
or prokaryotic cells may prove useful m other ways (e.g., for f» vitro protem production,
or for construchion of other expression vectors appropriate for use m nouronal calls)
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The form m which polynucleotides that encode the sadinm channel (or constrtuent
components thereof) and/or amyloid B, and the socdmm channoel itself (or constituent
components thereof) and/or amyloxd B, are introduced mto cells can be firther described
2y a “construct” A "construct” 1z any form of molecule m winch a polypephds sequence
{(e.g. sodium channel or constrtuent components thereof and/or amylod ) or us
encodmg polynucleotide saquence is jomed to or forms part of a larger molecule. The
connection between the polymncleotide and/or polypeptide sequence and its mte of
attachment 1n the molecule prafersbly cen be by & noacovalent bond (e.g., s m
antibodyantigen bmding), or by s covalent boad.

Along these Hince, a "construct” inclndes, but w not hmited to 2 vector (e.g.,
having genetic inoorporation of & polypeptide coding sequence nto a polyrmoleotide
vecior), or & conjugste-type veotor (6., wharemn & codmg sequence, polypeptdo
saquence, or ofher ooty is noncovalently associsted wrth & vecior), or other approprate
morety that can bo employed for effectng cell cotty  As naed herem a "vector® &
vehicle capable of effectmg entry o a cell, o.g., perticularly for gene transfeer, and bas
the general mosning of that term ss undarstood by those of skill 1n the art.

The mvention accordingly contemplates expresmon constructs comprismg
polynucleotides that encode the sodhum chamel (or constituent components thereof)
end/or amyiond B opesatively mked to an endoganous or exogencus expression cantral
DNA sequence and 8 transcrrption teranmator  Expresmen control DNA. soquences
inchude promoters, anhancess, and operstors, and are genorally selected based on the
oxpresnon systems in winch the expreaston constroct is 1o be used. Prefesved promoter
md oohencer sequences are ganonaily selected for the ahility to moresse gene expresmon,
whils operator sequences sre ganerally selectad for the shility to regulate gese
expresuion. Preferred constructs of the mvenhon also mnciude sequences nocessary for
rophcation m 2 host cell. Expreanon constrocts sre prefirshly used for production of an
encoded sodium charmel (or consirtuont components thereof) and/or antylod .

Thus, polynuclcotdes of the mvention may be introduced 1to the host cell
desrsbly 23 part of a carcular plammud, or s imesr DNA compnising an 1solated proten
codmg regron, contamed on & virel veotor, or by any other appropnate means. Mothods
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for wntroducing DNA mn to a host cell include transformation, transfecton,
electroporsetion, nuclear injection, or fumon with camers such as hposones, mcelles,
ghost cella, and protoplasts, to name but a few

Any eppropriaie expression vecior (e.g., 88 described 1n Pouwals et al , Cloning
Vectors A Laboratory Marual (Elsevior, NY 1985)) sud corresponding suitable host
can be employed for production of polypeptidea/protemns for practice of the invention.
Expression hosts mclude, but are not hnted to, bactens, yoast, fongal, mammahen,
plant, and 1nsact host cell systems meluding baculovirus systems (., #s described by
Luckow et al., Bio/Technology, 6, 47 (1988)) to nzmo but s fow, and estabhshed call Imes
such as the COS-7, C127, 3T3, CHO, Hala, RHK cell Ima, and tho like. Preferably the
host cel] 18 2 neuronal cell,

For mtroducton mio cells (6.8., 2 newronal call), use of a constroct that 18 capable
of enterng that cell 1 profiayed (o.g., 8 herpes viras vector). Other viral vectons incinde,
but are pot Imited 0 exprosmon vecton denved from retroviruses, adenovirus, or
vaccrma virus. Alternately, the proteins can be dalivered 1o target calls 1n lrposomes.

Srmilarty, m the different bosts, the natare of the non-eodmng DNA upstresm of
the coding region of the sodmm chammel (or constriuent cosponants thereof) sud/or
amyloid § polynuclectide sequences should be composed of transcnpton/trenalshon
ngnals epproprisie for the host.

Hoet cells of the mvention ars useful n methods fbr large-soale producton or use
of sodrum channal (or constituent components thereof) and/or emytord fi polypeptdes.
For example, recombinant sodrmn channel (or constiment components thareof) and/or
amylosd P products can be produced and molated from host oolls fisr use m in Wiro asasys
such sa drug screening assays. In such methods, the host cells are grown 1n e suiable
culture modnim and the demred polypeptide product 18 wolstad firom the cells or from the
medmm m which the cells are grown.

The polypeptuis product (a.g., sodnmm chennel or A) ophionally cam be 1solated
by punficabon methode known m the art, such a8 convertional chromatograpine methods
wcluding immunoaffinty chromatography, receptor effimty chromatography,
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filtration, cation or anion exchange chromatogmphy Mhigh performance hqud
chromatography (HPLC) reverse-phase HPLC, and the like.

Still other methods of punfication include those 1n which the desired protein 18
expressed and punfied as a fusion protein 1n which the sodium channel (or constituent
components thereof) and/or amyloud P 1s igated to a heterologous amino acid sequence.
Switsbie heterclogous sequences can include a specific tag, label, or chelating mmety that
18 recogmzed by a specific bindig partner or agent. For example, for screenmg of
peptide libranes for modulators of the interachion between the sodium chanmel snd
amylod B, 1t 1 possible o produce erther component fused to 2 Selected heterologous
protem selected to be specifically :dennifiable, e.g., umng a probe anhbody A fumon
protein also may be engineernd to contam a cleavage mte (e.g., a factor XA or
enterojunase sensiive sequence) located between fhe sodum channel {(or constituant
components thereof) and/or amylord P sequence and the heterologous protein sequence,
to pexmt the sodium channal (or conshiuent components thereof) and/or snylosd  to be
cleaved from the heterologous protem and subsequently punfied. Cleavage of the fuson
component may produce a form of the desired protewn havmg additbonal amino acid
residuss resulting from the cleavage process.

In s preferred embodiment of the present invention, s sodnum channel (or
conatituent components thercof) and/or amylard {3, or a host cell that expresses codmg
sequences for a sodinm channel (or constituent components thereof) and/or anyylowd p
may be used to screen for peptides, or other molecules, such as organic or morgame
molecules, that act as modulators of the interaction between the sodium chamnel (or
constytuent components thereof) and amylod B For example, screamng of pephdo
librarres or orgamc libranes made by combinatonal cheemstry with the aforementioned
polypeptides or cell ines may be useful for identification of therapeutic molecules that
function by modulatmg the interaction between a sodium channel and smyiod f
Synthetic compounds, natural prodocts, and other sources of potentially biologcally
active matenals can ba screenad m & number of ways deemed routine by thoss of slall m
the ant
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Contachng
The "contachng” descnibed above between amylaid 3 or 1ts aggregates with &

sodium channel, and ophionally, with a modulator according to the invention can be dono
by any means known (o those skilled 1n the art, and descnibed heremn, by which the
spparent touching or mutual tangency of amyloid B or its aggregates with a sodum
chamme], and optionally, wath & modulator according to the mvention, can be efected.
For matance, contacting can be done by mxmng these compouents in a small volume of
the same solutton. Alternately, the components need not necessarily be brought ato
contact 1 a small volume, as, for instance, m cases where the one or more of the
componeuts w prosent in, and/or 15 adnumstered to, 8 host, and travels witinn the host by
the bloodstream, cerebrospinal flmd, or other bodily fluiid  Also, the comrponents need
not always be mided all at the szme tmes; 1t suffices that all the contponents necessary for
the asszy just arc present together at some time dunng the assay (or treatment, as
descnibed further below).

The method of the present invention can be oraployed for means of contact esther
n vitro or s vivo, for msiance for research, diagnom, or therapy Accordmng o the
invention "contachng” compnises any means of contact; the method 13 not dependent on
any particular mesns and 18 not to be 90 construed  Such means are well known to those
skilled 1n the art, and also are exemphified herein.

Howevor, for components provided i the form of a construct (eg.,
polynucleotide forms of sodium channel proteins and amrylmd f3), contactmg can be
effocted for matance, cither i vitro (e.g., 1n hsaue culture studies) or m vivo by
electroporation, transformation, transduction, conjugation or tnpsrental matng,
(co)tranafechon, (co-)Jinfection, membrane fumon with catiomc hpids, high velocity
bombardment with DNA-costed microprojectiles, mcubsttion with calewm
phosphate-DNA precipitate, direct mucromjection into single cells, and the hke.
Simularly, the constructs can be mtroduced by mesns of cationuc Lipids, e.g., iposomes.
Such bposomes are commercially avarisble (o.g., l.apoﬁ:uno. Lipofectarmnea™, and the
bike, supplied by Life Technologies, Gibco BRL, Gaithersburg, Md., and other
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commercial vendors). Other methods also are available and are known to those skalled
in the ant

Diagnastic and Thesapeutic Methods
The compowmds uncovered according to the mvention that modulate the

interaction of amyloid B or its aggregates with the sodnum channel potentially can be
cmployed i the diagnoms, provention, trestment, or reversal of disorders that are dus to
deletenions effiects of amyyloid f withm the central nervous system, Lo., medisted by the
effect of AP on the sodium channel

“Prevention” as used herain refess to preventing s chsarder from occumnng m &
mammal {espoczally & human) that may be predisposed to the dwsordar, but hes not yet
been diagnossd as having 1t. “Treating” memns mhibsting the disorder, 1o, amreshng 118
development, reheving the disorder, 1.0, causing 1ts rogresmon, or amehomtmg the
disorder, L., reducmg the sovanty of symptoms assocaated with the disorder “Disorder™
is intended to encompass medical dusorders, discases, conditions, syndromes, and the
Ik, without Innutation.

In particulgr, the mothod of the mvention may be employed to trest mammals
{1.c., especially humans) therapeutically or prophylactically, for mstance, mammals that
aro or may be subject to dsorders that mclude but are not imited to Alzheamer’s disease,
aduit Down's syndrome (1.e., over the age of 40 years), hereditary cerebral hemorthage
with amyloidoms, non-mherited congophilic angiopsthy with corsbral hemorrhage, and
seulo dementia. Theso are all disandess that eme characterzad by the presence of A, for
matance, depomted m agerepates/niaques. It :s demonstrated for the fimt trme herewn that
AP deletenously impacts sodium channel finctiomng. Such an mpact on sodam
channe] funchenmg could produce the neural and cogmtive defects and other symptoms
that are observed with these disorders. Thus, st 18 reascnable to expect that modulators
that ympair the abibity of AP to deleteniously impact sodium channel functiomng can be
employed to reduce, if not entwrely prevent, the neural and cogmtive dofects and other
symptoms that are observed with these disorders,

o
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Accordingly, the present invention provides & method for diagnosing Alzheimer's
discasc 11 2 mammal (e.g., 8 hummn) suspected of having Alzhaimer’s disease, the
method comprising the step of measuning the activity of a sodium channel 1 a neuronal
cell of the mammal, wherem reduced achwity of the sodium charmel 18 comrelated with
the existence of an Alzheimer’s disease state Desirably the activity 15 determmed by a
method selected from the group consisting of examumng resting membrane potenhal,
exarmmng achon.potenhal, and messurng the fast imward sodrum coent. 1t 15 expected
that the methods of the wall prove useful 1n such diagnosis or precichon mnee
1t 18 anhicapated that an impact on the sodnm 10n chanmel can oceur prior to mamfegtation
of all the symptoma of the dusorder (e.g., pnier to all the symptoms of Alzheimer's
disease) If the funchomality of the sodiumn channel appears to be reduced, optionally
further tests can be camed out to confirm that the reduced fimctiaming s due to s tmpact
of smylord f§ or its aggregates on the sodium cheannel  For mstance, the method further
optionally can compnise a step of measunng emyloid f§ m the cell (e.g., wherem the cell
has been isolated from the mammal) or 1n extracellular flud from the mammal that
contacts the cell, wherain the presence of emyloid P mn the cell or flmd and the presence
of reduced sodrum chammel activity 18 correlated with the existence of an Alzheimer’s
disease staie Preferably acconimg to the mvention, the fluid tested 18 corcbrospnal fand.

The imnvention further provides a method of screening & mammal for susceptibality
1o Alzhezmer's discase, compnaing the stops of'

(a) 1s0lating & neuronal cell from the mammal, the neuronal cell compnsing a
sodium channel, and

(b) measuring activity of the sodium channel in the absence and 1n the preseaco
of amylond i protein,

wheremn reduced achwity of the sodium channel 1n the presance of amyloid f as
compared {o 1n the shsence 15 correlated with a susceptibility to developmg Alzhermer's
diecasa,

The prosent invention also provides a method for preventing, treating, or
reversing Alzhmimer’s disease 1n 8 memmal, the method preferably compnang contacting
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a sochum channel of the mammal with & compound that protects the sodium charmel from
a reduction 1a sodium channel activity due to emyloid f or sts aggregates.

Also, ke Alzhexmer’s chasase, pnon disesse 15 a neurodegenerative disease 1n
which prion protesn causes neurotoxicity Those knmowledgeable in the art would
understand that prion protesn, like amyloid P or its aggregates, can affect nevral sodium
channe! fimcton as part of the pathology of prion disease  In liko manner, the sodium
chapnal wxacsty of prion protewns can be uasful m findmg new therapies for prion disease.
For ioastance, certam of the modulators identhified as uscful for Alzhermer's discase may
be expectad 1o have benafiial effects m prion digesse by vitue of restonng or alleviating
2 block on sodium channe) finchomng. Analymns of sodium charmel protems and sodiom
channel regulstory protems will provids the bams for diagnostic tests of Alzhemer's
disease and chimeal markers for following progresmon and the officacy of pnan therapy

The mvenhon accordingly farther provides method for dingnoamg prion discase
m a mammal snepected of havmg prion disease, the method compnmng the step of
moasuring the sctivity of a sodium channel in & ncuronal cell of the mammal, wheren
reduced activaty of the sodsum channe 13 comrelated with the existence of a pion disease
state.

Simlarly, the present mvention provades a method for preventing, treating, or
revermng pnion disease m & mammal, the method desirably comprismg contacting a
sodnmn channel of the mammial with a compound that protects the sodium channel from
a reduction in sodium channel sctivity due to amylowd § or 118 aggregates.

In a preferred embodiment, the present mvention provides cormpounds that sre
capable of openmg the sodmm charmel, Lo, “vodsum chanpel openers™  Accardingly, the
present mvention provides a method for preventmg, treatmg, or revernng Alzhamer’s
discase 1n 8 mammal, wherein the method desurably compnses contscting & sodium
charmel of the mammml with a compound that opens the sodiom channel

Also, the nvention provides a method for preventng, tresting, or reversing pnon
disease 1n 8 mammal, wherein the method preferably compnises contacting a sodum
channe! of tho mamma) with 3 compound that opens the sodiura channel.
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In terms of therapeutic uses, various asssys will be employed to evaluate the
cfficacy of a particular therapeutic treatment regumen, and to determune a normal or
standard profile. Such assays mclude the specific sodium ion channel studies set out 10
the Examples that follow Such asexys may be talored to st a particular epphication,
and may be used m smumal studies, m chimeal tnals, or m monitonng the treatment of an
méavidual pabent.

To provids a bams for tho dhagnoms snd treatment of disease, 2 normal or standard
profile must be established. This 18 accomphished by combinung a biclomcal sample
taken from a normal subject. Standard values obtained from normal samples may be
compared with values obtamed from samples from mubjects potentinlly affected by a
disorder or cisease related to the deletenous effects of AB or its aggregates. Deviation
between standsrd and subject values ostablishes tha presence of the dissass state. If
disonse 18 estabhished, a therapentic agent 18 admumatered, 1f 50 desired, and treatment
profils or valuos may bo generated. The sssay may be repeated on a rogular bams to
cvalunte whether the values progress toward or return to the normal or stenderd pattern.
Successive treatment profiles may be used to show the efficacy of treatment over & penod
of several days or several months.

Other Usca

Apart from the diagnostic and therapeutic uses deseribed above, there are many
additional uses and discovenes that stam from the present invention.

For mstance, the ciscovery described herein of sodium channels as a novel
mechamam of toxicaty for AP mdicates that sodrum channels ere cne of previoasly
unknown elemants hmked to Alchermer's susceptibility Thns, sodiam chennel genes or
genes for reguistors of the sodium channel mnvolved 1n AP toxicity are agsociated with
susceptibilty for Alzheimer’s disease. Anslyms of genetic vaniants of both the structaral
genes sodium channal and sodium channe! regulatory proteins can be used for Linkage of
specific nutants or vanants of these genes with susceptibility to Alzhemer’s diseasa.
Tests for these mutant or vanant genes will be diagnostic for Alzheimer’s diseane and
susceptibility to thns discase. Thus, the discovery as described heyesn of the link between
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sodium channels and the toxacity assocuated with AP wall prowide the basis for both
dingnostic tests for Alzheumer’s disease and clmical markers for followmg the
progression and efficacy of treatments for Alzhermer’s discase

Addstionally, the present mvention also provides for the use of kmetic
measurements of AP peptide effects (s described 1n Example 5) 1n comjunchon with
moeasnrements of the nward sodiurn cumrent. Such a lonetic approach similarly can be
employed to discover drugs used to treat Alzheimer's discase
Eharmacoutical Composttions ~

The present irvention thms further provides pharmaceutical composihons.
Pharmaceutsical compouhons ophonally compnse as an active agent modulsiors (a5
previously described), or polynucleotdes that encode a socium channe] {or a pephide
thereof) and/or amylmd §, along with a liocompatible phermacoutical camer, adjovant,
or velncle. Preferably, the active agent 15 active mn treating & medical condrtson that 18
due to the negative effects of amylosd P or its aggregates. The compombion can chude
the agent es the only actrve moety or m combmation with other actve agents, ophonally
mixed with excipient(s) or other pharmacentically acceptahle camers.

Pbarmaceutically scceptsble excipients t0 be added to pharmaceutical
compogitions are well-known to those who are skilled 1n the art, and are readily available.

The choice of excrment will be determined m part by the particular raethod used to
admimster the compoathon accordmg to the mventon. Accordingly, there 18 & wide
vanety of suitable formulshons for use n the context of the present mmvention. The
followmg methods and exciments are merely exemplary and are 1n 2o way lmmting.
Techmques for formulstion and admmstration of pharmaceutical compontions
mzy be found 1n Remington's Pharmaceutical Sciencer 18th Ed., Mack Pubhshung Co,
Easton PA, 1990, and are well known to those skilled in the art. The pharmaceutical
compostizons of the present mvention may be mannfisctured usng any conventional
method, ¢.g., mxmg, dissolving, granulatmg, dregée-malang, levigating, emuinfying,

encapsulsting, enirappmg, melt-sprmmng, spray-drying, or lyopluhizmg processes
However, the opurnal pharmacentical formulation will be determuned by one of akall 1n
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the art depending on the route of admmstration and the desired dosage. Such
formulations may mfluence the physical state, stability, rate of in vive release, and mie
of 12 vivo clearance of the admunmstered agent. Depending on the condition being ireated,
these: pharmaceutical compositions may be formulated and admumstered systermcally or
locally

The pharmaceutical composiions may be admumstered to the subject by any
conveuzhonal method, mehuhng paronters] and enteral techniques.  Parenteral
sdmmstration modahities inchzde those 1 winch the composition 18 admmstered by a
routs other than through the gastrointestmal tract, for example, miravencus, intraartonil,
mmpen_tfnul. mirameduliary, wtapruscnlar, infresroculer, mirsthecal, end
intreventricular ijections. Enteral admmstrahon modalihes mclude, for example, ol
(inclpdmg buccal and subimgoal) and rectal admumstration.  Transepithehal
admmstration modahitics include, for example, transmmucosal admmmstration and
tranadermal admimstraetion. Transmucoss! adpyristrabon mehudes, for example, enternd
admimstration as well 28 nasal, nhalshon, and docp lung admumstrebion, vagmal
sdourustretion; and rectal admymstration. Transdermal admmistration inchades passive
or actrve transdermal or tranecutaneous modahities, including, for example, patches and
1ontophoress devices, as well as topical applicahon of pastes, salves, or omtments.
Surgical techmques include mplantation of depot (reservorr) compomtions, osmotic
pumps, and ths Itke.

The phermaceutical compostbons sre formulsted to contwm suiable
pharmaceutcally acceptable carners, and may ophionally compnse exeipents and
suxibanes that facilitate processmg of the active compounds into preparshions that can
be used pharmaceutically The admumstration modality will generally determumne the
nature of the camer For example, formulations for parenteral admimstration may
compnse aqueous solutions of the active compounds m water-soluble form. Camers
suntable for parenseral administration can be selected from among saline, bufTered salme,
dextross, water, and other phymologically compatible soluhons. Preferred camers for
parentoral admimstration are phystologcally compahible buffers such as Hank's solution,
Ringer's solutions, or physiologically buffered sslms. For tssue or cellular

 ——— — ‘fw n'
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admumetratron, ponetrents appropnate (o the particular barmer to be permeated are used
in the formulashon Such penetrants are generally known m the arf  For preparations
comprimng protems, the forreulation may includs stabthzing matenals, such as polyols
(¢.g.. mucroso) and/or surfactants (e.g., nomoms surfactants), and the hke.
s Ahermatively, formulations for parenteral use may compnse suspensions of the
active compounds propared 88 appropniate aily tjection suspensions. Suitable hpophihic
. solvents or vehicles melude fitty oils, such as sessne orl, and syathetic ity acd esters,

g Qhuahylolﬂaamglymd-.orl@m Aqueous injechion suspensions may
_:""[ contun subsiances that meresse tho viscosity of the muspeomon, such as sodmum
1d 10 eatbofymﬂwluﬂulon.mm.ordm Optionally, the suspension may also

Y contamn smitable stabithzers or agents that mereass the solobehty of the compounds to
allow for the prepatstron of nghly concantrated soluhons. Emuimons, e.g., oil-1n-water
and water-m- oil dispermons, can also be used, optionally stabihzed by an emuimfiying
agent or Gispersant (gurface-active materials; surfactants). Liposomes contmmng the

p 15 active agent may also be employed for parenteral admumstration.

o Alternahvely, the pharuaceuhical compostions comprising the agant m dosages
switeble for oral admmstration can be formulated nmng phermeceutically acoeptable
camriers well known m the art, The preparations foromilated for oml adnumistrehion mey

ﬂ bo m the form of tablets, mlls, capsules, cachets, dragées, lozenges, hquids, gols, syrups,

20 shunes, suspensons, or powders. To fllustrste, pharmaceuncal preparahons for oral use
can be obtmned by combimag the actrve compounds with & solid excypient, optionally
gnnding the resulting mixture, and processing the mixture of gramiles, after adding
suitsble auxiianes 1f deswed, to obtam tablcts or dragée cares. Note that oral
formulatrons may employ hqmd camers sumilar m type to thoss described for perentars]

25 use, &5, buffored agueous solutions, suspensions, and the ko,

Preferred oral formmlstons mchuds tablets, dregées, and gelatin capsules. These
preparations may contmn one or excyments, winch include, without lsmutation.

a) dilucats such a3 sugers, mcluding lactose, dextrose, sucrose, mammtol, or
sorbitol,
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b) bmnders such as magnegium alominum miicate, starch from com, wheat, nce,
potato, etc ,

c) calluloso matenals such as methyl cellnlose, hydroxypropylmethyl celiulose,
and sodiurn carboxymethyl celluloss, polyvinyl pyrrobdone, gums such as gum arabic
and gum tragacanth, and protems such as gelstin and collagen,

d) dwntegrating or solub\izing egents such sz croas-lnked polyvinyl
pyrrohidone, starches, ager, algmic acid or a sl thereof such 2 sodmum algmste, or
effervescent compomtions,

q)lﬂwuamuuwhlsﬂhé:iﬂn|uuncludorn|umpnumnurummunldL
and polyetiviene glyeol,

f) flavoranis, and swesteners,

g colomnts or pigments, e.g., to wiontfy the product or to charactonze the
quantity (dosage) of active compound, and

h) other mgredients such ay preservatives, siamhzers, swelling agenis,
emuinfying agents, solution promoters, salts for regulating osmotic pressurs, and buffers.

Gelatin capsules inchado push-fit capsules made of gelstin, as weil as soff, sealed
capsules made of gelatm and a costing such as giycerol or sorbrtol. Push-fit capeules can
contam the schve ingredieni(s) mixed with fillers, binders, lubmcanty, and/or stabilizers,
etc. In soft capsules, the active compounds meay be dissolved or suspended m surtzble
flmds, such as fatty oilg, hqued paraffin, or Hqund polysthyleno glycol wath or without
stabthzers.

Dragfe cores can be provided with surtsble coatings such 23 concentrated sugar
solunans, whuch msy also contam gum srabus, taic, polyvinyl pyrrolidons, carbopol gel,
polyethyleno glycol, and/or ttamum diomde, lacquer solutions, and sustabls crgamic
solvents or solvent muxtures

The pharmeaceutica) composthon may be provided as 2 salt of the active agent,
which can be formed with many acids, inclading but not kmutad to hydrochlonce, sulfanc,
acetic, lactic, tartanic, mahe, snocime, ete. Salis tend to be more soluble 1n aquecus or
other protornuc solvents that are the correspondmg free base forrs.

EEEEE——— e T v L P ?-;‘_ﬁ
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Ax noted sbove, the charactenstics of the agent itself and the formulation of the
agent can influence the phymcal state, stability, rats of » vno release, and rate of in vivo
clearance of the admymstored agent. Such pharmacolunetic and pharmacodynsmc
wmformation can be collected through pro-clmeal in vizro and iz vivo studses, later
confirmed m bmans dunng the course of clmical tnals. Thos, for any compound used
m the method of the 1venhon, a therapeutically effective dose in mammals, particularly
bumans, can be csimated ymtrally from biochemical snd/or coll-based assays. Then,
dosage can be foomulated m ammal modals to achicve a demrable circulatmg
concentration rangs (e.g., of the modulator). As human studies are conducted, further
information will emergo regarding the appropnate dosage lovels and duration of
treatment for vanous discases and condrions.

Tozcaty and therapeutic efficacy of such compounds can be determuned by
slzndard pharmaceniical procedures in cell cultures or expernymental antmals, c.g., for
determirung the LD, (the doso lethal to 50% of the populetion) and the EDg, (the dose
therspentically effective m 50% of the populahon) The dose catio between toxe and
therapeutic offocts 18 the “therspentic mdex, ” wihach 18 typically exprossed as the catro
LDy/EDy, Compounds that exhibit large therapoutio indices are prefirred. The dats
obtamed from such cell culture assays and addiional animal studies can be used m
formulatmg « range of dosage for Inmen use. Tho dosage of such compounds lies
preferably withm e rangs of circulating conceatrations that melude the EDg, wath hittie
or no toxicity

Far the methad of the mvaghon, sy effective admymatration regumen regulsting
the tunng snd sequence of doses may be vsed. Doses of the agent preferably mclude
pharmaceuncal dosage units compniang sn effective amount of the agent  As used
berem, “effective amount™ refers to sn amoumat suffiment to provide or modulate
mteraction of smylowd P or its aggrogates with the sodinm channel through admrustration
of one or more of the phermaccutical dosage umts.

Exemplary dosage lovels for  human sulyect are of the order of from shout 0 001
milligram of active agent per inlogram body weight (ma/kg) to sbout 100 mg/kg.
Typrcally, dosage umts of the actrve agent compnse from about 0.01 mg to about 10,000
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mg, preferably from about 0 1 mg to about 1,000 mg, depending upon the mdication,
route of admimstration, etc. Depending on the route of admzustration, & suable dose
may be calculated accordmg to body weight, body surface erea, or organ mze. The finsl
dosage reimen will be determuned by the attending physician in view of good medical
practice, conmdenng vanous factors that modify the action of drugs, e.g., the agent's
specific activity, the soventy of the discase state, the responmveness of the patient, the
age, candihion, body wesght, sex, and diet of the patrent, the seventy of any mfection, snd
the like. Addiional factors that may be taken mto account include tnme and froquency
of shnmustration, drmg combinabion(s), reection senmtvihies, and tolerance/response to
therapy Further refinernent of the dosage eppropnsto for trestment mvolving sny of the
formulabhons mentroned herein 18 done routinely by the sinlled practitioner without undne
expermmentation, especaally m ght of the dosage information end assays disclosed, as
well as the pharmacokimetic dats observed in yeast chinical tnals. Appropriate dosages
may be sacertamed through use of estabhshed assays for determmmg conceniration of the
agent m a body fhud or other sample together with dose response data.

The frequency of dosing wall depend on the pharmacokmetic paremeters of the
agent and the routs of admmstration. Dosage and sdmrustration are adjuated to provide
sufficient levels of the active motoly or to mamrimn the desrred affect. Accordingly, the
pharmaceutical composilions can be admunustered m » smgle dose, multiple discrete
doses, conhimuous mnfusmon, sustamed release depols, or combinations thereof, as requred
to mantmn desred muumum level of the agemt. Short-actng pharmaceatical
compomtions (i.0., short half-hfe) can be admmstered ance 8 day or more than once a
day (e.g., two, three, or four times & dxy). Long actmg pharmaceutical compouitions
mught be admintstered evary 3 to 4 days, every woek, or once overy two weeks, Pumpa,
such as subcutancons, intrapentonesl, or subdoral pumps, may be preferred for
contmuous mfusion.

Compostions compnsing an active agent of the uvention formulated m a
pharmaceutical acceptabla cemer may be prepared, placed in an appropriste contamer,
und Izbelod for treetment of an mdicated conditon. Condihons mdicated on the lsbel
may mcluds, bot are not bomted 1o, treatment and dragnosis of Alzhaymer’s disease and
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prion disease. Kiis are also contemplated, wherem the lot compnses s dosage form of
8 pharmaceutical composition and a package mnsert containng ingtructions for use of the
composition 1n treatment of @ medical condition

Examples

The following examples further illustrate the present irvention but should not be
construed as m any way hmiting its scope —

The examples presuppose an understandmg of convenbonal methods well-known
to thase persons havmg ordinary skail 1n the art to which the examples partam, e.g., the
technmques for 1s0latton and assessment of neuronal cells. Such methods are deseribed
in detai! ;n momerous pubhceations meluding, for example, 1o Halle, Jn, fonic Channels
of Excitable Membranes Smmuer Associates, Inc. (1992) The contents of this
pubhcatyon and other pubhcahons cited mn the Bxamples are incorporated by referance,
m ther entirety

For all studies as described herem, single neurona freshly dissocanted from adult
1ats (Chad et o), /a, Cellular Neurobiology, Bd. ] Chad and H. Wheal, Oxford Umiversity
Press (1991)) were examined using the suction pipette method (Leo et al., J. Neurasc.
Methods, 2, 51-T8 (1980)) under current- or voltage-clamp, wath use of an Axopetch 200
Amphfier (Axon Instruments, Fostar City, CA). Amylord  1-40 was obtamed from
Polypeptide Laboratones, Torrance, CA, or from Bachem Biochormca, Hadelberg,
Gennany

Shalcen sggrogation sssays (i.2., as 1n Examples 1-4) ware performed as descnibed
previously (c.g., Findems et al , Biochemustry, 38, 6791-6800 (1999)) Ths aggregation
pexrformed prior to usa of tha aggregated amyloid for contactmg cells was done m the
same mecha es the cells were contmined, 1 ., Hank's Balanced Salt Solution. Aggregation
of amyloid for kanehic studies (Le., 38 m Example 5), was done 1n a buffier composed of
10 mM phosphate, 100 mM NaCl, pH 7 4. In each case, aggregation was camed out in
96 well plates contamnng 25-50 pM amylod P 1-40 1n a final volume of 250 pl The
plates were rotary shaken usmng a titer piate shaker (Lab-Line Model 4623, Leb-Lino Inst.,
Melrose Park, IL) at a mate of from about 700 to 800 rpm (momtored by a tachometer) to
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induce aggregation At given times, the hurbidities of the reachon mixture were read by
messunng Light scattening at 405 nm in & Molecular Devices (Menlo Park, CA) Vmax
Microplate Reader For all the Exampies, the aggregating matenal was removed at timed
intervals and added to 1solated neurons to examme 1tz effect.

Pnor to aggregation, to prepare amyloid B in monomenc form, amylomd p 1-40
(c.g-, to be used as sn HPLC standard) was treated wath hexafluorowopropyl alcohol
(HFIPA), winch had been dried over Molecular Sieve, Type 4A, at 4°C and centnifuged
at 15,000 X g for 10 onmutes to remove moleculer meve dust. For aggregahon assays, the
peptide was dwsolved 1n the HFIPA st 8 mg/ml and held 1n the sofvent for 18 to 24 hours
to cisaggregite eny preformed particles. Following this monomenzation step, 20 ul
aliquots of this solution were flash frozen m hqud mtrogen and stored at -195°C unhl
use Without thawmg, the HFIPA 1n the peptide was removed by lyophihzafion under
dryice. Complete removal of the HFIPA without thawing was essential to achieve non-
aggregated starting material, e.g., 1f the frozen pellets melt prior camplete lyophihzation,
there 18 a Ingh probabslity that multumers will reform  The lyophilized Al 1-40 was
dissolved 1n anhydrous DMSO (usually 20 ul) and somcated m a bath somecator for 15
mmutes. Smee the ebove procedure 1s lengthy and cumbersome, for some expenments,
the ac:d treatment procedure wherein the Af} 1-40 1s dissolved 1n 0.1% acetic acid prior
1o aggregation (Findes et. al, supra) was employed, and was found to be acceptable for
pephde randormzation.

Example |

In this expenment, the finng patterns of wolated adult rat cortical and
lippocanmpal neurons were exanuned usmg an Axopatch 200 Amphfier in the presence
or sbsence of amylowd B 1-40 peptude.

Tn current-clemp, the resting membrane potential and achon potentials of mngle
nourons weare conhnuously momtored for at least 10-20 munutes unhl the neuronal
actrvity became stabls Then, 10-50 pM emylod (8 1-40 preaggregated for different ttmes
was added to the neuron slowly without causing eny flow artifact. Jn 5-10 mimtes,
reshing potenhials started to move to either a depolanzed or hyperpolanzed dirsction,
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depanding on the nowronal type examined However, the common effect was the slow
chsappearance of spontancous or evoked action potentials. After about 20-30 memutes of
peptids exposure, the action potentisls m most of the neurons examined disappeared
altogether Thess amyload B treated neurons becams aleni, non-functional, and in a
vegetative state after prolonged exposure (ie., about 30 to 60 mmites) to amylowd f

These results are depacted mn Figures 1A-~C for cortical neurona, and Figures 2A-
C for hippocampa! neurons, Theso regults confirm an abrogaton of action potentials m
cortical and rppocampad nurons with Addton 1o the newron of 11.5 uM smylod § 1-
40

These regults thus confirm thst emyloid 8 1-40 paptide alters the finng patterns
of adult rat corcal and nppocampal neurons.

Exmmpla 2

In this expermment, the effict of amylowd 8 1-40 on the fast mrwerd sodiom corrent
(i Jof 1solated rat hippocampal neurons was stodied usmg an Axopatch 200 Amphfier

These stucies were dane by voltage-clampmg the nsurons at 8 holdmng potental
of -50 t0 -80 mV whars the sodium channels were fully activabed. Agam, & atable contool
was obtamed. Then, 10-50 pM amylowd § 1-40 aggregated for vanous trmes at room
temperature (23°C) w 10 mM phosphate, 100 mM NaCl at pH 7.4 was apphed to the
newons. In sbout 5-30 ymnutes, approxunately the ssme tome frams for the achon
potentials to disappear, the fast mward sodrem current was blocked by amylosd P 1-40
by aa much as 90%, as can be seen by companng results m Figures 3A {control) with
thosc m Figure 3B (90 mnute aggregated amyloid f§) end Figure 3C (120 mmmte
sggregated emyiond f§). The progressive changs of peak amphtude of mward sodmam
current for the samo expeniments with luppocampal neurons is grapbed in Figare 4 for
90 munute sggregated amylod P (sohid circles), and 120 mumute aggregated amylowd B
(solid squares)

Also, st thas hme, swriching back 1o current-clamp, the nouron finled to fire acbon
potentiala (ss can be veen m Figures 1B and Figures 2B), thus confimng that the
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mechamsm of action potential chmination by amylod § 1-40 13 through blockade of the
fust mnward sodium chennels.

This further can be seen for rat hippocampal neurons, by companng readings
obtained for resting potental m Figure SA (control) and Flgure 5D (wash condition)
with those obtmined 1n Figure SB (90 minute aggregsted amylowd §) and Figare SC (120
munute aggregated mmyload P). For the same experrment, switching back to current-
clamp, the newron fled to fire action-pntenhials, as can be seen m Figare 6 for 90 mnute
aggregated amylowd P (sohd circles), and 120 munute aggrogated amylod B (open
squares).

Additonally, 1t wes shown that this fast 1qward sodium current 18 sengive to
tetrodotoxin (TTX) This can be seen by companng sodmm current traces obiamed from
luppocempal nourons i Figures 7A (control, having no TTX exposure) and Figure 7C
(wash) with thoss obimned m Figure 7B (10* M TTX) For the xame expenment,
changes of peak smphitude of mward sodrum cumrent over a broad potential range from
-80 mV to +10 mV are shown i Figure 8 for the comtrol (open circles) and wash
condihon (closed squares) a3 comapared to the neurons exposed to TTX (closed circles).

These results confinm that knylord 8 1-40 inhiluts the fast mward sodum
current (I,). This 18 3 novel and unexpected finding, sance pnor results focused on the
impact of amylowd § on calcium and/or potsssium channels. Furthermore, the resnlts
confirm that the amylod p 1-40-targeted a fast mward sodium charme] and 15 senmtive
to tetrodotoxin. However, other types of sodium channels may also be involved, end/or
mgy be sensiive to ths negative effects of amyloid §

Exampiad
In this expeniment, the effect of amyioid 8 1-40 on the calcium won chanmel was

studied using the methods deacnbed 1n Exporiment 2 for the sodwum channel

The amyloid 8 1-40 peptide also was found to depress neuronal mward calaum
currents (soe, Figures 9A-B and Figure 10). However, the calcium channel may be more
resistant to the mhibrtory actien of amyloid B 1-40

These results confirm that amylowd 8 1-40 affects neuronal calcium cutrents.
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Examplc4

In thus expenment, the affect of amylod 8 1-40 on the potasmium 10m channel was
studied usmng the methods described in Experiment 2 for tho sadnnn channel.

In voltage-clemp, wathin the first 2-5 minutes, :n some cells the peptide induced
an outward holdmg curreat measurmg sbout 10-50 pA, but thus small current was enough
to hyperpolanze the resting memiwane potential from —50 mV to -0 mV Int other cells,
the pepide instend czused a gradual depolanzation to sbout -40mV due to a shght
mhibntion of the outwand holding current. In all cells, amyld B 1-40 blocked the
delayed outward potssmum cwyent by about 30-40% ut all stop potenhals. The
comespondmg action potential measurement showed that this effect resulied n
broadening of normal achon potential duration (shown tm Figure 1B). These results are
prosented in Figures 11A-B and Figore 12

These results thus confirm that amylosd B 1-40 affects major neuronal potsssum
currents,

Exampin $

in tius expermment, the relationsiup betweoen sodam chapnel imncity snd amyloid
B 1-40 aggregation was studied.

By way of background, the lanstics of snryload pephide spontaneous aggregation
are charactenzed by a long Iag phese in which at least a suall quantity of the aggrogato
can be detected by thioflavine T finorescence. The Iag phase 18 followed by & log phase
which 15 rapid snd results i tha dapomition of peptide unhl the solution 19 totally depleted
of amyloid B monomers. The mpid accelaration (propagation) of fibnl growth occurs
ftom a preformed nucleus. The most impertant step m the whole process 18 nucleahon
from which fibnl formation proceeds mpidly  Inlubition of mucleation halts the entwe
process and an agsay capable of messuring this early event would be hughly desirsble
The sharp, exponential nse dunng the propagation phase 13 mdicative of the presence of
higher order aggregation snd growth of the aggregate. The kinotics of spontaneous
aggrogation were studied from expenments done berem, ag well 8s malong use of
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literature reported data (e.g., Lansbury et &l Arzn For Drug Research, 45, 432-434
(1995), Pillot et al , Esar J Blochem , 243, 650-659 (1997)).

For these studies, in order to leam more about the toxic form of the amyloid §
peptide, kmetic expenments were firat performed to establish the hme cowrse of the
formanon of the f-turn fonm of AB 1-40 (activated monomer), and of the tctmmer  Then,
aliquots of the peptide were taken at select tune pomtis from the actvely aggregating
solutron of AP 1-40, and were added to 1solated rat hippocampal nomons. The loxicity
of vanous aggregated forms of AP were studied pmng a vanety of tests, as further
described

The data obtaned fom the knnetic studics was assessed unng soveral moltiple
order kinetic models fbor spontancous aggregation. It was found that the smplest schemo
(as set out in Equations 1-3 below) consistent wath these data 8 ooe m which the
nomucleatmg, random col strocture, monomene peptide (ioactive A) 13 converted to sn
active, mucleatable form (B) acconding to the equation.

AP (Equation 1
B then ohgomertzes to a tetramenc mtermediate (C)
4B — C
k, (Equation 2)

that binds specics A rapidly to form the insoluble fibnllar structare (P):
Fan

C+A—C+P
k, (Equation 3)
‘The system of differential equanons describing this model 1s.
w-kA-kC*
g‘ A-ketd (Equation 4)
mkA-
J‘la AL (Equatioa %)
gc-u‘-k,cu (Equation 6)
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dB =kC A
dt (Equation 7)
Because the solution o the differential equations 4-7 15 nomntegrable, the data had to be
fit using a proper nonhnear least squares fitting algonthm chaned to a fifth-order Runge-
Kutta numencsl integration algonfhm.  The nonlmear least squares fithng program used
in fins case was ons wntten by Dr Ferenc Kézdy (Pharmacia & Upjohn, Kalmazoo,
Michigan)
The data are conmistent with 2 model of a slow change of the peptide m solution
from an msactive, non-miclesting form to an active form that can 1mtete amylod 8
aggregation. The analysia showed that a tetramer form of the peptide 15 responsible for
nucleation. After nucleation, the deternrmnung factor 1n the steep portion of the lanetics
18 propagation, and the compound that forms the tetramer reaches a steady state at this
powt. The kanetics of all spontancous aggregation expenments performed herem, and
by others (Lansbury et al , Arzn. For Drug Res , 45, 432-434 (1991), Pillot et al., Ewr
J Biochem., 243, 650-659 (1997)) were consistent only with this model Ths resulte may
suggest that the toxicity produced by the amyloid peptide 1s due to the amyloid tetramer
formung a pore in brological membranes, similar to the toxic, tetramenc form of melrtin.
Following the kanetic studies, aliquots of amyloid B were taken at gelect ime
points from the actively aggregatng solution of AP 1-40, and were added to rat
hippocampal cortical newrons. The mward sodium current was then measured
contmuously The percentags decresse m the imward sodium current was determuned for
each test pornt as the rate at which the sodrum current was generated. Additionally, the
vanous aggregated forms of AP were assessed for any impact on resting membrane
potential, achon potential, calcrum channel, and outward potassium channel
Monomers of amyloid f§ 140 did not show migmificant toxicity But as the
monomers aggregate, to form dimers, totramers and then polymers, the toxicity of
amylo:d B 1-40 then appeared, and increased exponentally, approximately following the
time course of peptide aggregathon The most toxic fraction appeared just before the
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monomers’ complete disappearance and saturation of peptide aggregation. After reaching
the saturstion, the peak toxicity decreased, but was still above the 50% miubition level
of the fast inward sodium channels (shown in Figure 13, which 1s the mean valucs of
four expenments with 29 cells each)

The toxicaty of amyload  was seen 1n terms of its negative impact on five levels
of nouronal activites (1) resting membrane potentals, (2) action potentials, (3) fast
mwerd sodiom channels (TTX-senmbive), (4) calcium channels, and (5) ocutwand
potasmium channels However, the mamn 100 channel targee for amylotd P 1-40 18 the
TTX- senstrve fest nward sodnum channel. Tius confirms that the deletenous effects
of an amyloid f§ aggregate are upon the fast inward sodium channel, which disables the
neurons 1n terms of generatmg electnical impuises that are cniscal for braun and nerve
finctions.

These results firrther confirm that low molecular weight peptide aggregates of
amyloid § 1-40 monomer have higher potency for inhibiing the fast imward sodium
channols.

All of the reforences cited herein are hereby mcorporated n thesr entiroties by
reference,

While this mvention has been desenbed with an emphasts upon a preferred
embodiment, it will be obvious to those of ordinary slall 1n the art that vanatons 1n the
prefixved compoarhon and method mey be used and that it 18 mtended that the invention
may be practiced otherwise than ss specifically descnbed herain.  Accordingly, this
mvention includes all modifications encompassed within the spint and scope of the
invenhon as defined by the following claxms.

A
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WHAT IS CLAIMED IS

1 A method for 1dentifying compounds that modulate the mteraction of amyloid
P or 1ts aggregates with a socium charmel, said method compnsing.

(=) obtarming a neuronal cell that comprises a sodwm channel,

(b) contacting said sodium channel with amylod P or 1z aggregaies 1n the
presence and sbsence-of 2 test compound, and

(c) dﬂtmnnuﬂgﬂie!%ﬂtyofwdmdumchlmdmthemeeoflﬂdtm
compound as compared with 1n the absence, wherem a test compound that mmpacts
actrvity 18 conmdered a modulator of the mteraction of amylod {3 or 1ts aggregates with
sgid sodium channst

2 Tho method of claim 1, wherein said activity 1s determuned by a method

selected from the group conmsting of exammmg resthng membrano potential, exammnng
action potential, and measuning the fast mward sodrum cwurent.

3 A method for screenmg for compounds that modulate the mteraction of
amyloid B or 1ts aggregates with g sodium chaonel, said method compnsing.

(a) oblaiming & neuronal cell that produces amyloid §§ or its aggregates, axid cell
compnang & sodium channel,

(b) contacting said sodium channel with a test compound, and

(c) determining the activity of smd sodium channel m the presence of amd test
compound as compared with in the absence, wherein a test compound that impacts
actrvity 18 considered a modulator of the interaction of amyloid P or its aggregates with
said sodium channel

4 The method of claim 3, wherein said activity s determined by a method
selected from the group consisting of exarmuning resting membrane potential, examining
action potential, and measurng the fast inward sodium current.
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5 A method for identifying compounds that modulate the :nteraction of amyloid
B or its aggregates with a sodium channel, smd method compnsing

(a) obtaumng 2 compoaition compnsing a punfied sodium channel,

(b) contacting sad sodium channel with amyloid P or its aggregates m the
presence and ebaence of a test compound, and

(c) determmung the activity of smad sodium channel in the presence of said test
compound as compared with in the absence, wherein-a test compound that impacts
achivity 13 conmdered a modulator of the mterachion ot‘amylmg P or 1t aggregates
with said sodium channel.

6 The method of clam 5, wheren saxd achivity 18 determined by a method

selected from the group consisting of examumung resting membrane poiential, exammmng
action potential, and measunng the fast mward sodium current.

7 A method for diagnoming Alzheimer’s disease 1n a mammal suspected of
having Alzhesmer’s disease, smd method compnsing the step of measuning the activity
of a sodium channel 1n a ncuronal cell of smd mammal, wherem reduced activity of said
sodium channel 18 correlated with the existence of an Alzheimer’s disease aiate

8 The method of claim 7, wherein smid activity 15 determined by a method
selected from the group conmsting of examning resting membrans potential, examming
action potential, and measuning the fast inward sodium current.

9 The method of clam 7, further compnsing a step of measurmg amylowd f§ in
said cell or 1n extraceliular flnd from said mammal that contacis the cell, wherein the
presence of emyloid f 1n said cell or fhuid and the presence of reduced sodium charmel
actrvity 15 correlated with the eaxistence of an Alzhmimer's disease siate.

10 The method of claim 9, wherein aad flnd 15 cerebrogpinal flud
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11 The method of claim 7 wherein said call has been 1solated from smd
mammal

12 A method of screening a mammal for susceptibility to Alzhamer’s disease,
compnmng the ateps of

() wolatmg a neuronal cell from saxd mammal, smd nenronal cell compnsng a
sodium channel, and

(b) measuning activity of smd sodrum chennel in the ahsance and m the presence
of amyloud (§ proten,

wherem reduced activity of saxd sodium channel 1n the presence of amylod P s
compared to m the absence 18 comelated with a susceptibulity to developing Alzheimer's
disease,

13 A method for diagnosmg prnion disease 1n a mammal suspectod of havmg
prion disease, smd method compnising the step of measunng the activity of & sodnzn
chamne] 1n & neuronal cell of saxd mammal, wheren reduced achvity of sasd sodum
channel 18 correlated with the existence of a prion diseape state,

14 The method of clamn 13, wherem smd achwity 18 doterrmned by a method

selected from the group consmsung of exsmmmng reshng membeano potential, exarmung
achion potential, end measurmg the fist :nward sodiom comrent.

15 A method for preventing, treating, or reversing Alzheamer’s diseage m a
mammal, sad method compnsmg contactmg a sodium channal of said mammal with 8
compound that protects sesd sodwum channel from a reduchion 1n sodium chanmel activity

due to amyloid } or 1ts aggrogates.

16 The method of claim 15, wherein saud ectivity 18 deternuned by a method

selected from the group conssting of examinmg resiing membrene potential, examining
echion potenhal, and measurmg the fast inward sodium current.

~
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17 A method for preventng, treating, or reversing prion disease in 2 mammal,
said method compnsing contachag a sodium channel of saxd mammal with a compound
that protects smd sodium channel from a reduction 1n sodium chanmel activity due o
amyloid P or 1ts aggregates,

18 The method of claum 17, wherem said activity 15 determmed by a method

—selected from the group conmsting of examiming resting membrane potential, exanumng
mogeotmhal,mdmmmngthoﬁumvmdsndmmm

19 A method for preventing, treatmg, or reversing Alzhermer’s disease m a
ummﬂmdméﬂmdmmpnmgmnﬁmgandmmchnmlofmdmmﬂmﬂu
compound that opens said sodium chanmel

20 A method for preventing, treating, or reversing pnon discase 1n & mammal,
sad method compnsing contacting a sodrum channel of snd mammal with a compound
that opens saud sodium chammel

;3

= |
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ABSTRACT
Among other things, assays and methods of diagnosts and treatment of disease
(e-g., Alzhexmer"s disease) based on the surpnising observation of an interaction between
anyloid P or 1ts aggregates with the sochum channel are provided. In particular, methods
to 1dentify compounds that modulate this interaction are provided, as well as methods of
diagnosis and treatment that are based on thus mteraction.
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