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Act. 523 RESPUESTA Folios: 17

Re:  Expediente N°. 12-173.790
Solicitud de Patente de Invencién titulada: “EPfTOPO ESPECIFICO BETA-
AMILOIDE OLIGOMERICO Y ANTICUERPOS”

Solicitante: THE UNIVERSITY OF BRITISH COLUMBIA
Nuestra Ref.: P2012/000114

RESPUESTA AL OFICIO No. 19565, N()TIF:"IXC/V\'I)O POR FIJACION EN LISTA No. 042

DE FECHA 22 DE OCTUBRE DE 2013
(PRIMER EXAMEN DE FONDO)

CARLOS R. OLARTE, mayor de edad y vecino de Bogota, identificado tal como aparece al pie

de mi firma, en mi caracter de apoderado de la sociedad solicitante, me permito manifestar lo

Gina de Ficheona

siguicnte ante el auto emanado por ese Despacho, dentro del plazo legal de prérroga previsto en

cl articulo 45 de la Decision 486, en los siguientes términos:

l.

permito adjuntar un Capitulo chvmdlcatorlo

G
i

En primer lugar, con el animo de brmdar mayor claridad a la materia reivindicada, me

Capitulo Reivindicatorio Modificado prcscntado cl 19 de febrero de 2013.

Asi entonces, ¢l Capitulo Reivindicatorio Modificado contiene los siguientes cambios:

s¢ climina la Reivindicacion 14;

“odlficado, que reemplaza en su totalidad al

las nuevas Reivindicaciones 1 a 3 corresponden a las antiguas Reivindicaciones 6 a 8§,

respectivamente;

Oficina Bogotd: Carrera 5 N° 34-03, Bogota 110311, Colombfa Tel: + 57 (1) 601-7700 Fax: + 57 (1) 601-7799
Oficina Medellin: Carrera 43A N° | Sur-31, Of. 403 Medcllm 050021, Colombia; Tel y Fax: +57 (4) 266-0392

c-mail: officei; olm temoure. u)m www.olartemoure.com



OLARTEMOURE

OLARTE MOURE & ASOCIADOS LTDA.

- en la nueva Reivindicacion 1 se elimind la eéxpresion “correspondiente a una “regién de
nudillo” de acceso a aﬁticuerpos y expue.s.ta};:a solventes del A} oligomérico” y ahora se
cspecifica que la K (lisina) de la secu_el:‘ibci"a. SNK esta expuesta a disolvente, y que el
péptido ciclico contiene como maximo Tfésidubs de aminoécidos, lo cual encuentra
soporte en la Figura 4 del Capitulo Descriptivo;

- las nuevas Reivindicaciones 4 a 8 corresponden a las antiguas Reivindicaciones 1 a 5,
respectivamente;

- cn las nuevas Reivindicaciones 2, 4 y 5 se ehmmo la expresion “que corresponde a una

“region de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del Af} oligomérico™;

- lanueva Reivindicacion 2 ahora es dependiente de la Reivindicacion 1;

- la Reivindicacién 3 ahora es dependiente de las Reivindicaciones 1 0 2, y se especificd
que la SEQ ID NO: 1 corresponde a una reglon]expucsta a disolvente;

- las nuevas Reivindicaciones 4 y 5 son glic-:‘pve_:ndlentes de las Reivindicaciones 1 y 2,
respectivamente; ; o B '_ N '

- las nuevas Reivindicaciones 10 y 11 corresbbnden a las antiguas Reivindicaciones 11 y
10, respectivamentc;

- la Reivindicacién 12 ahora reclama unA kit que comprenda al anticuerpo de las
Reivindicaciones 4 a 8, ¢ instrucciones para su uso, de acuerdo con la antigua
Reivindicacion 14; ,

- la nueva Reivindicacion 14 corresponde a la anﬁgua Reivindicacién 15 y depende de las

Reivindicaciones 4 a 8.

Adicionalmente, me permito presentar adjunto “‘fagHoja sustituta 14 en la cual se corrige la
representacion del aminoacido “Tirosina” en'la"'Ta_'b]'a 1, quedando representado como “Y” en

lugar de “1”

Valga anotar que las modificaciones efectuadas al Capitulo Reivindicatorio y al Capitulo
Descriptivo cumplen a cabalidad con lo estipulado en el Articulo 34 de la Decision 486, ya que
¢stas dec ninguna manera implican una ampliacic”)r'l‘ de la proteccion correspondiente a la
divulgacion contenida en la solicitud 1nlclal pues estas por el contrario, corresponden a una

drastica limitacién de la materia rcwmdlcada

2. a- La Examinadora sefiala que el tltulo no corresponde con ¢l objeto de la solicitud

pues es poco especifico, y sugiere su modlﬁcamon de acuerdo con el titulo de la solicitud

internacional.
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b- Atendiendo la amable sugerencia de la Examinadora, el titulo se modificé de la

siguicnte manera:

“EPITOPO ESPECIFICO BETA-AMILOIDE OLIGOMERICO Y ANTICUERPOS”

3. a- . 1)

siguicntes razones:

i)

LLa Examinadora sefiala que las reivindicaciones carecen de claridad por las

[Las Reivindicaciones 1 a5 y 10 no son claras porque deben incluir la
estructura completa del aﬁ(ti}cﬁyerpo que se reclama, mediante las secuencias
de la region variable de la cadena ligera o de la cadena pesada; o las
secuencias de los 3 CDR de la cadena ligera o de la cadena pesada. El
anticuerpo no debe definirse de acuerdo con su resultado esperado, puesto
que la deﬁmcmn de un b1ofarmaco en términos de su actividad no permite
distinguirlo del estado de la tecmca

Las Reivindicaciones 6 y 7 caracterizan a un mismo péptido, por lo que
sugiere definir relaciones de déﬁendencia;

La Reivindicacién 8 presenta una falsa dependencia, ya que es dependiente
de una reivindicacion posterlor

La Reivindicacion 9 no cs clara puesto que no define el anticuerpo o el
rotulador detectable medlante sus caracteristicas estructurales esenciales.
La Reivindicacién 12 no es clara porque ni el anticuerpo, ni el antigeno ni
el rotulador estan caracterizados, por lo que se debe presentar su estructura
completa. Los mismos argumentos se aplican para la Reivindicacion 14;
I.a Reivindicacién 13 no és‘clar?a porque la expresion “uno o més agentes”
¢s relativa y no permite distiﬁguir a la invencion del estado de la técnica.
La Examinadora sugiere sust1tu1r dicha expresion por un término concreto
¢ incluir la estructura de d1chos agentes

El Capltulo Relvmdlcatorl(; no es conciso porque contiene un numero
excesivo de relvmdlcamones mdependlentes lo que hace dificil el definir

cudl cs ¢l objeto que se buqca proteger.

La Examinadora argumenta que el Capitulo Descriptivo no es claro pues la

informacion alli contenida no permite que la persona medianamente versada en la materia

comprenda el problema técnico y la solucion aportada por la invencion. En particular, la

l-xaminadora sefiala:

Pagimas el ___
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- en virtud del Articulo 8 de la Decision 486, se debe presentar la traduccion
al castellano de la solicitud de patente;

- La Tabla I presenta un error en donde se hace referencia al aminodcido
“Tirosina”, el cual se repré's._e:i},ta mediante “Y” segun ¢l codigo de una letra,
o mediante la expreéi()n .“T‘}IIr"",‘(iie acuerdo coh el codigo de tres letras.

- Enel parrafo {00149] y en la Figura 4 se muestra material esencial para la
invencidn que no es mencionado en las reivindicaciones.

- En el Capitulo Descriptivo no se mencionan los procesos de obtencion de
la SEQ ID NO: 1 flanqueada, por cisteinas ni el de la obtencién de los
anticuerpos monoclonales hufnanizados, como el 5E3;

- Debido a que la presente solicitud de refiere a secuencias de nucleoétidos y
aminoécidos se deben prcsentar Ias listas de dichas secuencias en forma
separada del (‘apltulo Descrlptlvo baJo el titulo “Listado de secuencias”, y

anexarlas en formato d1g1ta1‘..

b- 1) En primer lugar, llamo respetuosamente la atencion de la Examinadora
sobre las modificaciones realizadas en el Capitulo Reivindicatorio Modificado adjunto, tal como

sc explican en el punto 1 del presente memorial.

Iin particular, frente a las objeciones de las Reivindi_éaciones 1 a 5, me permito aclarar que la
presente invencion reclama péptidos antigénicos %:_i’jclicos que comprenden un epitopo con una
cstructura ciclica restringida, y los anticuerpos que se unen a dichos péptidos, como se reclama en
las Reivindicaciones 4 a 8. chha estructura cwhca restrmglda del epitopo puede ser reconocida
Unicamente por anticuerpos que tengan Ia;‘esie‘f\eé‘espec1ﬁc1dad requerida para reconocer la
sccuencia SNK tal y como como se reclama erviA":l'éi Rg:ivindicaci(’)n 1, en donde el aminodcido K
(lisina) sc¢ encuentra expuesto a disolventes y-ehldqnde el epitopo que tiene SNK contiene como

maximo 7 residuos de aminoacidos,.

En este punto me permito resaltar que un inventor esta en su derecho de reclamar proteccion para

la totalidad de un concepto inventivo desarrollado sin importar la amplitud de éste, siempre y
cuando sc conserve el pr1nc1p10 de unidad de mvenc:lon y no haya arte previo que afecte su
patentabilidad. Asi, la naturaleza de una patcnte de invencion cubre por definicion un concepto
inventivo global que abarca diferentes modalidades (diversas materializaciones de la invencion,
tales como diversos armcuerpoe comp051c1ones conjugados vacunas etc.) ligadas por un efecto

técnico comin que finalmente delimita el alcance, dc la invencion.

Paginedde 10
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Iin ¢l presente caso, el péptido antigénico de la invgnci.én (Reivindicaciones 1 y 2) corresponde al
concepto inventivo global desarrollado, el cual también abarca los anticuerpos que, como se
reclama en las Reivindicaciones 4 a 8, son capaées de unirse a dicho péptido que tiene una
configuracion ciclica restringida. Es decir, el antigeno y los anticuerpos reclamados responden a
la posibilidad de obtener a la invencién en diversas modalidades que comparten el mismo
concepto inventivo, lo que corresponde a una préctica aceptada a nivel mundial en el dmbito de
las patentes. De hecho, restringir los anticuerpos reivindicados a estructuras limitadas que se
unan a los péptidos ciclicos derivados de AB de la invencion, delimitarfa excesiva ¢ injustamente

cl alcance de la proteccidn a la que el inventor tiene derecho.

Teniendo en cuenta lo anterior, los antlgenos y an‘ucucrpos de las Reivindicaciones 1 a 8
corresponden a diferentes modalldadcs de la 1nvcn010n que comparten un Unico concepto
inventivo, por lo que considero superadas las objeciones relacionadas con dichas

reivindicaciones.

1) De manera similar al punto antcrlor y teniendo en cuenta que el alcance de
las nuevas Reivindicaciones 1 a 8 fue pr001sado y limitado, me permito sefialar que las
composiciones de las Reivindicaciones 9 a 11 estép-(c'aracterizadas por el péptido antigénico de
las Reivindicaciones 1 a 3 o por el anticueﬁrpjo de las Reivindicaciones 4 a 8, las cuales
corresponden a las caracteristicas esencialesnov.ev_cfiosha;s‘ e inventivas de dichas composiciones.

Iis decir, la patentabilidad de estas comp05101ones recae en la novedad y nivel inventivo del
anticucrpo o péptido antigénico que se encuentran en éstas, mds no en las composiciones como
tal y mucho menos en excipientes adicionales que puedan contener. Las Reivindicaciones 9 a 11
recclaman una composicion farmacéutica (cualquier composicién bien sea un inmunoconjugado o
una vacuna) que esté caracterizada porque contiene el anticuerpo o péptido antigénico de la
presente invencion, sin limitacidén a excipientes, .p.oﬂrcentajes o condiciones y sin importar la

forma de dosificacion.

o
r ‘i

De hecho, definir los otros mgrcdlentes que* conformen dichas composiciones, o establecer
proporciones especificas resulta irrelevante, y'n;) proporcionar dicha informacién no afecta la
claridad de las reivindicaciones, tal y como lo° eqtablece el Instructivo para el Examen de
Solicitudes de Patentes de Invencion y Modelos de Utlhdad de la Super1ntcndenc1a de Industria y

Comercio. En dicho documento, la SIC sefiala que: “Si, por ejemplo, la caracteristica técnica

PagTIa S -+ .
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esencial de la composicion es_el compuesto_activo, el examinador no deberd requerir que se

. . T el
mencionen también otras caracteristicas estructurales

Iin vista del lineamiento establecido por la SIC en su Instructivo, las Reivindicaciones 9 a 11, que
rcclaman una composicién definida por el péptido antigénico o anticuerpo de la invencién, son
absolutamente claras y no debid requerirse que se.mencionen otras caracteristicas estructurales

como los cxcipicntes o agentes con los que el ingrediente activo esté presente en la composicion.

i) En adicion a lo anterior, vale la pena sefialar que la antigua Reivindicacion
14 fuc climinada, y la Reivindicacién 3 (antigua Reivindicacion 8) ahora depende de las

Reivindicaciones 1y 2, por lo que considero superadas las objeciones frente a las mismas.

iv) En cuanto a las observaciones realizadas por la Examinadora respecto al
Capitulo Descriptivo, adjunto al presente memorial un disco compacto (CD) que contiene la

traduccion al castellano en formado pdf.

Adicionalmente, me permito adjuntar al presente memorlal el Listado de Secuencias que se
presento ante la oficina Europea de Patentes para 1lustrar de manera especifica las secuencias de
los aminoacidos de los peptldos de la i 1nven010n a51 como de los nucledtidos que codifican al

antlcumpo que se unc a dlcho% epitopos.

Como lo sefialé en el punto 1 del presente memorial, adjunto también se encuéntrala Hoja
Sustituta 14, en la que se corrige el error en la representacion del aminoacido “Tirosina” (“T),

por la representacion correcta (“Y™).

V) Ahora bien, respecto a las observaciones de la Examinadora sobre la
importancia de la informacion contenida en los parrafos [00149] y a la Figura 4 y su sugerencia
de incluirla en las 1c1vmdlca010ncs llamo la atenm 0n sobre las modificaciones realizadas en el
Capitulo Reivindicatorio Modlﬁcado adjunto en partlcular las Reivindicaciones 2 y 3 incluyen
¢l cpitopo caracterizado por tener la SEQ ID NO 1, que corresponde a la estructura que se expone

n la Figura 4.

Sin embargo, respecto a la informacién del parrafo [00149] me permito seflalar que como se

cxplicd en ¢l punto 3.b.ii., las reivindicaciones s6lo deben incluir los elementos esenciales de la

"Instructivo Examen de Solicitudes de Patentes de Invencion y Modelo de utilidad. Superintendencia de Industria y
Comercio. 2012. Seccién 2.6.5.4. Pagina 40. Relativo a las “Caracteristicas esenciales”  (disponible
clectrénicamente cn http://api.sic.gov.co/Documentos/Guia. Examen_Patentes.pdf))
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invencion que la distinguen del arte previo, mas no aquellas no esenciales. Dichas caracteristicas

no esenciales sc divulgan en el Capitulo Descriptivo.

vi)  Finalmente, y respecto aivvl‘év,ﬂobjecién de la Examinadora sobre la no
mencion de los procesos de obtencion de la SEQ ID NO:1 en el Capitulo Descriptivo, me permito
llamar respetuosamente su atencion sobre el Ejemplo 2 del Capitulo Descriptivo, en el que se
describen las ctapas generales de la produccion del péptido de la presente invencion, asi como se
aclara que para cfectuar ciclacion de los mismos se pueden emplear varias técnicas conocidas por

las personas medianamente versadas en la materia. =

4, a- La Examinadora sefiala que las patentes WO201()/002251 (D1) y W0O2010/010469

(DD2) afectan el nivel inventivo de la presente sollcltud

[.a Examinadora argumcnta que D1 divulga un peptldo cmhco conformacional modificado de Af
1-42 oligomérico, que posee SNK (SEQNO:2y 3) y antlcuerpos monoclonales dirigidos contra
¢stos, que reconocen las formas ohgomerlcas dve AP como la forma asociada a depdsitos

cerebrales de dicha proteina en tejido humano.

Scgun la Examinadora, la diferencia entre la presénte invencion y D1 consiste en que la
sccuencia divulgada por D1 sélo puede tener una glicina flanqueando a la secuencia SNK, en
lugar de las dos cisteinas flanqueantes de la secuen:c‘j,a SNK que reclama la presente invencion.

D1 divulga que dicha secuencia puede contener. d_'

a 8 residuos unidos a la lisina (K), que a su
vez pueden cstar unidos al toxoide tetanico (adyuvante) y en donde el proceso de ciclizacion

involucra residuos C- tcrmmalcs diferentes ala 01ste na tales como, Y,N,G,K, T, V,L, 1o A, o

bien sea unidos al extremo N-terminal A, G, .b,_' Q, K, D 0 N, donde adicionalmente, los
anticuerpos y sus variantes reclamados por D1 fileron generados frente al péptido reclamado,

pueden estar opcionalmente unidos al toxoide tetanico.

lLla Examinadora argumenta que no hay evidencia de que la presencia de las dos cisteinas
flanqueando la SEQ 1D NO:1 del péptido de la ihVéncién que son necesarias para su ciclacion
proporcione un cpitopo ciclico con potencial 1 mmunogemco con un efecto sorprendente, toda vez
que D1 ensefia péptidos con residuos dlferentes ¢ 1ncluswe una cisteina en el extremo C-terminal
que proporcionan un determinante antigénico conformamonal ciclico que comprende el tripeptido
SNK, siendo éste capaz de generar dn‘ucuerpo's e%pcmf' icos capaces de reconocer la isoforma

oligomérica del A} 1-42.
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Adicionalmente D2 divulga oligdmeros sintético;s: AB (iX—38..43), en donde X corresponde a
cualquicra de los residuos 15 a 22 derivados de la proteina humana AB 1-42, comprendiendo al
oligbmero truncado AP 20-42 que contiene a la secuencia SNK. D2 proporciona péptidos
inmunogénicos derivados de A humana y anticuerpos especificos con reactividad cruzada sobre

la proteina beta amiloide, en especial la isoforma AP 1-42 oligomérica asociada a amiloidosis.

Teniendo en cuenta lo anterior, la Examinédora co?n.‘icluye que una persona medianamente versada
cmplearia péptidos con epitopo conformacional cwhco como se ensefian en DI y D2 con el fin de
generar anticuerpos monoclonales especi‘ﬁcos: d1r1g1dos contra el tripéptido SNK. D1 ensefia
péptidos que son capaces de generar un tl'tulo'deifz_ia:hticﬁerpos de hasta 8000dils y reconocen al
péptido oligomérico humano AP 1-42 usandb. concentraciones de 2.5 puM, y D2 divulga
anticuerpos monoclonales que reconocen a la forma oligomérica )truncada de la proteina A (20-
42), asi coﬁlo a la proteina oligomérica AP 1-42 a pairtir de plasma humano, de manera selectiva o
con una reactividad baja frente a la isoforma monomérica de AP en liquido cefalorraquideo que
tengan una alta afinidad reflejada por un valor dsejv, KD de 1X10"" M, por lo que la presente
invencidn no reviste nivel inventivo.

et

b- 1) En primer lugar, me permito, sefialar nuevamente que los péptidos ciclicos

rcclamados corresponden a un epitopo conforvr;r_lg‘ljcior‘lél.. Es decir, ademas de su estructura
primaria (las secuencias de aminoacidos), la longltud del péptido ciclico y como se forma el
bucle (qué aminodcidos estdn involucrados) édﬁlfé(rnbién-criticos al momento de decidir las
propiedades de dicho péptido ciclico. Pdf '"'e!_'jéllhplo, una menor cantidad de residuos
aminoacidicos involucrados en el bucle generan ufla' mayor tensidn estérica en el péptido ciclico.
Iisto afectara la conformacion del péptido y la conformacion de las cadenas laterales de dichos

residuos aminoacidos.

Ahora bicn, el péptido ciclico de la invencidn requiere una lisina (K) expuesta a disolvente y
contiene como maximo 7 residuos de aminodcidos, caracteristicas esenciales que no estan

divulgadas en D1. Para ilustrar de una mejor manéra las diferencias relevantes que existen entre

la presente invencion y los documentos citado‘s:v'pg‘rf'la Examinadora, me permito presentar la

siguiente tabla comparativa:

Lys del SNK en el
antigeno
Presente Invencion “Expuesta a disolvente” , 7 aminoécidos 0 menos.
e 11-15 aminoacidos;
e Péptidos de Formula:
X X X3VGSN-Z, X,X3VGSNK-Z o X;VGSNKG-Z;

.- Namero de aminoacidos en ¢l antigeno

“protegido de solvente”

Dl (pag. 16, lincas 9-13)

paamcfe;.m\
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donde Z es preferiblemente un péptido de 4 a 8
residuos de aminodcidos 4-8 o una estructura
esteroidal

* pag. 2, lineas 29-33 citado por la Examinadora: 11-15
aminodcidos

. -Flg 2: 10 aminoacidos

‘o FEjemplos 1y 2: 10 - 1 laminoécidos

.o ‘-,AB(X - 38 .. 43), donde X se conforma por los
* aminoacidos 12 ~24: 15-32 ;
e Incluyendo al AB(20-42): 23 aminodcidos.

No reclama péptidos

D2 .
ciclicos

Como salta a la vista de la tabla anterior, las caracteristicas esenciales del péptido ciclico de la
invencion no estan divulgadas en el arte previo. De hecho, a la luz de las ensefianzas de D1 y D2,
una persona medianamente versada en la materia no habria podido llegar al péptido ciclico de la

invencién.

i) Ahora bien, difiero respetuosamente de la opiniéon de la Examinadora

respecto a los efectos sorprendentes de la invencion. =

Como se explica en detalle en el Capitulo Descriptiv:g)‘?_el epitopo que contiene los residuos 26-28
SNK, restringido conformacionalmente, no se enc’uentfa presente con esta configuracion en el AP

lineal ni en la proteina APP (proteina precursora de amiloide). Asi, no se esperaria que los

dntlcucrpos dirigidos contra este epitopo rcstrmgldo conformacionalmente se unieran al Ap

lincal ni a la proteina APP, y en cambio, serian anticuerpos que se unirian de manera especifica

a los oligdmeros de AB.

a conformacion ciclica de los residuos SNK, localizado en la region de nudillo de los

RS

oligobmeros de AP, da lugar a un epitopo conformacional novedoso que estd expuesto a

disolventes y disponible para unirse a anticu'érp*d@' * De hecho, los ejemplos de la presente

invencion evidencian la Cdt)dCldad del cpltopo rcclamado de los ohgomeros de AB para unirse a

determinados  anticuerpos, lo  que cv1den01a que dlcho epllopo novedoso restringido

conformacionalmente tiene propiedades Ventamsas para unirse de manera selectiva a anticuerpos.

Adicionalmente, el epitopo de la presente invencion que presenta una configuracion ciclica
restringida no estd presente en la superficie .molecular de la APP y por lo tanto limita el
rcconocimiento autoinmune de esta proteina. La ftgiécién GSNKG de la proteina APP que se
localiza en la superficie celular de las neuronas y de los monocitos no tiene restricciones en
cuanto a su estructura, lo que hace que los dmlcucrpos que reconocen y se unen al epitopo de la
presente invencion sean incapaces de unirse a esta protema como se demuestra en los ejemplos.

Adicionalmente, los anticuerpos que reconozcan :d;IChO epitopo muestran una reactividad muy
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baja o nula frente al Af monomérico y a las fibras de AP debido a restricciones e impedimentos

cstéricos, asi como a otros factores que imposibilitan dicha unién.

A laluz de lo anterior, es posible corroborar que la materia reclamada en la presente invencién no
solo es completamente diferente a la que divulga el arte previo, sino que nada en dichos
documentos le permitiria a la persona medianamente versada en la materia predecir la actividad

que sc explicd anteriormente y que se encuentra ilustrada en los Ejemplos.

Is posible concluir entonces que la persona medianamente versada en la materia, partiendo de las
cnsefianzas de DI y D2 no habria podido obtener a los péptidos antigénicos ciclicos de la
presente invencion de manera evidente y con alguna expectativa de éxito, por lo que la presente

invencion reviste nivel inventivo.

S. Por todo lo anterior, considero que las objeciones presentadas por la Examinadora en su
primer examen de fondo, han sido resueltas y por consiguiente solicito respetuosamente que el
Despacho tenga por cumplidos los requisitos de patentabilidad y proceda con la concesion de la

patente.

Atentamentc,

'CARLOS R. OLARTE
C.C. No. 79.782.747 de Bogota
T.P. 74.295

Anexos:
- Capitulo Reivindicatorio Modificado.
- l.istado de Secuencias. o
- Hoja Sustituta Pagina 14 del Capitulo Descriptivo.

- CD quc contiene la traduccion al castellano del Capitulo Descriptivo en formato pdf.
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Expediente No. 12-173.790
Primer Examen de Fondo

P2012/000114
CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO
(Primer Examen de Fondo)
1. Un péptido antigénico ciclico que .comprende un epitopo que tiene una

configuraciéon ciclica restringida, en donde el epitopo tiene una secuencia de
aminodcidos de al menos SNK, en dondela K:(lisina) estd expuesta a disolvente, y en

donde el epitopo que tiene SNK contiene como maximo 7 residuos de aminodacidos.

2. Un péptido antigénico de acuerdo con la Reivindicacién 1 que comprende un
cpitopo que tiene una configuracion ciclica restringida, en donde el epitopo comprende

una secucncia de aminoacidos que corresponde a la SEQ ID NO: 1.

3. El péptido antigénico de las Reviviridicaci;)vnes 1 0 2, en donde la SEQ ID NO: 1
corresponde a una region expuesta a d1solvente “region de nudillo” de acceso a
anticuerpos del AP oligomérico, y en donde la reglon expuesta a dlsolvenle “region de
nudillo” de acceso a antlcucrpoe del AB ollgomerlco corresponde a los residuos 25 a 29

del /\B oligomérico (1-40) o del AP ollgomerlco (1 42)

4, Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un péptido antigénico ciclico
de acuerdo con la Reivindicacion 1, en donde el péptido antigénico ciclico comprende
un epitopo que tiene una configuracion ciclica restringida que tiene una secuencia de
aminodcidos de al menos SNK, en donde la K (HSina) estd expuesta a disolvente, y en

dondc el péptido antigénico ciclico contiene como maximo 7 residuos de aminoécidos.

5. Un anticuerpo aislado que se une espec1ﬁcamente a un péptido antigénico ciclico
de acuerdo con la Reivindicacién 2, en donde el peptldo antigénico ciclico comprende
un epitopo que tiene una configuracion cwhca restrmglda que tiene la secuencia de

aminoacidos que corresponde a la SEQ ID NO. 1.

6. I:1 anticuerpo aislado de las Reivindicaciones 4 o 5, en donde el anticuerpo se
unc especificamente con mayor afinidad a una forma oligomérica de AB que a una

forma no oligomérica de AP.

Pagimatde2
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P2012/000114
7. El anticuerpo aislado de cualquiera de. las Reivindicaciones 4 a 6, en donde el
anticuerpo ¢s monoclonal. -
8. EEl anticuerpo aislado de cualquiera de las Reivindicaciones 4 a 7, en donde el
anticuerpo es humanizado.
9. Un inmunoconjugado que comprende' un anticuerpo de cualquiera de las
Reivindicaciones 4 a 8 conjugado con un rotulador detectable.
10.  Una composicién de vacuna anti-oligomérica que comprende el péptido

antigénico ciclico de cualquiera de las Reiyvindicaciones 1 a 3 y un adyuvante
: ‘ BT P SN .

farmacéuticamente aceptable.

1. Una composicion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo aislado de cualquiera de las Reivindicaciones 4 a 8, y un adyuvante

farmacéuticamente aceptable.

12 Un kit que comprende al anticuerpo aislado de cualquiera de las

Reivindicaciones 4 a 8, ¢ instrucciones para su uso.

Ty
Loy,

13. El kit de la Reivindicaciéon 12 que adgfnés comprende uno o mas agentes de
deteccion. o
14, Un 4cido nucléico que codifica el anticuerpo aislado de cualquiera de las

Retvindicaciones 4 a 8.

vvvvvvvv
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SEQUENCE LISTING
<110> UNIVERSITY OF BRITISH COLUMBIA
<120> OLIGOMER-SPECIFIC AMYLOID BETA ﬁPITOéE AND ANTIBODIES
<130> JA65067P.EPP

<140> EP11750124.7
<141> 2011-03-03

<150> PCT/CA2011/000238
<151> 2011-03-03

<150> US 61/310,167
<151> 2010-03-03

<160> 7
<170> PatentIn version 3.5.1

<210> 1

<211> 5

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>
<223> peptide epitope

<400> 1
Gly Ser Asn Lys Gly
1 5

<210> 2

<211> 6

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>-
<223> peptide epitope

<400> 2
Phe Arg His Asp Ser Gly
1 5 '

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> artificial sequence

<220>
<223> peptide epitope

<400> 3

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val
1 5

<210> 4

<211> 489

<212> DNA



<213> artificial sequence

<220>

<223> monoclonal antibody 5E3, heavy chain,

<400> 4

nnnnnnnnnt
accatggagt
gttttggctg
atccttgcecac
gctgtgetgyg
ttagtattaa
tgtatcaccc
ctcactgaag
ttnnnnnnn

<210> 5
<211> 486
<212> DNA

nannoannnn
tagtttgggce
aggagactgt
agaaatagac
aggatttgtc
catttccagg
actgtatata
ccececaggett

nannnnnnnn
agcagatcca
gagagtggtg
cgcagagtce
tgcagtcagt
ataaatccat
gtagecttgtg
caccagctca

<213> artificial sequence

<220>

annatagccc
ggggccagtg
ccttggecce
tcagaggtca
gtggccttge
ccaatccact
aatatgtage
ggtccagact

<223> monoclonal antibody 5E3, heavy chain,

<400> 5

nnnnnnnntg
ttcacaagct
ggatggattt
acactgactg
gaggactctg
ggcaccactc
cctggatctg
ttecctgage
cttnnn

<210> 6
<211> 373
<212> DNA

gngancctgg
actatataca
atcctggaaa
cagacaaatc
cggtctattt
tcacagtctc
ctgcccaaac
cagtgacagt

ggcttengtg
gtgggtgata
tgttaatact
cteccagcaca
ctgtgcaagg
ctcagccaaa
taactccatg
gacctggaac

<213> artificial sequence

<220>

<223> monoclonal antibody 5E3,

<400> 6

nnnonnnnnnn
tattgtagac
taatctgaca
gcggcgtaaa
ccactaattt
aangaggatg
aaaaaancag

<210> 7
<211> 374
<212> DNA

ngtttnattn
agttgttgtc
cccacctact
tcangcgttt
cctgacttge

ganactgggt

caa

nngcttggtg
tgcacaatct
gccactgagce
aatagttccg
ccgacgagtg
catctggatg

<213> artificial sequence

<220>

<223> monoclonal antibody 5E3,

<400> 7

agganatcct
cacaggcctg
aagtacaatg
gcctacatga
atggattacg
acgacaccce
gtgaccctgg

tctggatcce

light chain,

cctectecga
tctcactcaa
ctttttggga
tctggtttct
agactgactd
tcacatctygg

3’ read

ttgnnnngca
gatagacaga
agtagtgagc
atctgctgag
ccttgaactt
caagtccectg
cagaagcctt
cctgcagetg

5’ read

gcaaggcttce
gacagggact
agaagttcaa
agctcageag
aggctcacta
catctgtcta
gatgcctggt
tgtccagegg

3’ read

acgtccgagg
gggtgctgat
cacctcaatc
gctgaagcca

tttetceecte

tacctggnaa

light chain,

nnnnnnannn nnnnannnen ngtennntee teettatcetg

5’ read

cctetetggg

tcececagggte
tgggggtgtc
ctcgtaatcc
ctgcatgtag
ctcattgtac
tccaggecetg
gcaggatatc
cacctcennaa

tggctacata
tgagtggatt
gggcaaggcc
attgacctct
ctggggccaa
tccactggcce
caagggctat
tgtnnnnaac

ataattatga
ggggagagaa
ttgagtggat
ggttaagtaa
agaggcagat
ccnganncnc

agaaaaagtc

60
120
180
240
300
360
420
480
489

60
120
180
240
300
360
420
480
486

60
120
180
240
300
360
373

60



cgtctcactt
cceccatggaa
aaaagggtcc
tctgaagatt

ggaggcaacg
ccatcacacc

<210> 8
<211> 7
<212> PRT

gtcgggcaag
ctattagacg
ctgccaggat
atgaagacga
agctagaaat
atca

tcnagaaatt
cccgatctaa
gtctgggtca
tgecetgteta
ctaacaggct

<213> artificial sequence

<220>

<223> peptide epitope

<400>

Cys Gly Ser Asn Lys Gly Cys

1

5

agtgecttact
cccecatect
gattattcta
caatatggta
gatgctgcaa

taacctgget
ctttagattc
tcaacatcac
attatccteg
caactgtatc

tcagcagaga
tggtgtccca
catccttgag
gaagttcagt

catcttccca

120
180
240
300
360
374



[.isina , Lys . ' K
Leucina Leu L
Metionina Met M
Asparagina ~ |Aspid N
Proline Pro P
Glutamina Gln Q
Arginina Arg R
Serina Ser S
Treonina Thr T
Valina Val A%
Triptéfano Trp W
Tirosina Tyr ' Y

El epitopo se compone de los residuos fuertemente polares/cargados que son
expuestos a disolventes y restringidos estructu_ralihente en la superficie de oligobmeros Ap.
I:] epitopo se compone de al menos los residuos 26-28, SNK, en una configuracion ciclica
limitada. En otro aspecto, ¢l epitopo se compone de los residuos 25 a 28, GSNK, en una
configuracion ciclica restringida. En un aspecto adicional, el epitopo se compone del
residuo 26-29, SNKG, en una configuracién ciclica limitada. En otro aspecto, el epitopo
cstd compuesto de los residuos 25-29, GSNKG (SEQ ID NO: 1) en una configuracion
ciclica limitada. |

En un aspecto, la estructura del epitopo novedoso de conformacién
especifica A
depende de una disposicion espacial relativamente rigida de los residuos de aminoacidos.

Ein contraste con los epitopos c'-ani);;c'idos identificados como SEQ ID NO: 2 y
SEQ ID NO: 3, que se unen a anticuerpos conomdos 6E10y 4G8, respectivamente, que se
expresan en la superficie expuesta al disolvente dé oligdmeros A y en la superficie de
células que soportan la expresion de la proteina APP precursora (tanto las neuronas como
los monocitos), el novedoso epitopo conformacioﬁal que tiene una configuracidn ciclica
restringida no esta presente en la superficie molecular de APP limitando asi el
rcconocimiento autoinmune de APP. El motivo -GSNKG de APP que se encuentra en la

superficie celular de las neuronas y monocitos es en gran parte no estructurado. Los

e
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COMPOSICIONES DEL PEPTIDO A-BETA Y METODOS
REFERENCIA RECIPROCA A SOLICITUDES RELACIONADAS
Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la Solicitud de Patente
EE.UU. No. 61/310.167 presentada el 03 de marzo de 2010, que se incorpora en la presente

como referencia en su totalidad.

CAMPO
La presente invencion se relaciona con novedosos epitopes conformacionales en

oligébmeros A-beta, composiciones de anticuerpos relacionados y métodos de uso.

ANTECEDENTES

La enfermedad de Alzheimer (AD) es una enfermedad neurodegenerativa
demencial comin (memoria y cognicién trastornada) asociada con la acumulacion cerebral
de placas extracelulares compuestas predominantemente de los péptidos A-beta (1-40), Ap
(1-42) y AB (143) (también denominados como amiloides B o A), todos los cuales son
productos proteoliticos de la proteina precursora amiloide (APP). Ademds, los ovillos
neurofibrilares, compuestos principalmente de la proteina tau anormalmente fosforilada (a
proteina neuronal asociada a microtibulos), se acumulan intracelularmente en las neuronas
que van muriendo. El AP (1-42) es la especie dominante en las placas amiloides de los
pacientes con AD.

Las formas familiares de AD pueden ser causadas por mutaciones en el gen APP,
o en los genes de presenilina 1 o 2, los productos proteicos de la cual estan implicados en el
procesamiento de APP a AB. Las variantes alélicas de la apolipoproteina E también influyen
en la edad de inicio de tanto la forma esporddica y la forma familiar de la enfermedad de
Alzheimer. Més recientemente, se ha encontrado que una especie particular molecular de A,
en la que el péptido se oligomeriza, media el componente principal de neurotoxicidad
observado en modelos murinos de AD de la enfermedad (Walsh . 2002). La toxicidad de
oligémeros AP puede manifestarse por la disfuncién de receptores neuronales de insulina
(Zhao 2008.), y por la interferencia con la funcién sindptica normal, particularmente en el
hipocampo, por activacion ectdpica de los receptores glutamatérgicos (De Felice 2007;

Nimmrich 2008). Una interaccién de unién de afinidad nanomolar se informé entre
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oligdmeros AR y la isoforma celular normal de la proteina priénica PrPC (Lauren 2009).
Ademads, la interaccién entre PrPC y varias rutas de sefializacién PrPC y diversos rutas de
sefalizacion toxica (Solforosi 2004; Lefebvre-Roque 2007), incluyendo subunidades de
receptores de glutamato (Khosravani 2008), pueden conducir a un mecanismo unificador
para la toxicidad de los oligdmeros Ap.

Es bien sabido que el reconocimiento inmune de AP puede conducir a la mejora
tanto en la patologia como en el comportamiento de los ratones transgénicos que expresan la
proteina precursora amiloide humana mutante. Sin embargo, hay peligros inherentes en el
tratamiento de seres humanos con inmunoterapias AP "no selectivas". Por ejemplo, ocurrié
meningoencefalitis autoinmune en aproximadamente el 10% de los pacientes que recibieron
una vacuna contra el Alzheimer que contenia un inmunégeno A no selectivo (Gelinas 2004;.
Robinson 2004;. Broytman y Malter 2004, Mathews y Nixon, 2003). Aunque la
meningoencefalitis resultante era probablemente debido a la activacién inmune celular a A,
también se demostr6 que los anticuerpos pasivamente infundidos A monoclonales (mAbs),
divorciados de una respuesta inmune celular, se asociaron con microhemorragias cerebrales
(Goni y Sigurdsson 2005). Otro riesgo de inmunizacién no selectiva con AP es el
reconocimiento inmune de la proteina precursora APP, que estd expuesta en la superficie de
las neuronas del cerebro y monocitos circulantes (Jung 1996; Jung 1990.). Tal
reconocimiento de una molécula de membrana de superficie celular puede desencadenar lisis
o la interferencia con el funcionamiento del dominio extracelular de la proteina APP, que
puede incluir actividad tréfica (Morimoto 1998;. Mileusnic 2005; Mileusnic 2000).

Otro problema con el reconocimiento "no especifico” del péptido AP es que el
péptido AP es s6lo un precursor de la especie molecular téxica AP, los oligémeros AB. Se ha
mostrado que los oligémeros A eliminan lineas celulares y neuronas en cultivo (Lambert
2007;. Lacor 2007; Ronicke 2008) y bloquear una actividad sindptica critica que promueve la
memoria, referida como potenciacién a largo plazo (LTP), en cultivos de cortes en ldminas y
animales vivos (Balducci 2010;. Shankar 2008;. Selkoe 2008; Klyubin 2005; Walsh, 2002;
Wang 2002). Oligémeros AP especificos han sido identificados por su relacién con la
aparicion de los defectos de memoria en ratones, y que cuando se purifican y se infunden en
ratas jévenes normales reproducen defectos negativos de comportamiento que se encuentran

en ratones (Lesne 2006). Investigaciones similares han demostrado que PrPC pueden servir
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como un receptor para oligdémeros AP, y pueden transducir sus efectos téxicos en la
interrupcion sindptica LTP (Lauren 2009).

Aunque las vacunas A y los anticuerpos monoclonales se han planteado en el
pasado contra los péptidos AP, no se ha probado hasta la fecha que produzcan el efecto
terapéutico deseado sin causar también efectos secundarios graves en animales y/o humanos.
Hay una necesidad terapéutica por el desarrollo de agentes bioldgicos que detengan o
retarden la progresion de la enfermedad sin inducir efectos negativos y potencialmente letales
en el cuerpo humano. La necesidad es particularmente evidente en vista del aumento de la
longevidad de la poblacién general y, con este aumento, un aumento asociado en el nimero
de patentes anualmente diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer. Seria deseable
identificar epitopos inmunoldgicos que son epitopos especificos de la enfermedad (DSE) y
desarrollar inmunoterapias que aborden especificamente las especies moleculares
oligoméricas AP toxicas. También es deseable desarrollar inmunoterapias para abordar
especies moleculares oligoméricas A téxicas y evitar el reconocimiento autoinmune de APP
en la superficie celular. Tales epitopos DSE serian objetivos para la inmunoterapias y
vacunas profildcticas, que especificamente neutralizan la toxicidad de las proteinas objetivo.
También es deseable el desarrollo de herramientas de diagndstico para proporcionar una
indicacién de las poblaciones en riesgo de desarrollar AD, para la diagnosis diferencial para
distinguir AD de otros sindromes de demencia, y para monitorizar la respuesta del
biorotulador a la terapia AD.

Por lo tanto, es deseable proporcionar un epitopo especifico de la enfermedad que

sea exclusivo para especies moleculares oligoméricas A.

RESUMEN

Un objeto de la presente divulgacion es obviar o mitigar al menos una desventaja
de los epitopos, anticuerpos y composiciones anteriores y métodos para el diagnostico,
tratamiento y prevencion de la enfermedad de Alzheimer.

En un primer aspecto, la presente divulgacion se basa, en parte, en el sorprendente
descubrimiento de un novedoso epitopo estructural en AP con propiedades ventajosas para la

union selectiva de anticuerpos.
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En una realizacion, esta provisto un péptido ciclico derivado de A, que tiene una
secuencia de aminoacidos de al menos SNK correspondiente a una “region de nudillo” de
acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del AP oligomérico.

En otra realizacidn, se proporciona un péptido antigénico que comprende un
epitopo que tiene una configuracion ciclica limitada, el epitopo que tiene una secuencia de
aminoécidos de al menos SNK correspondiente a una “regién de nudillo” de acceso a
anticuerpos y expuesta a solventes del A oligomérico.

En otra realizacion, se proporciona un péptido antigénico que comprende un
epitopo que tiene una configuracion ciclica restringida, el epitopo que tiene una secuencia de
aminoécidos correspondiente a SEQ ID NO: 1 que corresponde a una “regién de nudillo” de
acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del AP oligomérico.

En un aspecto, el epitopo del péptido antigénico corresponde a los residuos 25 a
29 del AP (1-40) oligomérico o AP (1-42) oligomérico.

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo aislado que se
se une especificamente a un péptido ciclico derivado de AP, el péptido ciclico que
comprende un epitopo conformacional que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos
SNK correspondiente a una “regién de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a
solventes del AP oligomérico.

En otra realizacidn, se proporciona un anticuerpo aislado que se
une especificamente a un péptido ciclico derivado de AP, el péptido ciclico que comprende
un epitopo conformacional que tiene una secuencia de aminodcidos correspondiente a SEQ
ID NO: 1 que corresponde a una “regién de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a
solventes del AP oligomérico.

En un aspecto, el anticuerpo aislado especificamente se une con mayor afinidad
a una forma oligomérica de AP que a una forma no oligomérica de Ap.

En otro aspecto, el anticuerpo aislado es monoclonal.

En otro aspecto, el anticuerpo aislado es humanizado.

En otra realizacion, se proporciona un inmunoconjugado que comprende
un anticuerpo aislado que se une especificamente a un péptido ciclico derivado de AP, el

péptido ciclico que comprende un epitopo conformacional que tiene una secuencia de
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aminoécidos de al menos SNK que corresponde a una “region de nudillo” de acceso a SNK y
expuesta a solventes del AP oligomérico, conjugada con una etiqueta detectable..

En otro aspecto, se proporciona un dcido nucleico que codifica el anticuerpo
aislado.

En otra realizacion, se proporciona una composiciéon que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo aislado que se une especificamente a un péptido
ciclico derivado de AP, el péptido ciclico que comprende un epitopo conformacional que
tiene una secuencia de aminoécidos de al menos SNK correspondiente a una “region de
nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes de AP oligomérico, y un adyuvante
farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, se proporciona una composicion de vacuna anti-oligomérica
que comprende un péptido antigénico que comprende un epitopo que tiene una configuracién
ciclica restringida, el epitopo que tiene una secuencia de aminodcidos de al menos SNK
correspondiente a una “regién de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del
AP oligomérico, y un adyuvante farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, se proporciona un método de tratamiento o prevencion de la
enfermedad de Alzheimer en un paciente en necesidad de dicho tratamiento que comprende
administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz del anticuerpo aislado o inmunconjugado.

En otro aspecto, se proporciona un método de tratamiento o prevencion
de Enfermedad de Alzheimer en un paciente en necesidad de dicho tratamiento que
comprende la administracion de la vacuna.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar la enfermedad de
Alzheimer en un paciente sospechoso de padecer la enfermedad de Alzheimer, que
comprende las pasos de: a) aislar una muestra bioldgica del paciente, b) poner en contacto la
muestra bioldgica con el anticuerpo aislado por un tiempo y bajo condiciones suficientes para
permitir la formacién de complejos antigeno/anticuerpo en la muestra, y c) detectar la
presencia de los complejos antigeno/anticuerpo en la muestra, en donde la presencia de los
complejos indica un diagndstico de la enfermedad de Alzheimer en el paciente.

En otra realizacion, se proporciona un kit que comprende por: el anticuerpo
aislado y un conjugado que comprende un antigeno unido a un compuesto generador de

seflal.
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En un aspecto adicional, el kit comprende uno o mds agentes de deteccidon.

En otra realizacion, se proporciona un articulo de fabricacién que comprende: el
anticuerpo aislado, un conjugado que comprende un antigeno unido a un compuesto
generador de sefial, y las instrucciones de uso en el diagnostico de la enfermedad de
Alzheimer.

En otro aspecto, se proporciona el uso del anticuerpo o inmunoconjugado para el
tratamiento o prevencion de la enfermedad de Alzheimer.

En otro aspecto, se proporciona el uso de la vacuna para el tratamiento o
prevencion de la enfermedad de Alzheimer.

En otra realizacion, se proporcionan anticuerpos aislados que son capaces de
unirse a un péptido ciclico derivado de AP y que tienen una secuencia de aminoédcidos de
SNK correspondiente a una region de nudillo expuesta a solventes del AP oligomérico. En un
aspecto, tales anticuerpos se unen formas oligoméricas de A con mayor afinidad que a
formas no oligoméricas de Ap.

En otra realizacion, se proporciona un método de tratamiento de un sujeto que
tiene o se sospecha que tiene la enfermedad de Alzheimer, el método que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo que es capaz de
unirse a un péptido ciclico derivado de AP que tiene una composicién de aminodcidos que
comprende la secuencia de SNK. En un aspecto, el anticuerpo se une formas oligoméricas de
AP con mayor afinidad que a formas no oligoméricas de Ap.

En otra realizacion, se proporciona un método para prevenir el desarrollo o la
progresion de la AD en un sujeto, el método que comprende administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido antigénico que comprende un epitopo que
tiene una configuracion ciclica restringida que tiene una secuencia de amino 4cidos de SNK
correspondiente a una regién de nudillo del AP oligomérico. En la administracion, el péptido
antigénico produce una respuesta inmune contra A} oligomérico. Los anticuerpos producidos
son capaces de unirse especificamente al AP oligomérico. En ciertas realizaciones, el
anticuerpo se une a formas oligoméricas de AP con mayor afinidad que a formas no

oligoméricas de Ap.
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Otros aspectos y caracteristicas de la presente divulgacion se hardn evidentes para
los expertos en la materia tras la revision de la siguiente descripcion de realizaciones

especificas en relacion con las figuras anexas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES

Las realizaciones de la presente divulgacion se describirdn ahora, a modo de
ejemplo solamente, con referencia a las figuras adjuntas.

La figura. 1 ilustra graficamente los resultados de dispersion de luz dindmica que
muestran las propiedades dindmicas de A monomérico;

La figura. 2 ilustra graficamente los resultados de dispersion de luz dindmica que
muestran las propiedades dindmicas de A oligomérico;

La figura. 3 ilustra graficamente los resultados de dispersion de luz dindmica que
muestran las propiedades dindmicas de AP oligomérico;

La figura. 4 es un modelo tridimensional del péptido ciclado por disulfuro que
comprende el epitopo SNK;

La figura. 5 ilustra graficamente los resultados de Biacore ™ de un ciclo analitico
representativo en bisqueda de uniones de anticuerpos monoclonales anti-SNK a un péptido
conformacional que comprenda SNK.

La figura. 6 ilustra graficamente los resultados de los traslapos de sensorgramas
Biacore ™ que muestra la unién de péptidos lineales o ciclicos conjugados por BSA que
comprenden el epitopo SNK a anticuerpos monoclonales lineales (3F5, 3G2), ciclicos (5E3,
5D8) e intermedios especificos (4D11 4D12,) y la reactividad de estos anticuerpos con
oligémeros AP 1-42 sintéticos;

La figura. 7 ilustra graficamente los resultados de Biacore ™ sensorgrama
superposiciones que muestran la unién de péptidos lineales o ciclicos conjugados por BSA
que comprende el epitopo SNK a anticuerpos monoclonales lineales (3F5, 3G2), ciclicos
(5E3, 5D8) e intermedios especificos (4D11 4D12,), y la reactividad de estos anticuerpos con
los oligémeros sintéticos AP 1-42;

La figura. 8 ilustra graficamente los resultados del anélisis Biacore ™ que
muestra la unién a oligémeros sintéticos AP 1-42 al anticuerpo monoclonal ciclico SE3 a

concentraciones variables;
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La figura. 9 es una traza de citometria de flujo que muestra la comparacién de las
células que se unen al anticuerpo rotulado 6E10 y un control negativo al APP localizado en la
superficie celular;

La figura. 10 es una traza de citometria de flujo que muestra la comparacion de
las células que se unen al anticuerpo 5E3 rotulado y un control negativo al APP localizado en
la superficie celular;

La figura. 11 ilustra graficamente los resultados de un analisis de la toxicidad
neuronal que muestra el grado de supervivencia de las células para las células incubadas con
un control, AP 1-40 monomérico y oligomérico soluble en presencia y en ausencia de
anticuerpo SE3 a diferentes concentraciones;

La figura. 12 ilustra los resultados de un inmunoblot que muestra el tejido
cerebral homogenizado en TBS, fraccionado en geles de Tris-Tricina, y aplicado inmunoblot
con anticuerpo pan-Af 6E10;

La figura. 13 ilustra los resultados de una inmunotransferencia que muestra el
tejido cerebral homogenizado en TBS, fraccionado en geles de Tris-Tricina, y sometido a
inmunoblot con el anticuerpo SE3;

La figura. 14 muestra los resultados de experimentos de dispersion de luz estética
para probar la polimerizacién AP en presencia ("SE3") o ausencia ("C") de anticuerpos SE3,
y La figura. 15 ilustra secuencias de nucleétidos para la cadena pesada y ligera,

ambas lecturas 5 'y 3' de anticuerpo SE3.

DIVULGACION DETALLADA

En general, la presente divulgacion proporciona un novedoso epitopo peptidico
restringido derivado de AP, conocido en la presente como "epitopo novedoso" o "novedoso
epitopo conformacional" y composiciones de anticuerpos relacionadas. Los anticuerpos
capaces de unirse al novedoso epitopo conformacional son ttiles como agentes diagndsticos
y terapéuticos en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. El epitopo peptidico
novedosos restringido derivado de AP es ttil en vacunas para la prevenciéon de AD y otras
demencias relacionadas. Los anticuerpos capaces de unirse al novedoso epitopo
conformacional también son ttiles en el diagndstico, tratamiento y prevenciéon de demencias

relacionadas con Alzheimer.
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Los términos que no se definen en la presente directamente se entenderd que
tienen los significados cominmente asociados con ellos como se entiende en la técnica de la
invencion.

Tal como se utiliza en la presente, el término "anticuerpo aislado" se utiliza en la
presente para referirse a anticuerpos capaces de unirse al novedoso epitopo conformacional,
que son esencialmente puros y libres de material extrafio celular incluyendo otros anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas. Un anticuerpo
aislado que se une especificamente al novedoso epitopo conformacional puede, sin embargo,
tener reactividad cruzada con otros antigenos. Un experto en la materia apreciard facilmente
que las condiciones experimentales pueden ser optimizada para cualquier anticuerpo dado
para maximizar la unién especifica. El término anticuerpo pretende incluir fragmentos del
mismo que también reaccionan especificamente con el novedoso epitopo conformacional de
acuerdo con la invencién. Los anticuerpos pueden ser fragmentados utilizando técnicas
convencionales y los fragmentos seleccionados para la utilidad de la misma manera como se
describi6 anteriormente. Por ejemplo, los fragmentos pueden ser generados por tratamiento
de un anticuerpo con pepsina. El fragmento resultante se puede tratar adicionalmente para
reducir los puentes de disulfuro.

Como se usa en la presente, el término "sujeto" se refiere a un animal, tal como un
ave o un mamifero. Animales especificos incluyen rata, ratén, perro, gato, vaca, oveja,
caballo cerdo, o primate. Un sujeto puede ser un humano, denominado alternativamente
como un paciente. Un sujeto puede ser ademds un animal transgénico. Un sujeto puede ser
ademas un roedor, tal como un raton o una rata.

Tal como se utiliza en la presente, el término "epitopo" se refiere a una regién
dentro de una molécula, que puede ser reconocida por un anticuerpo especifico, o que induce
la formacion de anticuerpos especificos.

Tal como se utiliza en la presente, el término "epitopo conformacional" se refiere
a un epitopo en la secuencia de aminodcidos tiene una determinada estructura tridimensional.
Los anticuerpos que se unen especificamente a un epitopo de conformacion especifica
reconocen la disposicion espacial de los aminoécidos de dicho epitopo de conformacién

especifica.
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Tal como se usa en la presente, el término 'AB' alternativamente se puede
denominar como "beta amiloide", "amiloide B ', o 'AP . Beta amiloide es un péptido de 39-43
aminodcidos que parece ser el principal constituyente de las placas amiloides en el cerebro de
pacientes con enfermedad de Alzheimer. La oligomerizacién de AP se ha demostrado que es
una parte clave de la neurotoxicidad en la enfermedad de Alzheimer, como se describe en
otra parte de esta solicitud.

Tal como se utiliza en la presente, el término "mayor afinidad" en la presente se
refiere al grado de unién del anticuerpo, donde un anticuerpo X se une a un objetivo Y de
manera mds fuerte y con una constante de disociacién menor que al objetivo Z, y en este
contexto el anticuerpo X tiene un mayor afinidad con el objetivo Y que con el objetivo Z.
Igualmente, el término "afinidad menor" en la presente se refiere a un grado de unién del
anticuerpo, donde un anticuerpo X se une a un objetivo Y menos fuertemente y con una
constante de disociacién mayor que con un objetivo Z, y en este contexto el anticuerpo X
tiene una afinidad menor con el objetivo Y que con el objetivo Z.

Tal como se utiliza en la presente, el término " mondémero AP " en la presente se
refiere a la forma lineal aislada del péptido AP (X-Y), preferiblemente, una forma del péptido
AP (X-Y) que no estd implicado esencialmente en interacciones no covalentes con otros
péptidos AP.

Tal como se utiliza en la presente, el término "oligémero AP " se refiere en la
presente a una forma aislada del péptido AP donde el monémero AP precursor no es
agregado de manera covalente en una estructura tridimensional ordenada de menos de
aproximadamente 50 mondmeros.

Tal como se utiliza en la presente, el término "fibrilla A" se refiere en la presente
a una estructura molecular que comprende conjuntos de péptidos AP (X-Y) individuales no
covalentemente asociados que muestran una estructura fibrilar bajo un microscopio
electrénico. La estructura fibrilar es tipicamente una estructura "beta entrecruzada"; no hay
limite superior tedrico sobre el tamafio de los multimeros, y las fibrillas pueden comprender
miles de monémeros.

Tal como se utiliza en la presente, el término "antigeno" se refiere en la presente a
una molécula, tal como una proteina, polipéptido o fragmento del mismo, que contiene uno o

mas epitopos, que estimulan el sistema inmune del huésped para producir una respuesta
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humoral y/o celular antigeno especifica. El término se utiliza indistintamente con el término
"inmundégeno". Los anticuerpos tales como anticuerpos anti-idiotipo, o fragmentos de los
mismos, y mimotopos de péptidos sintéticos, que pueden imitar un antigeno o determinante
antigénico, también se capturan bajo la definicion de antigeno como se utiliza en la presente.
De manera similar, un oligonucleétido o polinucleétido que expresa un antigeno o
determinante antigénico in vivo, tal como en aplicaciones de inmunizacién de ADN, también
se incluye en la definicién de antigeno en la presente.

La nomenclatura utilizada para describir los péptidos de la presente invencién
sigue la practica convencional donde se presenta el grupo amino a la izquierda y el grupo
carboxilo a la derecha de cada residuo aminodcido. En las secuencias que representan
realizaciones especificas seleccionadas de la presente invencidn, los grupos amino-y
carboxilo-terminales, aunque no se muestra especificamente, se entiende que estdn la forma
que asumirian a valores de pH fisioldgicos, a menos que se especifique lo contrario.

En la descripcidn, para fines de explicacién, numerosos detalles se exponen con el
fin de proporcionar una comprension exhaustiva de las realizaciones. Sin embargo, serd
evidente para un experto en la técnica que estos detalles especificos no son necesarios.

La estructura de oligémeros AP a nivel atémico no se ha resuelto de manera
concluyente a nivel atomico debido a las limitaciones de la cristalografia y RMN en solucién
y paradigmas de estado sélido. Los datos bioquimicos, biofisicos € inmunoquimicos sugieren
un modelo fibrilla/oligémero en donde los mondmeros AP estdn empaquetados en estructuras
de cremallera estérica hairpin  amplia (Luhrs 2005;. Sawaya 2007;. Rauk 2009). Los
péptidos AP monoméricos de origen natural experimentan un cambio de conformacién ante
la agregacion involucrando doblamientos y ocurre la formacién de la estructura A}
oligomérica de cremallera estérica. AP (1 - 42) tiene una mayor propension a la agregacion
de hojas-f. La estructura detallada de AP oligomérico es desconocida, sin embargo, las
estructuras de oligémeros A se han caracterizado utilizando una combinacion de simulacion
de dindmica molecular, microscopia de fuerza atomica, y las mediciones de intercambio de
hidrégeno y amida. La estructura del oligomero AP (1-42) y AP (1-40) ha sido analizada
utilizando los métodos indicados anteriormente. La orientacion de las hebras p de los
oligémeros AP se conoce por los expertos en la técnica por incluir un puente de sal

intermolecular entre los residuos D23 y K28. En esta configuracion, el residuo K28 esta
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orientado sustancialmente internamente para formar este puente de sal entre D23 y K28 y
estabilizar el giro del hairpin (Lurs . 2005) y Rauk 2008).

Un examen de las estructuras oligoméricas AP propuestas conocidas en la técnica
se llevo a cabo para identificar las regiones contra las cuales se puede dirigir especificamente
una respuesta inmune, y para las cuales los anticuerpos especificos a oligomeros A pueden
ser desarrollados. La inspeccién de los modelos oligémeros AP ilustrd tres regiones que
tienen residuos potencialmente accesibles por anticuerpos, expuestos a disolventes
disponibles para unién: el extremo N de oligémero AP reconocido por el mAb 6E10
(residuos 4-9) del péptido AP (FRHDSG identificado como SEQ ID NO:. 2), un dominio
hidrofébico polar mixto en el tercio N-terminal del péptido oligomérico AB (LVFFAEDV
identificado como SEQ ID NO 3) reconocido por el mAb 4G8 (residuos 17-24), y un
dominio de giro limitado del péptido oligomérico AP formado por los residuos 25-29
(GSNKG). El descubrimiento del epitopo de dominio de giro restringido que comprende los
residuos SNK 26-28 es conformacionalmente restringido y no estaria presente en A o APP
lineal. Los anticuerpos dirigidos contra este epitopo conformacionalmente restringido no se
esperaria que se unan a A o APP lineal, y serian anticuerpos especificos a oligdmeros Af.

La captura de imdgenes de modelado de la dindmica molecular de un péptido
ciclico unido a disulfuro que comprende los residuos 25-29 (CGSNKGC) se 1llevé a cabo;
cisteinas no nativas se afladieron para el enlace de disulfuro. Esta modelacion revela que la
cadena lateral de la lisina 28 estd orientada externamente tal como se muestra en la Figura 4,
en contraste con la cadena lateral de la lisina internamente orientada 28 citada en la
referencia de Lurs (2005) y Rauk (2008). El sorprendente descubrimiento de la orientacion
hacia el exterior del residuo de lisina 28 es consistente con la alta inmunogenicidad de
este péptido ciclico que comprende los residuos 25-29 (CGSNKGC), el lado de 1a lisina es
expuesto a disolvente, grande y cargado a través de un grupo €-amino. Los anticuerpos
dirigidos a un epitopo de ciclo conformacional que comprende al menos los residuos de SNK
se han mostrado en los siguientes ejemplos para neutralizar eficazmente la toxicidad de
oligémeros AP, véase por ejemplo la Figura 11. El sorprendente descubrimiento de la
orientacion hacia el exterior del residuo de lisina 28 es también coherente con auténticos
oligdmeros AP que presentan también una orientacion similar de cadena lateral de lisina en el

disolvente en una manera accesible a anticuerpos. Los residuos de serina 26, asparagina 27 y
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lisina 28, SNK, localizados en la regién de nudillo de oligémeros AP son todos cargados o
polares, y tienen una mayor inmunogenicidad que aminoacidos pequefios no polares. La
conformacion ciclica de los residuos SNK, ubicados en la regién de nudillo del oligémeros
AP, forman un novedoso epitopo conformacional que es expuesto a disolvente y es
disponible para unién de anticuerpos. Los siguientes ejemplos descritos a continuacion
confirman el descubrimiento de la disponibilidad del epitopo SNK conformacionalmente
restringido de oligdmeros AP para la unién. El descubrimiento de este novedoso epitopo
estructuralmente restringido en la superficie de oligdmeros AP tiene propiedades ventajosas
para la unién de anticuerpos selectivos.

El novedoso epitopo conformacional puede incluir ademads una glicina nativa
situada en cada extremo de la secuencia de epitopos SNK. El novedoso epitopo
conformacional puede incluir ademds residuos de glicina nativa en ambos extremos de la
secuencia de epitopos. En un aspecto, los residuos de glicina nativa tienen poca o ninguna
contribucién a la inmunogenicidad del novedoso epitopo conformacional, sin embargo, los
residuos de glicina pueden aliviar alguna tension estérica inherente en la ciclizacion del
péptido. En las férmulas de estructuras aminoécidas, cada residuo puede ser generalmente
representado por una designacion de una letra o de tres letras, correspondientes al nombre
trivial del aminodcido, de acuerdo con la siguiente Tabla 1.

Tabla 1: Nomenclatura y abreviaturas de los 20 aminoécidos L estdndar comiinmente

encontrados en péptidos de origen natural.

Nombre completo de Abreviatura de tres Abreviatura de una
Aminodcidos letras letra

Alanina Ala La

Cisteina Cys C

Acido aspartico Aspid D

Acido glutdmico Glu E

Fenilalanina Phe F

Glicina Gly G

Histidina Su H

Isoleucina Ile Yo
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Lisina Lys K
Leucina Leu L
Metionina Met M
Asparagina Aspid N
Proline Pro P
Glutamina Gln Q
Arginina Arg R
Serina Ser S
Treonina Thr T
Valina Val \Y
Triptéfano Trp W
Tirosina Tyr T

El epitopo se compone de los residuos fuertemente polares/cargados que son
expuestos a disolventes y restringidos estructuralmente en la superficie de oligémeros Ap. El
epitopo se compone de al menos los residuos 26-28, SNK, en una configuracion ciclica
limitada. En otro aspecto, el epitopo se compone de los residuos 25 a 28, GSNK, en una
configuracion ciclica restringida. En un aspecto adicional, el epitopo se compone del residuo
26-29, SNKG, en una configuracién ciclica limitada. En otro aspecto, el epitopo esta
compuesto de los residuos 25-29, GSNKG (SEQ ID NO: 1) en una configuracién ciclica
limitada.

En un aspecto, la estructura del epitopo novedoso de conformacién especifica
depende de una disposicién espacial relativamente rigida de los residuos de aminoacidos.

En contraste con los epitopos conocidos identificados como SEQ ID NO: 2 y SEQ
ID NO: 3, que se unen a anticuerpos conocidos 6E10 y 4GS, respectivamente, que se
expresan en la superficie expuesta al disolvente de oligdmeros AP y en la superficie de
células que soportan la expresion de la proteina APP precursora (tanto las neuronas como los
monocitos), el novedoso epitopo conformacional que tiene una configuracion ciclica
restringida no esté presente en la superficie molecular de APP limitando asi el
reconocimiento autoinmune de APP. El motivo GSNKG de APP que se encuentra en la

superficie celular de las neuronas y monocitos es en gran parte no estructurado. Los
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anticuerpos especificos de conformacion que se unen al novedoso epitopo conformacional
que tienen una configuracion ciclica restringida tienen poco o ningun reconocimiento del
motivo GSNKG no estructurado en APP de superficie celular como se muestra en los
ejemplos siguientes. Los anticuerpos que reconocen el novedoso epitopo conformacional
muestran poca o ninguna reaccién con A monomérico. En otro aspecto, los anticuerpos que
reconocen el novedoso epitopo conformacional muestran poca o ninguna reaccién con

fibrillas AP, debido a un efecto estérico del epitopo y/o otros aspectos desfavorables.

En otro aspecto de la presente divulgacion se proporcionan anticuerpos al
novedoso epitopo conformacional. El andlisis indica que los anticuerpos que se unen al
novedoso epitopo conformacional que tienen una configuracion ciclica restringida reconocen
la estructura no lineal del epitopo entre las subunidades de la region de los aminodcidos
25-29 de los oligémeros A. La especificidad de los anticuerpos con el novedoso epitopo
conformacional permite que anticuerpos actien de manera especifica sobre la forma
oligomérica de AP y de tal manera, evitar actuar sobre A y APP monoméricos que se
conocen por tener impacto sobre la funcion neuronal e inmune y aumentan la disponibilidad
del anticuerpo para unién cuando el AP monomérico estd presente en cantidades mucho
mayores que AP oligomérico.

Los anticuerpos capaces de unirse al novedoso epitopo conformacional son utiles
como agentes tanto diagndsticos como terapéuticos en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, y en otro aspecto de la presente invencion se proporcionan vacunas para la
prevencion de AD.

Los anticuerpos que se unen especificamente al péptido ciclico, que comprenden
el novedoso epitopo conformacional, derivado a partir de AP como se describe en la presente
incluyen anticuerpos sintetizados a partir del péptido ciclico de disulfuro que comprende el
novedoso epitopo conformacional.

Para utilizar como un agente terapéutico, un anticuerpo que se une
especificamente a un péptido ciclico derivado a partir de AP, donde el péptido ciclico
comprende un epitopo conformacional que tiene una secuencia de aminodcidos de al menos
SNK que corresponde a una regién de nudillo del AP oligomérico, se puede hacer utilizando

métodos estandares bien establecidos de la fabricacion de anticuerpos. Una composicion
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terapéutica comprende un anticuerpo que se une especificamente a un péptido ciclico
derivado a partir de AP, donde el péptido ciclico comprende un epitopo que tiene una
secuencia de aminodcidos de al menos SNK que corresponde a una regiéon de nudillo del AP
oligomérico en combinacién con un adyuvante farmacéuticamente aceptable. Tal agente
terapéutico puede administrarse a un paciente en necesidad de tratar o prevenir la enfermedad
de Alzheimer. En un aspecto, tal agente terapéutico puede retrasar la aparicion de la
enfermedad de Alzheimer.

La expresion "farmacéuticamente aceptable” significa aceptable para su uso en las
técnicas farmacéuticas y veterinarias, es decir, no es inaceptablemente t6xico o de otra
manera inadecuado. Ejemplos de adyuvantes farmacéuticamente aceptables son aquellos que
se utilizan convencionalmente con firmacos basados en péptidos, tales como diluyentes,
excipientes y similares. Se puede hacer referencia a "Remington: The Science and Practice of
Pharmacy "., 21 Ed, Lippincott Williams & Wilkins, 2005, para obtener orientacion sobre las
formulaciones de farmacos en general. La seleccién del adyuvante depende del modo
pretendido de administracién de la composicion. En una realizacién de la invencion, los
compuestos son formulados para ser administrados por infusion o por inyeccion ya sea de
manera subcutdnea, intramuscular o intravenosa, y en consecuencia se utilizan como
soluciones acuosas en forma estéril y libre de pir6genos y opcionalmente tamponados o
hechos isotonicos. Asi, los compuestos pueden administrarse en agua destilada o, mas
deseablemente, en solucidn salina, solucién salina tamponada con fosfato o solucién de
dextrosa al 5%. Las composiciones para administracion oral por medio de tableta, cdpsula o
suspension se preparan usando adyuvantes que incluyen azicares, tales como lactosa,
glucosa y sacarosa; almidones tales como almidon de maiz y almidén de patata; celulosa y
derivados de los mismos, incluyendo carboximetilcelulosa sddica, acetatos de etilcelulosa y
celulosa; tragancanto en polvo ; malta; gelatina; talco; dcidos estedricos; estearato de
magnesio, sulfato de calcio, aceites vegetales, tales como aceite de cacahuete, aceite de
semilla de algoddn, aceite de s€samo, aceite de oliva y aceite de maiz; polioles tales como
propilenglicol, glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; agar, dcidos alginicos, agua,
solucién salina isoténica y soluciones de buffer de fosfato. Agentes humectantes, lubricantes,
tales como lauril sulfato sédico, estabilizadores, agentes de entabletado, antioxidantes,

conservantes, agentes colorantes y agentes aromatizantes también pueden estar presentes.
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Cremas, lociones y ungiientos pueden prepararse para aplicacion topica utilizando una base
apropiada tal como una base de triglicéridos. Tales cremas, lociones y ungiientos también
pueden contener un agente activo de superficie. Formulaciones en aerosol, por ejemplo, para
administracion nasal, también pueden prepararse en las cuales se utilizan co-adyuvantes
propelentes adecuados. Otros co-adyuvantes también pueden agregarse a la composicién
independientemente de cémo se vayan a administrar, por ejemplo, agentes antimicrobianos
pueden agregarse a la composicidn para evitar el crecimiento microbiano durante periodos de
almacenamiento prolongados. Las composiciones terapéuticas tipicamente deben ser estériles
y estables bajo condiciones de fabricacién y almacenamiento.

Para su uso como una vacuna, un péptido antigénico que comprende un epitopo
conformacionalmente restringido que tiene una secuencia de aminodcidos de al menos SNK
correspondiente a una region de nudillo del A oligomérico en combinacién con un
adyuvante farmacéuticamente aceptable, que al administrarse genera anticuerpos que actian
especificamente sobre el AP oligomérico. Estos anticuerpos que se unen especificamente a
un epitopo que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos SNK que corresponde a una
region de nudillo del AP oligomérico. Una vacuna comprende un péptido antigénico que
comprende un epitopo conformacionalmente restringido que tiene una secuencia de
aminoacidos de al menos SNK correspondiente a una regién de nudillo del AB oligomérico
en combinacion con un adyuvante farmacéuticamente aceptable. La vacuna bloquea el
desarrollo de amiloidosis cerebral a través de la neutralizacién del A oligomérico y actia
para prevenir el desarrollo de la AD. Cuando el AP oligomérico es bloqueado, su toxicidad
asociada es bloqueada. Tal toxicidad puede incluir, por ejemplo, disfuncién sindptica y
muerte celular neuronal. En otro aspecto, los anticuerpos generados en la administracion de
una vacuna descrita anteriormente retrasan la propagacion de AP oligomérico, de tal manera
que los anticuerpos retrasan la agregacion de A monomérico en la forma téxica de AP
oligomérico. En un aspecto adicional, los anticuerpos generados en la administracion de una
vacuna descrita anteriormente bloquean la propagacion de A oligomérico, de tal manera los
anticuerpos bloquean la agregacién de AP monomérico a la forma téxica de AP
oligomérico.

Ejemplos de adyuvantes farmacéuticamente aceptables pueden incluir hidréxido de

aluminio, alumbre, Alhydrogel ™ (trihidrato de aluminio) u otras sales que comprenden
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aluminio, virosomas, acidos nucleicos que comprenden motivos CpG, escualeno, aceites,
MF59, QS21, varias saponinas, particulas similares a virus,
monofosforil-lipidoA/dicorinomicolato de trehalosa, agonistas de receptores tipo toll,
copolimeros tales como polioxipropileno y polioxietileno, o similares.

La vacuna puede administrarse a una poblacién de pacientes en riesgo de
desarrollar enfermedad de Alzheimer, por ejemplo, una poblacién de edad avanzada, una
poblacién conocida de individuos en "riesgo" portadores de una mutacién conocida que
promueve AD.

En una realizacién, para el tratamiento con una vacuna, los sujetos se inmunizan
bajo un esquema que puede variar de una vez al dia, a una vez por semana, una vez al mes,
una vez al afio, a una vez cada década. Un régimen tipico incluye una inmunizacion seguida
por inyecciones de refuerzo a 6 intervalos semanalmente. Otro régimen consiste en la
inmunizacién seguida por inyecciones de refuerzo 1, 2 y 12 meses mads tarde.
Alternativamente, las inyecciones de refuerzo pueden variar dependiendo de la respuesta
inmune y la condicion fisiologica del sujeto. Para inmunizacion, la vacuna anti-oligomérica
puede administrarse en una dosis que varia desde 0,0001 microgramos a 10 gramos
aproximadamente, de 0.01 microgramos a 1 gramo aproximadamente, de 1 microgramo a 1
mg aproximadamente y de 100 a 250 microgramos aproximadamente por tratamiento. En una
realizacion, el horario en la administracién del tratamiento se encuentra en uno o mas de los
siguientes: 0 meses, 2 meses, 6 meses, 9 meses, y/o 12 meses. En un régimen, la dosificacion
esa?2, 6,9,y 12 meses después de la primera inmunizacién. En otro régimen, la dosificacién
es a 2 y 4 semanas después de la primera inmunizacién, y después mensualmente. En un
régimen alternativo, la dosificacién varia dependiendo de la condicién fisioldgica del sujeto
y/o la respuesta del sujeto a inmunizaciones previas. La via de administracién opcionalmente
incluye, pero no se limita a, inyecciones intramusculares e intraperitoneales. En una
realizacion, la composicion se inyecta en el muisculo deltoides.

Para el uso como un biorotulador de diagndstico o sensible a tratamiento, una
muestra biolégica adecuada es aislada desde un paciente, la muestra se pone en contacto con
un anticuerpo que une especificamente a un péptido ciclico derivado a partir AB, donde el
péptido ciclico comprende un epitopo que tiene un secuencia de aminoacidos de al menos

SNK correspondiente a una region de nudillo del AP oligomérico durante un periodo de
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tiempo bajo condiciones que son adecuadas para permitir la formacién de complejos de
antigeno/anticuerpo, y la presencia de los complejos es detectada. Cuando se detectan los
complejos existe una indicacion de un diagnosis de AD en el paciente. Una muestra bioldgica
adecuada para este fin incluye tejidos, células y biofluidos incluyendo por ejemplo fluidos
cefalorraquideo (CSF) y sangre.

En uso, los anticuerpos que unen el novedoso epitopo conformacional son de gran
valor diagndstico en la AD. Para ayudar en la identificacion de sujetos que son candidatos
para el tratamiento con las composiciones de anticuerpos o vacunas de la invencion, la
presente invencion proporciona ademds la deteccion de un epitopo mediante métodos de
diagnéstico in vitro o in vivo.

Para detectar la presencia de AP oligomérico en cualquier muestra dada, la
presente invencion proporciona un método de deteccion en el que una muestra sospechosa de
contener AP oligomérico es tratada con un anticuerpo o fragmento de unién que se une
selectivamente al novedoso epitopo conformacional presentado inicamente por el AP
oligomérico relativo a Ap y APP monomérico, y que determina si un complejo antigeno:
anticuerpo se ha formado, la formacién del mismo es indicativa de la presencia en la muestra
de un AP oligomérico. La presencia de los complejos antigeno: anticuerpo indica ademas, un
diagnostico de AD en el paciente.

Cuando se aplica in vitro, el método de deteccién implica el andlisis de una
muestra biolégica de fluido corporal o muestra de tejido u érgano de un sujeto, generalmente
un sujeto del cual se sospecha tiene la AD. Una muestra de tejido u érgano, tal como la
obtenida a partir de un tejido u 6rgano sélido o semi-sélido, puede digerirse, extraerse o de
otra manera convertirse en una forma liquida. Una muestra o muestras biolégicas pueden
tomarse de un sujeto en cualquier momento adecuado, incluyendo antes de que el sujeto este
diagnosticado con AD, o se sospeche que tiene AD o una demencia relacionada, durante un
régimen terapéutico para el tratamiento o alivio de los sintomas de dicha enfermedad o
trastorno, después de la muerte del sujeto (independientemente de la causa, o causa
sospechada). Alternativamente, una muestra biolégica puede incluir fluido o tejido corporal
donado, tal como sangre, plasma o plaquetas cuando esté al cuidado de una organizacién o

institucién de suministro de sangre centralizado.
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La presencia de AP oligomérico en la muestra se confirma si el anticuerpo forma
un complejo de antigeno: anticuerpo detectable. La formacién de tal complejo puede
determinarse utilizando una amplia variedad de protocolos que incluyen ELISA, RIA,
citometria de flujo, Western blots, inmunohistoquimica y similares. Para revelar el complejo
y por lo tanto la presencia del novedoso epitopo conformacional en la muestra, el anticuerpo
de manera deseable se proporciona como un anticuerpo etiquetado por conjugacién o
acoplamiento a un agente que es detectable visualmente o con la ayuda de instrumentacion.
El agente, o etiqueta, es capaz de producir, ya sea directa o indirectamente, una sefial
detectable. Por ejemplo, la etiqueta puede ser radio-opaca o un radioisétopo, tal como sup
3H,.sup.14C, .sup.32P, .sup.35S, .sup.1231, .sup.125I, .sup.131I; un compuesto fluorescente
(fluoréforo) o quimioluminiscente (croméforo), tal como isotiocianato de fluoresceina,
rodamina o luciferina;. una enzima, tal como fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o
peroxidasa de rdbano picante; un agente formador de imagen, o un ion de metal.
Alternativamente, el novedoso epitopo conformacional puede revelarse utilizando un reactivo
secundario etiquetado que se une al anticuerpo epitopo, tal como un anticuerpo etiquetado
que fija el anticuerpo de epitopo, para revelar la presencia del epitopo indirectamente. La
presencia de un complejo anticuerpo:antigeno puede detectarse por medios indirectos que no
requieren que los dos agentes estén en la solucién. Por ejemplo, el complejo es
indirectamente detectable utilizando citometria de flujo, donde el anticuerpo se fija a, y
forma un complejo anticuerpo: antigeno con, el epitopo presentado sobre la superficie de una
célula intacta. También se apreciara que el complejo antigeno: anticuerpo también puede
identificarse por métodos basados en no anticuerpos, que incluyen aquellos que ordenan
proteinas con base en tamaiio, carga y movilidad, tales como electroforesis, cromatografia,
espectroscopia de masas y similares.

En una realizacion relacionada, los anticuerpos etiquetados de la invencion, o
forma etiquetada de un fragmento de unién del mismo, pueden utilizarse in vivo para crear
una imagen de la presencia del AP oligomérico al que se une el anticuerpo. Para este fin, la
presente invencion proporciona un anticuerpo o fragmento en una forma acoplada a un
agente util para la creacion de imagenes in vivo, tales como isétopos de tecnecio, gadolinio, y

similares.
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En otro aspecto, se proporciona un articulo de fabricacién (también conocido
como un paquete comercial), que comprende material de empaque y una composicién
farmacéutica. La composicién comprende un adyuvante farmacéuticamente aceptable y una
cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo conformacionalmente sensible que se
une especificamente a un péptido ciclico derivado a partir de AP, donde el péptido ciclico
comprende un epitopo que tiene una secuencia de aminodcidos de al menos SNK
correspondiente a una region de nudillo del A oligomérico. El material de empaque puede
etiquetarse para indicar que la composicién es ttil para tratar la enfermedad de Alzheimer. El
material de empacado puede ser cualquier material adecuado utilizado generalmente para
empaquetar agentes farmacéuticos que incluye, por ejemplo, vidrio, plastico, papel aluminio
y cartén.

En otro aspecto, se proporciona un articulo de fabricacion, que comprende
material de envasado y una composicioén farmacéutica. La composicion que comprende un
péptido que comprende un epitopo conformacionalmente restringido que tiene una secuencia
de aminoécidos de al menos SNK correspondiente a una regién de nudillo del AP
oligomérico en combinacién con un adyuvante farmacéuticamente aceptable, como se
describe en la presente. La composicion puede incluir un excipiente fisiologicamente o
farmacéuticamente aceptable, y el material de empaque puede incluir una etiqueta que indica
los ingredientes activos de la composicion (por ejemplo, el péptido). La etiqueta puede
incluir ademads un uso previsto de la composicién, por ejemplo como un reactivo terapéutico
o profilactico, 0 como una composicion para inducir una respuesta inmune en un sujeto con
el propdsito de producir antisueros o anticuerpos especificos a AP oligomérico, para
utilizarse con kits segtin lo establecido en la presente.

En una realizacion adicional, se proporciona un kit que comprende una
composicién que comprende un péptido como se describe en la presente, junto con las
instrucciones para el uso del compuesto o composicion para la produccion o tamizaje de
anticuerpos conformacionalmente sensibles para la identificacién de A oligomérico. El kit
puede ser util para la produccién y/o identificacion de anticuerpos especificos AP
oligoméricos o antisueros, y las instrucciones pueden incluir, por ejemplo, concentraciones
de dosis, intervalos de dosis, métodos de administracion preferidos, métodos para pruebas o

tamizajes inmunoldgicos, o similares.
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En otra realizacion, se proporciona un kit para la preparacion de un medicamento,
que comprende una composicion que comprende uno o mas péptidos como se describen en la
presente, junto con las instrucciones para su uso. Las instrucciones pueden comprender una
serie de pasos para la preparacion del medicamento, el medicamento es util para inducir una
respuesta inmune terapéutica o profilactica en un sujeto al que se administra. El kit puede
comprender ademas instrucciones de uso del medicamento en el tratamiento, para el
tratamiento, prevencion o mejora de uno o mas sintomas de AD o demencias relacionadas, e
incluyen, por ejemplo, concentraciones de dosis, intervalos de dosis, métodos preferidos de
administracion o similares.

En otra realizacidn, se proporciona un kit para diagnosticar AD o demencias
relacionadas. El kit comprende uno o mds anticuerpos conformacionalmente sensibles y
anticuerpos selectivos o antisueros como se describen en la presente, junto con instrucciones
para su uso. El anticuerpo puede ademads acoplarse a un reactivo de deteccion. Ejemplos de
reactivos de deteccion incluyen los anticuerpos secundarios, tales como un anticuerpo
anti-raton, un anticuerpo anti-conejo o similares. Tales anticuerpos secundarios pueden estar
acoplados con una enzima que, cuando se proporciona con un sustrato adecuado, proporciona
una reaccion colorimétrica o quimioluminiscente detectable. El kit puede comprender
ademads reactivos para realizar la reacciéon de deteccion, incluyendo enzimas tales como
proteinasa K, buffers de boqueo, buffers de homogeneizacion, buffers de extraccion, buffers
de dilucién o similares.

En otra realizacion, se proporciona un kit para detectar la presencia de A
oligémerico en una muestra bioldgica. El kit comprende uno o mds anticuerpos
conformacionalmente sensibles o antisueros que unen especificamente al A} oligomérico,
junto con las instrucciones para su uso. El anticuerpo puede ademads acoplarse con un
reactivo de deteccion. Ejemplos de reactivos de deteccién incluyen anticuerpos secundarios,
tales como un anticuerpo anti-raton, un anticuerpo anti-conejo o similares. Tales anticuerpos
secundarios pueden estar acoplados con una enzima que, cuando se proporciona con un
sustrato adecuado, proporciona una reaccion colorimétrica o quimioluminiscente detectable.
El kit puede comprender ademads reactivos para la realizacion de la reaccion de deteccion,
incluyendo enzimas tales como la proteinasa K, buffers de bloqueo, buffers de

homogeneizacion, buffers de extraccion, buffers de dilucion o similares.
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Pueden utilizarse métodos convencionales para preparar los anticuerpos
conformacionalmente sensibles que incluyen antisueros policlonales o anticuerpos
monoclonales. Para producir anticuerpos policlonales, un mamifero (por ejemplo, un ratén,
hamster o conejo) puede ser inmunizado con una forma inmunogénica del novedoso epitopo
conformacional que provoca una respuesta de anticuerpos en el mamifero. Por ejemplo, un
péptido ciclado ligado a disulfuro que comprende la secuencia de novedoso epitopo
conformacional puede estar limitado en una conformacién de bucle utilizando un enlace de
disulfuro entre cisteinas en los extremos N-y C de este péptido. El péptido ciclado ligado a
disulfuro- se puede sintetizar usando técnicas convencionales e introduciéndolo en un
mamifero.

Las técnicas para conferir inmunogenicidad en un péptido son bien conocidas en
la técnica e incluyen, por ejemplo, conjugacién con vehiculos. El péptido puede ser
administrado en la presencia del adyuvante. El progreso de la inmunizacién puede
monitorearse por la deteccion de titulos de anticuerpos en plasma o suero. ELISA estandar u
otros procedimientos de inmunoandlisis pueden utilizarse con el inmundgeno como antigeno
para evaluar los niveles de anticuerpos. Después de la inmunizacidn, se pueden obtener
antisueros y, si se desea, anticuerpos policlonales aislados a partir de suero.

Para producir anticuerpos monoclonales, células productoras de anticuerpos
(linfocitos B) se obtienen a partir de un animal inmunizado y se fusionan con células de
mieloma mediante procedimientos de fusion celular somaticos estandar para formar células
de hibridoma inmortales. Tales técnicas son bien conocidas en la técnica, (por ejemplo, la
técnica de hibridoma desarrollada originalmente por Kohler y Milstein (Nature 256, 495-497
(1975)), asi como otras técnicas tales como la técnica de hibridoma de células B humanas
(Kozbor, Immunol. Today 4, 72 (1983)), la técnica de hibridoma EBV para producir
anticuerpos monoclonales humanos (Cole, Monoclonal Antibodies in Cancer Therapy (1985)
Allen R. Bliss, Inc., pdginas 77-96), y el tamizaje de bibliotecas de anticuerpos
combinatoriales (Huse, Science 246, 1275 (1989)). Las células de hibridoma pueden
seleccionarse inmunoquimicamente para la produccién de anticuerpos especificamente
reactivos con un novedoso epitopo conformacional y los anticuerpos monoclonales pueden

ser aislados.
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Un anticuerpo tipico se compone de dos "cadenas pesadas" de inmunoglobulina
(Ig) y dos "cadenas ligeras" de Ig y se puede considerar como adoptando una configuracién
de forma de Y general. Existen varios tipos de cadena pesada que definen la clase o isotipo
de un anticuerpo. Existen cinco tipos de cadena pesada de inmunoglobulina de mamifero: v,
J, a, W, y €,y éstos definen clases de inmunoglobulinas: IgG, IgD, IgA, IgM e IgE,
respectivamente. Existen dos tipos de cadena ligera en mamiferos: cadena kappa (x), y
cadena lambda (A).

Cada cadena pesada tiene dos regiones: una region constante, que es la misma
para todas las inmunoglobulinas de la misma clase, pero difiere entre clases (las cadenas
pesadas y, oy 0 tienen una regién constante compuesta por tres dominios de
inmunoglobulina en tindem (CH1, CH2, CH3), pero también tiene una region de bisagra
para una mayor flexibilidad; las cadenas pesadas |l y € tienen una regién constante
compuesta por cuatro dominios), y una region variable (VH ) que difiere entre células B
diferentes, pero es la misma para todas las inmunoglobulinas producidas por la misma célula
B o clon de células B. El dominio variable de cualquier cadena pesada se compone de un
dominio de inmunoglobulina tnico. Estos dominios son de 110 aminoacidos de longitud
aproximadamente.

Cada cadena ligera estd compuesta por dos dominios de inmunoglobulina tindem:
un dominio constante (CL), y un dominio variable (VL) que es importante para la unién de
antigenos.

Algunas partes de un anticuerpo tienen funciones tnicas. Los brazos de la "Y",
por ejemplo, contienen los sitios que pueden unir dos antigenos (en general idénticos) y, por
tanto, reconocer objetos extrafios especificos. Esta region del anticuerpo se denomina region
"Fab" (unién de fragmentos, antigenos). Estd compuesta por un dominio constante y un
dominio variable desde cada cadena pesada y ligera del anticuerpo. El "paratopo" se forma en
el extremo amino terminal del mondémero de anticuerpo por los dominios variables de las
cadenas pesadas y ligeras. El dominio variable también se conoce como la regiéon FV y es la
regiéon mds importante para la unién a antigenos. Mds especificamente, bucles variables de
hebras f3, tres cada uno en las cadenas ligeras (VL) y pesadas (VH) son responsables de la
unién al antigeno. Estos bucles se conocen como las regiones determinantes de

complementariedad ("CDRs").

24



10

15

20

25

30

Las regiones determinantes de complementariedad ("CDRs") son regiones dentro
de anticuerpos donde estas proteinas complementan una forma de antigeno. Asi, las CDRs
determinan la afinidad y especificidad de la proteina con antigenos especificos. Las CDRs
son la parte més variable de la molécula, y contribuyen a la diversidad de estas moléculas,
permitiendo que el anticuerpo reconozca un vasto repertorio de antigenos.

En la secuencia de aminodcidos de un dominio variable de un receptor de
antigenos existen tres CDRs (CDR1, CDR2 y CDR3), dispuestas no consecutivamente. Dado
que los receptores de antigenos se componen tipicamente de dos dominios variables (en dos
cadenas de polipeptidicas diferentes, cadena pesada y ligera), existen seis CDRs para cada
receptor de antigenos que colectivamente pueden entrar en contacto con el antigeno. Una
molécula de anticuerpo unico tiene dos receptores de antigenos, por lo tanto, contiene doce
CDRs.

La base general de la forma "Y" de un anticuerpo desempefia un papel en la
modulacion de la actividad celular inmune. Esta region es llamada la region Fc (fragmento,
cristalizable), y se compone por dos cadenas pesadas que contribuyen dos o tres dominios
constantes que dependen de la clase del anticuerpo. La region Fc asegura de que cada
anticuerpo genere una respuesta inmune apropiada para un antigeno dado, mediante la unién
a una clase especifica de receptores Fc, y otras moléculas inmunes, tales como proteinas de
complemento. Al hacer esto, media diferentes efectos fisioldgicos, incluyendo el
reconocimiento de particulas opsonizadas, lisis de células, o desgranulacién de mastocitos,
basoéfilos o eosinofilos.

Existen varias maneras para designar las CDRs en una secuencia de aminodcidos.
La definicion de "Kabat" se basa en la variabilidad de secuencia y se utiliza con mayor
frecuencia. La definicién de "Chothia" se basa en la ubicacién de las regiones de bucle
estructurales. La definiciéon de "AbM" es un compromiso entre los dos utilizados por el
software de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular. La definicién de
"contacto” se basa en un andlisis de estructuras cristalinas complejas disponibles.

Un experto en la materia podria identificar facilmente las CDRs en cualquier
secuencia dada que comprenda las CDRs, utilizando patrones conocidos y métodos de
alineacion de secuencias. En otro aspecto, modelacion u otros métodos conocidos por el

experto en la materia también pueden ser utilizados para la identificacién de CDRs. Existen
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pautas bien conocidas, por ejemplo las establecidas en la siguiente pagina web

(http://www.bioinf.org.uk/abs/), en la técnica para ayudar a la persona experta en la

identificacion de las CDRs en una secuencia de anticuerpos.

Las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo 5E3 se secuenciaron. La secuencia
de cadena pesada y la secuencia de cadena ligera corresponden a las secuencias identificadas
en la Figura 15. Un experto en la materia apreciard que las porciones de la secuencia anterior
que son determinantes de la unién de antigenos podrian ser transferidas a otro marco de
anticuerpos, por ejemplo, para generar un anticuerpo "quimérico" o "humanizado".

Un experto en la materia podria facilmente alinear las lecturas de secuencia 5 'y 3'
ilustradas en la Figura 15 para generar una secuencia de consenso (por ejemplo, utilizando
paquetes de software disponibles, tales como GCG o Sequencher), y podria examinar las
trazas de secuencia cuando sea necesario para resolver discrepancias. Cualquier
discrepancia restante podria resolverse mediante un re-secuenciamiento. Las discrepancias,
por ejemplo, un codén de parada intermedia ubicado en una secuencia de nucleétidos sera
conocido por un experto en la técnica como un error nucleétido obvio. Se conoce muy bien
en el arte que cuando secuencias aminoacidas o nucledtidas que secuencian errores, éstas
pueden ocurrir cuando un método de secuenciamiento nombra una o mas bases de manera
incorrecta conllevando a una lectura imprecisa.. Debido a los caprichos de la biologia
molecular, métodos de secuenciacion de ADN no basados en laboratorios son perfectamente
precisos, se sabe que todos nombren equivocadamente las bases de manera ocasional en las
madquinas. Tales errores se hacen evidentes cuando la lectura de secuencias se alinea contra
otras lecturas o contra una referencia.

Los anticuerpos "quiméricos" también se contemplan dentro del alcance de la
invencion. Los anticuerpos quiméricos pueden comprender secuencias a partir de dos
anticuerpos diferentes. Pueden comprender las secuencias a partir de anticuerpos desde dos
especies diferentes. Moléculas de anticuerpos quiméricos pueden incluir, por ejemplo, el
dominio de unién de antigenos a partir de un anticuerpo de ratdn, rata, u otra especies con
una region de péptido constante humana. Métodos convencionales se pueden utilizar para
producir anticuerpos quiméricos que contienen la regién variable de inmunoglobulina que
reconoce el novedoso epitopo conformacional de la invencién (véase, por ejemplo, Morrison,

Proc Natl Acad Sci EE.UU. 81,6851 (1985); Takeda, Nature 314, 452 (1985), Cabilly,
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Patente EE.UU. No. 4.816.567; Boss, Patente EE.UU. No. 4.816.397;Tanaguchi, publicacién
de patente europea EP171496;. Publicacién de Patente Europea 0173494 , patente del Reino
Unido GB 2177096B).

Los "anticuerpos humanizados" comprenden secuencias de anticuerpos a partir de
especies no humanas cuyas secuencias de proteinas han sido modificadas para aumentar su
similitud con las variantes de anticuerpos producidas de forma natural en los seres humanos.
Estos pueden ser considerados como un subconjunto especifico de anticuerpos quiméricos,
en algunos casos. Sin embargo, la "humanizacién" es generalmente vista como algo distinto
de la creacién de una simple quimera. Habiendo dicho esto, el proceso de humanizacién
puede incluir la creacidén de una quimera de ratén-humano en una etapa inicial (por ejemplo,
un Fab murino puede ser empalmado a un Fc humano). A partir de esto la quimera puede ser
humanizada adicionalmente por la alteracion selectiva de la secuencia de aminodcidos en la
porcién Fab de la molécula. El proceso suele ser "selectivo" para conservar la especificidad
para la cual se desarroll6 el anticuerpo originalmente. Por ejemplo, aparte de los segmentos
de CDR, las porciones de la secuencia de Fab que se difieren a partir de aquellos en humanos
pueden mutarse mediante el intercambio de aminodcidos apropiados individuales. Esto se
realiza al nivel de ADN usando mutagénesis. Es posible producir un anticuerpo humanizado
sin crear un intermedio quimérico. La creacidn "directa" de un anticuerpo humanizado se
puede lograr mediante la insercidn de los segmentos de codificaciéon de CDR adecuados
(responsable de las propiedades de unién deseadas) en un "andamio" de anticuerpos
humanos. Como se discutié anteriormente, esto se logra a través de métodos de ADN
recombinante utilizando un vector apropiado y expresion en células mamiferas. Esto es,
después de que un anticuerpo se desarrolla en un ratén (por ejemplo) que presente las
propiedades deseadas, el ADN que codifica el anticuerpo puede ser aislado, clonado en un
vector y secuenciado. La secuencia de ADN correspondiente a las CDRs de anticuerpos, se
pueden determinar. Una vez que se conozca la secuencia precisa de las CDRs deseadas, una
estrategia puede ser concebida para la insercion de estas secuencias apropiadamente en un
constructo que contiene el ADN para una variante de anticuerpos humana. La estrategia
también puede emplear la sintesis de fragmentos de ADN lineales con base en la lectura de
secuencias de CDRs. Bibliotecas de diversidad pueden generarse usando cebadores

oligonucledtidos que contienen diversidad sintética. El grupo resultante de clones puede
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clasificarse adicionalmente para identificar clones de anticuerpos humanizados optimizados
usando métodos conocidos.

En algunas realizaciones, los anticuerpos quiméricos o monoclonales
especificamente reactivos con el novedoso epitopo conformacional de la invencién como se
describen en la presente pueden ser humanizados adicionalmente mediante la produccién de
quimeras de la region constante humana, en las que las partes de las regiones variables,
particularmente las regiones variables conservadas del dominio de union de antigenos, son de
origen humano y sélo las regiones hipervariables son de origen no humano. Tales moléculas
de inmunoglobulina pueden realizarse mediante técnicas conocidas en la técnica, (por
ejemplo, Teng, Proc Natl Acad Sci EE.UU., 80, 7308 a 7312 (1983); Kozbor, Inmunology
Today, 4, 7279 (1983); Olsson, Meth Enzymol, 92, 3-16 (1982)), y publicacién PCT
W092/06193 o EP 0239400) Los anticuerpos humanizados también pueden ser producidos
comercialmente (Scotgen Limited, 2 Holly Road, Twickenham, Middlesex, Gran. Bretaiia).

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo quimérico o humanizado que
comprende las secuencias de cadenas pesadas y/o ligeras de SE3, o una porcion o porciones
de las mismas. Las porciones pueden ser los determinantes de la unién de antigenos. En
algunas realizaciones, los determinantes pueden comprender las secuencias de CDR de SE3.
Tales anticuerpos fijan el mismo epitopo que SE3. También pueden fijar un epitopo que al
menos superpone parcialmente aquel fijado por SE3.

En algunas realizaciones, el anticuerpo quimérico o humanizado puede
comprender secuencias CDR sustancialmente idénticas a las secuencias CDR de 5E3. En
algunas realizaciones, el anticuerpo puede tener cambios de secuencia conservadores en
comparacion con las secuencias de SE3.

Entre los aminodcidos comunes una "sustitucion aminodcida conservadora" es
ejemplificada por una sustitucién entre aminoacidos dentro de cada uno de los siguientes
grupos: (1) glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina, (2) fenilalanina, tirosina , y
triptéfano, (3) serina y treonina, (4) aspartato y glutamato, (5) glutamina y asparagina, y (6)
lisina, arginina e histidina.

La tabla BLOSUMG62, la cual es bien conocida en la técnica, es una matriz de
sustitucién de aminodcidos derivada a partir de 2.000 alineaciones multiples locales

aproximadamente de segmentos de secuencias de proteinas, que representan regiones
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altamente conservadas de méas de 500 grupos de proteinas relacionadas (Henikoff y Henikoff
, Proc. Nat'lAcad. Sci. EE.UU. 89:10915 (1992)). Por consiguiente, las frecuencias de
sustitucién de BLOSUMG62 pueden utilizarse para definir las sustituciones aminodcidas
conservadoras que pueden introducirse en las secuencias de aminoécidos de la presente
invencion. Aunque es posible disefar sustituciones de aminodcidos basadas inicamente en
propiedades quimicas (como se analizé anteriormente), la expresion "sustitucién aminodcida
conservadora " se refiere preferiblemente a una sustitucion representada por un valor
BLOSUMS62 mayor que -1. Por ejemplo, una sustitucion aminoécida es conservadora si la
sustitucidn se caracteriza por un valor BLOSUM®62 de 0, 1, 2, o 3. De acuerdo con este
sistema, las sustituciones aminodcidas conservadoras preferidas se caracterizan por un valor
BLOSUMBS62 de al menos 1 (por ejemplo, 1, 2 o 3), mientras que sustituciones aminodcidas
conservadoras mds preferidas se caracterizan por un valor BLOSUMS62 de al menos 2 (por
ejemplo, 2 o 3).

En algunas realizaciones, el anticuerpo puede comprender secuencias de CDR que
son al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85% o al menos 90% idénticas a
las secuencias de CDR de SE3. También pueden ser al menos 91%, al menos 92%, al menos
93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, al menos
99% o més de un 99% idénticas a las secuencias de CDR de 5E3.

Técnicas de clonacion molecular y ADN recombinante estdndar utilizadas en la
elaboracidn de anticuerpos son bien conocidas en la técnica y se describen mas
detalladamente en Sambrook, J., Fritsch, EF y Maniatis, T., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, 1989 (en lo
sucesivo "Sambrook").

El término "recombinante” se refiere a una combinacién artificial de dos
segmentos separados de secuencia, por ejemplo, mediante sintesis quimica o mediante la
manipulacién de segmentos aislados de dcidos nucleicos mediante técnicas de ingenieria
genética.

La dosificacion de las composiciones o compuestos de algunas realizaciones de la
invencion puede variar dependiendo de la via de administracion (oral, inhalacion,

intravenosa, o similares) y la forma en que se administre la composicién o compuesto
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(solucion, liberacién controlada o similares). La determinacion de las dosificaciones
apropiadas estd dentro de la capacidad de un experto en la técnica.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifiingicos,
agentes isotonicos y retardantes de la absorcidn, y similares que sean fisiologicamente
compatibles. Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen uno o mas de
agua, solucion salina, solucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y
similares, asi como combinaciones de los mismos. En muchos casos, serd preferible incluir
agentes isotonicos, por ejemplo, azicares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o
cloruro de sodio en la composicién. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden
comprender ademads cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsionantes, conservantes o buffers, que aumenten la vida util o eficacia del
anticuerpo o porcion de anticuerpo.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden incluir una "cantidad
efectiva”, "cantidad terapéuticamente efectiva" o una "cantidad profilacticamente efectiva"
de un anticuerpo o porcion de anticuerpo de la invencién. Una "cantidad terapéuticamente
efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, a dosificaciones y durante periodos de tiempo
necesarios, para lograr el resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente
efectiva del anticuerpo o porcion de anticuerpo puede ser determinada por una persona
experta en la técnica y puede variar de acuerdo con factores tales como el estado de la
enfermedad, edad, sexo, y peso del individuo, y la capacidad del anticuerpo o porcién de
anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
terapéuticamente efectiva es también una en la que cualquier efecto toxico o perjudicial del
anticuerpo o porcién de anticuerpo es sobrepasado por los efectos terapéuticamente
beneficiosos. Una "cantidad profiladcticamente efectiva" se refiere a una cantidad efectiva, a
dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico
deseado. Tipicamente, puesto que una dosis profil4ctica se usa en sujetos antes de o en una
fase anterior de la enfermedad, la cantidad profildcticamente efectiva serd menor que la
cantidad terapéuticamente efectiva. La cantidad efectiva puede ser calculada sobre una base
de masa/masa (por ejemplo, microgramos o miligramos por kilogramo de sujeto), o puede ser

calculada sobre una base de masa/volumen (por ejemplo, concentracién, microgramos o
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miligramos por mililitro). Utilizando una unidad de masa/volumen, un anticuerpo puede
presentarse en una cantidad desde 0,1 pg/ml a 20 mg/ml aproximadamente, o cualquier
cantidad intermedia, por ejemplo 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80,
90, 100, 120, 140, 160 180, 200, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 5000, 10000, 20000
ug/ml, o cualquier cantidad intermedia, o desde 1 pg/ml a 2000 pg/ml aproximadamente, o
cualquier cantidad intermedia, por ejemplo 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0,
40.0, 50.0 60.0, 70.0, 80.0, 90.0, 100, 120, 140, 160 180, 200, 250, 500, 750, 1000, 1500,
2000, pug/ml o cualquier cantidad intermedia, o desde 10ug/ml aproximadamente a 1000ug/ml
aproximadamente o cualquier cantidad intermedia, por ejemplo 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0,
35.0, 40.0, 50.0 60.0, 70.0, 80.0, 90.0, 100, 120, 140, 160 180, 200, 250, 500, 750, 1000
ug/ml, o cualquier cantidad intermedia, o desde 30ug/ml a 1000ug/ml aproximadamente o
cualquier cantidad intermedia, por ejemplo, 30.0, 35.0, 40.0, 50.0 60.0, 70.0, 80.0, 90.0, 100,
120, 140, 160 180, 200, 250, 500, 750, 1000 pg/ml.

Las cantidades y/o concentraciones pueden ser calculadas sobre una base de
masa/masa (por ejemplo, microgramos o miligramos por kilogramo del sujeto), o puede ser
calculada sobre una base de masa/volumen (por ejemplo, concentracién, microgramos o
miligramos por mililitro). Utilizando una unidad de masa/volumen, un anticuerpo o péptido
puede presentarse en una cantidad desde 0,1 ug/ml a 20 mg/ml aproximadamente, o
cualquier cantidad intermedia, por ejemplo 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60,
70, 80, 90, 100, 120, 140, 160 180, 200, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 5000, 10000,
20000 ug/ml, o cualquier cantidad intermedia, o desde 1 pug/ml a 2000 ug/ml
aproximadamente, o cualquier cantidad intermedia, por ejemplo 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 15.0,
20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0, 50.0 60.0, 70.0, 80.0, 90.0, 100, 120, 140, 160 180, 200, 250,
500, 750, 1000, 1500, 2000, ug/ml o cualquier cantidad intermedia, o desde 10pg/ml a
1000pg/ml aproximadamente o cualquier cantidad intermedia, por ejemplo, 10.0, 15.0, 20.0,
25.0, 30.0, 35.0, 40.0, 50.0 60.0, 70.0, 80.0, 90.0, 100, 120, 140, 160 180, 200, 250, 500, 750,
1000 pg/ml, o cualquier cantidad intermedia, o desde 30pg/ml a 1000ug/ml
aproximadamente o cualquier cantidad intermedia, por ejemplo, 30.0, 35.0, 40.0, 50.0 60.0,

70.0, 80.0, 90.0, 100, 120, 140, 160 180, 200, 250, 500, 750, 1000 pg/ml.
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Los anticuerpos de la invencién pueden incorporarse en una composicion
farmacéutica adecuada para, por ejemplo, administracion parenteral. Preferiblemente, el
anticuerpo se preparard como una solucion inyectable que contiene una cantidad efectiva de
anticuerpo. La solucién inyectable puede estar compuesta por una forma de dosificacion
liquida o liofilizada en un frasco de vidrio flint o &mbar, en una ampolleta o jeringa
pre-llenada. Cualquier buffer adecuado puede usarse en la preparacién de las composiciones
farmacéuticas. Ejemplos de tales buffers incluyen pero no se limitan a, succinato de sodio,
citrato de sodio, fosfato de sodio o fosfato de potasio. Pueden incluirse crioprotectores y
agentes de volumen para una forma de dosificacion liofilizada. Pueden usarse estabilizadores
en formas de dosificaciones tanto liquidas como liofilizadas.

Las composiciones segun varias realizaciones de la invencién, incluyendo
composiciones terapéuticas, se pueden administrar como una dosis que comprende una
cantidad efectiva de un anticuerpo o péptido. La dosis puede comprender de 0,1 ug/kg a
20mg/kg aproximadamente (con base en la masa del sujeto), por ejemplo 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160 180, 200, 250, 500, 750, 1000,
1500, 2000, 5000, 10000, 20000 ug/kg, o cualquier cantidad intermedia, o desde 1 pg/kg
aproximadamente a 2000ug/kg aproximadamente o cualquier cantidad intermedia, por
ejemplo 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0, 50.0 60.0, 70.0, 80.0, 90.0, 100,
120, 140, 160 180, 200, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 ug/kg, o cualquier cantidad
intermedia, o desde 10png/kg a 1000ug/kg aproximadamente o cualquier cantidad intermedia,
por ejemplo 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0, 50.0 60.0, 70.0, 80.0, 90.0, 100, 120,
140, 160 180, 200, 250, 500, 750, 1000 ug/kg, o cualquier cantidad intermedia, o desde
30ug/kg aproximadamente a 1000ug/kg aproximadamente o cualquier cantidad intermedia,
por ejemplo, 30.0, 35.0, 40.0, 50.0 60.0, 70.0, 80.0, 90.0, 100, 120, 140, 160 180, 200, 250,
500, 750, 1000 pg/kg.

Un experto en la técnica serd capaz facilmente de interconvertir las unidades
como sea necesario, dada la masa del sujeto, la concentracién de la composicion
farmacéutica, los componentes individuales o combinaciones de los mismos, o el volumen de
la composicién farmacéutica, componentes individuales o combinaciones de los mismos, en

un formato adecuado para la aplicacion deseada.
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Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidén pueden estar en una
variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosificacion liquidas, semisdlidas
y solidas, tales como soluciones liquidas (por ejemplo, soluciones inyectables e infusibles),
dispersiones o suspensiones, comprimidos, pildoras, polvos, liposomas y supositorios. La
forma preferida depende del modo pretendido de la administracion y aplicacion terapéutica.
Las composiciones tipicas preferidas estdn en forma de soluciones inyectables o de infusion,
tales como composiciones similares a las usadas para inmunizacién pasiva de humanos con
otros anticuerpos. El modo preferido de administracion es parenteral (por ejemplo,
intravenosa, subcutdnea, intraperitoneal, intramuscular). En una realizacion preferida, el
anticuerpo se administra mediante infusion o inyeccién intravenosa. En otra realizacion
preferida, el anticuerpo se administra mediante inyeccion intramuscular o subcutanea.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden administrar mediante una
variedad de métodos conocidos en la técnica, aunque para muchas aplicaciones terapéuticas,
la via/modo preferido de administracion es la inyeccion subcutdnea, inyeccidn intravenosa o
infusion. Como se apreciard por el experto en la técnica, la ruta y/o modo de administracién
variard dependiendo de los resultados deseados. En ciertas realizaciones, el compuesto activo
puede prepararse con un vehiculo que protegerd al compuesto contra la liberacion rapida, tal
como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo implantes, parches transdérmicos
y sistemas de suministro microencapsulados. Polimeros biodegradables, biocompatibles
pueden utilizarse, tales como etileno-acetato de vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico,
coldgeno, poliortoésteres, y dcido polildctico. Muchos métodos para la preparacion de tales
formulaciones estan patentados o son generalmente conocidos para los expertos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, JR Robinson,
ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo de la invencion puede administrarse
oralmente, por ejemplo, con un diluyente inerte o un vehiculo comestible asimilable. El
compuesto (y otros ingredientes, si se desea) también puede incluirse en una capsula de
gelatina de cubierta dura o blanda, comprimirse en tabletas, o incorporarse directamente en la
dieta del sujeto. Para la administracion terapéutica oral, los compuestos pueden incorporarse
con excipientes y utilizarse en forma de comprimidos ingeribles, comprimidos bucales,

trociscos, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, y similares. Para administrar un
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compuesto de la invencién de otra manera diferente a la administracién parenteral, puede ser
necesario recubrir el compuesto con, o co-administrar el compuesto con, un material para
evitar su inactivacion.

Compuestos suplementarios activos también pueden incorporarse en las
composiciones farmacéuticas. En ciertas realizaciones, un anticuerpo de la invencién es co-
formulado y/o co-administrado con uno o mds agentes terapéuticos adicionales que son utiles
para tratar AD o demencias relacionadas. Por ejemplo, uno de los anticuerpos de la presente
invencion o porcién de anticuerpo del mismo puede co-formularse y/o co-administrarse con
uno o mas anticuerpos adicionales que se unen a otros objetivos.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo de la presente invencién o un fragmento
del mismo puede estar vinculado a un vehiculo prolongador de vida media conocido en la
técnica. Tales vehiculos incluyen, pero no estan limitados a, el dominio Fc, glicol de
polietileno (PEG) y dextrano. Tales vehiculos se describen, por ejemplo, en la solicitud
EE.UU. Ser. N ©09/428, 082 y la solicitud PCT publicada No. WO 99/25044, las cuales
estan incorporadas en la presente como referencia para cualquier propdsito.

En una realizacion de la invencidn, se proporciona un péptido antigénico que
comprende un epitopo que tiene una configuracion ciclica restringida, el epitopo que
comprende una secuencia de aminodcidos de al menos SNK, el epitopo que corresponde a
una “region de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del AP oligomérico.

En otra realizacion de la invencion, se proporciona un péptido antigénico que
comprende un epitopo que tiene una configuracion ciclica restringida, el epitopo tiene una
secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 1, el epitopo que corresponde a
una “region de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del AP oligomérico.

En otra realizacion de la invencidn, se proporcionan anticuerpos que son capaces
de fijar un péptido ciclico derivado de AP, el péptido ciclico que comprende un epitopo
conformacional que tiene una secuencia de aminodcidos de al menos SNK, y que
corresponde a una “regién de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del A
oligomérico.

En una realizacion adicional de la invencion, se proporcionan anticuerpos que son
capaces de unir un péptido ciclico derivado de AP, el péptido ciclico que comprende un

epitopo conformacional que tiene una secuencia de aminodcidos correspondiente a la SEQ ID
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NO: 1, y que corresponde a una “region de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a
solventes del AP oligomérico.

En ciertas realizaciones, dichos anticuerpos pueden fijar formas oligoméricas de
AP con mayor afinidad que las formas no oligoméricas de Ap.

En otra realizacion, se proporciona un método de tratamiento para un sujeto que
tiene o se sospecha que tiene la enfermedad de Alzheimer, el método comprende administrar
al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo que es capaz de unirse a un
péptido ciclico derivado de AP, donde el péptido ciclico comprende un epitopo
conformacional que tiene una secuencia de aminodcidos de al menos SNK que corresponde a
una “regién de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del A oligomérico.
En ciertas realizaciones, el anticuerpo puede fijar formas oligoméricas de AP con mayor
afinidad que las formas no oligoméricas de AP.

En otra realizacion, se proporciona un método para prevenir el desarrollo o
progresiéon de AD en un sujeto, el método que comprende administrar al sujeto una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo que es capaz de unirse a un péptido que
especificamente fijan un péptido ciclico derivado de AP, donde el péptido ciclico comprende
un epitopo conformacional que tiene una secuencia de aminodcidos de al menos SNK que
corresponde a una “regién de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del A
oligomérico. En ciertas realizaciones, el anticuerpo puede fijar formas oligoméricas de Af3
con mayor afinidad que las formas no oligoméricas de Ap.

Aspectos adicionales de la invencion se hardn evidentes a partir de la
consideracion de la descripcion de realizaciones preferidas de la invencién. Una persona
experta en la técnica entenderd que otras realizaciones de la invencién son posibles y que los
detalles de la invencion pueden modificarse en un ndmero de formas, todos ellos sin
apartarse del concepto inventivo. Por lo tanto, las ilustraciones, descripciones y ejemplos

deben ser considerados como de naturaleza ilustrativa y no restrictiva.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Purificacion y Agregacion de Ap y Caracterizacion de Oligémeros

Transformacion, expresion y purificacion
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Células de E. coli BL21 (DE3) pLysS y células de E. coli DH5a se transformaron
con un constructo que codifica AP 1-40. Células de E. coli procedentes de 1L de cultivo se
resuspendieron en 25 ml de buffer de lisis (50 mM Tris HCI pH 8,0 + 1 mM é&cido
etilendiamino tetracético (EDTA)) para obtener una suspension homogénea (no se agregaron
inhibidores de la proteasa). La suspension se transfirié a un tubo de centrifugacién de 40 mL
(JA-20), se puso en hielo y se someti6 a sonicacién durante un periodo de 3 min a una
intensidad de 6 (es decir, la maxima configuracién de una punta de ultrasonido pequefia) e
intermitencia de SOHZ, seguido por un paso de centrifugacién de 10 min a 18000 ga 4 ° C.
Este proceso de sonicacion se repitié 3 veces. Las fracciones solubles se recuperaron cada
vez y se analizaron mediante SDS-PAGE (la precipitacion TCA no fue necesaria en este
caso). Finalmente, el pellet se resuspendi6 en 12.5 mL de buffer que contiene 8 M urea, 10
mM Tris HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, seguido de una etapa de sonicacién adicional y una
etapa de centrifugacion (18000 rpm durante un periodo de 10 min). Posteriormente, esta
solucién se diluyo 4 veces (adicion de 37,5 ml) con 10 mM Tris pH 8,0 + 1 mM EDTA. Esta
solucién de proteina se incub6 luego con DEAE-celulosa (D52 de Whatman, esto fue
regenerado primero con 0.5 N NaOH durante un periodo de 15 min, seguido por un lavado
con agua y 0.5 M HCI, seguido de varios lavados con agua y finalmente una solucién buffer
concentrada (50 mM Tris pH 8.0 + 1 mM EDTA)) que fue finalmente equilibrada con el
buffer actual para la purificacion (25 mM Tris pH 8,0 + EDTA 1 mM). El péptido se dejo
unir a la resina en un lote bajo condiciones de agitacion suave (es decir, en un tubo Falcon
con un iman en el interior, colocado en la placa de agitaciéon magnética) durante periodos de
20 min. Las proteinas no unidas se recolectaron en el flujo, después de centrifugacion durante
un periodo de 1 min a 1200 rpm para sedimentar las perlas. Estas perlas se retiraron con una
pipeta.

Varios lavados se llevaron a cabo, cada uno con un tiempo de incubacién de 5
min y una etapa de centrifugacién corta (1 min a 1200 rpm) para eliminar las fracciones: 25
mM Tris HCI pH 8,0 + 1 mM EDTA, respectivamente con 0, 50, 75, 100, 125, 150, 200,
250, 300, 500 mM NaCl se utilizaron. Las fracciones eluidas se mantuvieron en hielo para
preservar el estado mondmero de los péptidos.

Con este enfoque, 250 ul de las fracciones recogidas se analizaron mediante

SDS-PAGE después de la precipitacion con TCA. Para la precipitacion TCA, las muestras
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fueron incubadas en acido tricloroacético al 20% (TCA) durante al menos 30 min en hielo,
luego se centrifugaron durante 15 min a 14.000 rpm. El sobrenadante se desechd y el pellet
se lavo con 750 ulL de acetona fria, luego se centrifugé durante un periodo de 5 min a 14.000
rpm. Se separ6 la acetona y los restos se dejaron evaporar. El pellet se volvié a disolver con

tinte de carga de proteinas y se analizé 8-10 uL en SDS-PAGE.

Protocolo de Agregacion del AB v Oligomerizacion del AB

Para lograr la monomerizacién de AP, AP purificado se dializ6 contra agua miliQ
y se liofiliz6. Después de la liofilizacidn, el AP se recuperd en uno de dcido férmico o TCA y
luego se evapor6 para formar una capa de monémero molecular en un tubo de vidrio. E1 AP
monomérico se resuspendié en PBS (5 mM) a un pH de aproximadamente 6,8 para mantener
AP en la forma monomérica.

Para lograr oligomerizacion de AB, A monomérico se utilizé6 como material de
partida y se incubé a 200pum bajo sonicacion durante un periodo de 12 horas a 33 °C. Este
procedimiento conduce a la formacién de oligémeros AP len cambio de fibrillas Ap.

Caracterizacion de Oligéomeros

El tamafio de oligémero se caracteriza por la dispersion de luz dindmica (DLS),
una técnica bien conocida que se puede utilizar para determinar el perfil de distribucién de
tamafo de particulas en suspension. Cuando la fuente de luz es un laser, y es monocromatica
y coherente, se observa una fluctuacion dependiente del tiempo en la intensidad de
dispersion. Estas fluctuaciones son el resultado de las pequefias moléculas en solucién estan
experimentando movimiento browniano y por lo tanto la distancia entre los dispersores en la
solucién estd cambiando constantemente con el tiempo. Cuando la luz golpea las particulas
pequeiias la luz se dispersa en todas las direcciones, lo que se conoce como dispersion de
Rayleigh. Esta luz dispersada a continuacion se somete bien sea a interferencia constructiva o
destructiva por las particulas circundantes y dentro de esta fluctuacién de la intensidad, la
informacion estd contenida sobre la escala de tiempo de movimiento de los dispersores. DLS
se utilizé para determinar la distribucién de tamaiio de la muestra Abeta en solucion, y para
confirmar si Abeta estaba en una forma monomérica u oligomérica.

La Figura 1 ilustra que la muestra AP analizada utilizando DLS fue A}

monomérica. AP disponible comercialmente (1-40) (50 um) se incubé en 5 mM PBS a 10 °
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C. Un radio de hidratacién (Rh) de menos de 1 nm se calculd. Estos resultados son
consistentes con un Rh esperado de menos de aproximadamente 1 nm para AB monomérico
que seria conocido por un experto en la técnica por ser tipico de A monomérico.

La Figura 2 ilustra que la muestra de AP analizada utilizando DLS fue A}
oligomérico. AP disponible comercialmente (1-40) (80uM) se incubd en 150 mM PBS a 10 °
C. Los resultados indican una poblacién casi monodispersa. Un radio de hidratacién (Rh) de
200 nm se calcul6. Los resultados son consistentes con un Rh esperado entre
aproximadamente 100 nm-200 nm para AP oligomérico que seria conocido por un experto en
la técnica por ser tipico de AP oligomérico.

La Figura 3 ilustra que la muestra de AP analizada utilizando DLS fue A
oligomérico. AP disponible comercialmente (1-40) (50 wm) se incub6 en 150 mM PBS a 10 °©
C. Los resultados indican una poblacién casi monodispersa. Un radio de hidratacién (Rh) de
190 nm se calcul6. Los resultados son consistentes con un Rh tipico de AP oligomérico.
Ejemplo 2: Produccion de péptido Ciclico que Comprende un Epitopo
Conformacionalmente Restringido

Un péptido ciclico que comprende el novedoso epitopo conformacional se
construy6 en una conformacién de bucle restringida mediante un enlace de disulfuro entre
residuos de cisteina localizados en los extremos N-y C- de este péptido. Dos cisteinas no
nativas fueron agregadas a la secuencia GSNKG, una en el extremo-C y una en el
extremo-N. Las dos cisteinas se oxidaron bajo condiciones controladas para formar un puente
de disulfuro.

La estructura del péptido ciclico fue configurada para imitar la conformacién en
"nudillo" y la orientacién de la regién de nudillo del AP oligémérico que comprenden el
novedoso epitopo conformacional.

La Figura 4 ilustra un modelo tridimensional del péptido ciclado por disulfuro que
comprende el novedoso epitopo conformacional SNK.

Una persona con conocimientos en la técnica entendera que otros métodos de
formacion de un epitopo restringido son conocidos en el campo. Por ejemplo, un péptido se
puede ciclar mediante la formacién de un enlace entre dos residuos del péptido,
proporcionando un bucle cerrado. Los péptidos ciclicos se pueden describir como

homodéticos (donde todos los enlaces son enlaces peptidicos) o heterodéticos (donde hay dos
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enlaces peptidicos, y otros tipos de unidn, tales como enlaces de éster, éter, amida o disulfuro
dentro del péptido ciclico). Los péptidos se pueden ciclar mediante métodos quimicos o
enzimaticos. La publicacién de patente EE.UU. 2009/0215172 describe proteinas
recombinantes que catalizan la ciclizacion de cabeza a cola de péptidos por medio de enlaces
de amidas, de una manera independiente de la secuencia del péptido. Las secuencias de
reconocimiento en un prepéptido que rodea el péptido de interés dictan la ciclizacion. Bourne
(Methods in Molecular Biology, 2005 298:151-166) describe métodos combinatorios para la
preparacion de una serie de péptidos ciclicos mediante el uso de un ligante amida retenedor
de seguridad y un procedimiento ordenado. La publicacién de patente EE.UU. 2004/0014100
describe un método para la produccién in vivo de péptidos ciclicos. La publicacién de
patente EE.UU. 2010/0240865, publicacion de patente EE.UU. 2010/0137559, y la patente
EE.UU. 7.569.541 describen diversos métodos para la ciclizacion de péptidos, por ejemplo,
los péptidos se pueden ciclar a través de la oxidacién de los residuos que contienen tiol o
mercaptano en el extremo-N 6 extremo-C, o internos al péptido. Ejemplos de residuos que
contienen tiol incluyen cisteina, homocisteina, penicilamina. En algunas realizaciones, un
primer residuo que contiene tiol es cisteina; en algunas realizaciones ambos un primero y un
segundo residuo que contiene tiol son cisteina. Los dos residuos que contienen tiol en el
péptido pueden ser oxidados para formar un dimero de cisteina de aminoécidos, unido
mediante un enlace de disulfuro. Una variedad de reactivos de oxidacion se pueden utilizar
para lograr tal conversion tiol-disulfuro, por ejemplo, oxigeno (aire), sulféxido de dimetilo,
glutatién oxidado, ferricianuro de potasio, trifluro acetato de talio (III), u otros reactivos
oxidantes, tales como pueden ser conocidos para los expertos en la técnica y se utilizan con
métodos tales como los conocidos por los expertos en la técnica. Ejemplos de tales métodos
se describen en la publicacién PCT WO001/92466, y Andreu, 1994. Methods in Molecular
Biology 35:91169.
Ejemplo 3: Derivacion y Tamizaje de Anticuerpos Monoclonales A
Oligémero-Especificos

Se generaron anticuerpos monoclonales (mAbs) contra el epitopo conformacional
especifico a oligdmero AP (SEQ ID NO: 1) mediante la produccién de un anticuerpo dirigido
a un epitopo restringido en una conformacién de bucle con enlace de disulfuro entre las

cisteinas en los extremos N-y C- de este péptido como se describe en el Ejemplo 2.
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Ratones BALB/C se inmunizaron con el epitopo novedoso de bucle restringido
(CLE), denominado en la presente como el GSNKG-CLE, ligado al péptido antigeno
multiple (MAP) o hemocianina de lapa californiana (KLH), que se han utilizado para PrP y
epitopos especificos de SOD1 mal doblados (Paramithiotis 2003; Rakhit 2007). Los sueros
de ratén fueron tamizados sobre GSNKG-CLE unido con albimina sérica bovina (BSA), y
fusion de bazo y la seleccion de hibridoma se realizé en los ratones con la interaccion
especifica y fuerte con GSNKG-CLE y A soluble no estructurado. Clones secretores de IgG
positivos fueron sometidos a produccidn a gran escala y caracterizacion posterior por
métodos inmunoldgicos con GSNKG-BSA ciclico y lineal, oligémeros A sintéticos y
oligémeros AP derivados de cerebro con AD.

Se generaron anticuerpos monoclonales (mAb) contra péptidos ciclicos GSNKG y
pre-tamizados en buisqueda de uniones con ELISA basado en péptidos. Algunos anticuerpos
generados contra péptidos ciclicos GSNKG preferentemente péptidos ciclicos reconocidos,
algunos péptidos lineales y algunos tanto ciclicos como lineales. La capacidad de los
anticuerpos para reconocer péptidos tanto lineales como ciclicos puede, por ejemplo,
relacionarse con el reconocimiento inmunolégico de un péptido ciclico que ha sido parcial o
completamente linealizado mediante la reduccion del puente cisteina in vivo. Los anticuerpos
generados para péptidos GSNKG intermedios representan anticuerpos que reconocen el
péptido tanto ciclico como lineal. Basado en los resultados del ELISA, dos anticuerpos
especificos ciclicos (5D8, 5E3), dos especificos lineales (3F5, 3G2), y dos clones IgG
especificos intermedios (4D11, 4D12) se eligieron para su posterior andlisis. Una plataforma
Biacore ™, una tecnologia que utiliza el fenémeno 6ptico de resonancia de plasmén
superficial para monitorear las interacciones biomoleculares en tiempo real y sin la necesidad
de etiquetado, se utiliz6 para el andlisis adicional.

La Figura 5 muestra los resultados de ejemplo ™ Biacore. Los anticuerpos
monoclonales fueron capturados a partir de sobrenadantes de cultivo de tejido utilizando un
anticuerpo Fc especifico anti-raton de conejo (RAMFc) que se inmovilizé covalentemente
sobre un sensorchip CMS5. La unién de péptidos GSNKG BSA-conjugados (lineales y
ciclicos) y oligoméricos AP (1-42) se examind luego al fluir estos analitos sobre el mAb
capturado. Las respuestas de union fueron citadas contra de una celda de flujo que contenia

RAMfc inmovilizado pero no mAb capturado, y blanqueado adicionalmente con diluyente de
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muestra que consistia en solucion salina tamponada con Hepes (HBS) que contiene 1mg/ml
de carboximetil dextrano. Ademads, las respuestas observadas se normalizaron frente a la
cantidad de mAb capturado, para permitir con precision las comparaciones entre los
diferentes mAbs.

La Figura 6 y la Figura 7 representan los sensogramas resultantes Biacore™, y
muestra que los clones de preferencia lineal seleccionados mediante ELISA no unieron
péptidos acoplados con BSA lineales ni ciclicos sobre los chips sensores Biacore; clones
intermedios ELISA-seleccionados (4D11, 4D12) unidos tanto a péptido lineal como ciclico
sobre los chips sensores Biacore, y los clones ciclicos seleccionados por ELISA (5D8, SE3)
se unieron principalmente a BSA acoplado ciclico sobre los chips sensores Biacore. Los
clones ciclicos SE3 y SD8 demostraron fuerte unién a oligémeros A (1-42) y péptidos
ciclicos, mientras que también demostraron poca o ninguna unién de los péptidos lineales en
comparacion con los clones intermedios. Los datos que ilustran el anticuerpo SE3
demuestran la mayor unién a oligémeros A (1-42), aunque ambos SE3 y 5D8 se unen al
péptido ciclico. Estos resultados indican, en la deteccion de los anticuerpos producidos
utilizando el péptido ciclico del Ejemplo 2, un subconjunto de los anticuerpos especificos
ciclicos produjeron el reconocimiento de anticuerpos preferenciales del epitopo del A
oligomérico.

La Figura 8 muestra que el mAb 5E3, un clon ciclico-preferencial, unido a
oligémeros AP (1-42) de una manera dependiente de la concentracion. Esta observacion
demuestra un epitopo accesible y conformacionalmente restringido en los oligémeros A que
es valorable, consistente con una interaccion antigeno-anticuerpo autentica inmunolégica.
Asi, los andlisis Biacore demuestran que el péptido ciclico-GSNKG y A (1-42) oligomérico
de longitud completa comparten una firma molecular comun, el epitopo
conformacionalmente restringido, que se reconoce especificamente por el mAb SE3
conformacionalmente sensible.

mAbs especificos a oligdmeros AP (1-42) pueden ser probados adicionalmente
para el propdsito terapéutico en modelos celulares y animales de AD, y para la actividad de
neutralizacién en ensayos neurofisioldgicos de la funcién sindptica alterada por oligémeros
AB.

Ejemplo 4: Analisis de Citometria de Flujo
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Un andlisis de citometria de flujo se llevé a cabo para determinar el grado de
unién de anticuerpos de APP sobre la superficie celular.

Ratones adultos sanos Black/6 fueron sacrificados en una camara de dioxido de
carbono. Los cerebros se extrajeron inmediatamente y se perfundieron en solucidn salina
tamponada con fosfato (PBS), seguido por la inmersiéon en PBS + suero fetal bovino al 1%
(FBS). Suspensiones de células fueron generadas al picar sesos con tijeras disecadoras y el
paso serial a través de tamices 100 wm y 70 um. Las células se incubaron en PBS + FBS al
1% como una etapa de bloqueo durante 30 min a temperatura ambiente. Las células se
incubaron a continuacién (o no) en 100 ul de PBS + FBS al 1% mads ya sea 10ug/mL o
Iug/mL de 6E10 y SE3, por separado. Después de 1 h a temperatura ambiente las células se
lavaron dos veces (400 xg durante 5 min) y se resuspendieron en PBS + FBS al 1% y
anticuerpos anti-ratén conjugados con aloficocianina (APC) o fluoresceina (FITC), ambos a
una dilucién de 1:1000. Ademds de un control sin teiiir, algunas células se incubaron con
anticuerpo secundario solo para controlar la interaccién no especifica. Los anticuerpos
secundarios fueron incubados con la muestra durante 30 min a temperatura ambiente después
de lo cual las células se lavaron y se analizaron inmediatamente o se fijaron durante la noche
en paraformaldehido al 4 ° C. Se utilizé un citémetro de flujo BD LSRII para recopilar datos
y FlowJo se utilizé para el andlisis de datos.

La Figura 9 y la Figura 10 representan los resultados del andlisis de citometria
de flujo. La Figura 9 es una traza de citometria de flujo que muestra la comparacién de las
células que fijan anticuerpo pan-Af 6E10 rotulado y un control negativo de anticuerpo
secundario al APP localizado en la superficie celular. La Figura 10 muestra la comparacion
de células que fijan el anticuerpo SE3 rotulado y un control negativo de anticuerpo
secundario al APP localizado en la superficie celular. El anticuerpo 6E10 mostrado en la
Figura 9 ilustra una proporcion significativa de las células que fijan 6E10 FITC rotulado al
APP localizado en la superficie celular. En contraste, el anticuerpo SE3 mostrado en la
Figura 10 ilustra que hay muy poca unién de SE3 FITC rotulado a las células en comparacién
con el control. Estos resultados ilustran claramente que SE3 rotulado con FITC muestra
significativamente menos unién de APP en la superficie celular en comparacién con 6E10
rotulado con FITC. Los resultados de estos andlisis indican que el novedoso epitopo

conformacional especifico a oligdmero estructuralmente restringido no esta presente en la
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superficie celular de las neuronas que es coherente con un caracter lineal no estructurado del
motivo GSNKG en APP nativo. La ausencia del novedoso epitopo conformacional
estructuralmente restringido conformacional en la superficie celular indica que una respuesta
inmune contra el epitopo ciclico utilizado en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
no actda sobre APP nativo. Estos resultados demuestran que los anticuerpos que se unen
especificamente al epitopo ciclico-GSNKG de AP oligomérico tienen un perfil de seguridad
preferido en comparacién con el anticuerpo 6E10 conocido.

Ejemplo 5: Analisis Neuronales

Un andlisis de toxicidad neuronal se llevé a cabo para determinar el grado de
supervivencia de las células para células incubadas con un control (medio solo), soluble
(lineal), y Ap1-40 oligomérico en presencia y en ausencia de anticuerpo SE3 a diferentes
concentraciones . El control se traté con medio solo (sin anticuerpo).

96 pozos que contenian 10.000 neuronas primarias de rata/poczo fueron
cultivadas en un pozo tratado con poli-L-lisina (Sciencell # 0403; 2 micrograms/cm2, 1 hr,
37 grados centigrados, lavado 3 X con PBS) de una placa de 96 - pozos, con 0.2 ml de medio
neuronal (Sciencell # 1521) en cada pozo. El medio de cultivo se cambi6 cada dos dias
durante 7 dias. AP (1-40) soluble y oligomérico se incubaron 4 horas en ausencia o en
presencia del anticuerpo SE3 a diferentes concentraciones (véase la Figura 11) en medio
neuronal a temperatura ambiente en un dispositivo giratorio. 0.2 ml de esta mezcla se
agregaron a las neuronas después de la eliminacién del medio. Después de un periodo de 24
horas, la supervivencia celular se midi6 utilizando un kit de Proliferacion Celular Roche II (#
11465015001) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Las densidades dpticas se
determinaron con un lector de placas.

La Figura 11 ilustra los resultados de los ensayos de toxicidad neuronal. A es
téxico para las neuronas tanto en la configuracion monomérica lineal AB como la
configuracién oligomérica AP. El anticuerpo SE3 dirigido contra el epitopo AP
conformacionalmente restringido ha demostrado ser protector contra formas oligoméricas de
AB. El anticuerpo 5E3 no ha demostrado ser protector para el A lineal. Estos resultados
demuestran la especificidad de conformacién de la unién del anticuerpo SE3.

Ejemplo 6: Analisis de Inmunoblot
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Se realiz6 un andlisis inmunoblot para determinar la unién relativa del anticuerpo

6E10 y el anticuerpo 5E3 a APP, Ap monomérico y AP oligomérico. Homogeneizacion

Muestras de tejido cerebral se pesaron y posteriormente sumergieron en un
volumen de TBS fresco, enfriado con hielo (suplementado con 5 mM 4cido etilenglicol
tetraacético (EGTA), 5 mM EDTA y cdctel inhibidor de proteasa) tal que la concentracién
final de tejido cerebral fue 20% . El tejido se homogeneizé en este buffer utilizando un
homogeneizador mecénico de la siguiente manera: el tejido se sometié a homogeneizador 3
veces durante un periodo de 30 segundos cada uno con un periodo de 30 s en hielo entre
homogeneizaciones. Las muestras homogeneizadas de TBS fueron luego sometidas a
ultracentrifugacién (70.000 xg durante 90 min). Se recogieron los sobrenadantes y se
almacenaron a -80 ° C.

La concentracion de proteina de los homogenatos de TBS se determind utilizando
el ensayo de proteina BCA. En algunos casos, una cantidad igual de proteina se fracciond por
SDS-PAGE usando geles de Tris-Tricina 4-20% después de la ebullicién en buffer de
muestra Tris-Tricina (Invitrogen) y se transfirieron a membranas de fluoruro de
polivinilideno 0.2 um (PVDF). Después de la transferencia, las membranas se sumergieron
en PBS y se sometieron a bullicién 2 veces durante un periodo de 3 minutos cada uno para la
recuperacion térmica del epitopo. Las membranas se sometieron a inmunoblot usando bien
sea 6E10 o el anticuerpo SE3 especifico oligomérico como el anticuerpo primario. Ambos se
utilizaron a una concentracién de lug/ml.

La Figura 12 ilustra los resultados de un inmunoblot que muestra el tejido
cerebral homogenizado en TBS, fraccionado en geles de Tris-Tricina, y manchado con
inmunoblot con anticuerpo pan-Af 6E10. La reaccién con APP y con formas monoméricas
del AP es evidente, asi como la reactividad menor con las bandas del oligémero Ap.

La Figura 13 ilustra los resultados de un ensayo inmunoblot para el anticuerpo
SE3. El anticuerpo 5E3 especificamente reconoci6 especies de oligdmeros de
aproximadamente 45-55 kDa, aparentemente SDS estable, lo que indica una fuerte
interaccion no covalente de mondmeros AP en las especies de oligémeros. No se observo
reaccion con la forma monomérica de AP, aunque algo de reactividad limitada con APP es
evidente en este inmunoblot que se presume que estd asociada con la desnaturalizacion y

renaturalizacién parcial nativa y no nativa sobre la membrana blot. El anticuerpo pan-Af
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6E10 mostré poco o ningin reconocimiento de las especies oligoméricas. Los datos de
Biacore ™ discutidos en el Ejemplo 3 (con base en una férmula Biacore ™ empirica y
asumiendo la estequiometria entre SE3 y Ab42 es 1) estd de acuerdo con el inmunoblot, e
indica que la especie de AP (1-42) que se une al SE3 estd entre un decdmero y tridecamero;
dado un peso molecular de 4.0-4.3 kDa por monémero, los datos Biacore predicen una
especie de oligdmero de ~ 50 kDa, consistente con el peso molecular de las bandas
principales detectadas por el mAb SE3.

Ejemplo 7: Analisis de Inhibicién de la Formacion de Oligémeros A

Un andlisis de la inhibicién de AP fue realizado para determinar la capacidad del
anticuerpo SE3 para inducir un retraso en la propagacién de oligémeros Ap.

La dispersion de luz estatica (SLS) es una técnica en la quimica fisica que mide la
intensidad de la luz dispersada para obtener el peso molecular promedio (Mw) de una
macromolécula como un polimero o una proteina. La medicion de la intensidad de dispersion
en muchos angulos permite el cdlculo de la media cuadratica del radio, también llamado el
radio de giro (Rg). Mediante la medicion de la intensidad de dispersion de muchas muestras
de varias concentraciones, se puede calcular el segundo coeficiente virial A2,. Para
experimentos de dispersion de luz estética, una luz monocromédtica de alta intensidad,
generalmente un laser, se lanza puso en una solucién que contiene las macromoléculas. Uno
o varios detectores se utilizan para medir la intensidad de dispersién en uno o muchos
angulos (9) en una longitud de onda determinada (X).

Con el fin de medir directamente el peso molecular promedio en peso, sin
necesidad de calibracidn, a partir de la intensidad de dispersion de la luz, la intensidad del
laser, la eficiencia cudntica del detector y el volumen de dispersion total y el angulo s6lido
del detector necesita ser conocido. Puesto que esto no es practico, todos los instrumentos
comerciales se calibran usando un dispersor fuerte, conocido como el tolueno ya que la
relacién de Rayleigh de tolueno y otros pocos disolventes se midi6 usando un instrumento de
dispersion de luz absoluta.

La Figura 14 ilustra la capacidad del anticuerpo SE3 para retrasar la agregacion
de monémero AP en la forma téxica de oligdmero AB. La formacién de oligdmero AP se
probo en ausencia de SE3 ("C" en la figura 14) o en la presencia de SE3 ("SE3" en la Figura

14). AP de origen comercial (1-40) (23uM) se incubd a 39 ° C en un volumen de reaccién de
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150puL con anticuerpo SE3 (2,0 mcm) El cambio en la intensidad SLS indicado por la flecha
corresponde a la contribucion del anticuerpo SE3 a la intensidad dispersada. La Figura 14
ilustra que la incubacién con anticuerpo SE3 resulta en un retraso significativo en formacion
de oligémeros Ap.

Este efecto inhibidor sobre la polimerizacién es de apoyo de un papel terapéutico
para el anticuerpos 5E3, anticuerpos humanizados y quiméricos relacionados con el mismo, y
para el epitopo novedoso de conformacién mismo, por ejemplo en una composicién de
vacuna.

Ejemplo 8: Deteccion de Oligémeros Ap en Muestras Bioldgicas

Se prevé que el anticuerpo SE3 purificado utilizarse para detectar oligdmeros A3
en muestras bioldgicas, tales como homogenatos desde tejidos, incluyendo el cerebro. Esta
deteccion puede llevarse a cabo utilizando una variedad de plataformas de deteccion,
incluyendo la plataforma Biacore ™, y podria tener valor diagndstico y/o prondstico.
Ejemplo 9: Tratamiento con SE3 y Anticuerpos y Vacunas Relacionadas

El tratamiento con anticuerpos SE3 podria servir para especificamente y/o
selectivamente depurar oligdmeros téxicos AP, y puede ser util en el tratamiento y/o
prevencion de la aparicion o progresion de enfermedades relacionadas con toxicidad de
oligémeros AP, tales como la enfermedad de Alzheimer. Los anticuerpos humanos o
humanizados dirigidos al mismo epitopo que el SE3 serian utiles para tratar y/o prevenir la
enfermedad de Alzheimer. En otro aspecto, un epitopo que se superpone al epitopo
reconocido por SE3 serfa til para tratar y/o prevenir la enfermedad de Alzheimer.

De manera similar, el novedoso epitopo conformacional descrito en la presente es
probable que sea util para provocar una respuesta inmune especifica al oligémero AP, que
seria util para el tratamiento o la prevencion de, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer.

Las realizaciones descritas anteriormente pretenden ser solamente ejemplos.
Alteraciones, modificaciones y variaciones se pueden efectuar a las realizaciones particulares
por los expertos en la técnica sin apartarse del alcance, lo cual se define inicamente por las

reivindicaciones adjuntas a la misma.
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REIVINDICACIONES:

1. Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un péptido ciclico
derivado de AP, en donde el péptido ciclico comprende un epitopo conformacional que tiene
una secuencia de aminodcidos de al menos SNK correspondiente a una “regién de nudillo”

de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del AP oligomérico.

2. Un anticuerpo aislado que se une especificamente a un péptido ciclico
derivado de AP, en donde el péptido ciclico comprende un epitopo conformacional que tiene
una secuencia de aminodcidos correspondiente a SEQ ID NO: 1 que corresponde a una

“region de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del AP oligomérico.

3. El anticuerpo aislado de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde
el anticuerpo especificamente se une con mayor afinidad a una forma oligomérica de AP que

a una forma no oligomérica de AP.

4. El anticuerpo aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde

el anticuerpo es monoclonal.

5. El anticuerpo aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde

el anticuerpo es humanizado.

6. Un péptido antigénico que comprende un epitopo que tiene una
configuracion ciclica restringida, en donde el epitopo que tiene una secuencia de
aminoacidos de al menos SNK correspondiente a una “regién de nudillo” de acceso a

anticuerpos y expuesta a solventes del A oligomérico.

7. Un péptido antigénico que comprende un epitopo que tiene una

configuracion ciclica restringida, en donde el epitopo que tiene una secuencia de

47



10

15

20

25

30

aminoécidos correspondiente a la SEQ ID NO: 1 que corresponde a una “regién de nudillo”

de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del AP oligomérico.

8. El péptido antigénico de la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, en
donde la “region de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del AP
oligomérica corresponde a los residuos 25 a 29 de AP (1-40) oligomérico o AB(1-42)

oligomérico.

9. Un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo de cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5 conjugado con un rotulador detectable.

10. Una composiciéon que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y un adyuvante

farmacéuticamente aceptable.

1. Una composicién de vacuna anti-oligomérica que comprende el péptido
antigénico de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 y un adyuvante farmacéuticamente

aceptable.

“12. Un método de tratamiento o prevencion de la enfermedad de Alzheimer en
un paciente en necesidad de dicho tratamiento que comprende administrar una cantidad
farmacéuticamente eficaz del anticuerpo aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o

el immunconjugado o de la reivindicacion 9.

13. Un método de tratamiento o prevencion de la enfermedad de Alzheimer en
un paciente en necesidad de dicho tratamiento que comprende la administracién de dicha

vacuna de la reivindicacion 12.
14. Un método para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer en un paciente

sospechoso de padecer la enfermedad de Alzheimer, que comprende las etapas de:

a) aislar una muestra bioldgica del paciente;
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b) poner en contacto la muestra biolégica con el anticuerpo aislado de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 durante un tiempo y bajo condiciones
suficientes para permitir la formacién de complejos antigeno/anticuerpo en la
muestra; y

c) detectar la presencia de los complejos antigeno/anticuerpo en la muestra, en
presencia de los complejos indica un diagndstico de la enfermedad de

Alzheimer en el paciente.

15. Un kit para que comprende:
el anticuerpo aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; y
un conjugado que comprende un antigeno unido a un compuesto generador de

sefal.

16. El kit de la reivindicacién 16 que comprende uno o mds agentes de deteccion.

17. Un empaque comercial que comprende:
el anticuerpo aislado de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5;
un conjugado que comprende un antigeno unido a un compuesto generador de

sefal; y las instrucciones de uso en el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer.
18. Uso de un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o el
inmunoconjugado de la reivindicacién 9 para el tratamiento o prevencion de la

enfermedad de Alzheimer.

19. El uso de una vacuna de acuerdo con la reivindicacién 13 para el tratamiento o

prevencion de la enfermedad de Alzheimer.

20. Un 4cido nucleico que codifica el anticuerpo aislado de cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 5.
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RESUMEN

Un epitopo peptidico novedoso restringido derivado de AP, composiciones de
anticuerpos relacionados y métodos de uso. Se describe un anticuerpo aislado que se une
especificamente a un péptido ciclico que comprende el epitopo conformacional que
corresponde a una “region de nudillo” de acceso a anticuerpos y expuesta a solventes del A
oligomérico. También se describe un péptido antigénico que comprende un epitopo que tiene
una configuracion ciclica restringida, que corresponde a una “regién de nudillo” de acceso a
anticuerpos y expuesta a solventes del AP oligomérico. También se describen métodos de

tratamiento, prevencion y diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer.
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SEQ ID NO: 4
H-IgH1st3prime 489 48 426 0.05

NNNNNNNNNTNNNNNNNNNNNANNNNNNNNANNATAGCCCTTGNNNNGCATCCCA
GGGTCACCATGGAGTTAGTTTGGGCAGCAGATCCAGGGGCCAGTGGATAGACAG
ATGGGGGTGTCGTTTTGGCTGAGGAGACTGTGAGAGTGGTGCCTTGGCCCCAGTA
GTGAGCCTCGTAATCCATCCTTGCACAGAAATAGACCGCAGAGTCCTCAGAGGTC
AATCTGCTGAGCTGCATGTAGGCTGTGCTGGAGGATTTGTCTGCAGTCAGTGTGG
CCTTGCCCTTGAACTTCTCATTGTACTTAGTATTAACATTTCCAGGATAAATCCATC
CAATCCACTCAAGTCCCTGTCCAGGCCTGTGTATCACCCACTGTATATAGTAGCTT
GTGAATATGTAGCCAGAAGCCTTGCAGGATATCCTCACTGAAGCCCCAGGCTTCA
CCAGCTCAGGTCCAGACTCCTGCAGCTGCACCTCNNAATTNNNNNNN

SEQID NO: 5
H-IgH1st5prime 486 16 450 0.05

NNNNNNNNTGGNGANCCTGGGGCTTCNGTGAGGANATCCTGCAAGGCTTCTGGC
TACATATTCACAAGCTACTATATACAGTGGGTGATACACAGGCCTGGACAGGGACT
TGAGTGGATTGGATGGATTTATCCTGGAAATGTTAATACTAAGTACAATGAGAAGTT
CAAGGGCAAGGCCACACTGACTGCAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAG
CTCAGCAGATTGACCTCTGAGGACTCTGCGGTCTATTTCTGTGCAAGGATGGATTA
CGAGGCTCACTACTGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACG
ACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCAT
GGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACC
TGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTNNNNAACCTTNNN

SEQ ID NO: 6
3prime Kappa

NNNNNNNNNNNGTTTNATTNNNGCTTGGTGCCTCCTCCGAACGTCCGAGGATAAT
TATGATATTGTAGACAGTTGTTGTCTGCACAATCTTCTCACTCAAGGGTGCTGATGG
GGAGAGAATAATCTGACACCCACCTACTGCCACTGAGCCTTTTTGGGACACCTCAA
TCTTGAGTGGATGCGGCGTAAATCANGCGTTTAATAGTTCCGTCTGGTTTCTGCTG
AAGCCAGGTTAAGTAACCACTAATTTCCTGACTTGCCCGACGAGTGAGACTGACTC
TTTCTCCCTCAGAGGCAGATAANGAGGATGGANACTGGGTCATCTGGATGTCACAT
CTGGTACCTGGNAACCNGANNCNCAAAAAANCAGCAA

SEQ ID NO: 7
5prime Kappa

NNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNGTCNNNTCCTCCTTATCTGCCTCTCTGGGAGAAA
AAGTCCGTCTCACTTGTCGGGCAAGTCNAGAAATTAGTGCTTACTTAACCTGGCTT
CAGCAGAGACCCCATGGAACTATTAGACGCCCGATCTAACCCCCATCCTCTTTAGA
TTCTGGTGTCCCAAAAAGGGTCCCTGCCAGGATGTCTGGGTCAGATTATTCTATCA
ACATCACCATCCTTGAGTCTGAAGATTATGAAGACGATGCCTGTCTACAATATGGT
AATTATCCTCGGAAGTTCAGTGGAGGCAACGAGCTAGAAATCTAACAGGCTGATGC
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TGCAACAACTGTATCCATCTTCCCACCATCACACCATCA

Fig. 15
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