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Fecha: 200 '8 15.53:08 Dep. 2020 NUECREACIONI
A TENTEIYI Eve: 378 FASENACIONALI

Industria y Comercio ~411 PRESENTACION Folios: 236

-SUPERINTENDENClA U

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

ENTRADA ENPF(/;)TSE NACIONAL \2, ,L\,\o 7009
@ ‘ SOLICITUD DE:
Patente de.lnvencién [:] Patente de Modelo de JUtilidad
Capitulo \. ] capitulo It
Nombre: AC IMMUNE SA IDENTIFIGACION
@ Direccin:  EPFL-PSE Building B, CH- |
SOLICITANTE | 1015 Lausanne, Suiza. ce. 1 w~nt O
™) Nacionalidad o Domicilio: Lausanne, Suiza. CE. D owo [
tugar de Constitucion: Cual
é:_;:: Telgfono: 3264270 Fax: 6069701 NUmero

N

s

: E-mail: jllcco@lloredécamacho.com
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE

gv

ce. & wro O
Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 8% C.E ] oto

REPRESENTANTE Bogota, Colombia '
O APODERADO

i

Cual ’
Nomero 39.690.713 TP 53.215

Telefono: 3264270 Fax: 6069701

E-mail: jllcco@lloredacamacho.com

@ ' Nombre: GREFERATH, Ruth; HICKMAN, David; MUHS, Andreas; PFEIFER,
Andrea y NICOLAU, Claude.

INVENTOR(ES)
(72) Direccion: Am Ziegelhof 2, 77694 Kehl; Cité St. Michel,12, CH-1635 La Tour de

Tréme; Avenue des Cerisiers 39b, CH-1009 Pully; Route de Fenil 16A, CH-1806
St-Légier y 166 Greenwood Street, Newton, MA 02459 .
Nacionalidad o Domicilio: Alemania, Suiza y Estados Unidos de América.

PCT (86)

Solicitud Internacional No. PCT/EP2006/011862 Fecha: _08/12/06

publicacion Internacional No. WO 2007/068412 A3 Fecha: _21/06/07

@ Titulo (54) “ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO BETA 1-42 CON PROPIEDADES
TERAPEUTICAS” ,

@ Clasificacion internacional (51) _A61K 39/365 .

s \CRRAT LAy

Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha - (315 Numero de Solicitud
' EP 12/12/05 05027092.5
R

S| no [ EP 14/07/06 06014729.5
EP 02/10/06 ] 06020766.9

: N @ Comprobante de Pago No. 08-33,095 Fecha: Abril 24 de 2008

:\ .
2
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B0 DE CAJA APLICADO AL E!
ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

[}
Documento que acredita la.existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante. :

Declaraciones
Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujosy

1

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccion del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales " .
de las comunidades indigenas. ‘
Arte Final 12X12. ' { SUPERINTENDENCIA DE INDUS

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos bbtenidos en el ext;ranjéro poré

.mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional. 08
v

180 OFICIAL DE CAJA
- T

Oftros: Reporte de Busqueda Internacional con su traduccion, Anexos al Reporte de Busquedia
Internacional, Publicacion con su traduccion y Listado de Secuencias. ]
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AC IMMUNE SA

EXPEDIENTE NoO. 08-054.1'648




. . Espacio reservado para el adhesivo, de radicacién
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES .

1. Identificacion del Tramite . e | - : i o \ :
[] Conversién - B pivisién ‘ ] Fusién

. 1

[ Patente de Invencion s
Patente de Modelo de Utilidad

Registro de Disefio‘Industrial ‘ ' :

[_] Esquema de Trazado de Circuitos Integrados ' [ |

2. Datos del solicitante

= o : |

’ : R fdi i

Persona Natural l:] : | Pgrsona Juridica E |

AC IMMUNE SA : o o \

Nombre o] denommacuﬁn / Nombre o razén socnal

‘Nombre del representante legal L] E l______l ‘ L] o 2<

Tlpo de empresa P Micro Pequeﬁa . Mediana. , Otra
- D D . [:] ‘ 39 690 713 de Usaquén

Documento de identificacion:  C.C. - CE. \ ‘ S Namare i \ ?

‘Natcionalidad/Pafs de constltuclérﬁ»* S| Direccién del titular v L “Cludad . - L

Sunza S e EPFL PSE Bunldlng B, CH 1015 j Lausanne, Suiza

| Direbci6n electrsnica Y NoFax | Nimerotelefénico |
0 ﬂcacnonesgatentes@lloréd%érriacho.com : 6069701 3264270 1

@ Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las
comunicaciones sean enviadas a través de la dlrecclén de correo electrénico

3. Datos del apoderado:
ALICIA LLOREDA RICAURTE 39.690.713 de Usaquén 53.215 .
Apellidos y Nombre documento de identificacion Tarjeta profesional

Direccién y domicilio Ciudad

Calle 72 No 5-83 piso 5to Bogota

Direccién electrénica No. Fax Numero telefénico
notificacionespatentes@lloredacamacho.com| 6069701 3264270

En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase indicar el numero de su radicacién
0 protocolo de poder general

PI102-FQ5 vr6 (2012-04-19)
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CONVERSION

A

DIVISION |
vl Expediente

FUSION | =

Expediente

E(pediente_ : L

5 08-054.164 .

— Tt

De:

De: 08-054.164 11 pe:

< | A 08-054.164B ‘

1 |

5.

Comprobante de Pago No  12-108170 Fecha_16/10/12

6. A

nexos

Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccion y/o modificacion
X Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representaciofh '

|:I Numero de documento que ordena la comiéién o fusién o division

] Documento que contiene la conversién, division o fusion de Ié solicitud

] Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

3

“C.ClL

9.690.713 de Usaguén'

ntsr

P102-FO3 vr6 {2012-04-19)



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

e

RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 12 - 108170

Bogota D.C., Octubre 16 de 2012 - 17:06:56

RECIBIDO DE : LLOREDA & CiA. S.A.

NI 830.022.145

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCQO CLIENTA No. PAGQO

EECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 452484616

16/10/2012 12.820.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT._ RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 LF\%/EMITES DE SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00
$590.000.00

SON: **QUINIENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

3§*§9W
Recibo eﬁawéﬁio al Expediente No.

.
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SUPERINTENDENCIA DE IN
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Fecha: 2012-12-13 11
Tra 11 PATENTRIVI-C 33 Dep 2020 DIR NUEVASCR

Act. 411 PRESENTACION

Sede Centro: Carrera

Web: www.slic.gov.co e-mal: info@sic.gov.co

Eve: 379 FASENAC]
Folios: 229 ONALII

13 No. 27 - 00 Pisos 3,45y 10 Bogots, D.C.- Colombla |
Conmutador: {571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Cente

r: {571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
ol

£ RECIBO DE CAJA
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 12 - 0095747

Bogota D.C., Septiembre 18 de 2012 - 09:11:19

RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A.

NI 830.022.145

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA. No PAGO

FECHA PAGO VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 455230694

17/09/2012 26.690.000.00

*** Conceptos Pagados ***

®

CANT.__RENTISTICO CONCFEPTO Ve UNDITARIO M CONCFPTO
13 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 _ $238 888 88 ,

SON/"TWE?:IENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
R*g/ponsable: m

\
Recibode Caja Aplicado al Expediente No.

Fecha:

2-12-13 11:

I

SUPERINTEN

////u///////ﬂ/ummumWwfmmmmmlnfiwﬁéii?ukﬂﬁlﬁlﬁf

ra. 11 PATENTEIY 033 Dep 2020 DIRN
Act 411 PRESENTAgION ForrS FASENAgE)V@\SL%R

Sede Contro: Cal
Web: www.slc.gov.co e-mal: info@slc.gov.co

. Saptlembre 18 da 2012 - 09:11:30

Fouos 229

rrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

/-

€12 RECIBO DE CAJA |
NS . No. 12 - 0095748
Industria y Comercio ;
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Septiémbre 18 de 2012 - 09:11:19
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA Na PAGO EECHA PAGO. VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 455230694 17/09/2012 26.690.000.00

*** Conceptos Pagados *** ‘
CANT._RENTISTICO CONCFPTQO Ve UNDITARIO Ve CONCEPTQ

13 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 RE|VINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 390.000.00
ALAS™O INICICIALES $390.000.00

SON: **TRESCIENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

\ \
Responsaple: /_j
*i*-

R&ibo.d_e .ngg’épucﬁ) al Expediente No.

Cm— b e

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

A ARARAL

" Fecha: 2012-12-13 11:20:33  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYIl Eve: 378 FASENACIONALII
Act. 411 PRESENTACION Folios: 229

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombla
Web: www.slc.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000910165 Call Center: (571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2
o/

/' o »

< RECIBO DE CAJA _No. 12 - 0095749
Industria y Comercio ‘
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Septiembre 18 de 2012 - 09:11:19
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145

*** Soporte del Pago *** '
TIPO PAGO BANCO CUENTA Na. PAGQO EFECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 455230694 17/09/2012 26.690.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT._RENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
13 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 390.000.00

A LAS 10 INICICIALES

$390.000.00

Recibo deTChja Aplicado al Expediente No.

—_— e

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

LA

Fecha: 2012-12-13 11:20:33  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 379 FASENACIONALII
Act. 411 PRESENTACION Folios: 229

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogoté, D.C.- Colombia
Web: www.slc.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

/-

Ap

o A RECIBO DE CAJA

g
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 12 - 0095750

Bogota D.C., Septigmbre 18 de 2012 - 09:11:19

RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A.

NI 830.022.145

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA

No PAGO FECHA PAGO VR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387

455230694 17/09/2012 26.690.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT._ RENTISTICO CONCEPTO

13 50005-01-01 SOLICITUDE
3 50005-01-01 SOLICITUDES ALAS 10 INICICIALES

1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL

\r UNDITAR‘IO Ve CONCEPTQ

30.000.00 390.000.00
$390.000.00

— . —————— e e

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RS PAEAP A

Fecha: 2012-12-13 11:
Tra. 11 PATENTEIYIl
Act. 411 PRESENTACION

20:33 _Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Eve: 379 FASENACIONALII
Folios: 229

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogot4, D.C.- Colombla

Web: www.sic.gov.co e-mal: Info@sic.gov.co
8de 2012 - 09:11:30

Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5670284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

/-
PR
O RECIBO DE CAJA No. 12 - 0097819
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Septiembre 25 de 2012 - 08:10:30
i
RECIBIDO DE : LLOREDA & CIA. S.A. NI 830.022.145
*** Soporte del Pago *** '
TIPO PAGO BANCO CUENTA Na PAGQ EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 455230705 24/09/2012 4.725.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT._ RENTISTICO CONCEPTQ Ve UNDITARIO, _ Ve CONCEPTO,

1 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 30.000.00
ALAS ™10 INICICIALES $30.000.00

SON;(TIQ\TA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***
Res()onsable: N

________________________________
*****

Reciéo de Caja Aplicaﬂé al Expediente No.
\_-_/

T

Tra 11 PATENTEI 20 D8P, 2020 DIR NUEVASCR

Act. 411 PRESENTACION Evgoﬁgsg 22 CVACIONALII

Sede Centro; Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.sic.gov.co ¢-mal: info@slic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. Saptiambra 25 dn 2012 - 08:10:35 !




TRADUCCION OFICIAL No. 2008-08-13-587
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en espafiol.

Certificado Notarial, documento escrito en inglés y en espariol.
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Atestacion

Yo, el suscrito notario publico de Basilea, Suiza, Dr. Ronald M. Miiller, por el
presente certifico que las firmas adjuntas al presente son las firmas auténticas del
Profesor Andrea Pfeifer, ciudadano aleman, residente en Saint-Légier-La Chiésaz,
Suiza, y del Dr. Andreas Muhs, ciudadano aleman, residente en Pully, Suiza,
ambos actuando por AC Immune SA, en Ecublens/VD, Suiza, uha compaifia
debidamente constituida y legalmente existente bajo las leyes de Suiza, con
oficina registrada en Parc scientifique EPFL, PSE-B en Ecublens/VD, evidenciado
por un resumen del registrador comercial, Profesor Andrea Pfiefer regjistrado como
“directora”, Dr. Andreas Muhs, registrado como “director”, ambos con firma
conjunta por AC Immune SA, ambos teniendo suficiente autoridad para ejecutar el
poder anterior.

La autenticidad de las firmas fue establecida por medio de comparacion.
Basilea, Suiza, este dia 23 (veintitrés) de julio de 2008 (dos mil ocho).
Oblea notarial.

Leg. Prot. No. 907/2008 (firma: ilegible)
Dr. R. M. Miller

Notario

"n\
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Suiza
Este documento oficial
ha sido firmado por (ilegible)
actuando como (ilegible)

y certificado por el sello de (ilegible)

Certificado
5. en Basilea 6. el dia 23 de julio de 2008
7. por la Cancilleria de Estado del Canton de la Ciudad de Basilea
8. No. 6'614/11'100
9. Sello/Estampilla 10. Firma: ilegible
Sello de la Cancilleria de Estado Heidi Fischer

Autenticacion de firma No. 092 en el Consulado de Colombia en Berna.

\ duéL‘Q $eg0Un mi mejor saber y entender, este dia 13 de agosto de 2008,

e Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 d ‘1989 Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

CIRAHUCTONA OFICLAL

ﬁ“ IRCULO %E]DC OPTA ]
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" Los &uajo firmados,

A = 17S

~

14

Aj'? ee ¢

con ddmicilio en
EPFL = PIF [Suiling B
Jeil2efome)

/ et ¢y #17 c-“

' nombramos par el presente a ALIGIA LLOREDA ylo
"GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
y/o, I:NRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,

;Colombla corn oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No:

' 5-83.piso 6o,

nuestros representantes legales y

yemiaderos en Bogota, con facultades para recibir

- SANTAMARIA  ylo

‘de” nuestros intereses:

notificaciones y nombrar apoderadas judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
pardgrafo 1o, del arlculo 543 del decreto 410 de

1971

.. Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/lo ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para

" representarnos ante las autoridades colombianas,

administrativas, judiciales o de policla, en todos los
tramites relatwos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar anle dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
fecursos y presentar deSIsumlentos formular

" descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las

solicitudes, presentar oposiciones y apelacionss;
instaurar cancelaciones, renunciar  total 0
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los
tibunales, quedan facultados para tomar
intervencién como demandantes o demandados ante
los jueces que sean competentes, pudiendo transar,
gometer a arhitros, desistir, percibir y apelar, con
todas las demads facultades que resulten necesarias,
y por el presente declaramos desde ahora valido y
bueno ; cuanto dichos representantes y/o los
apoderados que cualquiera de ellos nombre hicieren
en nuestro beneficio.

Asimismo, facultamos a los doclores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO
ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en' la Oficina de Propiedad Industrial Ia
prolocolizacién de este documenta y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre

© fhuestro.

Dado y firmado

oS o
The undersigned,

/, [ / M) E 3 -'/.:;7

‘domiciled at

Z'/:)/ 7 B /jfé / l//./(/ *’C/. /-S)
&H - 7078 Z.‘“r"f_/.ﬁvw') <,

hereby appoint, ALICIA  LLOREDA
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA andlor ENRIQUE. ALVAREZ,

Bogota, Colombia, with offices in said town, (,alle 72
No. 5-83, Sixth Floor, our .frue and: Iegal

representatives in Bogotd, with power: to recejve

notifications and to appoint judicial or extrajudicial S

agents, so as to comply with-parggraph 1o. of article
543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUS TAVQ |
TAMAYQ and/or IGNACIO SANTAMAR!A andlor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by’ any one of
them appointed, are especially empowered o
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for. which purpose
we authorize them to take before the'said authorities

all the necessary steps for the said end; to file
pelitions, declarations, claims, recourses and
withdrawals, lo draw up specifications;ﬁ to file

amendments, to limit the scope of applications,. file
oppositions; file cancellalions total or partially. waive
registrations, to pay all instaliments and .effect all
other payments prescribed by law; to recéi\'/g proper
receipts, to comply with all other requirements and, in
shont, to take all those measures which they may
deem fit for the protection of our interests; and in
case of opposition, where the proceedings be passed
over to the courts, we aulhorize said agents to act on
our behalf, as complainants as well as defendants,
before the competent judges, with full powers: to
make arrangements, to submit io arbilrators, to
desist, to collect, to appeal and, in short, with all such: -
further powers as may b@ requned end we hereby
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estado
Ciudad
Hoy de de 200 |, comparecié

» @ quien conozco y
de quien me consta que firmé el anterior documento,
y quien debidamente juramentado declar6 y dijo que

éles

de
‘ la compaiifa nombrada en
- el documento que antecede, una sociedad

- debldamente’ organizada y existente conforme a las
leyes -del Estado de ,
. domiciliada' en la ciudad de

, - Condado de

Estado.de . . .
legalmenite constituida para un perfodo de duracién
que &ln no ha terminado, que ejeice su objeto
social; conforme a las leyes del Estado  de

.que " &l declarante ests autorizado  por dicha

~ Comparia para conferir este. poder; que el sello
estampado por & al pie de tal poder, en nombre y en
representacion de la expresada Compafifa, es el
sells dficial de ella; y que el objeto para el cual se
confiéré este instrumento ests comprendido dentro
del de la sociedad. ' :
El suscrito Notario ha visto los Estatutos de
incorpiracion firmados en . .
Estado de , con fecha .Y
certifica que de conformidad con la legislacion de
dicho Estado la anterior declaracion Jjuramentada es
prueba suficiente de que los hechos sobre que ella
versa son ciertos o verdaderos, de lo cual da fe,

Notary Public (Notario Publico).

!
NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

State
City ‘
On this day of
personally
came
to me known, and known to me to be the perso
signed the foregoing instrument, who being b
duly sworn did}depose’ and say that he is the

of

. 200

who

me

, » the company named
within, a Corpﬁoration organized and existing under

the laws of the State of ,
domiciled af the City of
County of

»

State

of tenure not yet expired, ~Which. exerclses
corporate purposes according to the laws of the B
of i . . that
deponent is atLthorized by said €ompany to

this power of attorney; that the seal affixed hergun..
by the deponent in the name and on’behalf of said

Corporation is,the corporate seal thereof:: and

, legally constituted for a period

e

[

of

-its:
tate

that.

the purpose for which this instriment is. granted is

included within the corporate pur'pos_es’ of
Company.

the

The undersigned Notary Public has seen the articles

of Incorporation of said Corporation executed at
, State of

, under dafe of

\ . » and hereby

certifies that under the laws of said ‘S.tatel
foregoing acknowledgment is sufficient proof tha
facts therein contained are true, which he attests.

the
the
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Attgstation

I, the undersigned notary public of Basel, Switzerland, Dr. Roland M. Miller, certify
herewith that the signatures attached heretofore are the genuine signatures of Prof.
Andrea Pfeifer, German citizen, residing in Saint-Légier-La Chiésaz, Switzerland, and
Dr. Andreas Muhs, German citizen, residing in Pully, Switzerland, both acting for AC
Immune SA, in écublens/VD, Switzerland, a company duly organized and legally
existing under the laws of Switzerland, with registered seat at Parc scientifique EPFL,
PSE-B in écublens/VD, evidenced by an extract from the register of commerce, Prof.
Andrea Prfeifer registered as "directrice”, Dr. Andreas Muhs registered as "directeur"”,
both with joint signature for AC Immune SA, both having sufficient authority to execute
the above power of attorney. -

The authenticity of the signatures was established by means of comparison.

BASEL, Switzerland, this 23" (twenty-third) day of'JuIy 2008 (twothousandandeight).

Dr. RM. Mifler

Notar ;
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Resumen - Reivindicacién(es):

Reivindicacién namero 1.-

Un anticuerpo monaclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo:

(a) anticuerpo que después de la co-incubacion con péptidos monoméricos amiloides, en partiéular peéptidos monoméricos B-
amiloides tales como, por ejemplo, los péptidos monoméricos AR 1-39, 140, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los péptidos
monomericos A4z, inhibe la agregacion de los mondmeros A a fibrillas poliméricas de alto peso molecular;

(b) anticuerpo que después de la co-incubacion con fibrillas o filamentos preformados amiloides poliméricos de alto peso
molecular formados por la agregacion de péptidos amiloides monoméricos, particularmente péptidos B amiloides monoméricos tales
como, por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente péptidos Aps.42 monoméricos, es
capaz de inducir una transicién de la conformacion de lamina B a una conformacién de arrollamiento al azar en una localizacién dada
de la molécula, que produce un aumento de fa conformacién enrollada al azar a expensas de la conformacién de lamina B y una
solubilizacion mejorada de las fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados;

(c) anticuerpo que después de la co-incubacién con péptidos amiloides monoméricos, particularmente péptidos B-amiloides
monoméricos tales como, por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los péptidos
ABra2 monoméricos, inhibe la agregacion de los monémeros AB a fibrillas o filamentos poliméricos de alto peso molecular y ademas,
después de la co-incubacion con fibrillas o filamentos preformados amiloides poliméricos de alto peso molecular formados por la
agregacion de péptidos amiloides monoméricos, particularmente péptidos B-amiloides mionoméricos tales como, por ejemplo, los
peptidos AR monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 0 1-43, pero especialmente los péptidos AB1.4.2 monoméricos, es capaz de desagregar
las fibrillas o filamentos poliméricos preformados;

(d) anticuerpo que se une en forma directa y especifica a las fibras AB por localizacién de una regién epitdpica del polipéptido
de A limitado por los residuos de amino4cidos aan-aam, siendo n un niimero entero entre 13 y 15, pero especialmente 14 y m un
numero entero entre 22 y 24, pero especialmente 23, donde n y m no pueden ser nimeros idénticos y n siémpre debe ser un nimero
mas pequefio que m, con la diferencia entre n y m22;

(e) anticuerpo o fragmento que se une a un monémero AB con una afinidad de unién de por lo menos aproximadamente 1 x
10 a por lo menos aproximadamente 1 x 104, particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 10 a por lo menos
aproximadamente 1 x 107, mas particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 107 a por lo menos aproximadamente 1 x 105,
alin mas particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 107 a por lo menos aproximadamente 4 x 107 pero, con preferencia,
no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina precursora amiloide (APPY);

T



(f) anticuerpo o fragmento.que se une a una fibra, fibrilla o filamento de AB con u‘lna afinidad de unién de por lo menos

aproximadamente 1 x 10-7 a por lo menos aproximadamente 1 x 109, particularmente de por lo “menos aproximadamente 1 x 10-7 a por
lo menos aproximadamente 1 x 108, mas particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 108 a por lo menos aproximadamente
1 x 109, alin mas particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 108 a por lo menosi aproximadamente 5 x 1038, pero, con

preferencia, no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina precursora amiloide (APP);

|
(g) anticuerpo que incorpora por {o menos una de las propiedades seleccionadas del grupo que consiste en inhibicion de la
agregacion, desagregacién, induccion de la transicion conformacional, reconocimiento y union directa a un epitope, particularmente un
epitope discontinuo de la conformacion en la region 14-23, particularmente en la 14-20, lo que reduce o disminuye la velocidad de
formacion de placas amiloides, disminuyendo la cantidad total de AR soluble del cerebro, disminuyendo la cargé de placas en el
cerebro, reduciendo la proporcién de placas del cerebro, reteniendo o aumentando la cépacidad de memoria cognitiva, pero
especialmente una combinacion de dos o més de dichas propiedades; 6, \

(h) anticuerpo que se ha preparado contra una construccion antigénica supramolecular que comprende un péptido antigénico
correspondiente a la secuencia de aminoacidos del péptido B-amiloide, particularmente del péﬂ)tido B-amiloide AP1--1s5, AB1—15 Y Af1—
16(a14), modificado con residuos hidrofébicos tales como, por ejemplo, acido palmitico o un residuo hidrofilico tal como, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG) o una combinacion de ambos, donde dicho residuo hidrofobico y residuo hidrofilico, respectivamente, esta unido
en forma covalente a cada extremo a través de un aminoacido tal como, por ejemplo, lisina ? cualquier aminoécido o anlogo del
aminoacido adecuado capaz de servir como molécula conectora. ‘
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(54) Titulo: ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO BETA 1-42 CON PROPIEDADES TERAPEUTICAS
. (57) Resumen; . .
Reivindicacién namero 1.

Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo:

(a) anticuerpo que después de la co-incubacion con péptidos monoméricos amiloides, en particular péptidos monoméricos B-amiloides tales
como, por ejemplo, los péptidos monoméricos AR 1-39, 1-40, 141, 1-42 o 1-43, pero especialmente los péptidos monoméricos ABi.42, inhibe la
agregacion de los monémeros AR a fibrillas poliméricas de alto peso molecular:

(b) anticuerpo que después de la co-incubacién con fibrillas o filamentos preformados amiloides poliméricos de alto peso molecular
formados por la agregacion de péptidos amiloides monoméricos, particularmente péptidos B amiloides monoméricos tales como, por ejemplo, los
péptidos AR monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente péptidos AB1.42 monomeéricos, es capaz dé inducir una transicion de 1a
conformacién de lamina B a una conformacion de arrollamiento al azar en una localizacion dada de la molécula, que produce un aumento de la
conformacion enroliada al azar a expensas de la conformacién de lamina B y una solubilizacién mejorada de las fibrillas o filamentos amiloides
poliméricos de alto peso molecular preformados;

(c) anticuerpo que después de la co-incubacion con péptidos amiloides monoméricos, particularmente péptidos B-amiloides monoméricos
- -tales como, por ejemplo, los péptidos AB monoméricas 1-39, 140, 1-41, 142 o 1-43, pero especialmente los péptidos A142 monoméricos, inhibe |2
agregacion de los monémeros AR a fibrillas o filamentos poliméricos de alto peso molecular y ademas, después de la co-incubacion con fibrillas o
filamentos preformados amiloides poliméricos de alto peso molecular formados por la agregacion de péptidos amiloides monoméricos, particularmente
peptidos B-amiloides monoméricos tales como, por ejemplo, los péptidos AB monoméricos 1-39, 1-40, 141, 1-42 o 143, pero especialmente los
péptidos AB1..2 monoméricos, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados;

(d) anticuerpo que se une en forma directa y especifica a las fibras AB por localizacion de una regién epitépica del polipéptido de AR
limitado por tos residuos de aminoacidos aan-aam, Siendo n un ndmero entero entre 13 y 15, pero especialmente 14 y m'un nimero entero entre 22y
24, pero especialmente 23, donde n y m no pueden ser niimeros idénticos y n siempre debe ser un nimero méas pequefio que m, con la diferencia
entre ny mz2; . .

(e) anticuerpo o fragmento que se une a un monémero AB con una afinidad de unién de por lo menos aproximadamente 1 x 106 a por lo
menos aproximadamente 1 x 108, particularmente de por lo menos‘aproximadamente 1 x 10 a por lo menos aproximadamente 1 x 107, méas
particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 107 a por lo menos aproximadamente 1 x 10, ain mas particularmente de por lo menos
aproximadamente 1.x 10:Z.a por.lo.menos aproximadamente 4 x.10:Zoero..con oreferencia..no muestra ninauna reactividad_cruzada sianificativa con.la




ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO BETA 1-42 CON PROPIEDADES
TERAPEUTICAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con métodos y composiciones para uso
terapéutico y diagnostico en el tratamiento de enfermedades y trastornos
causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide que incluyen
la amiloidosis, un grupo de trastornos y anomalias asociados con la prote'ina'
amiloide tales como la enfermedad de Alzheimer. |

La presente invencion proporciona nuevos métodos y composiciones que
comprenden anticuerpos altamente especificos y altamente efectivos que tienen
la capacidad de reconocer especificamente y unirse a los epitopes especificos de
una gama de proleinas B-amiloides. Los anticuerpos habilitados por la ensefianza
de la presente invencién son particularmente (tiles para el tratamiento de
enfermedades y trastornos causados por o asociados con proteinas amiloides o
de tipo amiloide que incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con la formacion de placas amiloides que incluyen
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad, que incluyen, pero

sin limitacion, trastornos neurolégicos tales como la enfermedad de Alzheimer
(AD).
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ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO BETA 1-42 CON PROPIEDADES
 TERAPEUTICAS

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones para uso
terapéutico y diagnéstico en el tratamiento de las enfermedades y trastornos
causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide que incluyen
la amiloidosis, un grupo de enfermedades y anormalidades asociadas con la
proteina amiloide tales como la enfermedad de Alzheimer.

La amiloidosis no es una entidad de enfermedad Unica sino mas bien un
grupo diver'sd de procesos de enfermedades progresivas caracterizados por
depésitos en el fejido extracelular de una proteina cerosa semejante a almidon
llamada amiloide, que se acumula en uno o méas 6rganos o sistemas corporales.
Una vez que se forman los depdsitos de amiloide, comienzan a interferir en la
funcion normal del érgano o sistema corporal. Existen por lo menos 15 tipos
diferentes de amiloidosis. Las formas principales son la amiloidosis primaria sin
antecedentes conocidos, la amiloidosis secundaria después de alguna ofra
afeccion y la amiloidosis hereditaria.

La amiloidosis secundaria se produce en gente que tiene una infeccion
cronica o enfermedad inflamatoria, tal como tuberculosis, una infeccion bacteriana
llamada fiebre Mediterranea familiar, infecciones dseas (osteomielitis), artritis
reumatoide, inflamacién del intestino delgado (ileitis granulomatosa), enfermedad
de Hodgkin y lepra.

Los depdsitos de amiloide tipicamente contienen tres componentes. Las
fibrillas de la proteina amiloide, que representan aproximadamente el 90% del
material amiloide, comprenden uno de varios tipos diferentes de proteinas. Estas
proteinas se pueden plegar en las llamadas fibrillas de hojas "beta-plegadaé", una
configuracion proteica Gnica que exhibe sitios de union para el rojo Congo que
producen las propiedades de tincion Cnicas de la proteina amiloide. Ademas, los

depositos de amiloide esta estrechamente asociados con el componente amiloide



P (pentagonal) (AP), una glicoproteina relacionada con el amiloide P sérico
normal P (SAP), y con glicosaaminoglicanos sulfatados (GAG), carbohidratos
complejos del tejido conectivo.

Muchas enfermedades del envejecimiento se basan en o estan asociadas
con protelnas de tipo amiloide y se caracterizan, en parte, por-la formacion de
depositos extracelulares de material amiloide o de tipo amiloide que contribuyen a
la patogénesis, ademas del avance de la enfermedad. Estas enfermedades
incluyen, pero sin limitacidn, trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad de
Alzheimer (AD), que incluyen enfermedades o afecciones caracterizadas por la
pérdida de la capacidad»de mermoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro
cognitivo leve (MCI), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de Down,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa); complejo
Parkinson-demencia de Guam. Otras enfermedades que se basan o asocian con
proteinas de tipo amiloide son la paralisis supranuclear progresiva, esclerosis
mditiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de
inclusién (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores
endocrinos y otros que incluyen degeneracion macular.

Si bien la patogénesis de estas enfermedades puede ser diversa, sus
depdsitos caracteristicos con frecuencia contienen muchos constituyentes
moleculares compartidos. En gran medida, esto se puede atribuir a la activacién
local de las vias pro-inflamatorias que de este modo producen la deposicion
concurrente de los componentés del complemento activado, reactantes de fase
aguda, moduladores inmunes y otros mediadores inflamatorios (McGeer et al.,
1994).

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un trastorno neuroldgico que se

considera que estd causado principalmente por las placas amiloides, una



acumulacion de depdsito anormal de proteinas en el cerebro. El tipo de amiloide
hallado con mayor frecuencia en el cerebro de los individuos afectados esta
compuesto principalmente de fibrillas AB. Las evidencias cientificas demuestran
que un aumento de la produccién y acumulacion de proteina beta-amiloide en ias
placas conduce a la muerte de la célula nerviosa, lo que contribuye al desarrollo y
avance de la AD. La pérdida de células nerviosas en é&reas cerebrales
estratégicas, su vez, causa la reduccion de los neurotransmisores y eg deterioro
de la memoria. Las proteinas principalmente responsables de la forma?cién de la
placa incluyen la proteina precursora de amiloide (APP) y dos presenilinas
(presenilina | y presenilina 11). La escision secuencial de la proteina precursora de
amiloide (APP), que se expresa en forma constitutiva y es catabolizada en la
mayoria de las células por las enzimas By y secretasa conduce a la liberacion de
un péptido AB de 39 a 43 aminoacidos. La degradacion de las APP
probablemente aumenta su propension a agregarse en placas. E| fragmento de
AB(1-42) es el que tiene principalmente una alta propension a formar agregados
debido a dos residuos de aminoacidos muy hidrofdbicos en su extremo C-
terminal. E! fragmento AB(1-42) por consiguiente se considera que esta
principalmente involucrado y es el responsable de la iniciacion de la formacion de
la placa neuritica en la AD y tiene, en consecuencia, un alto potencial patologico.

Por lo tanto, se necesitan a‘r‘iticuerpos especificos que puedan localizar y
dispersar la formacion de placa amiloide. |

Los sintomas de AD se manifiestan lentamente y el primer sinﬁoma puede
ser solo olvido leve. En esta etapa, los individuos pueden olvidar eventos
recientes, actividades, los nombres de gente o cosés_familiares y pueden no ser
capaces de resolver problemas de matematica simples. Debido a que la
enfermedad avanza, los sintomas se advierten mas facilmente y se convierten en

suficientemente graves y origina que la gente con AD o los miembros de su




familia busquen ayuda médica. Los sintomas del estadio medio de AD incluyen el
olvido de cdmo realizar tareas simples tales como el arreglo personal y desarrolio
de problemas con el lenguaje, comprension, lectura o escritura. En el estadio
tardlo de la AD los pacientes se pueden volver ansiosos o agresivos, pueden
alejarse del hogar y finalmente necesitan atencion total.

En la actualidad, la Gnica manera definida para diagnhosticar AD es
identificar las placas y ovillos en el tejido cerebral en una autopsia después de la
autopsia del individuo. En consecuencia, los médicos solo pueden hacer un
diagndstico de AD “posible” o “probable” mientras Ia persona esta todavia viva.
Mediante los métodos actuales, los médicas pueden diagnosticar AD en forma
correcta hasta el 90 por ciento de las veces empleando diversas herramientas
para diagnosticar AD "probable". Los médicos realizan preguntas acerca de la
salud general de la persona, problemas médicos del pasado y lbs antecedentes
de cualquier dificultad de la persona para llevar a cabo las actividades diarias.
Las pruebas conductuales de memoria, resoluciéon de problemas, atencion,
calculo y lenguaje proporcionan informacion sobre la degenera;cién cognitiva y
pruebas médicas tales como exédmenes de sangre, orina o liquido espinal vy
barridos cerebrales pueden proparcionar alguna informacién adicional.

El manejo de la AD consiste en tratamientos basados en medicacion y no
medicacion. Los tratamientos destinados a cambiar el ‘curso subyacente de la
enfermedad (retardar o revertir el avance) han sido hasta el momento en gran
parte infructuosos. Los medicamentos que restauran el déficit (defecto), o mal
funcionamiento, de los mensajeros quimicos de las células nerviosas
(neurotransmisores), en particular los inhibidores de colinesterasa (ChEl) tales
como tacrina y rivastigmina, han demostrado mejorar los sintomas. Los ChEl

impiden la degradacion enzimatica de los neurotransmisores, de este modo



aumenta la cantidad de mensajeros quimicos disponibles para transmitir las

sefiales nerviosas en el cerebro.

Para algunas personas en los estadios temprano y medio de la
enfermedad, los farmacos tacrina (COGNEX®, Morris Plains, NJ), donepezil
(ARICEPT®, Tokyo, JP), rivastigmina (EXELON®, East Hanover, NJ), o
galantamina (REMINYL®. New Brunswick, NJ) pueden ayudad a a prevenir
algunos sintomas del empeoramiento durante un tiempo limitado. Otro farmaco, la
memantina (NAMENDA®. New York, NY), ha sido aprobado para el tratamiento de
la AD de moderada a severa. Las medicacipnes estan también disponifbles para
tratar las manifestaciones psiquiatricas de la AD. También, algunas medicinas
pueden ayudar a controlar los sintomas conductuales de la AD tal como iﬁnsomnio,
agitacion, deambulacion erratica, ansiedad y depresién. El tratamiento de estos
sintomas con frecuencia brinda mayor comodidad a los pacientes y hace:mas facil
la atencion a sus cuidadores. Desafortunadamente, a pesar de que los
significativos avances del tratamiento con esta clase de agentes muestran que
este es regularmente mejor que un placebo, la enfermedad continta su avance y
el efecto promedio en e funcionamiento mental solo ha sido modesto. Muchos de
estos farmacos usados en la medicacién de la AD tal como, por ejemplo, los ChEl
también tienen efectos se_cundvarios que incluyen disfuncion gastrointestinal,
toxicidad hepatica y pérdida de pesa.

Otras enfermedades que se basan o asocian con la acumulacion y depasito
de proteina de tipo amiloide son deterioro cognitivo leve, demencia de cuerpos de
Lewy (LBD), esclerosis lateral amiotréfica (ALS), miqsitis con cuerpos de inclusion
(IBM) v degeneracion macular, en particular degeneracion macular relacionada
con la edad (AMD).

El deterioro cognitivo leve (MCI) es un término general definido mas

cominmente como un trastorno de la memoria sutil pero medible. Una persona




con MCI experimenta mas problemas de memoria que los que hormalmente
esperados en el envejecimiento, pero no muestra otros sintomas de demencia, tal
como juicio o razonamiento deteriorado. EI MCl es una afeccién que con
frecuencia refleja un estadio preclinico de la AD.

Se considera que el depdsito de B-amiloide en la corteza entorhinal (EC)
cumple un papel clave en el desarrollo del deterioro cognitivo leve (MCI) en las
personas de edad avanzada. Esto est4 en linea con la abservacion de que los
niveles de CSF-A-AB(1-42) de declinan significativamente una vez que la AD se
vuelve clinicamente manifiesta. En contraste con lo niveles de CSF#AB(1-42), los
de CSF-tau estan significativamente aumentados en el estadio MCI y estos
valores continian elevados a partir de ese momento, lo que indica que los niveles
de CSF-tau aumentados pueden ayudar a detectar sujetos con MCI a los que se
pronostica el desarrollo de la AD.

La demencia de los cuerpos de Lewy (LBD) es un trastorno
neurodegenerativo que se puede producir en personas mayores de 65 afios, que
generalmente causa sintomas de deterioro cognitivo (pensamiento) y cambios
conductuales' anormales. Los sintomas pueden incluir deterioro cognitivo, signos
neuroldgicos, trastornos del suefio y falla autonémica. El deterioro dognitivo es el
rasgo caracteristicao de la LBD en lal mayoria de los casos. Los pacientes tienen
episodios recurrentes de confusién que empeoran progresivamente. La
fluctuacion de la capacidad cognitiva con frecuencia se asocia con cambios en el
grado de atencién y estado de alerta. El deterioro cognitivo y las fluctuaciones
del pensamiento pueden variar durante minutos, horas o dlas.

Los cuerpos de Lewy se forman a partir de las proteinas fosforiladas y no
fosforiladas de los neurofilamentos; estos contienen la proteina sinaptica alfa-
sinucleina -rademés de ubiquitina, la cual esta involucrada en la eliminacién de las

proteinas dafiadas o anormales. Ademas de los cuerpos de Lewy, las neuritas de



Lewy, que son cuerpos de inclusion en los procesos celulares de las células
nerviosas, también pueden estar presentes. Las placas amiloides se pueden
formar en los cerebros de los pacientes afectados con DLB, sin embargo tienden
a ser menores en numero que los que se observan en pacientes con la
enfermedad de Alzheimer. Los ovillos neurofibrilares, la otra marca distintiva
micropatoldgica de la AD, no son una caracteristica principal de la DLB pero con
frecuencia estan presentes aderﬁés de las placas amiloides.

La esclerosis lateral amiotrofica (ALS) se caracteriza por la degeneracion
de las neuronas motoras superiores o infeﬂores. En algunos pacientes con ALS,
puede estar presente la demencia o afasia (ALS-D). La demencia es mas
cominmente una demencia frontotemporal (FTD), y muchos de estos casos
tienen inclusiones ubiquitina-positivas, tau-negativas en neuronas del giro dentado
y capas superficiales de los l6bulos frontal y temporal.

La miositis con cuerpos de inclusion (IBM) es una enfermedad invalidante
que se halla usualmente en gente de mas 50 afios, en la cual as fibras
musculares desarrollan inflamacion y comienzan atrofiarse —pero en la cual el
cerebro estd conservado y los pacientes mantienen su intelecto completo. Se
hallaron dos enzimas comprometidas en la produccién de la protelna R-amiloide
aumentadas en el interior de las_ celulas musculares de los pacientes con esta
enfermedad muscular progresiva mas comiin en personas de edad avanzada, en
la cual la R-amiloide también esta aumentada.

Otra enfermedad que se basa o estd asociada con la acumulacion y
depdsito de la proteina de tipo amiloide es la degeneracion macular,

lL.a degeneracion macular es una enfermedad ocular comin que causa
deterioro de la macula, que es el drea central de la retina (el tejido delgado como
un papel en la parte posterior del ojo donde las células sensibles a la luz envian

sefiales visuales al cerebro). La visian ‘frontal’ clara, aguda esté procesada por la




macula. El dafio en la méacula produce el desarrollo de puntos ciegos y vision
distorsionada o borrosa. La degeneracién macular relacionada con la edad (AMD)
es una causa principal de deterioro visual en los Estados Unidos y para gente de
mayor de 65 afios es la causa principal de ceguera legal entre los caucasicos.
Aproximadamente 1,8 millones de americanos de 40 afios y mayores tienen AMD
avanzada, y otros 7,3 millones de personas con AMD intermedia tienen riesgo
sustancial de pérdida de visién. El gobiemo estima que para 2020 habra 2,9
millones de personas con AMD avanzado. Las victimas de AMD con frecuencia se
sorprenden y frustran al descubrir cuan poco se sabe acerca de las causas y
tratamiento de esta afeccion cegadora.

Existen dos formas de degeneracién macular: degeneracién macular seca
y degeneracion macular himeda. La forma seca, en la cual las células de la
macula comienzan a alterarse lentamente se diagnostica en el 85 por ciento de
los casos de degeneracién macular. Usualmente ambos ojos esta afectados por la
AMD séca, si bien un ojo puede perder vision mientras que el otro ojo permanece
sin afectar. Los drusen, que son depdsitos amarillos bajo la retina, son signos
comunes tempranos de la AMD seca. El riesgo de desarrollar AMD seca
avanzada o AMD humeda aumenta a mediado que aumenta el nimero o tamafio
de los drusen. Es posible que la AMD seca avance y cause pérdida de vision sin
transformarse en la forma himeda de la enfermedad, también es posible que la
AMN seca en estadio temprano cambie de repente a la forma htimeda.

La forma himeda, aunque solo representa el 15 por ciento de los casos
causa el QO por ciento de las cegueras y se la considera AMD avanzada (no hay
estadlo temprano ni intermedio de la AMD htimeda). La AMD himeda es siempre

precedida por la forma seca de la enfermedad. A medida que la forma seca

empeora, algunas personas comienzan a tener un crecimiento anormal de los

vasos sanguineos detras de la macula. Estos vasos son muy fragiles vy filtraran



liquido y sangre (de aqui degeneracién macuiar ‘humeda’), lo que provoca un
dafio rapido a la macula.

La forma seca de la AMD con frecuencia causard inicialmente vision
ligeramente borrosa. El centro de la vision en particular luego se convierte en
borrosa y esta region crece mas a medida que la enfermedad avanza. So se
pueden adverﬁr sintomas si solo un ojo esta afectado. En la AMD himeda, las
lineas rectas pueden parecer onduladas y se puede producir: rapidamente la
perdida vision central.

El diagnéstico de la degeneracién macular generaimente incluye un
examen de ojo dilatado, prueba de agudeza visual y un examen de la parte
posterior fondo de ojo mediante un procedimiento llamado examen de fondo de
ojo para ayudar a diagnosticar la AMD, y —si se sospecha AMD himeda—
también se puede realizar angiografia con fluoresceina Si la AMD seca lega a los
estadios avanzados, actuaimente no existe una ftratamiento para impedir la
pérdida de visién, Sin embargo, una formula de dosis altas de antioxidantes
especificos y zinc puede retrasar o impedir que la AMD intermedia evolucione al
estado avanzado. FEI Macugen® (inyeccion de pegaptanib sédica),
fotocoagulacion laser y la terapia fotodinamica pueden controlar el crecimiento de
los vasos sanguineos y el sangrado en la macula, lo cual es ﬁtil para algunas de
las personas que tienen AMD‘hL'lmeda; sin embargo, la vision que ya se ha
perdido no se recuperara con estas técnicas. Si la vision ya esta perdida, existen
auxiliares de la vision baja que pueden ayudar a mejorar la calidad de vida.

Uno de los signos mas tempranos de la degeneracion fnacular relacionado
con la edad (AMD) es la acumulacién de depositos éxtracelula‘res conocidos como
drusen entre la ldmina basal del epitelio pigmentado retiniano (RPE) y

la
membrana de Bruch (BM). Estudios recientes realizados por Anderson et al. A
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han confirmado que el drusen contiene beta amiloide. (Experimental Eye
Research 78 (2004) 243-256).

La investigacion en curso continia con los estudios que exploran los
factores ambientales, geneéticos y dietarios que puéden contribuir a la AMD.
También se estan explorando nuevas estrategias de.tratamiento, que incluyen
trasplantes de células de las retina, farmacos que evitardn o disminuiran el
avance de la enfermedad, terapia con radiacion, terapias génicas, Un chip de
computadora implantado en la retina que puede ayudad a estimular la vision y
agentes que evitaran el crecimiento de nuevos vasos sanguineos bajo la macula.

Un factor importante para considerar cuando se desarrollan nuevos
farmacos es la facilidad de uso para los pacientes seleccionados. La
administracion oral, -especificamente comprimidos, capsulas y ]geies blandos -,
representa el 70% de todas las formas de dosificacién consumidas debido a
conveniencia del paciente. Los desarrclladores de féfmacos concuerdan en que
los pacientes prefieren la administracion oral mas que someterse a inyecciones u
otras formas mads invasivas de administracion medicinal. Las formulaciones que
dan como resultado intervalos de dosificacién menores (es decir, una vez al dia o
liberacion sostenida) son también preferibles. La facilidad de administrar
antibidticos en formas de dosificacion orales produce un aumento del
cumplimiento del pacierite durante el tratamiento.

Se necesitan métodos y eomposiciones efectivas para la generacion de
anticuerpos altamente especfficos y altamente efectivos, este es un prerrequisito
si los anticuerpos son para ser proporcionados en una forma de dosis oral. Con
preferencia tales anticuerpos deberan reconocer epitopes especificos en diversos
antigenos tal como proteina amiloide.

Tambien se requieren en consecuencia, composiciones y métodos

efectivos para referirse a las complicaciones asociadas con enfermedades y
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trastornos causados o asociados con la proteina amiloide o de tipo amiloide que
incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la
formacién de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero sin limitacién,
trastornos neurologicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen
enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (de tipo holandesa ); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas
de otras enfermedades que se basan o asogian con proteinas de tipo amiloide tal
como parédlisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), miositis gon cuerpos de inclusion (IBM), diabetes
de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos que incluyen
degeneracién macular. En particular se necesitan anticuerpos especializados y
altamente efectivos capaces de contrarrestar las manifestaciones fisiolégicas de
la enfermedad tales como la formacién de placas asociadas con la agregacion de
fibras del péptido amiloide o de tipo amiloide.

Se ha demostrado que los anticuerpos antiamiloides estimulados por la
inoculacion de A4z mezcladolcon adyuvante de Freund completo o incompleto

son capaces de reducir la sobrecarga en ratones transgénicos para la enfermedad

de Alzheimer (Schenk et al., 1999).

La inoculacion intraperitoneal de AR+ tetrapalmitoilado reconstituido en
liposomas en ratones transgénicos NORBA estimuld tltulos significativos de
anticuerpos anti-amiloides, que también demostré poder solubilizar fibras y

placas amiloides in vitro e in vivo. (Nicolau et al., 2002).
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Un mecanismo posible por el cual se produce la disolucion de las placas
amiloides fue sugerida primero por Bard et al., (2000), quien propuso la
conclusion, sobre la base de sus datos, de que los anticuerpos opsonizaron las
placas, que posteriormente fueron destruidas por los macrofagos de la microglia.
De Mattos et al., (2001) indicaron que un MAb dirigido contra el dominio central
del R-amiloide fue capaz de unir y secuestrar completamente el plésma amiloide.
Estos sostuvieron que la presencia de estos mAb en circulacion madificd el
equilibrio de AR entre cerebro y plasma, lo cual favorece la depuracion periférica y
el catabolismo en vez del depdsito dentro dél cerebro.

La presente invencién proporciona nuevos métodos y cmﬁposiciones que
comprenden anticuerpos altamente especificos y altamente efectivos que tienen
la capacidad de reconocer y unirse especificamente a los epitopes especificos a
partir de una variedad de antigenos B-amiloides. Los anticuerpos permitidos por
las descripciones de la presente invencion son particularmente ;’Jtiles para le
tratamiento de las enfermedades y trastornos causados por o asociados con la
proteina amiloide o de tipo amiloide que incluyen la amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con la formacion de la placa amiloide que
incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacioﬁada con la edad tal como
enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neurologicos tal como
enfermedad de Alzheimef (AD) que incluyen enfermedades o afecciones
caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tal como, por.
ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa);
complejo Parkinson-demencia de Guvamﬁ ademas de otras enfermedades que se
basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal como paralisis supranuclear
progresiva, esclerosis mdltiple; enfermedad de Creutzfeld Jacab, enfermedad de

Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica),
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miositis con cuerpos de inclusién (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois
cardiaca senil, tumores endocrinos que incluyen degeneracion macular, por
nombrar solo unds pOCOS.

Ademas, la presente invencion proporciona nuevos métodos y
composiciones para retener o aumentar la capacidad de memoria cognitiva en un
mamifero que presenta una enfermedad o afeccion asociada con el amiloide que
comprende la administracion a un animal, particularmente un mamifero, mas
particularmente a un ser humano que requiere tal tratamiento, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
invencion.

BREVE DESCRIPCION DE FIGURAS Y SECUENCIAS

Figura 1: Péptidos derivados de las secuencias 1-15, 1-16 y 1-16(A14), 22-
35 y 29-40 de AB

Figura 2: Union del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2 a las especies
amiloides en una transferencia Western y transferencia en mancha

Figura 3: Union del anticuerpo monoclonal mACI|-01-Ab7 C2 a las fibras
amiloides por microscopla electronica de transmision.

Figura 4: Resultados de un experimento comparativo entre el ensayo de

Th-T fluorescente y RMN en estado sélido del péptido 1-42 B-amiloide marcado
con U-*C Tyr10 y Val12. |

SEC ID NO: 1: Péptido antigénico A 1.15
SEC ID NO: 2: Péptido antigénico AB 1.6
SECIDNO:3:  Péptido antignico AR +ismisy
SEC ID NO: 4: Péptido antigénico AR 22.35
SEC ID NO: 5: Péptido antigénico AP2e-40
SEC ID NO: 6: Péptido antigénico AR4.7
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SEC ID NO: 7: Secuencia de aminoacidos de la region variable de la

cadena liviana C2 de ratén

SEC ID NO: 8: Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la

cadena pesada C2 de raton

SEC ID NO: 9: Secuencia de nucléotidos de la regién variable de la
cadena liviana C2 de ratén - |

SECID NO: 10:  Secuencia de nucléotidos de la region variable de
cadena liviana G2 de ratdn que incluye las secuencias sefal

SEC ID NO: 11: Secuencia de nucléotidos de la regién‘VariabIe de la
cadena pesada C2 de ratén

SEC ID NO: 12: Secuencia de nucléotidos de la region variable de
cadena pesada de raton que incluye las secuencias sefial

SEC ID NO: 13-20: Variantes de secuencia de aminoacidos de la region
epitdpica del péptido AR

SECID NO:21:  Secuencia de aminoéacidos de la cadena liviana C2 de

raton

SECID NO:22:  Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada C2 de
ratén

La presente invencion hace uso de las presentaciones de antigenos que
producen la exposicion y estabilizacion aumentada de una conformacion
antigénica preferida, que finalmente origina anticuerpos con propiedades Unicas.

En una realizacion de la invencion se proporciona un anticuerpo que
incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo o méas particularmente, un anticuerpo monoclonal que incluye a cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que ha
sido originado contra una construccion antigénica supramolecular que comprende

un péptido antigénico correspondiente a la secuencia de aminoacidos del péptido
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B-amiloide, particularmente del péptido B amiloide ABi.1s, ABr1s Y ABrsata,
modificado con un residuo hidrofabico tal como, por ejemplo, acido palmitico o un
residuo hidrofilico tal como, por ejemplo, polietilenglicol (PEG) o una combinacion
de ambos donde dicho residuo hidrofébico e hidrofilico, respectivamente, esta
unido en forma covalente con cada uno de estros términos del péptidcj antigénico
mediante por lo menos uno, particularmente uno o dos aminoacidos tal como, por
ejemplo, lisina, acido glutamico y cisterna o cualquier otro aminoacido o analogo
de aminoacido adecuado capaz de actuar como dispositivo conector para acoplar
los residuos hidrofabico e hidrofilico al fragmento del péptido. Cuando se usa PEG
como residuo hidrofilico, los términos de PEG libres estan unidos en forma
covalente con fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto adecuado para
funcionar como elemento de anclaje, por ejemplo, para insertar la construccion
antigénica en la bicapa del liposoma.

En ofra realizacion de la invencion, se proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, el cual reconocié la
conformacion nativa del amiloide ya que se une en forma especifica a oligdmeros
y fibras amiloides, pero no a las especles de amiloide lineal.

En una realizacion adicional de la invencion, se proporciona un anticuerpo,
particularmente un antlcuerpo rhonoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la
presente invencion y como se describid antes en la presente memoria, tal
anticuerpo o fragmento se une a un monémero AP con afinidad de union de por lo
menos aproximadamente 1 x 10® a por lo menos aproximadamente 1 x 107,

particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 10® a por lo menos

aproximadamente 1 x 107, mas particularmente de por lo menos

aproximadamente 1 x 107 a por lo menos aproximadamente 1 x 10, atn mas
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particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 107 a por lo menos
aproximadamente 4 x 107 pero, con preferencia no muestra ninguna reactividad
cruzada con la proteina precursora del amiloide (APP).

En otra realizacion de la invencion, se proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la
presente invencién y como se describi® antes en la presente memoria, tal
anticuerpo o fragmento se une a una fibra, fibrilla o filamento de AB con una
afinidad de por lo menos aproximadamente 1 X 107 a por lo menos
aproximadamente 1 x 10", particularmente de por lo menos aproximadamente 1
x 107 a por lo menos aproximadamente 1 x 10, mas particularmente de por lo
menos aproximadamente 1 x 10 a por lo menos aproximadamente 1 x 10®, adin
mas particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 10® a por lo menos
aproximadamente 5 x 10, pero, con preferencia no muestra ninguna reactividad
cruzada significativa con la proteina precursora del amiloide (APP).

En otra realizacion, el anticuerpo, particularmente un anticuerpo
manoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo de acuerdo con la presente invencién y como se
describié antes en la presente memoria exhibe una afinidad de unién con una
fibra, fibrilla o filamento de AB que es por lo menos & veces, particularmente por lo
menos 10 veces, mas particularmente por lo menos 15 veces, superior a la
afinidad de union con un mondmero de AB.

Los anticuerpos de acuerde con la invencion son capaces de inhibir, in vitro
e in vivo, la agregacibn de péptidos monomericos amiloidogénios,
especificamente péptidos B amiloides monoméricos tal como, por ejemplo, los

peptidos AB monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero especialmente
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péptidos monoméricos ABi4z en fibrillas o filamentos amiloides polimeéricos de
alto peso molecular.

En una realizacion especifica de la invencién un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
después de la co-ncubacion con péptidos amiloides monoméricos,
particularmente péptidos f amiloides monoméricos tal como, por ejemplo, los
péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-43, pero especialmente los
péptidos ABi42 monoméricos, inhibe la agregacién de los mondémeros de AB en
fibrillas poliméricas de alto peso molecular.

En una realizacion adicional de 1a invencién se proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
después de la co-incubacion, particularmente la co-incubacion en una relacion de
concentraciones molares de hasta 1:100, mas particularmente en una relacion de
concentraciones molares entre 1:30 y 1:100, pero especialmente en una relacion
de econcentraciones molares de 1:100, con los péptidos amiiloides monoméricos,
particularmente los péptidos B amiloides monoméricos tal como, por ejemplo,
péptidos AR monomeéricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los
péptidos ABi42 monoméricos, inhibe la agregacion de los mondmeros de AB en
fibrillas poliméricas de alto peso molecular, En particular, dicha inhibicién llega a
por lo menos 50%, particularmente a por lo menos 65%, més particularmente a
por lo menos 75%, aun mas particularmente a por lo menos 80%, pero
especialmente a por lo menos 85%-90%, o mas en comparacibn con los
mondmeros del péptido amiloide respectivo incubado en buffer (control).

En particular, la co-incubacion del anticuerpo de acuerdo con la invencién

con los péptidos amiloides monomeéricos se lleva a cabo durante 24 horas a 60

7T |
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horas, particularmente durante 30 horas a 50 horas, mas particularmente durante

48 horas a una temperatura entre 28°C y 40°C, particularmente entre 32°C y

38°C, més particularmente a 37°C.

En ofra realizacion la presente invencion proporciona un anticuerpo,

particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
después de la co-incubacion durante 48 horas a 37°C con una relacion de
concentraciones rholares de 1:100 con un péptido amiloide monomérico,
especificamente un peptido B-amiloide monomérico tal como, por ejemplo, el
peptido AB monomérico 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente un
péptido AB142 monomérico, es capaz de inhibir la agregacion de los. monémeros
amiloides, particularmente la agregacion de los péptidos p amiloides monoméricos
tal como, por ejemplo, péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o0 1-43,
pero especialmente del péptido ABi4> monomérico en fibrillas o filamentos
poliméricas de alto peso molecular en por lo menos 85%, particularmente en por
lo menos 89% y mas particularmente en por lo menos 95% en comparacion con
los monomeros del péptido amiloide incubado en buffer (control).

En una realizacion especifica, la invencion proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que exhibe alta

espécificidad con los péptidos monoméricos AB1.42 pero muestra esercialmente

“ninguna o solo minima reactividad cruzada con los peptidos monoméricos ARs.as,

ABq.39, AB14o, YO APBi.41, particularmente un anticuer’po; pero especialmente un
anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo es hasta 100 veces,
particularmente 50 a 100 veces, mas particularmente 80 a 100 veces, pero

especialmente 100 veces mas sensible con el peptido amiloide APi42 en




comparacion con AB1.as, AB+.3a, AB140, AP141 Y hasta 1000 veces, particularmente
500 a 1000 veces, mas particularmente 800 a 1000.veces. pero especialmente
1000 veces mas sensible al péptido amiloide ABs2 en comparacién con AB1-3s, ¥
de este moda capaz de inhibir, in vitro e in vivo, la agregacion de peéptidos
monomeéricos amiloidogénicos, pero especialmente del péptido amiloide AB1.42.

En otra realizacién especifica de la invencidn un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monocional, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que tiene una alta
sensibilidad de unién al péptido amiloide AB14, y es capaz de detectar fibras de
ABi42 en una concentracion de debajo de por lo menos 0,001 pg, pero
particularmente en un rango de concentracion de entre 0,5 ug y 0,001 pg, mas
particularmente entre 0,1 pg y 0,001 pg, pero especialmente en una
concentracion de 0,.001 pg.

En una realizacion muy especifica de la invencion se proporciona un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal
anticuerpo es capaz de detectar una cantidad de fibras de AB142 por debajo de
una concentracion minima de 0,001 pg vy fibras de AB440 por debajo de una
concentracién minima de 0,1, pug vy fibras de AB+3s por debajo de una
concentracion minima de 1 pg dé fibras.

La unién de los anticuerpos de acuerdo con la invencién y como se
describio antes en la presente memoria a los péptidos  monoméricos
amiloidogénicos pero, particularmente, a la forma amiloide (1-42) conduce a la
inhibicién de la agregacion de los péptidos monomérlcos amildidogénicos a las
fibrilas o filamentos de alto peso molecular. Mediante la inhibicién de la
agregacion de los péptidos monoméricos amiloidogénicos los anticuerpos de

acuerdo con la presente invencién son capaces de impedir o disminuir la
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formacion de placas amiloides, particularmente la forma amiloide (1-42), la cual se
sabe que se torna insoluble por el cambio de la conformacion secundaria y
constituye la-mayor parte de las placas amiloides en los cerebros de los animales
0 seres humanos enfermos.

La potencial inhibicién de la agregacion de! anticuerpo de acuerdo con la
invencién se puede determinar por cualquier método adecuado conocido en el
arte, particularmente por ultracentrifugacion por gradiente de densidad seguida
por el analisis por sedimentacion SDS-PAGE con un gradiente preestablecido y/o
por un ensayo de tioflavina T (Th-T) fluorescente.

La presente invencion ademas proporciona anticuerpos, que después de |a
co-incubacion con fibrillas o filamentas preformados poliméricos de alto peso
molecular por la agregacién de los péptidos amiloides monomeéricos,
especificamente péptidos B amiloides monomeéricos tales como, por ejemplo,
peptidos AB monomeéricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especiaimente los
péptidos monoméricos AB1.42 es capz de desagregar dichas fibrillas o filamentos
amiloides poliméricas de alio peso molecular,

En otra realizacién de la invencion se proporciona un anticuerpo, pero
especialmente un anticuerpo monoclonal que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente 0 .partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
después de la co-incubacién con una relacion de concentraciones molares de
hasta 1:100, més particularmente con una relacion de concentraciones molares
entre 1:30 y 1:100, pero especialmente con una relacion de concentraciones
molares de 1:100, con fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alto peso
molecular  formados por la agregacion de péptidos amiloides monomericos,
particularmente péptidos '[3 amiloides moanoméricos tal como, por ejemplo, los

péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los

peptidos monoméricos AB142 es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
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poliméricos preformados en por lo menos 35%, particularmente en por lo menos
40%, mas particularmente en por fo menos 50%, alin mas particularmente en
por lo menos 60%, pero especialmente en por lo menos 70% o mas.

En particular, el anticuerpo de acuerdo con la invencién se co-incuba con
fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alto peso molecular durante 12
horas a 36 horas, particularmente durante 18 horas a 30 horas, mas
particularmente durante 24 horas a una temperatura entre 28°C y 40°C,
particularmente entre 32°Cy 38°C, mas particularmente a 37°C.

En una realizacion especifica, la invencion proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monocional, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funclonales del mismo, tal anticuerpo
después de la co-incubacion durante 24 horas a 37°C con uﬁa relacion de
concentraciones molares de 1:100 con las fibrillas 0 filamentos preformados
poliméricos de alto peso molecular formados por la agregacion de péptidos
amiloides monoméricos, particularmente péptidos 8 amiloides monoméricos tal
como, por ejemplo, péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero
especialmente los péptidos monoméricos Af142 €8 capaz de desagregar dichas
fibrillas o filamentos poliméricos de alto peso molecular preformados en por lo
menos 36%, particularmente en.por lo menos 40%, mas particularmente en por
lo menos 50%, aiun mas particularmente en por lo menos 60%, pero
especialmente en por lo menos 70% o mas en comparacion con las respectivas
fibrillas o filamentos amiloides poliméricos preformados incubados con un
vehiculo contral (amiloide sola) (control).

La desagregaclén potencial del anticuerbo de acuerdo con la invencion se
puede determinar por cualquier método adecuado conocido en el arte,

particularmente por ultracentrifugacion con gradiente de densidad seguida del
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andlisis por sedimentacién SDS-PAGE con un gradiente preestablecido y/o por un
ensayo de tioflavina T (Th-T) fluorescente.

La presente invencion ademas proporciona anticuerpos o partes
funcionales del mismo que son sensibles desde el punto de vista de la
conformacion,

En una realizacion adicional de la invencién se proporciona un anticuerpo,
pero especialmente un anticuerpo monoclonal que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
despﬁés de la co-incubacion con fibrillas o filamentos preformados polimeéricos de
alto peso molecular formados por la agregacion de péptidos amiloides
monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides monoeméricos tal como,
por ejempld, los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero
especialmente los péptidos monoméricos AP142, €s capaz de inducir una
transicion de la conformacion de la lamina B hacia un una conformacion a-hélice
ylo de arrollamiento al azar, pero particularmente. una conformacion de
arrollamiento al azar, alin mas particularmente una conformacion de arrollamiento
al azar en una localizacion dada en la molécula, especialmente en el ambiente de
Val12 de la proteina AB, que conduce a un aumento de la conformacion de
arrollamiento al azar a expensas de la conformacion B-hoja y una solubilizacion
mejorada de las fibrillas o filahentos preformados poliméricos de alto peso
molecular . En particular la disminucién de la conformacidn de la lamina 8 llega a
por'lo menos 30%, particularmente a por lo menos 35%, y mas particularmente a

por lo menos 40% y mas en comparacién con las respectivas fibrillas o filamentos

™ amiloides poliméricos preformados incubados en buffer (control).

En particular, el anticuerpo de acuerdo con la invencion estd co-incubado
con fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alto peso molecular durante

12 horas a 36 horas, particularmente durante 18 horas a 30 horas, mas
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particularmente durante 24 horas a una temperatura entre 28°C y 40°C,
particularmente entre 32°Cy 38°C, méas particularmente a 37°C.

En particular, la presente invencion proporciona un  anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, gue incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del ‘mismo, tal anticuerpo
después de la co-incubacion durante 24 horas a 37°C con.una relacion de
concentraciones molares de 1:100 con las fibrilas o filamentos preformados
poliméricos de alio peso molecular formados por la a'gregaé.ién de péptidos
amiloides monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides monomeéricos tal
como, por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-43,
pero especialmente los péptidos monomeéricos APB142, €5 capaz de inducir una
transicion de la conformacién de la lamina B hacia un una conformacién o-helice
ylo de arrollamiento al azar, pero particularmente una conformacién de
arrollamiento al azar, atin mas particularmente una conformacion de arrollamiento
al azar a una azar en una localizacion dada en la molécula, especiaimente en el
ambiente de Vali2 de la proteina AB, que conduce a un aumento de la
conformacion de arrollamiento al azar a expensas de la conformacion $-hoja, con
la tltima reducida en por lo menos 30%, parﬁcularmente en por lo menos 35%, y
mas particularmente en por lo menos 40% y mas en comparacion con las
respectivas fibrillas o filamentos amiloides poliméricos preformados incubados en
buffer (control).

El potencial del anticuerpo para inducir una transicion de conformacion se
puede determinar por cualquier método adecpado conocido en el arte,
particularmente por espectroscopia RMN 13C de estado sélido pero en particular,
por la medicion de las intensidades integrales de las conformaciones de Val 12 CB
en &l péptido AB, particularmente los péptidos AR 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-43,

pero especialmente en el péptido monomérico AB142.

43
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Mediante la desagregacién de las fibrillas o filamentos poliméricos
amiloidogénicos los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion son
capaces de impedir o disminuir la formacién de placas amiloides que conducen a
un alivio de los sintomas asaciados con la enfermedad y un retraso o reversion de
su avance.

Por consiguiente, esta es una realizacion adicional de la invencion para
proporcionar un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, que
incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo como se describio anteriormehte en la presente memoria, tal anticuerpo es
capaza de disminuir la cantidad total de AB en el cerebro de un animal,
particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece de
una enfermedad o afeccidn que conduce a una concentracion aumentada de AB
en el cerebro.

En otra realizacion de la invencion se proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo como se describio
anteriormente en la presente memoria, tal anticuerpo es capaz de alterar las
placas de este modo disminuye ta carga de placas en el cerebro de un animal,
particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que sufre de
una enfermedad o afeccion que conduce a una carga de placas aumentada en el
cerebro. El anticuerpo de acuerdo con la invencion que incluye a cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo disminuye
la carga de placa en el cerebro en por lo menos 20 %, particularmente en por lo
menos 25%, mas particularmente en por lo menos 30%, alin mas particularmente
mas de 80%, |

En adn ofra realizacidon de la invencidn se proporciona un anticuerpo,

particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
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funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo como se describié
anteriormente en la presente memoria, tal anticuerpo es capaza de solubilizar
placas que conducen a una reduccion de la proporcién de placas el cerebro de
un animal, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que
sufre de una enfermedad o afeccion que conduce a una carga de placas
aumentada en el cerebro. El anticuerpo de acuerdo con la invencion que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo
reduce la proporcién de placas en el cerebro en por lo menos 10%,
particularmente en por lo menos 15%, més particularmente en por lo menos 20%.

Se considera que el anticuerpo de acuerdo con la invencion puede exhibir
uno, dos o mas de las propiedades especificas descriptas anteriormente en la
presente memaria en diversas combinaciones.

Por ejemplo, en una realizacion la presente invencion proporciona
anticuerpos, pero especialmente anticuerpos monaclonales que 'incluyen a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
tales anticuerpos son bifuncionales o sea que ellos exhiben una propiedad de
inhibicion de la agregacién ademés de la propiedad de desagregacion como se

definio anteriormente en la presente memoria, particularmente apareado con un
alto grado de sensibilidad conformacional.

149 En ofra realizacién aun de la invencién se proporciona un anticuerpo
bifuncional que incluye a cualquier anticuerpo funcionaimente equivalente 6 partes
funcionales del mismao, pero especialmente un anticuerpo bifuncional monoclonal
que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, tal anticuerpo después de la co-incubacion con péptidos
amiloides monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides monoméricos,
tal como, por ejemplo; los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-

43, pero especialmente los péptidos AR+42 monoméricos, inhibe la agregacion de
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los monémeros de AB en fibrillas o filamentos poliméricas de alto peso molecular
y ademas, después de la co-incubacion con fibrillas o filamentos preformados
poliméricos de alto peso molecular formados por la agregacion de péptidos
amiloides monomeéricos, particularmente los péptidos B amiloides monoméricos tal
como, por ejemplo, los péptidos AR monomericos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-43,

pero especialmente los péptidos AB42 monomeéricos, es capaz de desagregar las

N fibrillas o filamentos amiloides poliméricos preformados.

En una realizécién especifica de la invencién la co-incubacion del
anticuerpo bifuncional de acuerdo con la invencién, pero especialmente del
anticuerpo monaclonal bifuncional de acuerdo con la invencién con péptidos
amiloides menoméricos vy fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alto
peso molecular, respectivamente, tiene lugar con una relacién de concentraciones

molares de hasta 1:100, particularmente en una relacién entre 1:30 y 1:100, y

mas particularmente en una relacién de 1:100.

(9 En particular, la co-incubacién del anticuerpo de acuerdo con la invencion

con péptidos amiloides monoméricos se lleva a cabo durante 24 horas a 60 horas,
particularmente durante 30 horas a 50 horas, mas particularmente durante 48
horas a una temperatura entre 28°C y 40°C, particularmente entre 32°C y 38°C,
mas particularmente a 37°C, ‘mientras que la co-incubacion con fibrillas o

filamentos preformados poliméricos de alto peso molecular se lleva a cabo

durante 12 horas a 36 horas, particularmente durante 18 horas a 30 horas, mas

particularmente durante 24 horas a una temperatura entre 28°C y 40°C,

2.7 particularmente entre 32°C y 38°C, mas particularmente a 37°C.

En otra realizacion especifica alin de la invencion, el anticuerpo bifuncional
de acuerdo con la invencién, particularmente el anticuerpo monoclonal bifuncional
de acuerde con la invencion, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente

equi\alente o partes funcionales del mismo, es capaz de desagregar las fibrillas o

15
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filamentos poliméricos preformados en por lo menos 10%, particularmente en por
lo menos 25%, mas particularmente en por lo menos 35%, aln mas

particularmente en por lo menos 50%, pero especialmente en por lo menos 60 -
70% o mas.

S

En otra realizacién especifica aln de la invencién, el anticuerpo bifuncional
de acuerdo con la invencién. particularmente el anticuerpo monoclonal bifuncional
de acuerdo con la invencion, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, inhibe la agregacion de los péptidos
amiloides monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides monoméricos tal
como, por ejemplo, péptidos AR monomeéricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 0 1-43, pero
especialmente los péptidos Afi42 monoméricos, en por lo menas 50%,
particularmente en por lo menos 65%, mas particularmente en por lo menos 75%,
ain mas particularmente en por o menos 80%, pero especialmente en por lo
menos 85-90%, o més en comparacion con los respectivos monomeros del

v péptido amiloide incubado en buffer (control).

En particular, la presente invencion proporciona un  anticuerpo,
particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un anticuerpo
monoclonal, particularmente un anticuerpo monoclonal bifuncional, que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmerite equivalente o partes funcionales del mismo,
tal anticuerpo media la inhibicion de la polimerizacion de los péptidos amiloides
monoméricos, especificamente los péptidos B amiloides monoméricos tales como,
por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39: 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero
especialmente los péptidos AB4.42 monomericos, y/o induce: la solubilizacion de las
fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alto peso molecular formados

por la agregacion de los péptidos amiloides monomericos, particularmente

péptidos B amiloides monomeéricos tal como, por ejemplo, los péptidos AB

monoméricos 1-39: 1-40, 1-41, 1-42, o0 1-43, pero especiaimente los péptidos

4738"
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AB142 monoméricos mediante la union especifica y directa del anticuerpo a las
fibras de AR, que conduce a una transicion de la conformacion secundaria.

La presente invencién ademas proporciona un anticuerpo, particularmente
un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un anticuerpo monoclonal,
particularmente un anticuerpo monoclonal bifuncional, que incluye & cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal
anticuerpo se une en forma directa y especifica a las fibras B-amiloide tal como,
por ejemplo, fibras que comprende péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-
42, o 1-43, pero especialmente a fibra que comprende los péptidos ABi42
monoméricos y/o induce la solubilizacién de las fibrillas o filamentos preformados
poliméricos de alto peso molecular formados por la agregacion de los péeptidos
amiloides monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides monoméricos tal
como, por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43,
pero especiaimente los péptidos AB42 monoméricos, por la localizacion y
especificamente la union de un epitope en una regién epitopica de la protelna 3-
amiloide, particularmente una region epitopica del polipéptido de AB limitado por
los residuos de aminoacidos aap-aan con n como un ndmero entero entre 2y 16,
panicu|arme_nte entre 5 y 16, mas particularmente entre 8 y 16, aun mas
particularmente entre 10 y 16 y m es un nimero. entero entre 3 y 25,
particularmente entre 3 y 23, particularmente entre 3 y 20, particularmente entre
3 y 17, particularmente entre 6 y 17, mas particularmente entre 9 y 17, alin mas
particularmente entre 11 y 17, donde n y m no pueden ser numeros idénticos y n
siempre debe ser un nimero mas pequefio que m, con la diferencia entre n y
mz2. |

En una realizacion especifica de la invencion, n es un nimero entero entre

13 y 15, pero especialmente 14 y m es un nimero entero entre 22 y 24, pero
especialmente 23.
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La union del anticuerpo de acuerdo con la invencion puede inducir una
transicién conformacional de dicha proteina, particularmente una transicion de 1a
conformacién de la lamina B hacia una conformacién a-hélice y/o de arrollamiento
al azar, pero particularmente una conformacién de arrollamiento al azar , aln mas
particularmente una conformacion de arrollamiento al azar en una localizacion
dada en la molécula, particularmente en el ambiente de Val12 de la proteina AB.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
incorpora por o menos una de las propiedades mencionadas anteriormente en la
presente memoria Y seleccionadas del grupo que corsiste en inhibicion de la
agregacion, desagregacion, inducclon de la transicion conformacional,
reconocimiento de y unién directa a un epitope, particularmente un epitope
discontinuo conformacional en la region 14-23, particularmente en 14-20, que
impide o disminuye la formacion de placas amiloides, disminuye la proporcion
total de AP soluble en el cerebro, disminuye la carga de placa en el cerebro,
reduce la proporcion de las placas en el cerebro, retiene o aumenta la capacidad
de la memoria cognitiva, pero especiaimente una combinacion de dos o mas de

dichas propledades. '

En una realizacion especifica, la invencion se refiere 2 un anticuerpo,
particularmente - un anticuerpo monocional, que incluye a cualquier - anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
incorpora por lo menos 2, particularmente por lo menos 3, mas particularmente
por lo menos 4, aln mas particularmente por Jo menos 5, 6, 7 u 8, pero
especialmerite todas las propiedades anteriermente mencionadas.

En una realizacion especifica, la invencion proporciona un anticuerpo,

particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un anticuerpo
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monoclonal, particularmente un anticuerpo bifuncional monoclonal, que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
que exhibe alta especificidad con los péptidos AB142 monoméricos pero muestra
esencialmente ninguna o solo minima reactividad cruzada con los péptidos
monoméricos ABi.3s, AB1-3a, AB1.40, YO AB44, particularmente un anticuerpo, pero
especialmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo es
hasta 100 veces, particularmente 50 a 100 veces, mas particularmente 80 a 100
veces, perd espécialmente 100 veces mas sensible al péptido amiloide ABi42 en
comparacion con AB4.as, AB1.3a, AB140. AB1.41 Y hasta 1000 veces, particularmente
500 a 1000 veces, mas particularmente 800 a 1000 veces, pero especialmente
1000 veces mas sensible al péptido amiloide ABy42 en comparacion con Ay.aa, ¥
de este modo capaz de inihibir, in vifro e in vivo, la agregacién de peéptidos
monoméricos amiloidogénicos, pero especialmente del péptido amiléide ABq42.

En otra realizacion especifica de la invencidon un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un anticuerpo
monoclonal, particularmente un anticuerpo bifuncional monoclonal, que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
que tiene una alta afinidad de union con el péptido amiloide AB+.42 v es capaz de
detectar fibras de AB142 en una concentracién por debajo de por lo menos 0,001
g, pero particularmente en un rango de concentracién entre 0,5 pg y 0,001 pg,
mas particularmente, entre 0,1 pg y 0,001 pg, pero especialmente en una
concentracion de 0,001 ug.

En una realizacion muy especifica de la invencion se proporciona un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un
anticuerpo monoclonal, particularmente un anticuerpo bifuncional  monoclonal,

que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes

’
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funcionales del mismo, tal anticuerpo es capaz de detectar las fibras de AB1.42 por
debajo de una concentracion minima de 0,001 pg y fibras de ABs.40 por debajo de
una concentracion minima de 0,1 pg y fibras ABqas por debajo de una
concentracion minima de 1 g de fibras.

En un aspecto especifico, la invencion se refiere a un anticuerpo 0
fragmento del mismo, que reconoce y se une por lo menos a un sitio de unién
distinto, particularmente a por lo menos dos sitios de unién distintos en la protelna
B-amiloide.

En una realizacion especifica, la invencién se refiere a un anticuerpo que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, tal anticuerpo reconoee y une a por lo menos un sitio de union distinto,
particularmente a por lo menas dos sitios de union distintos en la proteina B-
amiloide donde dicho por lo menos uno o dichos por lo menos dos sitios de union
distintos comprenden por lo menos un residuo de aminoacido y por o menos dos
residuos de aminoacidos, respectivamente predominantemente involucrado en la
unién del anticuerpo, donde en una realizacion especifica de la invencion, el por lo
menos un residuo que comprende el primer sitio de union distinto es Leu y los por
lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos, que comprenden el segundo
sitio de uriién distinto, son —Phe-Phe- incluidos en el centro de la siguiente

secuencia nuclear :

— Xaaq — Xaap — Xaas — Leu -Xaas — Phe — Phe — Xaag—Xaag~ Xaay—,
donde |

Xaa4 es un residuo de aminoacidos selecclonado del grupo que comprende
His, Asn, Gin Lys, y Arg;

Xaa, es un residuo de aminoéacidos seleccionado del grupo que comprende
Asny GIn;
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Xaaj es un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que comprende
Lys, His, Asn, GIn y Arg

Xaay es un residue de aminoécidos seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminodcidos seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, L.eu, Ser e lle;

Xaag es un residuo de aminoécidos seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp,

Xaay es un residuo de aminoacidas seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp.

En particular, se proporciona un anticuerpo o un fragmento del mismo, que
reconoce y se une por lo menos un sitio de unién distinto, particularme;nte a porlo
menos dos sitios de unién distintos en la proteina B-amiloide donde el dicho por lo
menos uno o dichos por lo menos dos sitios de union distintos comprenden por lo
menos un residuo de aminodcido y por lo menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, predominantemente involucrado en la unién del
anticuerpo donde, en una realizacién especifica de la invencion, el por lo menos
un residuo que constituye el primer sitio de unién distinto es Leu y los por lo
menos dos residuos de aminoégidos consecutivos, que constituyen el segundo
sitio de union distinto, son ~Phe-Phe- incluidos en la siguiente secuencia nuclear :

— Xaa, — Xaa, — Xaas — Leu -Xaa, — Phe — Phe — Xaas — Xaag— Xaay —

donde

Xaaq es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
His, Asn, GIn Lys, y Arg;

Xaazes un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Asny Gin;
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Xaa es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Lys, His, Asn, Gln'y Arg
Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, Ser e lle;

Xaag es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp,

Xaazes un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp.

En otra realizacién de la invencion, se properciona un anticuerpo 0 un
fragmento del mismo, donde

Xaay is His o Arg, pero particularmente His;

Xaa,is Gin o- Asn, pero particularmente Gin;

Xaagis Lys o Arg, pero particularmente Lys

Xaayis Val 0 Leu, pero particularmente Val;

Xaasis Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaag is Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaay is Asp 0 Glu, pero particularmente Asp.

En otro aspecto la invencion se refiere a un anticuerpo o un fragmento del
mismo, que reconoce y se une a por lo menos un sitio de union distinto,
particularmente a por lo menos dos sitlos de unlon distintos, mas particularmente
a por lo menos tres sitios de union distintos en la proteina B-amiloide, donde
dicho uno o por lo menos dos o por lo menos tres sitios de unidn distintos, cada
uno comprende por lo menos ujno, particularmente por lo menos dos residuos de

aminoacidos consecutivos predominantemente involucrados en la union del
anticuerpo.
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En . particular, el anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con la
invencién se une a por lo menos dos sitios de unién distintos en la proteina B-
amiloide , donde dichos por lo menos dos sitios de unin distintos comprenden
cada uno por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos involucrados
predominantemente en la union del anticuerpo, donde dichos por lo menos dos
sitios de unién distintos estan localizados en estrecha proximidad entre sl en el
antigeno, separados por lo menas por un residuo de aminoacido no involucrado
en la union del anticuerpo o en una medida significativamente menor en
comparacion con dichos por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos,
de este modo se forma un epitope discontinuo conformacional.

En otra realizacion de la invencién, se proporciona un anticuerpo o un
fragmento del mismo de acuerdo con la invencion, que reconoce use une a por lo
menos un sitio de unién distinto, particularmente a por lo menos dos sitios de
union distintos, méas particularmente a por lo menos tres sitios de unién distintos
en la proteina B-amiloide donde dicho sitio de unién comprende por lo menos uno
y por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos respectivamente,
involucrados predominantemente en fa unién del anticuerpo, donde por lo menos
uno y por lo menos los dos aminoacidos consecutivos, que estan separados por
o menos por un residuo de amiqoécido no involucrado en la unién del anticuerpo
0 en una medida significativamente menor en comparacion con los residuos de
aminoacidos involucrados predominantemente en la uni6n del anticuerpo son -
His- y —Lys-Leu-, respectivamente, incluidos dentro de la siguiente secuencia del

nicleo:

— His — Xaa; — Lys — Leu — Xaas— Xaas— Xaas—Xaag- — Xaay — Xaag — wen
la presente memoria

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Asny Gin;

— 4
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Xaas s un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaag es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, Ser e lle;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Gluy Asp,

Xaag es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp

menor en comparacion con el sitio de union de union de —His- y —Lys-Leu-.

En otra realizacién, se proporciona un anticuerpo 0 un fragmento del
mismo, que reconoce y se une a por lo menos un sitio de unién distinto,
particularmente a por lo menos dos sitios de unién distintos, mas particularmente
a por lo menos tres sitios de union distintos en la proteina B-amiloide donde
dichos sitios de union distintos comprenden por lo menos uno y por lo menos dos
residuos de aminoacidos :consecutivos respectivamente,  involucrados
predominantemente en la union del anticuerpo, donde por lo menos los dos
residuos de aminoacidos consecutivos que representan un primer sitio de union
son —Phe-Phe- y por lo menos un residuo de aminoacido esta -His- incluido
dentro de la secuencia nuclear : '

— Xaay — His — Xaas — Xaas — Xaas — Xaag — Phe — Phe - Xaé7 — Xaag —
Xaag —,

donde

55
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Xaases un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que comprende
His, Asn, Gin, Lys y Arg

Xaas es un residuc de aminoéacido seleccionado del grupo que comprende
Asny Gin

Xaas es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que comprende
His, Asn, Gin, Lys y Arg

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Ala, Val, Leu, Ser e llg;

Xaas €5 un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu e lle;

Xaa; es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu e lle;

Xaages un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Gluy Asp,

Xaages un residuo de aminoéacido seleccionado del gru;ﬁo que comprende
Gluy Asp, y donde dichos residuos de aminoécidos Xaa, Xaas, Xaas, Xaar, Xaas
y Xaag, no estan involucrados en la unién del anticuerpo io en una medida
significativamente menor en comparaciéon con el sitio de union de His y —Phe-
Phe-.

En una realizacién especifica de la invencion, el primero de por lo menos
los dos residuos de aminoacidos consecutivos involucrados predominantemente
en la unidn del anticuerpo incluyen a -Lys- y —Leu-, y €l segundo de por io menos
los dos residuos de aminoacidos consecutivos involucra a —Phe-Phe- incluidos

dentro de la secuencia nuclear ::

' — Xaay — Xaap — Lys ~ Leu — Xaay — Phe — Phe — Xaas — Xaas — Xaar -,

donde

5¢
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Xaa4 €8 un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
His, Asn, GIn Lys, y Arg;
Xaap es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende

Asny Gin;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe & lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, LeAu, Serellg;

Xaag €5 un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp,

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp, y donde dichos residuds de aminoacidos Xaap, Xaas, Xaay, Xaas,
Xaae Xaay no estan involucrados en la union del anticuerpo o en una medida
significativamente menor en comparacién con el sitio de -Lys-Leuy ~Phe-Phe-.

En otra realizacion de la invencion, se proporciona un anticuerpo o un
fragmento del mismo, donde

Xaay es His o Arg, pero particularmente His;

Xaazes Gln o Asn, pero particularmente Gln;

Xaa, es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaas es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaages Gluo Asp, pero particularmente Glu; y

Xaay es Asp o Glu, pero pa,rticul,armente Asp.

En una realizacién adicional de la invencion, el anticuerpo o fragmento del
mismo de acuerdo con la invencion se une a por lo menos tres sitios de union
distintos en la proteina B-amiloide donde dichos por lo menos tres sitios de unién
distintos comprende por lo menos un residuo de aminoacido y por lo menos dos

residuos de aminoacidos consecutivos, respectivamente tales residuos estan
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involucrados predominantemente en la union del anticuerpo, donde dichos por lo
menos tres sitios de union distintos estan localizados en estrecha proximidad
entre si en el antigeno, separado en por lo menos un residuo de aminoacido no
involucrados en la union del anticuerpo o en una medida significativamente menor
en comparacién con dicho por lo menos un residuo de aminoacido y dicho por lo
menos dos residuos de aminoacidos consecutivos respectivamente, de este modo
se forma un epitope discontinuo conformacional.

En una realizacion espécifica de la invencion, el primero de por lo menos
dos residuos de aminoacidos consecutivos involucrados predominantemente en la
union del anticuerpo incluye —Lys-1 eu- y el segundo de por lo menos dos residuos
de aminoacidos consecutivos incluye —Phe-Phe-, y el tercer por lo, menos un
residuo de aminoéacido incluye -His- incluido dentro de la secuencia nuclear :

~His — Xaas — Lys — Leu -Xaa, — Phe — Phe — Xaas— Xaag— Xaay, —,

donde

Xaa, es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que comprende
Asny Gln;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, Ser e lle;

Xaag es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp,

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Gluy Asp, y dondé dichos residuos de aminoacidos Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas,
Xaa; no estan involucrades en la unién del anticuerpo o en una medida

significativamente menor en comparacioén con el sitio de union de ~His-, the -Lys-
Leu,y —Phe-Phe-.
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En otra realizacién de la invencion, se proporciona un anticuerpo 0 un
fragmento del mismo, donde

Xaa, &s Gln 0 Asn, pero particularmente Gin;

Xaas es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaas es Ala o Val, pero particularmente'Ala‘,

Xaag es Glu o Asp, pero particularmente Glu;y

Xaa; es Glu o Asp, pero particularmente Asp;

En una realizacion especifica de la invencién, el primero de por lo menos

dos residuos de aminoacidos consecutivos involucrados predominantemente enla

unién del anticﬁerpo incluyen —Lys-Leu-, Yy el sequndo de por o menos dos.

residuos de aminoacidos consecutivos incluyen —Phe-Phe-, Y el tercer por lo
menos un residuo de aminoacido -Asp- incluido dentro de la secuencia nuclear:
_ Xaa4 — Xaay — Lys — Leu -Xaas — Phe — Phe — Xaas—Xaag— ASp -

donde

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
His, Asn, Gin Lys y Arg;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Asny Gin;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, Ser e lle;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Gluy Asp;y donde dichos residuos de aminoacidos Xaaz, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas,

Xaa; no estan involucrados en la union del anticuerpo 0 en una medida

significativamente menar en comparacién con el sitio de union
—Phe-Phe-.

~Asp-, -Lys-lLeu, y
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En otra realizacion de la invencion se proporciona un anticuerpo o un
fragmento del mismo, donde

Xaajes His o Arg, pero particularmente His;

Xaazes GIno Asn, pera particularmente Gin;

Xaases Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaases Ala o Val, pero particularmente Ala; y

Xaag es Glu o Asp, pero particularmente Glu.

En una realizacion especifica adicional de la invencién, se proporciona un
anticuerpo o un fragmento del mismo de acuerdo con la invencién, que se une a 4
sitios de unién distintos de la proteina B-amiloide donde dichos 4 sitios de union
distintos comprende un residuo de aminoacido y das residuos de aminoacidos
consecutivos:-  respectivamente, tales residuos estan involucrados
predominantemente en la unién del anticuerpo, donde dichos 4 sitios de unién
distintos estan localizados en estrecha proximidad entre si en el antigeno,
separado en por lo menos un residuo de aminoécido no involucrado en la union
del anticuerpo o en una medida significativamente menor en comparacion con
dicho residuo de aminoacido y dichos dos residuos de aminoacidos consecutivos
de los 4 sitios de unién distintos de este modo se forma:un epitope discontinuo
conformacional.

En particular, el primero de los dos residuos de aminoacidos consecutivos
involucrados predominantemente en la union del anticuerpo es —Lys-Leu-, y él
segundo de los por io menos dos residuos de aminoacidos consecutivos son
—Phe-Phe-, el primero de los residuos de aminodcido Unico es -His- y el segundo
de los residuos de aminoacido Gnico es -Asp- incluido dentro de la secuencia

nuclear:

- His — Xaa; - Lys — Leu -Xaa, — Phe — Phe — Xaas— Xaag— Asp —,
donde
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Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Asn y GIn;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaag es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, Ser e lie;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Gluy Asp,y donde dichos residuos de aminoacidos Xaap, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas,
Xaa; no estan involucrados en la union del anticuerpo o en una medida
significativamente menor en comparacion con el sitio de union —His-, ~Asp-, -L.ys-
Leu,y —Phe-Phe-.

En una realizacion especifica de |a invencion, los sitios de reconocimiento y
unién coma se definié anteriormente en la presente memoria estan formando un
epitope discontinuo conformagional localizado en una region de la proteina B-
amiloide entre el residuo de aminoacido 12 a 24, particularmente entre los
residuos 14 a 23, mas particularmente entre los residuos de aminoacidos 14y 20,
donde los tres sitios de reconocimiento y union que comprenden 1y 2 residuos
de aminoacidos, respectivamente estan localizados en la posicion 16, 17,y enla
posicién 19 y 20, y en la posicion 14, respectivamente, tales residuos estan are
predominantemente involucrados en la union de la proteina B-arniloide y donde
dichos tres sitios de reconocimiento y unién estan separados por un residuo de
aminoacido localizado en la posicién 15y 18, respectivamente, tales aminoacidos

no estan involucrados en la union del antigeno o por lo menos en un grado
sustancialmente menor.

En una realizacién especifica, dichos residuos "de aminoacidos

consecutivos, particularmente -Lys-Leu- en fa posicion 16 y 17 y —Phe- Phe-en
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las posiciones 19 y 20, los cuales estan predominantemente involucrados en la

unién de la prateina B-amiloide, estan incluidos en la siguiente region del ntcleo:

Val- His- His— Gln- Lys— Leu— Val- Phe- Phe- Ala~ Glu— Asp
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

En una realizacion especifica, dichos residuos de aminoacidos
consecutivos, particularmente —Lys- en la posicion 16, -Leu- en la posicién 17 y
-Phe-Phe- en las posiciones 19 y 20, e —His- en la posicion 14, los cuales estan
predominantemente involucrados en la unién de la proteina p-amiloide, estan
incluidos en la siguiente region del nicleo:

Val- His— His- GIn— Lys— Leu- Val- Phe- Phe- Ala— Glu—~ Asp-
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

En una realizacion especifica de la invencion, el anticderpo de acuerdo con
la invencién se origina contra un fragmento del antigeno que no contiene dicho
sitio de unién distinto.

Este cambio en al region epitdpica puede haber sido causado por lo menos
parcialmente por el uso de una construccion antigénica supramolecular que
comprende un péptido antigénic‘é correspondiente a la secuencia de aminoacidos
del péptido B-amiloide, particularmente del péptido B amiloide ABy.i6, modificado
con un residuo hidrofilico tal como, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), donde
dicho residuo hidrofilico esta unido en forma covalente a cada uno de 'los términos
del péptido antigénico mediante por lo menos un‘o.'pérticularmente uno o dos
aminoacidos tal como, por ejemplo, lisina, acido glutdmico y cistelna o cualquier
otro aminoacido o analogo del aminoacido capaz de servir como un dispositivo
conector para acoplar el residuo hidrofilico al fragmento del péptido como se

describe en la presente memoria a continuacion en el proceso de inmunizacion.
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Cuando se usa PEG como residuo hidrofilico, los términos de PEG libres estan
unidos en forma covalente a fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto
adecuado para funcionar como elemento de anclaje, por ejemplo, para incluir la
construccion antigénica en la bicapa de un liposoma como se describe en la

presente memoria.

Asimismo el uso del lipido A como parte del protocolo de inmunizacion
puede haber contribuido al cambio en la region epitopica.

En una realizacion especifica de la invencion se proporciona un anticuerpo
que comprende la region variable de cadena liviana (LCVR) de la SEC 1D NO: 7.

En ofra realizacion especifica, la invencion se refiere a la regién variable de
cadena liviana (LCVR) de la SEC ID NO: 7.

En otra realizacion especifica aun de la invencion, s proporciona un
anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada (HCVR) de la

SEC ID NO: 8.

En una realizacién especifica adicional, la invencion se refiere a la region
variable de cadena pesada (HCVR) de la SEC ID NO: 8.

En una realizacién, la invencion se refiere a un anticuerpo que comprende
tanto la region variable de la cadena pesada de la SEC 1D NO: 8 y la region
variable de la cadena liviana de .lla SEC ID NO: 7.

Asimismo parte de la invencion es un anticuerpo que comprende una
region variable de cadena liviana (LCVR) o region variable de cadena pesada
(HCVR) o ambas, una regién variable de cadena liviana (LCVRY) y una region
variable de cadena pesada (HCVR) que es homologa a cualquier a de los
péptidos proporcionados en las SEC IDNO: 7y 8, respectivamente.

En particular, la invencion se refiere a un anticuerpo o un fragmento del
mismo de acuerdo con la presente invencion y como se describio antes en la

presente memoria, donde la region variable de cadena liviana (LCVR) tlene una
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secyencia de aminoacido que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% o0 99% idéntica a la secuencia dada en la SEG ID NO: 7.

. Ademas, la invencion se refiere a un anticuerpo o un fragmento del mismo,
de acuerdo con la presente invencibn y como se describid antes en la presente
memoria donde la regién variable de cadena pesada (HCVR) tiene una secuencia
de aminoéacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%
idéntica a la secuencia dada en la SEC ID NO: 8.

Ademas, la invencidn se refiere a un anticuerpo o un fragmento del mismo,
de acuerdo con la presente invenciéon y como se describid antes en la presente
memoria donde la regién variable de cadena liviana (LCVR) y la region variable
de cadena pesada (HCVR) juntas tienen una secuencia de aminoacidos que es
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% idéntica a la secuencia dada en las SECID NOs: 7y 8.

En otra realizacion especifica la invencion se refiere a region variable de
cadena liviana que tiene una secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia dada en la SEC
ID NO: 7.

En una realizacion especifica adicional, la invencion se refiere a la region
variable de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que es 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia dada
enla SEC ID NO: 8.

En ofra realizacién de la invencion, se proporciona un polinucléotido que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica el anticuerpo de acuerdo
con la invencidn como se describié anteriormente en la presente memoria.

A9 In particular, la invencion se refiere a un polinucliéotido que comprende una

secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo de acuerdo con la invencion

que comprende

o
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a) por lo menos la secuencia de nucledtidos de la region variable de
cadena liviana de la SEC ID NO: 9

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de nuclettidos
(a) en la secuencia de codones debido a la degeneracion del codigo genético

c) la secuencia complementaria con (a)y (b)o

d) un fragmento de una secuencia de nucledtidos de (a)j. (b) o (c) que
comprende una extension contigua de nucledtidos selecc,ionadoé del grupo que
consiste en por lo menos 20 nucleétidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos
contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nuclestidoes contiguos, por lo menos 45 nucledtidos
contiguos y por lo menos 50 nucleotidos contiguos.

En ofra realizacién, la invencion se refiere a un polinucléotido que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo de acuerdo

con la invencidn que comprende

a) por lo menos la secuencia de nucledtidos de la cadena liviana de la
SEC ID NO: 10

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de nucledtidos
of (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracion del cddigo genético

c) la secuencia complemgntaria con (a)y (b)o

d) un fragmento de una secuencia de nucledtidos de (a), (b) o (c) que
comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos
contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos

contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos

contiguos y por lo menos 50 nucledtidos contigugs .

éc;
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En otra realizacion adn, la invencién se refiere a un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo de acuerdo
con la invencién que comprende

a) por lo menos la secuencia de nucledtidos de la region variable de la
cadena pesada de la SEC 1D NO: 11.

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la 'secuencia de
nucledtidos de la (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracion del
codigo genético

c) la seclencia complementaria con (a)y (b) o

d) un fragmento de una secuencia de nucle6tidos de (a); (b) o (c) que
comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste en por io menos 20 nucledtidos contiguos. por lo menos 25 nucledtidos
contiguos, por lo menos 30 nuclestidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos
cor_ltiguos y por lo menos 50 nucleotidos contiguos.

En ofra realizacion aln, la invencién se refiere a un polinucledtido que
comprende secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo de acuerdo con

la invencién que comprende

a) por lo menos la secuencla de nuciettides de la cadena pesada de la
SEC ID NO: 12 o la secuencia complementaria

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de
nucledtidos de la (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracion del
codigo genético

c) la secuencia compiementaria con (a)y (b)o

d) un fragmento de una secuencia de nucleétidos de (a), (b) o (c) que
comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que

consiste en por lo menos 20 nucledtidos coritiguos, por lo menos: 25 nucledtidos
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contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucleétidos
contiguas, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos
contiguos y por lo menos 50 nucleotidas contiguos.

También estd comprendido por la invencién un polinuclédtido que

comprende

a) la secuencia de nucledtidos de la SEC ID NO: 9 que codifica la region
variable de la cadena liviana

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de
nuclesdtidos de la (a) en la secuencia de codanes debido a la degeneracion del
codigo genético

c) la secuencia complementaria con (a) y (b)o

d) un fragmento de una secuencia de nucledtidos de (a), (b) o (c) que
comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste en por lo menos 20 nucleétidos contiguos, por lo menos 25 nuclettidos
contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucleotidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos

contiguos y por lo menos 50 nucledtidos contiguos.

También estd comprendido por la invencion un polinuclédtido que
comprende

a) la secuencia de nucledtidos de la SEC ID NO: 10 que codifica la
cadena liviana.

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de
nucleétidos de la (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracion del
codigo genético |

¢) la secuencia complementaria con (a)y (b)o

d) un fragmento de una secuencia de nucleotidos de (@), (b) o (c) que

comprende una extension contigua de nuclettidos seleccionados del grupo que

67
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consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nuclettidos

contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos

contiguas, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos

contiguos y por lo menos 50 nucledtidos contiguos.
También estd comprendido por la invencién un polinuclédtido que

comprende

a) la secuencia de nucledtidos de la SEC ID NO: 11 que codifica la region
variable de cadena pesada

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de nucledtidos
de la (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracion del codigo
geneético

c) la secuencia complementaria con (a)y (b)o

d) un fragmento de una secuencia de nucledtidos de (a), (b) o (c) que
comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste en por lo menaos 20 nucleédtidos contiguos, por lo menos 25 nucleétidos
contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nuclebtidos
contiguos y por lo menos 50 nucledtidos contiguos.

También estd comprendido por la invencidn un polinuclédtido que

comprende

a) la secuencia de nucledtidos de la SEC ID NO: 12 que codifica la cadena
pesada

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de nucledtidos

de la (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracién del cadigo
genético

c) la secuencia complementaria con (a)y (b)o
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d) un fragmento de una secuencia de nucledtidos de (a), (b) o ( c) que

comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que

consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos

contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguo.s. por lo menos 45 nucledtidos
contiguos y por lo menos 50 nucledtidos contiguos.

En una realizacién adicional, la invencion se refiere a cualquier secuencia
de nucléatidos que hibridiza a

a. una secuencia de nucledtidos de acuerdo con la invencion y como
la dada en las SEC ID NOs: 9, 10, 11y 12, respectivamente ,

b. una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de
nucledtidos de la (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracion del
codigo genético

C. la secuencia complementaria con (a)y (b)o

d. un fragmento de una secuencia de nucleotidos de (a), (b) o (c) que
comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nucleétidos
contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos cantiguos, por lo menos 45 nucledtidos
contiguos y por lo menos 50 nuéleétidos contiguos.

En particular, la invencion se refiere a cualquier secuenma de nucléotidos
que hibridiza en condiciones de hibridacion convencional, partlcularmente en
condiciones de hibridacién rigurosas, a una secuencia de nucledtidos de acuerdo
con la invencién y como la dada en las SEC ID NOs: 9, 10, 11 y 12,
respectivamente, particularmente a la cadena complementaria de la misma.

En una realizacion adicional, la invencidn se refiere a cualquier secuencia

de nucledtidos que hibridiza a una secuencia de nucledtidos de acuerdo coen la
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presente Invencién y como la dada en las SEC ID NOs: 9, 10, 11 y 12,
respectivamente, particularmente a fa cadena complementaria de la misma, en
condiciones de hibridacion convencional en las cuales se usa SSPE 5x, SDS 1%
, solycion de Denhardt 1x como solucién yfo temperaturas de hibridacion entre
35°C y. 70°C, con preferencia 65°C, Después de la hibridacion, el lavado se
realiza con preferencia primero con SSC 2x, SDS 1% y posteriormente con S8C
0,2x a temperaturas entre 35°C y 70°C, con preferencia a 65°C (con respecto a la
definicién de SSPE, SSC y solucién de Denhardts (ver Sambrook et al. loc. cit.).

En particular, la invencién se refiere a cualquier secuencia de nuclettidos
que hibridiza a una secuencia de nucledtidos de acuerdo con la presente
invencion y como la dada en SEC ID NOs: 9, 10, 11 y 12, respectivamente,
particularmente a la cadena complementaria de la misma, en condiciones de
hibridacion rigurosas como por ejemplo se describen en Sambrook et al, subra,
mas particularmente en condiciones de hibridacién rigurosas donde la hibridacién
y lavado se producen a 65°C como se indico anteriormente.

En una realizacion especifica la presente invencion proporciona un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un
anticuerpo monoclonal, particularmente un anticuerpo: bifuncional monoclonal,
que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, tal anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un
anticuerpo producido por una linea celular del hibridoma seleccionada del grupo
que consiste en FP 12H3, FP 12H3-C2, y FP 12H3-G2 depositadas el 1 de
diciembre de 2005 y el 9 de diciembre de 2005, respectivamente, como DSM
ACC2752, DSM ACC 2750y DSM ACC2751, respectivamente .

Mas particularmente, la invencion se refiere a un anticuerpo que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo

producido por la linea celular del hibridoma FP 12H3, depbsitados el 1 de

1o
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diciembre de 2005 y el 9 de diciembrel de 2005, respectivamente como DSM
ACC2752.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal
que incluye a cualguier anticuerpo funcionalmente equivalente 0 partes
funclonales del mismo produgido por 1a linea celular del hibridema FP 12H3-C2,

depositados el 1 de diciembre de 2005 y el @ de diciembre de 2005,

-respectivamente como DSM ACC2750.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal
que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo producido por la linea celular del hibridema FP 12H3-G2,

depositados el 1 de diciembre de 2005 y el 9 de diciembre de 2005,
respectivamente como DSM ACC2751.

En otra realizacion especifica la presente invencion proporciona un
ntlcuerpo particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especiaimente a
anticuerpo monoclonal, particularmente un anticuerpo bifuncional monoclonal,
que incluye a cualguier anticuerpo funcionalmente equivalente © partes
funcionales del mismo, tal anticuerpo tiene las propiedadeé caracteristicas de un

anticuerpo producido por la linea celular del hibridoma ET 7E3 depositado el 8 de
diclembre de 2005 como DSM ACC2755.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal
que

funcionales del mismo producido por la linea celular del hibri:doma_ET TE3,

depositado el 8 de diciembre de 2005 como DSM ACC2755.

En otra realizacion especifica, la presente invencion proporciona un

anticuerpo, particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un

anticuerpo monoclonal, particularmente un anticuerpo bifuncional monoclonal,

que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes

incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes .
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funcionales del mismo, tal anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un
anticuerpo producido por la linea celular del hibridoma EJ 7H3 depositado el 8 de
diciembre de 2005 como DSM ACC2756.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal
que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo producido por la linea celular del hibridoma EJ 7H3,
depositado el 8 de diciembre de 2005 como DSM ACC2756.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar metodos vy
composiciones que comprenden un anticuerpo de acuerdo con la invencion y
como se describi®6 antes en la presente memoria para la prevencion y/o
tratamiento terapéutico y/o alivio de los efectos de enfermedades y trastornos
causados por o asociados con protelnas amiloides o proteinas de tipo amiloide
que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con
la formacién de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y
amiloidosis relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero sin
limitacion, trastornos neurologicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD) que
incluyen enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo
leve), demencia de cuerpos de:Lewy, sindrome de Down, hemofragia cerebral
hereditdria con amiloidosis (de tipo holandesa ); complejo Parkinson-demencia de
Guam; ademas de otras enfermedades que se basan o asocian con proteinas de
tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis muiltiple;
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionado con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de
inclusion (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores

endocrinos que incluyen degeneracién macular, por ejemplo, por inmunizacién

77




53

[

pasiva de un ser humano o animal con un anticuerpo de acuerdo con 1a invencion
y como se describid anteriormente en la presente memoria . |

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un método de usar un
anticuerpo monaclonal y/o una parte funcional del mismo de acuerdo con la
invencién y composiciones que comprenden un anticuerpo de acuerde con la
invencion y tal como se describid antes en la presente memoria para la
intervencion en el diagnostico y terapéutica de las enfermedades y trastornos
causados por o asociados con proteinas amiloides o proteinas de tipo amiloide
que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con
la formacién de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y
amilcidosis relacionada con la edad tales como enfermedades que incluyen, pero
sin limitacién, trastornos neurolégicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD)
que incluyen enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve),
demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (de tipe holandesa ); complejo Parkinson-demencia de
Guam: ademas de otras enfermedades que se basan o asocian con proteinas de
tipo amiloide tal como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple;
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionado con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de
inclusion (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumaores
endocrinos y otros que incluyen degeneracién macular,

En particular, un objeto de la presente invencic’m es proporclonar un
método de uso de un anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo
de acuerdo con la invencién y composiciones que comprenden un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo biespecifico y bi-efectivo perd especialmente un

anticuerpo monoclonal biespecifico y bi-efectivo de acuerdo con la invencion y

17
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coma se describi antes en la presente memoria para reducir y prevenir la
aparicién de trastornos neurologicos, que incluyen pero sin limitacion la
enfermedad de Alzheimer. ‘ |

Las composiciones de acuerda con la presente invencion comprenden un
anticuerpo, partticularmente un anticuerpo blespecifico y bi-efectivo de acuerdo
con la invencién y como se describi6 antes en la presente memoria que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
particularmente en una cantidad terapéuticamente efectiva o, mas
particularmente, un anticuerpe monoclonal, especialmente un anticuerpo
monoclonal biespecifico y bi-efectivo, de acuerdo con la invenciéon y como se
describié antes en la presente memoria, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funéionales del mismo, particularmente en
una cantidad terapéuticamente efectiva y opcionaimente, un vehiculo y/o diluyente
ylo excipiente aceptable para uso farmaceutico.

Particularmente, la composicion de acuerdo con la presente invencion
comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal que incluye
a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o' partes funcionales del
mismo, tal anticuerpo es capaz de inhibir la agregacion de los péptidos amiloides
moneméricos , especificamente’ los péptidos B amiloides monomericos tal como,
por ejemplo, los péptidos Ap monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero
especialmente los péptidos ABi.42 monoméricos, en fibrillas o filamentos amiloides
poliméricos de alto peso molecular y opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o
excipiente aceptable pafa uso farmaceéutico.

En una realizacion adicional de la invencion se proporciona una
composicion que comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o

partes funcionales del mismo, tal anticuerpo, después de la co-incubacion,
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particularmente ~ después de la co-incubacion con una relacion de
concentraciones molares de hasta 1:100, més particularmente con unha relacion
de concentraciones molares de entre 1:30 y 1:100, pero especialmente con una
relacion de concentraciones molares de 1:100, con péptidos amiloides
monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides monomericos 'tal como,
por ejemplo, los péptidos AR monomericos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-43, pero
especialmente los péptidos ABi.42 monoméricos, inhibe la agregacion de los
mondmeros de AR en fibrillas o filamentos poliméricos de alto peso molecular. En
particular, dicha inhibicién llega a por lo menos 50%, particularmente a por lo
menos 65%, mas particularmente a por o menos 75%, aun mas particularmente
a por lo menos 80%, pera especialmente a por lo menos 85%-90%, 0 mas en
comparacion con los monomeros del péptido amiloide respectivo incubado en
buffer (control) y, opcionalmente, un vehiculo ylo diluyente yl/o excipiente
acéptable para uso farmacéutico. ‘

En particular, la co-incubacion del anticuerpo de acuerdo con la invencion

con los péptidos amiloides monoméricos se fleva a cabo durante 48 horas a una
temperatura de 37°C.

251"

La inhibicién de la agregacion potencial del anticuerpo de acuerdo con la -

invencion se puede determinar por ultracentrifugacién por gradiente de densidad
sequida por el andlisis por sedimentacion SDS-PAGE con un gradiente
preestablecido y/o por un ensayo de tioflavina T (Th-T) fluorescente.

La presente invencion ademds proporciona un composiciéon que
comprende un anticuerpo que es capaz de desagregar fibrillas o filamentos
amiloides poliméricos de alto peso molecular formadoé por la agregaclbn de los
péptidos amiloides monoméricos, especificamente los péptidos $ amiloides
monomeéricos tal como, por ejemplo,'los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-

41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los péptidos ABi42 monomericos vy,
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opcionalmente, un vehicuio y/o diluyente y/lo excipiente aceptable para uso

farmacéutico.

Mediante la desagregacion de las fibrilas o filamentos poliméricos
amiloidogénicos, los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion son
capaces de prevenir o disminuir la formacion de placas amileides que conducen a
un alivio de los sintomas asociados con la enférmedad y un retraso o reversion de
Su avarnce.

En otra realizacion de la invencién se proporciona una composicion que
comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclenal, que incluye
a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o :partes funcionales del
mismo, tal anticuerpo después de la co-incubacidn con una relacion de
concentraciones molares de entre 1:30 y 1:100, particularmente ¢on una relacion
de 1:100, con las h fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alto peso
molecular formados por la agregacion de péptidos amiloides monomeéricos,
particularmente los péptidos B amiloides monoméricos tal como, por ejemplo, los
peptidos AB monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los
péptidos APi42 monoméricos, particularmente después de la co-incubacion
durante 24 horas a una temperatura de 37°C, es capaz de desagregar las fibrillas
o filamentos poliméricos preformados en por lo menos 35%, particularmente en
por lo menos 40%, mas particularmente en por lo menos 50%, aun mas
particularmente en por lo menos 60%, pero especialmente en por lo:menos 70% o
mas y opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente aceptable para uso
farmacéutico.

La desagregacion potencial del anticuerpo de acuerdo con la invencion se
puede determinar por ultracentrifugacion por gradiente de densidad seguida por
el analisis por sedimentacién SDS-PAGE con un gradiente preestablecido y/o por

un ensayo de tioflavina T (Th-T) fluorescente.
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La presente invencidbn ademas proporciona uﬁa composicidbn que
comprende un anticuerpo o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo es
sensible desde el punto de visto de la conformacion, particularmente en una
cantidad efectiva, mas particularmente en una cantidad terapéuticamente efectiva.

En una realizacion adicional de la invencion se proporciona una
composicidon que comprende un anticuerpo, pero especialmente un anticuerpo
monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, tal anticuerpo después de la co-incubacion con
fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alto peso molecular formados
por la agregacion de los péptidos amiloides monoméricos, particularmente los
péptidos B amiloides monoméricos tal como, por ejemplo, los péptidos AR
monomeéricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los péptidos
AB142 monoméricos, particularmente después de la co-incubacidn durante 24
horas a una temperatura de 37°C, es capaz de inducir una transicion de la
conformacion lamina B hacia una conformacion de a-hélice ylo de arrollamiento al
azar , pero particularmente una conformacioén de arrollamiento al azar , ain mas
particularmente una conformacion de arrollamiento al azar en una localizacion
dada en la molécula, especialmente en el ambiente de Val12 de la proteina AR ,
que conduce a un aumento de la conformacion de arrollamiento al azar a
expensas de la conformacion lamina B y una solubilizacién mejorada de las
fibrilas o filamentos preformados poliméricos de alto pesa molecular vy
opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente aceptable para uso
farmacéutico. En particular, la disminucion de la conformacion tamina § llega a por
lo menos 30%, particularmente a por lo menos 35%, y mas particularmente a por
lo menps 40% y mas en comparacion con las fibrillas o filamentos amiloides

poliméricos preformados respectivos incubados en buffer (control).
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El potencial del anticuerpo para inducir una transicién de la estructura
secundaria se determina por espectroscopia RMN 13C en estado solido pero, en
particular, por la medicién de las intensidades integrales de las confdrmaciones de
Val 12 CB del péptido AB142.

La presente invencion ademés proporciona una composicion que
comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal que inciuye
a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o . partes funcionales del
mismo, particularmente en una cantidad terapéuticamente efectiva, tal anticuerpo
es bifuncional o sea que exhibe tanto una propiedad de inhibicion de la
agregacién ademéas de una propiedad de desagregacion como se defini6
anteriormente en la presente memoria, con preferencia apareado con un aito
grado de sensibilidad conformacional y opcionalmente, un vehliculo y/o diluyente
ylo excipiente aceptable para uso farmacéutico.

En otra realizacién aln de la invencién se proporciona una composicion
que comprende un anticuerpo bifuﬁcional, pero especialmente un anticuerpo
bifuncional monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo d‘espu;és de la co-
incubacién con péptidos amiloides monoméricos, particularmente los péptidos f
amiloides monomeéricos tal como, por ejemplo, los péptidos A monoméricos 1-39;
1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los péptidos AB142 monoméricos,
inhibe la agregacion de los mondémeros de AB en fibrillas poliméricas de alto peso
molecular y ,ademas, "después de la co-incubacion con fibrillas o filamentos
preformados poliméricos de alto peso molecular formado por la agregacion de
péptidos amiloides monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides
monoméricos tal como, por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-

41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los péptidos AB142 menomeéricos, es capaz
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de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados y opcionalmente,
un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente aceptable para uso farmacéutico.

En una realizacién especifica de la invencion la co-incubaciéon del
anticuerpo del anticuerpo bifuncional de acuerdo con la invencion, pero
especialmente del anticuerpo bifuncional monocional de acuerdo con la invencion
con péptidos amiloides monoméricos y fibrillas o filamentos preformados
poliméricos de alto peso molecular , respectivamente se produce con una relacion
de concentraciones molares de hasta 1:100, particularmente con una relacion
entre 1:30 y 1:100, y més particularmente con una relacion de 1:100.

En una realizacion especlifica adicional de la invencion la co-incubacion con
péptidos amiloides monomeéricos v fibrillas o filamentos preformados poliméricos
de aito peso molecular se realiza durante 48 horas y 24 horas, respectivamente a
una temperatura de 37°C.

En otra realizacion especifica ain de la invencion se proporciona una
camposicién ‘que comprende un anticuerpo bifuncional de acuerdo con la
invencién, pero especialmente un anticuerpo bifuncional monoclonal de acuerdo
con la invencion que es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos
preformados en por lo menos 10%, particularmente en por lo menos 25%, mas
particularmente en por lo menos 35%, aun mas particularmente en por lo menos
50%, pero especialmente en por lo menos 60-70% o mas y opcionaimente, un
vehiculo y/o diluyente y/o excipiente aceptable para uso farmacéutico.

En ofra realizacion especifica ain de la invencion se proporciona una
composicién que comprende un anticuerpo bifuncional de acuerdo con la
invencién, pero espegialmente un anticuerpo bifuncional. monoclonal de acuerdo
con la invencién, inhibe la agregacién de péptidos amiloides monoméricos
particularmente los péptidos B amiloides menoméricos tal como, por ejemplo, los

péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los
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peptidos AB142 monomericas en por lo menos 50%, particularmente en por lo
menos 65%, mas particularmente en por lo menos 75%, alin més particularmente
en por lo menos 80%, pero especialmente en por lo menos 85-90%, o mas en
comparacion con los monémeros del péptido amiloide respectivo incubado en
buffer (control) y opcionalmente un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente aceptable
para uso farmacéutico.

En particular, la presente invencién proporciona una composicion que
comprende un anticuerpo particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye
a cualquier anticuerpa funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, tal anticuerpo miedia la inhibicién de la polimerizacion de los péptidos
amiloides monomeéricos, especificamente los péptidos B amiloides monoméricos
tal como, por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-
43, pero especialmente los péptidos APi42 monoméricos y/o induce la
solubilizacion de fibrillas o filamentos preformados peliméricos de alto peso
molecular  formado por la agregacion de péptidos amiloides monoméricos,
particularmente péptidos B amiloides monoméricos tal como, por ejemplo, los
péptidos AB monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los
péptidos  ABi42 monoméricos, mediante la unién especifica y directa del
anticuerpo a las fibras AR, que condice a una transicion de la conformacion
secundaria y opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente aceptable
para uso farmacéutico.

La presente invencibn ademas proporciona una composicion que
comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye
a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, tal anticuerpo se une directa y especificamente a las fibras B-amiloides tal
como, por ejemplo, fibras que comprenden péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40,

1-41, 1-42, 0 1-43, pero especialmente a fibras que comprenden los peptidos ABs-
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;2 monoméricos y/o induce la solubilizacion de las fibrillas o filamentos
preformados poliméricos de alto peso molecular gue se forman por la agregacion
de péptidos amiloides monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides
monoméricos tal como, por ejemplo, los péptidas AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-
41, 1-42, o 1-43, pero especlalmente los péptidos ABi42 monoméricos por la
localizacion y especificamente la unién a una region epitdpica de la protelna f-
amiloide, particularmente una region epitopica del polipéptido A limitado por los
residuos de aminoacidos aas-aan con N como un niamero entero entre 2 y 15,
particularmente entre 5 y 15, mas particularmente entre 8 y 1, ain mas
particularmente entre 10 y 15 y m como un numero entero entre 3 y 17,
particularmente entre 6 y 17, mas particularmente entre 9 y 17, aiun mas
particularmente entre 11 y 17, donde n y m no pueden ser nimeros identicos y n
siempre debe ser un nimero méas pequefio que m, con la diferencia entre ny m
22 y , opcionalmente, un vehiculo y/o diliyente y/o excipiente aceptable para uso
farmacéutico.

La union del anticuerpo de acuerdo con la invencién puede inducir una
transiciéon de conformacién en dicha proteina, particularmente una transicion de la
conformacién lamina B hacia una confarmacion a-hélice y/o de arrallamiento al
azar, pero particularmente una: conformacién de arrollamiento al azar, ain mas
particularmente una conformacion de arrollamiento al azar en una localizacion
dada en la melécula, especialmente en el ambiente de la Val12 de la protelna AB.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona una composicion que
comprende un anticuerpo particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye
a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, tal anticuerpo incorpora por lo. menos una de las propiedades
mencionadas anteriormente en la presente memoria, o sea Inhibicion de la

agregacion, desagregacion, induccién de [a transicion de conformacion,
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reconocimiento de y union directa a la region epitépica 4-16 y/o |a 14 a 23, pero
particularmente la 14 a 20, pero especialmente una combinacion de dos o mas
de dichas propiedades , un vehiculo ylo diluyente ylo excipiente aceptable para
uso farmaceéutico.

| En una realizacion especifica, la invencion proporciona una composicion
que comprende un anticuerpo particularmente un anticuerpo. bifuncional, pero
especialmente un anticuerpo monoclonal, particularmente. un anticuerpo
bifuncional monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, que exhibe alta especificidad a los
péptidos AB142 MOnomericos pero muestra esencialmente ninguno o solo una
minima reactividad cruzada con péptidos monomericos AB1-as, ABi.as, ABi4o, Y/0
ABi41, particularmente un anticuerpo, pero especialmente un anticuerpo
monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, tal anticuerpo es hasta 100 veces, particularmente
50 a 100 veces, mas particularmente 80 a 100 veces, pero especialmente 100
veces mas sensible al péptido amiloide AB+42 €n comparacion con AP1.3s, AB1-3g,

ABi4o, ABi14s y hasta 1000 veces, particularmente 500 a 1000 veces, mas

~ particularmente 800 a 1000 veces, pero especialmente 1000 veces mas sensible

al péptido amiloide Af31.42 en comparacion con ABy.as, V- de este modo capaz de
inhibir, in vitro e in vivo, la agregacion de peptidos monoméricos amiloidogénicos,
pero especialmente del péptido amiloide AB142 ¥ opcionalmente, un vehiculo y/o
diluyente y/o excipiente aceptable para uso farmacéutico.

En otra realizacion especifica de la invencion se proporciona una

composicién que comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo

bifuncional, pero especialmente un anticuerpo monoclonal, particularmente un

anticuerpo  bifuncional monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo

funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que tiene una alta
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sensibilidad de unién al péptido amiloide AB1.42 Y es capaz de detectar fibras de
ABi42 en una concentracion por debajo de por lo menos 0,001 pg, pero
particularmente en una rango de concentracién de 0,5 pg y 0,001 pg, mas
particularmente entre 0.1 Mg VY 0,001 pg, pero especiaimente en una
concentracién' de 0,001 pg y opcionalmente, un vehiculo ylo diluyente ylo
excipiente aceptable para uso farmacéutico.

En una realizacion muy especifica de la invencion se proporciona una
composicién que comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
bifuncional, pero especialmente un anticuerpo moneclonal, particularmente un
anticuerpo  bifuncional monaclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo es
capaz de detectar fibras de AB142 en una cantidad de fibras por debajo de una
concentracion minima de 0,001 pg vy fibras de APiao por debajo de una
concentracion minima de 0,1 pg y fibras de Afias por debajo de una
concentracion minima de 1 pg vy, opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o
excipiente aceptable para uso farmacéutico, Y donde dichos residuos de
aminoacidos Xaap, Xaas Xaas, Xaa;, Xaas, no estan involucrados en la unién del
anticuerpo o en una medida significativamente

En una realizacion especifica la presente invencion se refiere a una

composicién gue comprende un anticuerpo monoclonal que incluye a, cualquier

anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo tal
anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por
una linea celular del hibridoma seleccionada del grupo qué consiste en FP 12H3,
FP 12H3-C2, y FP 12H3-G2 depositados el 1 de diciembre de 2005 vy el 9 de
diciembre de 2005 respectivamente, como DSM ACC2752, DSM ACC2750 y
DSM ACC2751, y opcionalmente, un vehiculo ylo diluyente y/o excipiente

aceptable para uso farmacéutico.
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Mas particularmente, la invencién se refiere a una composicion que
comprende un anticuerpo monaclonal que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo producido por la linea
celular del hibridoma FP 12H3, depositado el 1 de diciembre de 2005 y el 9 de
diciembre de 2005 respectivamente como DSM ACC2752 y opcionalmente, un
vehiculo y/o diluyente y/o éxcipiente aceptable para uso farmacéutico.

Mas particularmente, la invenciéon se refiere a una composicion que
comprende un anticuerpo monoclonal que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo producido por la linea
celular del hibridoma FP 12H3-C2, depositado el 1 de diciembre de 2005y el 9
de diciembre de 2005 respectivamente como DSM ACC2750 vy, opcionalmente un
vehiculo y/o diluyente ylo excipiente aceptable para uso farmacéutico.

La invencion ademas se refiere a una composicion que comprende un
anticuerpo  monoclonal que incluye a cualquier anfticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo producido‘ por |a' linea celular del
hibridoma FP 12H3-G2, depositado el 1 de diciembre de 2005 y el 9 de diciembre
de 2005 respectivamente como DSM ACC2751 y opcionalmente, un vehiculo y/o
diluyente y/o excipiente aceptable para uso farmaceéutico.

En otra realizacion especifica, la presente invencion se refiere a una
composicién que comprende un anticuerpo monoclonal que incluye a cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal
anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por la
linea celular de! hibridoma ET 7E3 depositado el 8 de diciembre de 2005 como
DSM ACC2755 y opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente ylo excipiente
aceptable para uso farmacéutico.

La invencion ademas se refiere a una composicion que comprende un

anticuerpo monoclonal que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
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equivalente o partes funcionales del mismo producido por la linea celular del
hibridoma ET 7E3, depositado el 8 de diciembre de 2005 como DSM ACGC2755 y
» opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente ylo excipiente aceptable para uso
farmacéutico. |

En ofra realizacién especifica, la presente invencién se refiere a una
composicién que comprende un anticuerpo monocional, que incluye a cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal
anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por la
linea celular del hibridoma EJ 7H3 depositado el 8 de diciembre de 2005 como
DSM ACG2756 y opcionalmente, un vehiculo y/a diluyente y/o excipiente
aceptable para uso farmacéutico.

La invencion ademas se refiere a una composicién que comprende un
anticuerpo  monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo producido por la linea celular del
hibridoma EJ 7H3, depositado el 8 de diciembre de 2005 como DSM ACC2756 y
opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente aceptable para uso
farmaceéutico.

El anticuerpo, particularmente el anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
invencién que incluye a cualquigr anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo se puede'administrar en combinacion con otras sustancias
biolégicamente activas y procedimientos para el tratamiento de las enfermedades.
Las otras sustancias biolégicamente activas pueden ser parte de la misma
composicion que ya comprende el anticuerpo de acuerdo con la invencién, en
forma de una mezcla, donde el anticuerpo y la otra sustancia bioldgicamente
activa se entremezclan o con el mismo solvente ylo vehiculo aceptable para uso

farmacéutico o se puede proporcionar en forma, separada como parte de una

3o




66

composicion separada, que se puede ofrecer en forma separada o conjunta en
forma de partes de un kit.

El anticuerpo, particularmente el anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
invencion que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo se puede administrar al mismo tiempo con la ‘Qtra sustancia
o sustancias bioldgicamente activas, en forma intermitente o secuencial. Por
ejemplo, el anticuerpo monoclonal de acuerdo con la invencion que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo
se puede administrar simultdneamente con una primer sustancia bioldgicamente
activa o en forma secuencial después o antes de la administracion del anticuerpo.
Si se elige un esquema de aplicacion en el que se administra mas de sustancia

biologicamente activa adicional junto con por lo menos un anticuerpo de acuerdo

con la invencion, se pueden administrar parcialmente los compuestos o

sustancias en forma simultanea, parcialmente en forma secuencial en diversas
combinaciones.

Otro objeto de la presente invencidbn es proporcionar mezclas de
anticuerpos que comprenden por lo menos un anticuerpo de acuerdo con la
presente invencion y opcionalmente, uno o més sustancias bioldgicamente activas
adicionales, ademas de los métodos de usar anticuerpos individuales, o mezclas
de los mismos que incluyen composiciones que comprenden dichos anticuerpos o
mezclas de anticuerpos para la prevencion ylo tratamiento terapéutico ylo alivio
de los efectos de las enfermedades y trastornos causados por o asociados con
proteinas amiloides o proteinas de tipo amiloide que incluyen amiloidasis, un
grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacién de la placa
amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la
edad tal como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos

neurologicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen enfermedades
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o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva
tales como, por ejemnplo, deterioro cognitivo leve), demencia de cuerpos de Lewy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas de otras
enfermedades que se basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal como
paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld
Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacienado con VIH, ALS (esclerosis
lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de comienzo
adulto; amiloidois cardlaca senil, tumores endocrinos y otros que incluyen
degeneracion macular,

Las mezclas de acuerdo con la invencion pueden comprender, ademas a
un anticuerpo de acuerdo con la invencién, una sustancia biolégicamente activa
tal como, por ejemplo, compuestos conocidos usados en al medicacion de
enfermedades y trastornos causados por o asociados con protelnas amiloides o
de tipo amiloide que incluye amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos
asociados con proteina amiloide o de tipo amiloide tal como Ia proteina AB
involucrada en la enfermedad de Alzheimer.

En otra realizacion de la invencién, la otra sustancia o compuesto
bioldgicamente activo también puede ser un agente terapéutico que se puede
usar en el tratamiento de las enfermedades y y trastornos ciausados por o
asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide que incluye amiloidosis
causada por f-amiloide se puede usar en la medicacion de otros trastornos
neuroldgicos. _

La ofra sustancia o compuesto biolégicamente activo puede ejercer su
efecto bioldgico por un mecanismo igual o similar al del anticuerpo de acuerdo
con la invencién o por un mecanismo de accién no relacionado o por una

multiplicidad de mecanismos de accién relacionados y/o no relacionados.

g
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Generalmente, el otro compuesto bioldgicamente activa puéde incluir
potenciadotes’ de la transmisién neutronica, farmacos psicoterapéuticos,
inhibidores de acterilcolina esterasa, bloqueantes de los canales de calcio, aminas
biogénicas, tranquilizantes benzodiazepinas, potenciadotes de la sintesis,
conservacion o liberacion de acetilcolina, agonistas del receptor post-sinaptica de
acetilcolina, inhibidores de monoamina oxidasa A o B, antagonistas del receptor
de N-metil-D-aspartato glutamato, farmacos antiinflamatorios no esteroides,
antioxidantes y antagonistas del receptor serotonérgico.

En particular, la mezcla de acuerdo con la invencion pueden comprender
por lo menos un compuesto biclégicamente activo diferente seleccionado del
grupo que consiste en los compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos
anti-apoptdticos, quelantes de metales, inhibidores de la reparacion de ADN tal
como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-propansulfénico (3APS), 1,3-
propandisulfonato (1,3PDS), activadores de secretasa, B- y y-inhibidores de
secretasa, proteinas tau, neurotransmisores, agentes anti-hoja B, moléculas
antiinflamatorias o inhibidores de colinesterasa (ChEl) tal como tacrina,
rivastigmina, donepezil, ylo galantamina y otros farmacos y suplementos
nutritivos, junto con un anticuerpo de acuerdo con la presente invencién y
opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o un excipiente aceptable para uso
farmacéutico.

En una realizacion adicional, la mezclas de acuerdo con la invencion
pueden comprender niacina o memantina junto con un anticuerpo de acuerdo con

la pﬂresente invencion y, opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente

aceptable para uso farmacéutico.
En otra realizacion a(n de la invencién se proporcionan las mezclas que
comprenden “antipsicéticos atipicos” tal como, por ejemplo clozapina, ziprasidona,

risperidona, aripiprazol u olanzapina para el tratamiento de los sintomas

P
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psicoticos positivos y negativos que incluyen alucinaciones, delirios, trastornos del
pensamiento (manifestado por incoherencia marcada, descarrilamiento,
tangencialidad), y conducta extrafia o desorganizada, ademas de anhedonia,
bloqueo afectivo, apatia y aislamiento social junto con un anticuerpo de acuerdo
con la invencion vy, opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o excipiente
aceptable para uso farmacéutico.

En una realizacion especifica de la invencién, las composiciones y mezclas
de acuerdo con la invencion y como se describid antes en la presente memoria
comprenden el anticuerpo y la sustancia biologicamente activa, respectivamente,
en una cantidad terapéuticamente efectiva.

Otros compuestos que se pueden usar en forma adecuada en mezclas en
combinacion con el anticuerpo de acuerdo con la presente invencién estan, por
ejemplo, descriptas en WO 2004/058258 (ver especialmente las paginas 16 y 17)
que incluyen blancos _de farmacos terapéuticos (pagina 36-39), &cidos
alcanosulfénicos y &cido alcanosulfirico (paginas 39-51), inhibidores de
colinesterasa (paginas 51-56), antagonistas del receptor de NMDA (péaginas 56-
08), estrogenos (paginas 58-59), farmacos anti-inflamatorios no esteroides
(paginas 60-61), antioxidantes (paginas 61-62), agonistas del receptor activado
- por los proliferadotes de peroxisoma (PPAR) (paginas 63-67), agentes reductores
de colesterol (paginas 68-75); lnhibidores de amiloide (paginas 75-77), inhibidores
de la formagion de amiloide (paginas 77-78), quelantes de metal (paginas 78-79),
anti-psicéticos y anti-depresivos (péginas 80-82), suplementos nutricionales
(paginas 83-89) y compuestos que aumentan la disponibilidad de las sustancias
biolégicamente activas del cerebro (ver paginas 89-93) y profarmacos (paginas

93 y 94), tales documentos estan incorporados en la presente memoria como
referencias,

4
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Ademas se proporciona un método para producir un anticuerpo,
particularmente un método para producir un anticuerpo monoclonal, que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo
de acuerdo con la invencion, tal método comprende ariginar compuestos pero
particularmente anticuerpos monoclonales contra una construccion antigénica
supramolecular que comprende un péptido antigénico correspondiente a la
secuencia de aminoacidos del péptido p-amiloide, particularmente del péptido @
amiloide ABi.15 , ABi—1s Y AB1—1sa14), modificado con residuos hidrofobicos tal
como, por ejemplo, acido palmitico o un residuo hidrofilico tal cemo, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG) o una combinacién de ambos, donde dicho residuo
hidrofébico e hidrofilico, respectivamente, estéd unido en forma covalente a cada
término mediante por lo menos uno, particularmente uno o dos aminoacidos tal
como, por ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido o analogo de aminoéacido
adecuado capaz de actuar como dispositivo de acoplamiente o molécula ligadora
para le acoplamiento de dicho residuo hidrofébico e hidrofilico tal como, por
ejemplo, acido glutdmico o cisterna,

También es parte de la invencion el uso de un anticuerpo monoclonal y/o
una parte funcional del mismo de acuerdo con la invencion y como se describié
antes en la presente memoria -y/o una composicién farmaceutica o una mezcla
que comprende dicho anticuerpo, para la preparacion de un medicamento para
tratar o aliviar los efectos de las enfermedades y trastornos causados por o
asociados con proteinas amiloides. o proteinas de tipo amiloide que incluyen
amiloidosis, un grupo de enfermeédades y trastornos asociados con la formacion
de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero sin limitacién,
traétomos neuroldgicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen

enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad de

o
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memoria cognitiva tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con
amilojdosis (de tipo holandesa ); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas
de otras enfermedades que se basan 0 asocian con proteinas de tipo amiloide tal
como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis muitiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusion (IBM), diabetes
de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores-endocrinos y otros que
incluyen degeneracién magular.

En otra realizacion de la presente invencion se proporciona un método para
la preparacion de una composicidn farmacéutica que emplea un anticuerpo de
acuerdo con la invencion y/o una parte funcional del mismo pero especialmente
un anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo o un anticuerpos
funcionalmente equivalente para usar para tratar o aliviar los efectos de las
enfermedades y trastornos causados por o asaciados con proteinas amiloides o
proteinas de tipo amiloide que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con la formacion de la placa amiloide que incluye la
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tal como
enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neurologicos tal como
enfermedad de Alzheimer (Ab) que incluyen enfermedades o afecciones
caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tal como, por
ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hereditaria con amil'oidosis (de tipo holandesa);
complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas de otras enfermedades que se
basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal como paralisis supranuclear
progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de

Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica),
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miositis con cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois
cardiaca senil, tumores endocrinos y otros que incluyen degeneracion macular
que comprende la formulacion de un anticuerpo de acuerdo con la invencion en
una forma aceptable para uso farmacéutico.

Los anticuerpos ylo las partes funcionales de los mismos pero
especiaimente los anticuerbo’s monoclonales y/o partes funcionales de los mismos
o un anticuerpos funcionalmente equivalente y las composiciones yimezclas que
comprenden dicho anticuerpo de acuerdo con la presente invencion se puede
usar para la preparacion de un medicamento para prevenir, tratar o aliviar los
efectos los efectos de las enfermedades y trastornos causados por o asociados
con proteinas amiloides o proteinas de tipo amiloide que incluyen amiloidosis, un
grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion de la placa
amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis relaci(onada con la
edad tal como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos
neurolagicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen enfermedades
o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva
tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de cueﬁpos de Lewy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademéas de otras
enfermedades que se basan o asocian con protefhas de tipo amiloide tal como
paréalisis supranuclear progresiva, esclerosis miultiple; enfermedad de Creutzfeld
Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS {esclerosis

lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de comienzo

adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos y otros que incluyen

degeneracion macular.

En una realizacién adicional de la invencion se proporciona un método para

reducir la carga de placa en el cerebro de un animal, particularmente un

47|
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mamifero, pero especialmente un ser humano que sufre de una enfermedad o
afecciébn que: conduce a una carga de placa aumentada en el cerebro que
comprende la administracién a un animal, particularmente un mamifero, mas
particularmente un ser humano que requiere tal tratamiento, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo y/lo una parte funcional del mismo
pero especialmente del anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo
o de un anticuerpo de acuerdo con la invencién funcionalmente equivalente y
como se describio anteriormente en la presente memoria o una composicion o
una mezcla que comprende dicho anticuerpo. |

En particular, la carga de placa se reduce en por lo menos 20 %,
particularmente en por lo menos 26%, més particularmenté en por lo menos 30%,
aln mas particularmente en mas del 30%.

En una realizacion adicional de la invencién un método para reducir la
proporcion de placas en el cerebro de un animal, particularmente un mamiffero,
pero especialmente un ser humano que sufre de una enfermedad o afeccion que
conduce a una carga de placa aumentada en el cerebro que comprende
administrar a un animal, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser
hurhano que requiere tal tratamiento, una vcantidad terapéuticamente efectiva de
un anticuerpo y/o una parte . funcional del mismo pero especialmente del
anticuerpo menoclonal y/o una parte funcional del mismo o de un anticuerpo
funcionalmente equivalente de acuerdo con la invencion y como se describio
anteriormente en la presente memoria o una composicion o una mezcla que
comprende dicho anticuerpo. .

En particular, la proporcidon de placas del cerebro se reduce en por lo

menos 10 %, particularmente en por lo menos 15%, mas particularmente en mas
del 15%..
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En ofra realizacion aun de la invencibn un método para disminuir la
proporcion total de AB soluble en el cerebro de un animal, particularmente un
mamifero, pero especialmente un ser humano que sufre de una enfermedad o
afeccion que conduce a las concentraciones aumentadas de AP soluble en el
cerebro que comprende administrar a un animal, particularmgnte un mamifero,
mas particularmente un ser humano que requiere tal tratamiento, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpe y/o una parte funcional del mismo
pero especialmente del anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo
0 de un anticuerpo funcionalmente equivalente de acuerdo con la invencién y
como se describio anteriormente en la presente memoria o una composicion o
una mezcla que comprende dicho anticuerpo.

Es objeto de la presente invencién proporcionar un método para prevenir,
tratar o aliviar los efectos de las enfermedades y trastornos causados por o
asociados con proteinas amiloides o proteinas de tipo amiloide que incluyen
amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacién
de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion,
trastornos neuroldgicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen
enfermedades o afeccfones caracterizadas por la pérdida de: la capacidad de
memoria cognitiva tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (de tipo holandesa ); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas
de otras enfermedades que se basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal
como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de

Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusién (IBM), diabetes

de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos y otros que
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incluyen degenerac'ién macular, por la administracion de un anticuerpo, pero
particularmente un anticuerpo monoclonal o una composicion' o mezcla que
comprende tal anticuerpo de acuerdo con la invencion a un animal o a ser
humano afectado por tal trastorne que comprende la administracion a un animal,
particularmente un mamifero, méas particularmente un ser humano que requiere tal
tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva de- un anticuerpo y/o una
parte funcional del mismo pero especialmente del anticuerpo monaclonal y/o una
parte funcional del mismo o de un anticuerpo funcionalmente equivalente de
acuerdo con la invencién y como se describié anteriormente en la presente
memoria o una compaosicion 0 una hezcla que comprende dicho anticuerpo

En una realizacion especifica la invencion proporciona un método de para
retener o aumentar la capacidad de memoria cognitiva de un animal,
particularmente un mamifero o un ser humano que padece de deterioro de la
memoria por la administracién a un animal, particularmente un mamifero o un ser
humano que requiere tal tratamiento, un anticuerpo, pero particularmente un
anticuerpo monaclenal de acuerdo con la invencién o una composicion o mezcla
que comprende tal anticuerpo de acuerdo con la invencién tal como se describio
anteriormente en la presente memoria.

En ofra realizacion de la presente invencion se proporciona un metodo para
la preparacién de una composicion farmacéutica que usa un anticuerpo de
acuerdo con la invencion y/e una parte funcional del mismo pero especialmente
un anticuerpo monocional y/o una parte funcional del mismo o un anticuerpo
funcionalmente equivalente para prevenir, tratar o aliviar los efectos de las
enfermedades y trastornos causados por o asociados con proteinas amiloides o
proteinas de tipo amiloide que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con la formacion de la placa amiloide que incluye la

amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tal como
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enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neuroldgicos tal como
enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen enfermedades o afecciones
caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tal como, por

ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencla de cuerpos de Lewy, sindrome de

Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa )

compléjo Parkinson-demencia de Guam; ademas de otras enfermedades que se
basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal como paralisis supranuclear
progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de
Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica),
miositis con cuerpos de inclusién (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois
cardiaca senil, tumores endocrinas y otros que incluyen degeneracion macular.

En una realizacién especifica la invencion proporciona un método para la
preparacién de una composicion farmacéutica que usa un anticuerpo de acuerdo
con la invencién y/o una parte funcional del mismo pero especialmente un
anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo o o un anticuerpo
funcionalmente equivalente para retener o aumentar la capacidad cognitiva de un
animal, particularmente un mamifero o un ser humano que padece de deterioro de
la memoria por la administracion a un animal, particularmente un mamifero o un
ser humano un anticuerpo, pero’particularmente un anticuerpo monoclonal o una
composiciGn o mezcla que comprende tal anticuerpo de acuerdo con la
invencion, tal como se describié anteriormente en la presente memoria .

Estos y otros objetas, caracteristicas y ventajas de la presente invencion
seran evidentes después de una revision de la siguiente descripcion detallada de
la realizacion descripta y las reivindicaciones anexas.

Los términos “polipéptido”, “péptido”, y “proteina”, como se usan en la

presente memoria, son indistintos y se definen como una biomolécula compuestas

de aminoacidos unidos por un enlace peptidico.
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Los términos "un®, "una" y "el® como se usan en la presente memoria se
definen como” “uno o mas " e incluyen el plural a menos que el contexto fuera
inapropiado. -

Los términos "deteccion” o "detectado" como se usan en la presente
memoria significan el uso de técnicas conocidas para la deteccion de moléculas
biolégicas tal como meétodos in_fn,unoqulmicos o histoldgicos y se refieren a la
determinacion en forma cualitativa o cuantitativa de la presencia o concentracion
de la biomolécula en investigacion.

“8 amiloide, AB o B-amiloide” es un término reconocido en el arte y se
refiere a las proteinas y péptidos B amiloides, a la proteina precursora de la 8
amiloide (APP), ademas de las madificaciones, fragmentos y cualquiera de los
equivalentes funcionales de los mismos. En particular, por § amiloide, como se
usa en la presente memoria, se entiende cualquier fragmento producido por la
escision proteolitica de APP pero especialmente los fragmentos que estan
involucrados o asociados con las patologias amiloideas, que incluyén, pero sin
limitacion, AB1.3a, AB1-ag, AB1-40 , AB141 AB1az Y ABi4a .

La estructura y secuencias de los péptidos B amiloides como se menciond
anteriormente son bien conocidas por los expertos en el arte y los métodos para
producir dichos péptidos o extragrlos del cerebro y otros tejidos se describen, por
ejemplo, en Glenner y Wong, B'i,oohem Biophys Res Comm129, 885-890 (1'984).
Ademas, los péptidos B amiloides estan disponibles en el comercio en varias
formas.

“Fibrilla AB" o “filamento AB" o “fibrillas amiloides” son formas poliméricas
de proteinas monoméricas que forman fibras en manojos o individuéles con un
diametro de fibra constante que son insolubles en medio acuoso y contienen
grandes cantidades de una estructura B cruzada en su niicleo; en su mayor parte

con cadenas beta perpendiculares al eje 1.2,3 de la fibrilla)
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“AB monomeérica” o “monémero AB" son proteina B amiloide completamente
solubilizada sin complejos agregados en medio acL0so.

Y wamiloide soluble polimérico” y “"AB oligomérico” y “oligébmero AR" se
refieren a monémeros agregados miltiples de péptidos amiloides o de péptidos
tipo amiloide, o de péptidos amiloides truncados o modificados o de otros
derivados de los péptidos amiloides, que forman estructuras oligoméricas o
poliméricas que son solubles tanto in vifro en medio acuoso como in vivo en el
cuerpo de mamiferos o seres humanos, mas particularmente en el cerebro, pero
particularmente monémeros agregados multiples de B amiloide (AB) o de péptidos
B amiloide modificados o truncados (AB) o de derivados de los mismos, que son
solubles en el cuerpo de mamiferos o seres humanos, mas particularmente en el
¥ cerebro, respectivamente.

Por “aislada" se entiende una molécula biolégica libre de por lo menos
algunio de los compuestos con que se produce en forma natural.

Los términos “anticuerpo” o “anticuerpos” como -se usan en la presente
memoria san términos reconocidos en el arte y se entiende que se refieren a las
moléculas o fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos conocidos,
particularmente a moléculas de inmunoglobulinas 'y a porciones

inmunologicamente activas de las moléculas de inmunoglobulinas, es decir
moléculas que contienen un sitio de unién que se une immunoespecificamente a
un antigeno. La inmunoglobulina de acuerdo con la invencion puede ser de
cualquier tipo (IgG, IgM, lgD, IgE, IgA y IgY) o clase (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,
IgA1y IgA2) o subclases de molécula de inmunoglobulina.

Se entlende que “anticuerpos” dentro del alcance de la presente invencion
incluye anticuerpos monoclonales, policlonales, quiméricos, de cadena Unica,
biespeclficos o bi-efectivos, simianizados, h‘umanbs y humanizados ademas de

los fragmentos activos del mismo. Los ejemplos de fragmentos activos de las
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moléculas que se unen a antigenos conocidos incluye los fragmentos Fab y
F(ab')z que incluyen los productos de una genoteca de expresion de
inmunoglobulina Fab y los fragmentos de unién con el epitope de cualquiera de
los anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

Estos fragmentos actives se pueden derivar de un anticuerpo de la
presente invencion por varias técnicas. Por ejemplo, los anticuerpos
monaclonales purificados se pueden escindir con una enzima, tal como pepsina, y
someter a filtracion con gen de HPLC. La fraccién apropiada que contiene los
fragmentos Fab luego se pueden recoger y concentrar por filtracion de
membranas y similares. Para la descripcion adicional de las técnicas generales
para aislamiento de los fragmentos activos de los anticuerpos, ver por ejemplo,
Khaw, B. A. et al. J. Nucl. Med. 23:1011-1019 (1982); Rousseaux et al. Methods
Enzymology, 121:663-69, Academic Press, 1986.

\K Un "anticuerpds humanizado" se refiere a un tipo de anticuerpo manipulado
genéticamente que tiene sus CDR derivados. de una inmunoglobulina dadora no
humana, las partes de la molécula derivadas de la inmunoglobulina restante
deriva de una (0 mas) inmunoglobulina(s) humana(s). Ademas, los residuos del
soporte de la estructura se pueden alterar para conservar la afinidad de unioén.
Los métodos de obtener “anticuerpos humanizados” son bien conocidos por los
expertos en el arte. (ver, por ej., Queen et al., Proc. Natl Acad Sci USA,
86:10029-10032 (1989), Hodgson et al., Bio/T echnoloy, 9:421 (1991)).

Un "anticuerpos humanizado" también se puede obtener por un nuevo
meétodo de ingenierla genética que permite Ia produccion de anticuerpos
policlonales similares a los humanos de afinidad madura en animales grandes

tales como, por ejemplo, conejos
(http://www.rctech.com/bioventy res/therapeutic.php).
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El término “anticuerpo monoclonal” también es bien conocido en el arte y
se refiere a un anticuerpo producido en masa en el laboratorio a partir de un clon
Unico y que reconoce solo un antigeno. Los anticuerpos monoclonales se
preparan tipicamente por fusién de una célula B productora de anticuerpos,
normalmente de vida corta, a un célula de crecimiento rapido, tal como una célula
cancerosa (algunas veces denominada célula “inmortal”). La célula hibrida
resultante, o hibridoma, se muitiplica rapidamente, crea un clon que produce
grandes cantidades del anticuerpo.

Para el proposito de la presente invencion, se entiende también que
“anticuerpo monoclonal’ comprenden a los anticuerpos producidos por un clon
madre que no ha alcanzado la monaoclonalidad completa.

Se entiende dentro del alcance de la presente invencion que “anticuerpo
funcionalmente equivalente” se refiere a un anticuerpo que comparte
sustancialmente por lo menos una propiedad funcional principal con un ahticuerpo
mencionado anteriormente y descripto en la presente memoria que comprende: la
especificidad de unidn con la proteina B-amiloide, particularmente con la proteina
ABi42 Yy mas particularmente con la regién epitopica 4-16 de la proteina AB142,
inmunorreactividad in vitro, inhibicién de la agregacion de los monémeros de AB,.
42 en fibrillas poliméricas de alio peso molecular y/o desagregacion de fibrillas
poliméricas AB142 préf,ormadas y/o una propiedad anti-lamina § y alivi ode los
efectos de las enfermedades y trastornos causados por o asociados con proteinas
amiloides o proteinas de tipo amiloide que incluyen amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con la formacion de la placa amiloide que
incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tal como
enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neurolégicos tal como
enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen enfermedades o afecciones

caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tal como, por
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ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa );
complejo Parkinson-demencia de Guam; ademéas de otras enfermedades que se
basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal como parélisis supranuclear
progresiva, esclerosis mdltiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de
Parkinson, demencia relacionado con ViH, ALS (esclerosis lateral amiotrafica),
miositis con cuerpos de inclusién (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois
cardiaca senil, tumores endocrinos y otros que incluyen degeneracion macular,
cuando se administra en forma profilactica o terapéutica. Los anticuerpos pueden
ser de cualquier clase tal como 1gG, IgM, o IgA, etc o cualquler subclase tal como
IgG1, 1gG2a, etc y otras subclases mencionadas anteriormente en la presente
memoria o conocidas en el arte pero particularmente de la clase 1gG2. Ademas,
los anticuerpos se pueden producir por cualquier método tal como despliegue en
fagos, o producido en cualguier organismo o linea celular, que incluye bacterias,
insecto, mamifero u otro tipo de células o linea celular que produce anticuerpos
con caracteristicas deseadas, tal como los anticuerpos humanizados. Los
anticuerpos también se pueden formar por la combinacion de una porcion Fab y
una region Fc de diferentes especies.

El término “biespecifico’ o “bifuncional” y "bi-efectivo” se usan como
sindnimos dentro del alcance de esta solicitud para caracterizar un anticuerpo que
exhibe tanto una propiedad de inhibicién de formacion de la fibra amiloide o de
tipo amiloide ademas de la propiedad de desagregacion la fibra amiloide o de tipo
amiloide. ‘ |

El término "antigeno” se refiere a una entidad o fragmento del mismo que
puede inducir una respuesta inmune en un organismo, particularmente un animal,

mas particularmente un mamifero que incluye un ser humano. El término incluye a
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los inmundgenos y regiones responsables para antigenicidad o determinantes
antigénicos.

Como se usa en la presente memoria, el término “soiuble" significa
parcialmente o completamente disuelto en una solucion acuosa.

También como se usa en la presente memoria, el:término "inmunogénico”
se refiere a las sustancias que estimulan o aumentan la produccion de
anticuerpos, células T y otras células inmunes reactivas dirigidas contra un agente
inmunogénico y contribuye a una respuesta inmune en seres humaos y animales.

Una respuesta inmune se produce cuando un individuo produce suficientes
anticuerpos, células T y otras células inmunes reactivas contra composiciones
inmunogénicas administradas en la presente invencidon para modera o aliviar el
trastorno tratado.

“‘Amiloide polimérico soluble” se refiere a monomeros de péptidos amiloide
agregados miltiples o de péptidos de tipo amiloide o de péptidos amiloide
modificados o truncados o de otros derivados de péptidos amiloides que forman
estructuras oligoméricas o poliméricas que son solubles en cuerpos de mamiferos
o humanos mas particularmente en el cerebro, pero particularmente a monémeros
de B amiloide (AB) agregados multiples o péptidos f amiloides modificados o
truncados (AB) o de derivados del mismo, que son solubles en cuerpo de
mamiferos o humanos mas particularmente en el cerebro .

El termino “hibridoma" esta reconocido en el arte y es considerado por los
expertos en el arte que se refiere a una célula producida por la fusion de una
célula productora de anticuerpo y una célula inmortal, por ej., una células de
mieloma muiltiple. Esta célula hibrida es capaz de producir un suministro continuo
de anticuerpo. Ver la definicion de “anticuerpo monoclonal" anterior y los

siguientes Ejemplos para una mas detallada descripcion del método de fusion.

153~
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El término "vehiculo" como se usa en la presente memoria significa una
estructura en la que el péptido antigénico o construccién supramolecular se puede
incorporar o se puede asociar, de este modo se-presenta o expone los péptidos
antigénicos o parte del péptido al sistema inmune de un ser humano o animal.
Cualquier particula que se pueda usar en forma adecuada en terapia animal o
humana tal como, por ejemplo, se puede usar una vesicula o particula o un
cuerpo particulado como un vehiculo dentro del contexto de la presente invencion.

El término “vehiculo” ademéas comprende los métodos de administracion
donde las composiciones de la construceién antigénica supramqlecular que
comprende el péptido antigénico se pueden transportar a sitios deseados por los
mecanismos de administracién. Un ejemplo de tal sistema de administracion usa
metales coloidales tal como oro coloidal.

Ademas, el término ‘“vehiculo” ademas comprende mecanismos de
administracion conocidos por los expertos en el arte que incluyen pero sin
limitacién, hemocianina de lapa californiana (KLH), albimina sérica bovina (BSA)
y otros adyuvantes.

En la construccion antigénica supramolecular de acuerdo con la presente
invencion, el liposoma puede tener funcion dual o sea que se puede usar como un
vehiculo que comprende la construccion supramolecular, como se describid
anteriormente en la presente memoria y al mismo tiempo, funcionar como un
adyuvante para amentar o estimular la respuesta inmune en el animal blanco o
ser humano tratado con la vacuna terapgéutica de acuerdo con la invencion. Se
considera también que las composiciones de la construccion antigéenica
supramolecular de la presente invencién pueden comprender también adyuvantes
adicionales tal como, por ejemplo, lipido A, alumbre, fosfato de calcio,
interleuquina 1, y/o microcapsulas de polisacéridos y proteinas, pero

particularmente un lipido destoxificado A, tal como monofosforil o difosforil lipido
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A, o alumbre, conservantes adcionales, diluyentes, emulsificantes, estabilizantes y
otros componentes que son conocidos y se usan en vacunas en el arte previo.
Ademas, se puede usar cualquier sistema adyuvante conocido en el arte en la
composicion de la presente invencion. Tales adyuvantes incluyen, pero sin
limitacion, adyuvante de Freund incompleto, adyuvante de Freund completo,
manano acetilado unido R-(1,4) polidisperso ("Acemannan"), TITERMAX®
(adyuvantes copalimeros de polioxietileno-polioxipropileno de CytRx Corporation),
adyuvantes de lipidos modificados de Chiron Corporation, adyuvantes derivados

de saponina de Cambridge Biotech, Bordetella periussis muertas,

lipopolisacaridos (LPS) de bacterias gram-negativas, aniones poliméricos grandes |

tal como dextran sulfato y geles inorganicos tales como alumbre, hidréxido de
aluminio o fosfato de aluminio.

Las proteinas trasportadoras que se pueden usar en las composiciones de
la construecion antigénica supramolecular de la presente invencién incluyen pero
sin limitacion la proteina de union de maltosa "MBP"; albimina sérica bovina
“BSA", hemocianina de lapa californiana "KLH"; ovalbumina; flagelina;
tiroglobulina; albiimina sérica de cualquier especie; gamma globulina de cualquier
especie; células singeneicas; células singeneicas portadoras de antigenos la y
polimeros de D-y/o L-aminoacidos.

Ademas el término "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a la
cantidad de anticuerpo, que cuando se administra a ser humano o animal,
estimula una respuesta inmune que es suficiente para producir un efecto
terapéutico en dicho ser humano o animal. La cantidad efectiva es determinada
facilmente por los expertos en el arte siguiendo procedimientos de rutina.

La “homologia" entre deos secuencias redetermina por identidad de
secuencia. Si dos secuencias que se comparan entre si difieren en longitud, la

identidad de secuencia con preferencia se refiere al porcentaje de los residuos de
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nucledtidos de la secuencia mas corta que son idénticos con los residuos de la
secuencia mas larga. La identidad de secuencia se puede determinar
convencionalmente con le uso de programas de computacion tal como programa
Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para iUnix, Genetics
Computer Group, University Research Park, 5675 Science Drive Madison, Wi
53711). El Bestfit usa el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman,
Advances in Applied Mathematics 2 (1981), 482-489, con el fin de hallar el
segmento que tiene la mayor identidad de secuencia entre dos secuencias.
Cuando se usa Bestfit u otro programa de alineamiento de secuencias para
determinar si una secuencia particular tiene por ejemplo 95% de identidad con un
secuencia de referencia de la presente invencion, los parametros con preferencia
se ajustan de modo que el porcentaje de identidad se calcula sobre la longitud
completa de la secuencia de referencia y que se permitan las brechas de
homologfa de hasta 5% del nimero {otal de nucleétidos con la secuencia de
referencia. Cunado se usa Bestfit, los llamados parametros opcionales se dejan
con preferencia en los valores preestablecidos ("defecto”). Las desviaciones que
aparecen en la comparacidn entre una secuencia dada y' las secuencias
anteriormente descriptas de la invencion se puede n originar por ejemplo por
adicion, supresion, sustitucion, insercién o recombinacién. Tal comparacion de
secuencia se puede realizar con preferencia también con el programa
fasta20u66" (version 2.0u66, setiembre 1998 por William R. Pearson y la
University of Virginia; ver también W.R. Pearson (1990), Methods in Enzymology
183, 63-98, ejemplos anexos y http:/fworkbench.sdsc.edu/). Para este propasito
se pueden usar Ios ajustes parametros en "defecto”.

El término "hibridizar" se usa para referirse a condiciones de hibridacion as
convencionales, con preferencia a condiciones de hibridacién en las que se usa

SSPE 6x, 8DS 1%, solucion de Denhardt 1x se usada como solucion y/o las
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temperaturas de hibridacion estan entre 35°C y 70°C, con preferencia 65°C.
Después de la hibridacian, el lavado con preferencia se realiza primero con SSC
2%, SDS 1% y posteriormente con SSC 0,2x a temperaturas entre 35°C y 70°C,
con preferencia a 65°C (con respecto a la definicion de SSPE, S8C y solucion de
Denhardts ver Sambrook et al. loc. cit.). Las condiciones-de hibridacion rigurosas
como por eiemplo describi6 en Sambrook et al, supra, son parlicularmente
preferidas. .). Las condiciones de hibridacion rigurosas particularmerite preferidas
estan presentes por ejemplo si la hibridacién y lavado se producen a 65°C como
se indico anteriormente). Las condiciones de hibridacion no rigurosas, por ejemplo
con hibridacién y lavado realizado a 45°C son menos preferidas y 35°C aun
menos.

La presente invenciones se puede entender mas facilmente con referencia
a la siguiente descripcion detallada de las realizaciones especificas, incluidas en
la presente memoria. Si bien | presente invencion se ha descripto con referencia a
detalles especificos de ciertas realizaciones de las misma no se pretende que
tales detalles sean considerados como limitaciones al alcance de la invencion.

La presente invencién proporciona anticuerpos y partes funcionales de los
m'ism,os gue son anticuerpos sensibles desde el punto de vista de la
conformacion. Estos anticuerpos reconocen epitopes especificos en una amplia
variedad de antigenos proteinicos amiloideos. Los anticuerpos son tiles para la
intervencién diagnéstica y terapéutica en enfermedades y las enfermedades y
trastornoes causados por o asociados con la proteina amiloide o de tipo amiloide
que incluye amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con
proteina amiloide o de tipo amiloide tal como la proteina AB involucrada en la
enfermedad de Alzheimer.

Los anticuerpos se administran a individuos para inmunizarlos en forma

pasiva contra una variedad de enfermedades o trastornos, que diluyen pero sin
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limitacién enfermedades asociadas con la proteina amiloide tal como Ia
enfermedad de Alzheimer.

Los anticuerpos proporcionados en la presente memoria -son anticuerpos
monoclonales o policlonales que tienen especificidad de union para los péptidos
antigénicos representativos de diversas enfermedades asociadas con la proteina
amiloide tales como, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer .

Los anticuerpos de acuerdo con la invencion se prepara por la
inmunizacién de un animal, tal como un ratén, rata, conejo u ofra especie animal
que puede producir anticuerpos nativos o humanos, con una composicion de una
canstruccion antigénica supramalecular.

Las construcciones antigénicas supramoleculares como se describen en la
presente memoria generalmente comprenden péptidos modificados para
aumentar el efecto antigénico donde tales péptidos remodifican por medio de la
pegilacion (usando polietilenglicol o polietilenglicol modificado), o modificado por
otros métados tal como por acido palmitico, poliaminoéacidps (por €] poli-glicina,
poli-histidina), polisacaridos (por ej., &cido poligalacturénico, &cido polilactico,
poliglicélido, quitina, quitosano), polimeros sintéticos (poliamidas, poliuretanos,
poliésteres) o co-polimeros (por ej., poli(acido metacrilico) y N-(2-hidroxi)propil
metacrilamida) y similares.

La modificacion por ‘écido palmitico (palmitoilacién), mientras que
proporciona un anclaje para el péptido en la bicapa del liposoma, debido a la
longitud reducida relativa del residuo de acido graso G1so conduce al péptido que
practicamente se extiende en la superficie de lippsoma. Por consiguiente, las
celulas que procesan el antigeno deberan tomar el liposoma entero con el

péptido, en el cual la mayorfa de los casos, produce una respuesta inmune mas

lenta en términos relativos.
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En una realizacion de la invencién, se usa un peéptido amiloide 1-15
modificado en la preparacion de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal de acuerdo con la invencion. El péptido amiloide 1-15 modificado se
puede sintetizar siguiendo el métado infirmado en Nicolau ét. al. 2002. El metodo
informado en Nicolau et al implica modificar al péptido antigénico por un trasplante
en la resina de un residuo lipofilico o hidrofébico, a los residuos de aminoacidos
terminales de un péptido preformado que origina un producto de pureza
considerablemente alta. En particular, un aminoacido protegido, particularmente
un aminoacido Fmoc-protegido, se une a una resina mediante reacciones
quimicas de acoplamiento conocidas. El grupo protector se elimina y se acopla
una segundo residuo de aminoacido .protegido. La sintesis de péptidos
automatizada estandar que usa reacciones quimicas de proteccion conocidas vy,
particqlarmente reacciones quimicas de Fmoc/tBu, y luego se usan grupos
protectores de cadena lateral estandar para sintetizar el péptido antigénico AB1.1s5
por acoplamiento de los aminoacidos 1 a 15 de la proteina amiloide A B142 para
producir el fragmento del péptido con una secuencia dada en la SEC ID NO: 1,
En un paso final se acoplan dos aminoéacidos protegidos adicionales al fragmento
del péptidoc en crecimiento. Los grupos Mit luego se pueden escindir
selectivamente y acoplar al acido palmitico. Después del lavado de la resina, se
elimina el grupo protector y se retira la resina simultaneamente seguido por las
desprotecciones de la cadena lateral mediante metodologia estandar. El producto
final luego se puede obtener con alta pureza y se confirma su identidad por
métodos conocidos en el arte tal como, por ejemplo, espectrometria de masa por
electroaspersion.

El residuo lipofilico d hidrofébico de acuerdo con la presente invencion
puede ser un acido graso, un triglicérido o un fosfolipido donde el esqueleto

carbonado de los &acidos grasos tierie por lo menos 10 atomos de carbono.
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Particularmente, el residuo lipofilico o hidrofébico es un acido graso con un
carbonado de por lo menos aproximadamente 14 &tomos de carbono y hasta
aproximadamente 24 atomos de carbono, con cada namero individual de atomos
de carbono que se incluye en este rango también comp parte de la presente
invencion. Mas particularmente, el residuo lipofilico o hidrofébico tiene esqueleto

carbonado de por lo menos 14 atomos de carbono. Los ejemplos de residuos
hidrofobicos incluyen pero sin limitacion acido palmitico, acido estearico, acido
miristico, acido laurico, acido oleico, &cido linoleico, acido linolénico y colesterol 0
DSPE. En una realizacion especifica de la presente invencion el residuo lipofilico
o hidrofébico es acido palmitico.

Para mejorar la respuesta inmune, otro anclaje/espaciador se puede aplicar
adecuadamente para reconstituir el péptido en el liposoma, por €j., polietilenglicol
(PEG).

El PEG esta unido en forma covalente al residuo de aminoacido unido a
ambos extremos del péptido, en particutar los residuos de aminoéacidos Glu, Gys 0
Lys o cualquier otro residuo de aminoacido que se puede usar adecuadamente
para unir PEG en forma covalente al péptido. En el otro extremo de la cadena se
puede unir en forma covalente una residuo hidrofébico para actuar como
elemento de anclaje en la bicapa del liposoma tal como, por ejemplo,
foafatidiletanolamina (PEA). De este modo, el liposoma todavia funciona como
adyuvante y el péptido esta suficientemente alejado de la bicapa que se puede
procesar solo y de este modo aumenta su inmunogenicidad en comparacion con
el antigeno palmitoilado.

En ciertas realizaciones, las construcciones antigénicas supramoleculares
usadas dentro del alcance de la presente invencion comprenden una secuencia
del péptido, unida en forma covalente a la lisina pegilada- en uno de cada

extremo. La longitud de la cadena de PEG (polietilenglicol) puede variar de n = 8a
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n = 150.000 o mas, parficularmente de n = 10 a n = 80.000, mas particularmente
de n =20 an = 10.000. En una realizacién especifica de la invencion la longitud
de la cadena de PEG es no més de n = 495, particularmente entre n = 5y n =40,
mas particularmente entre n=10y n=30,y alin mas particularmente n = 10.

Las construcciones antigénicas supramoleculares de la presente memoria
se pueden sintetizar mediante la sintesis automatizada de péptidos y las
reacciones quimicas de proteccion conocidas, particularmente reacciones
quimicas Fmoc/tBu y grupos protectores de cadena lateral estandares.
Tipicamente, la pegilacion de los péptidos produce mezclas de regioisomeros.

Para lograr una union especifica de sitio de un conjugado PEG-lipido a
ambos G-y N- terminal de AR se puede usar péptidos parcialmente protegidos.
Para estas secuencias de péptidos que contienen residuos de Lys o His internos
se agrega Lys(ivDde) protegido en forma ortogonal a cada término. Una Gly
adicional se 'puede agregar al extremo C-terminal para facilitar la sintesis. El
grupo protector se elimina y se N-acetila mediante anhidrido acético seguido por
la escision selectiva de los grupos ivDde.

Una resina, particularmente una resina 2-clorotritilo, es la mas favorecida,
la cual es sensible al acido y de este modo permite el aislamiento de los péptidos
protegidos.

En una realizacién especifica de la invencion, la reaccion de acoplamiento
se realiza en fase de solucion. La ruptura selectiva de la resina en condiciones
moderadas luego libera los péptidos internamente protegidos.

t

Los acoplamientos en fase de solucién se realizaron con éxito con los

péptidos derivados de una secuencia de la proteina B-amiloidetal como, por
ejernplo, una ABi.4s (SEC ID NO: 2) a una molécula de PEG madificada por un
4cido grasoe — fosfatidilcolina tal como, por ejemplo, DSPE. La sepéracién de los

productos mono- y di-acoplados antes de las desprotecciones de la cadena
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lateral se pueden lograr por medio de una cromatografia de intercambio catidnico.
Las desprotecciones posteriores de la cadena lateral del péptido conducen al
aislamiento de los conjugados deseados con una pureza ‘aceptable. La
purificacién se puede lograr por métodos bien conocidos en el arte tales como,
por ejemplo, HPLC. etc.

Este método para la sintesis de los antigenos f-amiloides I‘Ipido-F‘EG N-y
G-terminales que usan péptidos protegidos es aplicable a una amplia variedad de
secuencias de péptidos.

Los antigenos liposomales de acuerdo con la invencién luego se pueden
preparar como se describe en Nicolau et al., 2002. El péptido antigénico AB
amiloide modificado, particularmente el péptido antigénico AB1.4s, ~AB1.16, AB1-
16a14), AB 2235 Y AB2o40 palmitoilado y modificado con PEG se puede reconstituir
en una construccion que consiste en liposomas, particularmente liposomas
hechos de  dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC), dimiristoil fosfatidil etanolamina
(DMPEA), dimiristoil fosfatidilglicerol (DMPG) y colesterol, opcionalmente que
contiene monofosforil lipido A.

En una realizacion especifica de la invencion los liposomas con lipido A se
usan como adyuvantes para preparar la vacuna anti-amiloide. Se mezclan
dimiristoil fosfatidil-colina, -gilcerol y colesterol, particularmente en una relacion
de concentracion molar de 0.9:1.0:0.7. Un inmumodulador potente tal como, por
ejemplo, monofosforil lipido A luego se agrega en una concentracion adecuada,
partickularmente en una concentracion entre 30 y 50 mg por mmol, mas
particularmente 40 mg por mmol de fosfolipidos. El péptido antigénico AR
modificado luego se agrega en una relacion molar de péptido a fosfolipidos entre
1:30 y 1:200, particularmente en una relacion molar entre 1:50 y 1:120, mas

particularmente de 1:100. Los solventes se eliminan, por ejemplo mediante la
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evaporacion y la pelicula hidratada resultante con solucion de buffer estéril tal
como, por ejemplo PBS.

Los liposomas también se pueden preparar por la técnica de inyeccién de
flujo cruzado como se describe, por ejemplo, en Wagner et al (2002) Journal of
Liposome Research Vol 12(3), pp 259 ~ 270. Durante la inyeccion de soluciones
de lipidos en un sistema de buffer acuoso, los lipidos tienden a formar
“nrecipitados”, seguidos por disposicion propia en vesiculas. El tamaiio de la
vesicula obtenida depende de factores tales como concentracion de lipidos,
velocidad de agitacion, velocidad de inyeccion y la eleccion ‘de los lipidos. El
sistema de preparacién puede consistir en un modulo de inyeccién de flujo
cruzado, recipientes para la fase polar (por ej., una solucion buffer de PBS), un
recipiente de solucién de etanolllipido y un dispositivo de presion, pero
particularmente un dispositivo de presion de nitrogeno. Si bien la solucion acuosa
o polar se bombea a través del madulo de inyeccion de flujo cruzado, la soluclon
de etanol/lipido se inyecta en la fase polar con aplicacion de presiones variadas.

El liposoma aun funciona como adyuvante y el péptido que esta
suficientemente alejado de la bicapa se puede procesar solo y de este modo
aumenta la inmunogenicidad en comparacion con el antigeno palmitoilado.

El extremo libre de PEG esta unido en forma covalente a una molécula de
fosfatidil-etanolamina (donde el acido puede ser: miristico, palmitico, estearico,
oleico etc. 0 una combinacian de los mismos) para funcionar como elemento de
anclaje. Esta estructura supramolecular se puede anclar por la reconstitucion de
los liposomas que consisten en fosfolipidos y colesterol (fosfatidiletanolamina,
foafatidilglicerol, colesterol en relaciones molares variadas. Se pueden usar otros

fosfolipidos. El lipido A se usa en una concentracion de aproximadamente 40
QOg/pmol de fosfalipidos.

172




93

En ciertas realizaciones, las construcciones antigénicas supramoleculares
pegiladas o palmitoilada comprenden un péptido que tiene la secuencia de
aminoacido del B-amiloide. Los péptidos también pueden comprender o
corresponder al péptido beta amiloide conﬂpleto y los fragmentos activos del
mismo. Adicionalmente, los péptidos (tiles para la presente invencion ademas
comprenden ABi1s (SEC ID NO: 2); AB1.16(at4); (SEC ID NO: 3); AB+1s (SEC ID
NO: 1); y fragmentos activos del mismo.

Para - estimular' y preparar anticuerpos Yy para determinar la
inmunogenicidad de la construceion antigénica AR modificada, se selecciona un
animal del grupo que consiste en ratones, ratas, conejos, cerdos, pajaros, eftc,
pero particularmente ratones, especialmente los ratones C57BL/6 se inmunizan
con el péptido antigénico. La inmunogenicidad de la construccion antigénica se
determina pér la prueba de muestras Sera en intervalos de tiempo adecuados
después de la inmunizacion mediante un inmunoensayo tal como, por ejemplo, un
ensayo ELISA.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion se pueden
preparar mediante técnicas de clonacion clasica y fusion celular bien conocidas
en el arte. El inmundgeno (antigeno) de interés, tipicamente se administra (por €j.,
inyeccion intraperitoneal) a raton de tipo salvaje o endogamico (por ej., ratones
BALB/c o especialmente C57BL/6), ratas, conejos u otras especies de animales o
ratones transgénicos que pueden producir anticuerpos nativos o humanos. El
inmunogeno se puede administrar solo o mezolado con adyuvante, o expresado a
partir de un vector (vector del replicon VEE, vaccinia), © como ADN o como
proteina de fusién para inducir una respuesta inmune. l.as proteinas de fusién

comprenden el péptido contra el cual se desea una respuesia inmune acoplado a

proteinas trasportadoras, tal como, por ejemplo, beta.-galactosidasa, glutation S-

transferasa, hemocianina de lapa californiana (KLH), y albamina sérica bovina.

77}‘




94

En estos casos, los péptidos actian como haptenos con las proteinas
trasportadoras. Después de que‘ el animal se reforzd, por ejemplo, dos o mas
veces, se recogen las células del bazo de los animales inmunizados e hibridomas
generados por la fusion de las células del bazo sensibilizado con una linea de
célilas de mieloma, tal como células de mieloma SP2/0 murinas (ATCC,
Manassas, VA) que usan los procesos bien concocidos de Kohler y Milstein
(Nature 256: 495-497 (1975)) y Harlowy Lane (Antibodies: A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988)).

En una realizacion especffica de la invencion la construccion antigénica de
acuerdo con la invencion, particularmente una composicién de vacuna que
comprende dicha construccion antigénica en una forma aceptable para uso
farmacéutico, se administra en dosis repetidas, en particular en 1 a 15 dosis , mas
particularmente en 2 a 10 dosis , aln mas particularmente en 3 a 7 dosis pero
especialmente en 4 a 6 dosls, en intervalos de tiempo entre 1 y 10 semanas,

particularmente en intervalos de tiempo entre 1 y 6 semanas, mas particularmente

en intervalos de tiempo entre 1 y 4 semanas y ain mas particularmente en '

intervalos de tiempo entre 2 y 3 semanas. La respuesta inmune se controla por la
toma de muestras Sera en un tiempo adecuado después de del refuerzo,
particularmente 3 a 10 dias después del refuerzo, mas particularmente 4 a 8 dias
después del refuerzo y mas particularmente 5 a 6 dlas después del refuerzo y se
determina la inmunogenicidad de la construccion antigénica mediante

metodologla conocida, particularmente uno de los inmunoensayos cominmente

usa‘dos tal como, por ejemplo, un ensayo ELISA.

La inmunizacién con la construccién antigénica de acuerdo con la
invencion, pero particularmente con una composicion de vacuna que comprende
dicha construccion antigénica de acuerdo con la invencion en una forma

aceptable para uso farmacéutico conduce a una respuesta ihmune significativa




115

95

en el animal tratado. Los animales, pero especialmente los ratones con titulos
terapéuticos se seleccionan para la fusion de las células productoras de
anticuerpos, particularmente linfocitos B con un crecimiento continuo o linea
celular inmortal, tal como una linea celular de mieloma. Las células se inducen a
fusionar por la adicién de polietilenglicol. Los titulos terapéuticos son los que
brindan un resultado positivo en un ensayo ELISA en una:diluqién entre 1:4000 y
1:6000, particularmentse entre 1:4500y 1:5500, mas particularmente de 1:5000.

Las células hibridas resultantes luego se clonan en forma convencional,
por ej., usando una dilucion limitante, y los clones resultantes, que producen los
anticuerpos monaclonales deseados se cultivan.

Los hibridomas asi obtenidos se seleccionan en forma quimica por la
incubacién de las células en un medio de seleccion que contiene hipoxantina,
aminopterina y timidina (HAT).

Los hihridomas se seleccionaron posteriormente por la capacidad de
producir anticuerpos monoclonales contra las enfermedades o trastornos
asociados con amiloide especificas. Los hibridomas que producen anticuerpos de
interés se clonan, expanden y conservan congelados para la produccion futura. Ei
hibridoma preferido produce un anticuerpo monoclonal que tiene un isotipo 1gG,
con mas preferencia el isotipo 1gG2. |

El anticuerpo policlonal se prepara para inmunizar a los animales, tal como ~.
ratones o conejos, o cualquier otro animal con composiciones de |a construccion
antigénica supramolecular de la presente invencion descripta anteriormente.
Posteriormente se recoge suero de sangre de los animales y los anticuerpos e |
suero se selecciona de acuerdo con su reactividad cruzada contra el antigeno
amiloide.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién se pueden preparar en una

formulacion aceptable para uso fisiolégico y pueden comprender un vehiculo,
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diluyente y/o excipiente aceptables para uso farmacéutico empleando técnicas
conocidas. Por ejemplo, el anticuerpo de acuerdo con la invencion y como se
describié antes en la presente memoria, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, en particular, el
anticuerpo monoclonal que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente 0 partes funcionales del mismo se combina con un vehiculo,
diluyente ylo: excipiente aceptables para uso farmacéutico para formar un
composicion terapéutica. Los vehiculo, diluyentes ylo excipienfes para usos
farmacéutico adecuados son bien conocidos en el arte e incluyen, por ejemplo,
soluciones salinas de de buffer de fosfato, agua, emulsiones tal corno emulsiones
aceite/agua, 'diversos tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc.

La formulacién de la compuosicién farmacéutica de acuerdo con la invencion
se puede obtener mediante la metodologia estandar conocida por los expertos en
el arte.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar al
sujeto en forma de un sélido, liquido o aerosol en una dosis efectiva para uso
farmacéutico adecuada. Los ejemplos de composiciones sdélidas incluyen pildoras,
cremas, y unidades de dosis implantables. Las pildoras se pueden édministrar en
forma oral. Las cremas terapéuticas se pueden administrar en forrha topica. Las
unidades de dosis implantables se pueden administrar en forma local, por
ejemplo, en un sitio del tumor, o se pueden implantar parala liberacion
sistematica de la composicién terapéutica, por ejemplo, en forma subcutanea. Los
ejemplos de composiciones liquidas incluyen formulaciones adaptadas para la
inyeccién intramuscular, subcutanea, intravenosa, intraarterial y las formulaciones
para administracién tépica e intraocular. Los ejemplos de formulaciones en

aerosol incluyen formulaciones inhalatorias para la administracion en los
pulmones.
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Las composiciones se pueden administrar por vias estandares de
administracién. En general, la composicion se puede administrar por vias topica,
oral, rectal, nasal, interdérmica, intraperitoneal, o parenteral (por ejemplo,
intravenosa, subcutanea o intramuscular). Ademas, la composicién se puede
incorporar en matrices de liberacién " sostenida tal como polimeros
biodegradables, los polimeros se implantan en la vecindad de donde se desea la
administracidn, por eiemplo, en el sitio del tumor.. El método incluye la
administracion de una dosis tinica, administracién de dosis repetidas en intervalos
de tiempo. predeterminados, y la administracion sostenida para un perfodo de
tiempo determinado.

Una matriz de liberacion sostenida, como se usa en la pres‘ente memoria ,
es una matriz realizada de materiales, usualmente polimeros que son
degradables por hidrolisis enzimatica o acido/base o por disolucidon. Una vez
insertada en el cuerpo, la matriz actiia sobre las enzimas y liquidos corporales. La
matriz de liberacién sostenida se elige en forma deseable por materiales
biocompatibles tal como liposomas, polilactidos (acido polilactico), poliglicolido
(polimero de acido glicdlico), polilactico co-glicolido (copolimeros de acido lactico
y acido glicdlica), polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos, acido hialurénico,
colageno, condroitin sulfato, &cidos carboxilicos, acidos grasos, fosfolipidas,
polisacaridos, acidos nuclelcos, acidos poliamino, aminoacidos tales como
fenilalanina, tirosina, isoleucina,  polinuciedtidos;,  polivinil  propileno,
polivinilpirrolidona v silicona. Una matriz biodegradable preferida es una matriz de
uno de cualquier polilactido, poliglicélido o poliléctico co-glicélido’ (co-polimeros
de &cido lactico y acido glicélico).

Es bien sabido por los expertos en el arte pertinente que la dosis de la
composicion dependera de diversas factores tal como, por ejemplo, la afeccion

tratada, la composicion particular usada y otros factores clinicos tal como peso,
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tamafio, sexo y condiciones de salud general del paciente, &rea de superficie
corporal, el compuesto 0 composicién particular administrado, otros farmacos
administrado en forma concurrente y la via de administracién.

La composicion se puede administrar en combinacion con ofras
composiciones que comprende una sustancia o compuesto biologicamente activo,
particularmente por lo menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste
en compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, quelantes
de metales, inhibidores de la reparacion de ADN tal como pirenzepina y
metabolitos, &acido 3-amino-1-propansulfénico (3APS), 1,3-propandisulfonato
(1,3PDS),activadores de secretasa, - y y-inhibidores de secretasa, proteinas
tau, neurotransmisores, agentes anti-lamina B, moléculas antiinflamatorias o
“antipsicoticos atipicos” tal como, por ejemplo clozapina, ziprasidona, risperidona,
aripiprazol o olanzapina o inhibidores de colinesterasa (ChEl) tal como tacrina,
rivastigmina, donepezil, y/o galéntamina y atros farmacos y suplemenios
nutritivos, tal como, por ejemplo, vitamina B12, cisteina, un precursor de

acetilcolina, lecitina, colina, Ginkgo biloba, acietil-L-carnitina, idebenona,

propentofilina o un derivado de xantina, junto con un anticuerpo de acuerdp con la

presente invencion y opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o un excipiente
aceptable para uso farmacéutico y procedimientos del tratamiento de las
enfermedades.

La materia proteindcea activa para uso farmacéutico puede estar presente
en cantidades 1 ng y 10 mg por dosis. Generalmente, el régimen de
administracién deberd ser del rango entre 0,1 pg y 10 mg del anticuerpo de
acuerdo con la invencién, particularmente del rango 1.0 pg a 1,0 mg, y mas
particularmente en un rango éntre 1,0 pg y 100 pg, con todos los numeros
individuales incluidos en estos rangos son parte de la invencién. Si la

administracién se produce mediante la infusion continua en una dosis mas

7%

- eenooTE——




Y0

a

99

adecuada puede estar en el rango entre 0,01 pg y 10 mg unidades por kilogramo
de peso corporal por hora con todos los nimeros individuales incluidos en estos
rangos también son parte de la invencion.

La administracién generalmente sera por via parenteral, por ej.,
intravenosa. Las preparaciones para administracion parenteral incluyen
soluciones acuosa 0 no acuosas no estériles, suspensiones y emulsiones. Los
solventes no acuosos incluyen sin limitacién a propilenglicol, polietilenglicol, aceite
vegetal tal como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tal como oleato
de etilo. Las solventes acuosos se pueden elegir del grupo que consiste en agua,
soluciones alcohol/acuosa, emulsiones o suspensiones que incluyen medio
salino y bufferizado. Los vehiculos parenterales incluyen solucion de cloruro de
sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, solucion de Ringer lactado
o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen repositores de liquido y
nutrientes, repositores de electrolitos (tal como los basados en. dextrosa de
Ringer) y ofros. Los conservantes también pueden estaf presentes tal como, por
ejemplo, antimicrobianos, anti-oxidantes, agentes quelantes, gases inertes, etc.

La composicién farmacéutica puede comprender también vehiculos
proteindceos tal coma, por ejemplo, albimina sérica o inmunaglobulina
particularmente de origen humano. Otros agentes biolégicamente activos pueden
estar presentes en la composicion farmacéutica de la invencion que dependen del
uso a que esta destinada.

En una realizacion adicional la presente invencién proporciona métodos y
kits para la deteccion y diagnéstico de enfermedades o afecciones asociadas con
amiloide para diagnosticar una predisposiciéon a una enfermedad o afeccion
asociada con amiloide o para controlar la enfermedad residual minima de un
paciente o para predecir la respuesta de un paciente a un tratamiento con un

anticuerpo o una composicién de vacuna de acuerdo con la invencién y como se
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describié anteriormente en la presente memoria. Estos métodos incluyen metodos
inmunoldgicos conocides cominmente usados para la deteccién o cuantificacion
de sustancias en muestras biolégicas o en una condicién in situ.

El diagnostico de una enfermedades o afecciones asociadas con amiloide o
de una predisposicion a una enfermedad o afeccién asociada con amiloide de un
paciente se puede lograr por la deteccién de la union inmunoespecifica de un
anticuerpo monoclonal o de un fragmento activo del mismo con un epitope de la
proteina amiloide en una muestra o in situ, que incluye poner en contacto la
muestra o parte corporal especifica o area corporal sospechada de contener el
antigeno amiloide con un anticuerpo que se une a un epitope de la proteina
amiloide, lo cual permite al anticuerpo unirse al antigeno amiloide para formar un
complejo inmunologico, detectar la formacion del complejo inmunologico v
correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia
o ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte corporal especifica o area
corporal, que opcionalmente compara la cantidad de dicho complejo inmunolégico
a un valor control normal, donde un aumento de la proporcién de dicho agregado
en comparacioén con un valor normal que dicho paciente padece o esta en riesgo
de desarrollar la enfermedad o afeccion asociada con amiloide .

Controlar la enfermedad: residual minima de un paciente después del
tratamiento con un anticuerpo o una composicion de vacuna de acuerdo con la
invencion se puede lograr por la deteccion de la unién inmunoespecifica de un
anticuefpo monoclonal o un fragmento activo del mismo de un epitope de la
proteina amiloide en una muestra o in situ, que incluye poner en contacto la
muestra o parte corporal especifica o area corporal sospechada de contener el
antigeno amiloide con un anticuerpo que se une a un epitope de la proteina
amiloide, lo cual permite al anticuerpo unirse al antigeno amiloide para formar un

complejo inmunolégico, detectar la formacion del complejd inmunoldgico vy
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correlacionar la presencia 0 ausencia del complejo inmunolégico con la presencia
o ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parie corporal especifica o area
corporal, opcionalmente comparar la cantidad de dicho complejo inmunologico a
un valor control narmal, donde un aumento de la proporcion de dicho agregado en
comparacién con un valor normal indica que dicho paciente atn puede sufrir una
enfermedad residual minima.

La prediccion de la respuesta de un paciente a un tratamiento con una
composicion de vacuna de acuerdo con la invencion se puede obtener por la
deteccion de la de la unién inmunoespecifica de un anticuerpo monocional o un
fragmento activo del misma de un epitope de la proteina: amiloide en una
muestra o in situ, que incluye poner en contacto la muestra o parie corporal
especifica o area corporal sospechada de contener el antigeno amiloide con un
anticuerpo que se une a un epitope de la protelna amiloide, lo cual permite al
anticuerpo unirse al antigeno amiloide para formar un complejo inmunologico,
detectar la formacion del complejo inmunologico Y correlacionar la presencia o
ausencia del complejo inmunolégico con la presencia 0 ausencia del antigeno
amiloide en la muestra o parte corporal especifica o érea corporal, opcionaimente
comparar la cantidad de dicho complejo inmunologico antes Yy después del
comienzo del tratamiento, donde una disminucion de la proporcion de dicho
agregado indica que dicho paciente tienen un alto potencial para responder al
tratamiento .

Las muestras biologicas que se pueden usar para el diagnéstico de de una
enfermedad o afeccion asociada con amiloide, para diagnosticar una
predisposicion a una enfermedad o afeccion asociada con amiloide o para
controlar la enfermedad residual minima de un paciente o para predecir la
respuesta de un paciente a un tratamiento con un anticuerpo o una compaosicion

de vacuna de acuerdo con la invencion y como se describié anteriormente en la
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presente memoria son, por ejemplo, fluidos tal como- suero, plasma, saliva,
secreciones gastricas, mucus, liquido cefalorraquideo, liquido linfatico y similares
o tejido o muestras de células obtenidas de un organismo tal como tejido neural,
cerebral, cardiaco o vascular. Para determinar la presencia o ausencia del
antigeno amiloide en una muestra se pude usar cualquier innﬁunoensayo conocido
por los expertos en el arte. (Ver Harlow y Lane, Antibodies:;A LLaboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988 555-612) tal como, por ejemplo,
ensayos que-utilizan métodos de deteccion indirecta que emplean reactivos
secundarios para la deteccién, ELISA y ensayos de inmunoprecipitacion y
aglutinacion. Un descripcion detallada de estos ensayos se brinda, por ejemplo,
en W096/13590 en Maertens y Stuyver, Zrein et al. (1998) y W0O96/29605.

Para el diagnédstico in situ, el anticuerpo o cualquier parte activa y
funcional del mismo se puede administrar al organismo para su diagnéstico por
métodos conocidos en el arte, tal como, por ejemplo, inyeccién intravenosa,
intranasal, intraperitoneal, intracerebral, intraarterial de modo que se pueda
producir una unién especifica entre el anticuerpo de acuerdo con la invencién con
una region epitopica de la region amiloide. El complejo anticuerpo/antigeno se
puede detectar mediante una marca unida al anticuerpo o jfragmento funcional del
mismo.

Los inmunoensayos usados en aplicaciones diagnésticas o en aplicaciones
para g diagnosticar una predisposicion a una enfermedad o afeccién asociada con
amiloide o para controlar a enfermedad residual minima de un paciente o para
predecir respuesta de un paciente al tratamiento con un anticuerpo o una
composicién de vacuna de acuerde con la invencién y como se describié
anteriormente en la presente memoria tipicamente dependen de antigenos
marcados, anticuerpos o reactivos secundarios para deteccion, Estas proteinas o

reactivos se puede marcar con compuestos generalmente conocidos por los
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expertos en el arte que incluyen enzimas, radioisétopos y sustancias
fluorescentes, luminescente y cromogénicas que incluyen particulas coloreadas,
tal cOmo oro coloidal y microesferas de latex. De estos, se puede usar el marcado
radiactivo en casi todos los tipos de ensayos y con las mayores var‘iaciones. Las
marcas conjugadas con la enzima son particularmente (tiles cuando se puede
evitar la radiactividad o cuando se necesitan resultados rapidos. Los fluorocromos
si bien requieren equipamiento costoso para uso, proporcionan un método de
deteccion muy sensible. Los anticuerpos itiles en estos ensayos incluyen
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales
de afinidad purificados

Alternativamente, el anticuerpo se puede marcar en forma indirecta por
medio de la reaccion con sustancias marcadas que tienen una afinidad por la

inmunoglobulina, tal como la prateina A o G o segundos anticuerpos. El

anticuerpo se puede conjugar con una segunda sustancia y detectér con una
tercera sustancia marcada que tiene afinidad por la segunda sustancia conjugada
al anticuerpo, Por ejemplo, el anticuerpo se puede conjugar con biotina y el
conjugadp anticuerpo-biotina detectado mediante avidita o estreptavidina. De
modo simlar, el anticuerpo se puede conjugar a un hapteno y el conjugado
anticuerpo-hapteno se detecta mediante un anticuerpo anti-hapteno marcado.

Los expertos en el arte sabrdn que estas y otras marcas adecuadas se
pueden emplear de acuerdo con la presente invencion. La union de estas marcas
a los anticuerpos o fragmentos del mismo se pueden lograr empleando técnicas
estandares cominmente usadas por los expertos en el arte. Las técnicas tipicas
estan descriptas por Kennedy, J. H., et al.,1976 (Clin. Chim. Acta 70:1-31), y
Schurs, A. H. W. M., et al. 1977 (Clin. Chim Acta 81:1-40). Las técnicas de

acoplamiento en esta ultima son el método de glutaraldehido, el método de
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peryodato el método de dimaleimida y otros que estan incorporados como

referencia en la presente memoria.

Los inmunoensayos actuales utilizan un método de doble anticuerpo para
detectar la presencia de un analito, donde el anticuerpo se marca en forma
indirecta por reactividad con un segundo anticuerpo que ha sido marcado con una
marca detectable. El segundo anticuerpo es con preferencia uno que se une a los
anticuerpos del animal del cual se deriva el anticuerpo monoclonal. En otras
palabras, si el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo de ratdn, luego el segundo
anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-raton. Para el anticuerpo monoclonal
que se usa en el ensayo que se describe a confinuacion, esta marca es con
preferencia una microesfera recubierta con anticuerpo, particularmente una
microesfera magnética. Para el anticuerpo policlonal que se emplea en el
inmunoensayo descripto en la presente memoria, la marca es con preferencia una
molécula detectable tal como una sustancia radioactiva, fluorescente o
electroquimioluminiscente.

Un sistema de doble anticuerpo alternativo, con frecuencia mencionado
como sistemas de formato rapido ya que se adaptan a determinaciones rapidas
de la presencia de un analito, también se puede emplear dentro del alcance de la
invencion. El sistema requiere alta afinidad entre el anticuerpo y el analito. De
acuerdo con una realizacion de la presente invencion, se determina la presencia
del antigeno amiloide mediante un par de anticuerpos, cada uno especifico para
el antigeno amiloide. Uno de dichos pares de anticuerpos se menciona en la
presente memoria como un “"anticuerpo detector” y el otro de dicho par de
anticuerpos se menciona en la presente memoria como un “anticuerpo de
captura”. El anticuerpo monoclonal de la presente invencion se puede usar tanto
como anticuerpo de captura como anticuerpo detector. El anticuerpo monoclonal

de la presente invencion se puede usar también como anticuerpo de captura y
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anticuerpe detector, juntos en un ensayo nico, Una realizacién de la presente
invencion de este modo usa el método sé.ndwich del doble alﬁticuerpo para
detectar antigeno amiloide en una muestra de un fluido bioldgico. En este método,
el analito (antigeno amiloide) se coloca a modo de sandwich entre el anticuerpo
detector y el anticuerpo de captura, el anticuerpo de captura se inmoviliza en
forma irreversible en un soporte sélido. El anticuerpo detector debera contener
una marca detectable, con el fin de identificar la presencia del sandwich
anticuerpo-analito y de este modo la presencia del analito.

Los ejemplos de sustancias en fase sodlida incluyen pero sin limitacion
placas de microtitulacién, tubos de ensayo de poliestireno, microesferas
magnéticas, plasticas o de vidrio y extendidos que son bien conocidos en el
campo de radicinmunoensayo e inmunoensayo de enzima. Los metodos para
acoplar anticuerpos en fases solidas también son bien conocidos bor los expertos
en el arte, Mas recientemente, se ha empleado varios materiales porosos tal
como nylon, nitrocelulosa, acetato de celulosa, fibras de vidrio y otros polimeros
porosos como soportes solidos.

La presente invencion también se refiere un kit diagnéstico para detectar
antigeno amiloide en una muestra bioldgica que comprende una compaosicion
como se definio anteriormente. Ademads, la presente invencion se refiere a este
Ultimo kit diagndstico el que, ademés de una composicion como se definio
anteriormente, también comprende un reactivo de deteccion como se definio
anteriormente. El término "kit diagnéstico” se refiere en general a cualquiera de
los kit diagndsticos conocidos en el arte. Mas especificamente, el Gltimo término
se refiere a un kit diagnostico como se describe en Zrein et al. (1598).

Es otro objeto de la presente invencidon proporcionar nuevas pruebas
inmunolégicas y ensayos para deteccion y diagnostico enfermedades vy

afecciones asociadas con amiloide que comprenden anticuerpos de acuerdo con
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la presente invencién. Para las pruebas inmunologicas, los anticuerpos se unen
en forma directa o indirecta a una molécula indicadora a,decuéda, por ej , una
enzima o radionucleido. El kit de ensayo incluye un recipiente que contiene una o
méas anticuerpos de acuerdo con la presente invencion e instrucciones para uso
de los anticuerpos con el propésito de unirse al antigeno amiloide para formar una
complejo inmunolégico y detectar la formacién del complejo inmunolégica de
mado que la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico se correlacione con

la presencia o ausencia del antigeno amiloide.

EJEMPLOS

Antigenos usados para originar anticuerpos monoclonales de raton

mADb de ratén Antigeno/Secuencia | Ligador | Anclaje Adjyuvante
mACI-01-Ab7 | AB1e PEG |DSPE | Lipido A
mACI-02-Ab6 AB1-16 (a14) PEG DSPE | Lipido A
mACI-11-Ab9 AB22.35 PEG DSPE Lipido A
mACI-12-Ab11 | ABzso PEG  |DSPE | Lipido A
mACI-24-Ab4 AR5 - Palm Lipido A

Tabla 1. Anticuerpo y construcciones antigénicas usadas para originar
dichos anticuerpos

EJEMPLO 1: Métodos":para preparar construcciones antigénicas
supramoleculares Afl1.4s palmitoiladas

Sintesis del antigeno péptido tetra(palmitoil-lisina)-AB1-15

El péptido amiloide 1-15 palmitoilado se sintetizd siguiendo un método
previamente informado mejorado (Nicolau et. al.' 2002). Este nuevo método
incluye el injerto sobre la resina de acido paimitico a los residuo de Lys terminales
del péptido pre-formado méas que la sintesis en fase sodlida escalonada que
incorpora el aminoacido maodificado 9-fluorenilmetoxicarbenil (Fmog)-Lys(Pal)-OH.

Este nuevo método mejora la eficacia del acoplamiento y brinda un producto de
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pureza considerablemente mayor. De este modo, el aminoacido protegido en
forma ortogonal Fmoc-Lys(Mtt)-OH se uni6 a una resina Wang mediante la
reaccidon de acoplamiento con [hexafluorofosfato de 2-(1 H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluromio] (HBTU). El grupo Fmoc se retiro mediante piperidina
DMF y se acopld un segundo residuo de Fmoc-Lys(Mtt)-OH. La sintesis
automatizada estandar del péptido que emplea reacciones quimicas de Fmoc/tBu
grupos protectores de la cadena lateral estAndares luego se usaron para acoplar
los préximos 15 aminoacidos para producir una secuencia del péptido como la
dada en SEC ID NOs: 1. Finalmente los dos Ultimos aminoacidos acoplados
fueron Fmoc-Lys(Mtf)-OH. Los grupos Mtt luego se escindiran selectivamente
mediante acido ftrifluoroacético 1% (TFA) en diclometano para liberar un
fragmento del péptido y luego acoplarse a acido palmitico mediante HBTU.
Después del lavado de resina, el grupo Fmoc se elimind con piperidina 20% en
dimetilformamida (DMF) y finalmente la escision de resina simultanea y las
desprotecciones de la cadena lateral se realizaron medianie TFA en condiciones
estandares. El triturado en éter dietilico frio dio el producto como u_h solido blanco.
La espectrometria de masa por electroaspersion confirmé la identidad de producto
(m/z esperado: 1097.9 ([M]3+); experimental 1096.8 ([M-3H]3+), si“n otros péptidos
tri-, di- o mono-palmitoilados detectados

EJEMPLO 2: Métodos para preparar construcciones antigénicas
supramoleculares

Sintesis del antigeno péptido R-amiloide pegilado -

Para aumentar la respuesta inmune, se ha aplicado otro anclaje/espaciador
para reconstituir el péptido en el liposoma, por ej polietilenglicol (PEG). El PEG se
unié en forma covalente al residuo de lisina unido a ambos extremos del péptido.
En el otro extremo de la cadena (PEGn=70) el fosfatidiletanolamina (PEA) se uni6

en forma covalente para actuar como elemento de anclaje de la bicapa del
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liposoma. De este modo, el liposoma actiia aun como un adyuvante y el péptido
que esta suficientemente alejado de la bicapa se puede procesar solo y de este
modo aumenta la inmunogenicidad en comparacion con el antigeno palmitoilado.

Las construcciones supramoleculares descriptas en la presente memoria
se sintetizan Unicamente mediante protecciones estandares de la cadena lateral
de aminoacidos Fmoc/tBu. Tipicamente la pegilacion de los peéptidos produce
mezclas de regioisdmeros. En la presente memoria se demuestra que un método
es conveniente para la unién especifica de sitio de un conjugado PEG-Lipido en
ambos extremos C-y N-de AP mediante péptidos parcialmente protegidos.

Para las secuencias de péptidos que contienen residuos internos de Lys o
His (1-16, 1-16A14, 22-35), se agregé Lys(ivDde) protegido en forma ortogonal a
cada extremo. Se agregé Gly adicional al C-terminal para facilitar la sintesis. El
grupo Fmoc se retird con piperidina 20 % en DMF y se N-acetild mediante
anhidrido aceético. La ruptura selectiva de los grupos ivDde se obtuvo con hidrato
de hidracina 3 % en DMF durante una hora. La resina 2-clorotritilo es mas
favorable que la mas ampliamente usada resina Wang ya que la primera
demostré ser mucho mas resistente a la hidracindlisis. Ademas, la resina 2-
clorotritilo es extremadamente sensible y de este modo, a diferencia de la resina
Wang, permite el aislamiento-de los péptidos protegidos. En realidad, fue
necesario realizar la reaccion de acoplamiento en la fase de solucion como
acoplamiento del péptido unido a resina al reactivo pre-activado de lipido pegilado
DSPE-PEG-SPA no originé ningan producto de acoplamiento. De este modo la
ruptura selectiva de la resina en condiciones moderadas (acido acético/
trifluoroetanol/diclorometano, 1:1:8, 1h, ta) produjo los péptidos protegidos
internamente.

Los acoplamientos en fase de solucién se lograron con éxito con los

péptidos derivados de la secuencia ABj.ig (SEC ID NO: 2) a DSPE-PEG-SPA en




ABO
127 1

109

DMSO y exceso de base. Las reacciones luego se inactivaron por la adicion de
exceso de etanolamina durante 2 h y la solucion se liofilizo.

Para la secuencia 29-40, no se requiere una estrategia de proteccion
especial.

La purificacion por HPLC (semi-preparativa columna C4 fase reversa)
produjo entre 50-70% pureza de los conjugados lipido-PEG N-vYy C- terminal
cuyas identidades se confirmaron por MAALDI (ionizacion por desorcion por laser
asistida con matriz). Cada secuencia mostro una considerable variacion en al
facilidad de la reaceion de acoplamiento y las condiciones se ajustaron en
consecuencia (temperatura, ndmero de equivalentes molares de DSPE-PEG-
SPA, tiempo).Para la separaciéon de exceso de DSPE-PEG-SPA se aplica la
purificacion por HPLC del producto deseado. La separacion de los productos
mono- y di-acoplados antes de las desprotecciones de |a cadena lateral se
pueden lograr por cromatografia de intercambio catiénico. Las desprotecciones
posteriores de la cadena lateral del péptido y la separacion del exceso de DSPE-
PEG-SPA inactivado condujeron al asilamiento de los conjugados deseados con
una pureza aceptable.

Este método para la sintesis de antigenos g-amiloides de lipido-PEG N-y
C-terminal mediante péptidos protegidos s aplicable a'una amplia variedad de

secuencias peptidicas.

EJEMPLO 3: Anticuerpos estimulados por las construcciones

antigénicas supramoleculares

Fabricacion _de mAb _originades conira la__construccién _antigénica

supramolecular ABi:1s palmitoilada :

El antigeno palmitoilado (ACI-24, AB.15) se uso para la inmunizacion de

ratones C57BL/6 en intervalos de 2 semanas. Se inmunizaron 10-12 animales con

cada antigeno (volumen de inyeccion: 200pi que contienen 8 nmoles del péptido).
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La Gitima inyeccién se realizd 4 dias antes del sacrificio de los animales. Después
de 5 refuerzos, se seleccionaron ratones con ftitulos terapéuticos (cuando una
dilucion 1:5.000 de los sueros fueron positivos en el ELISA) para una fusion. Se
recogieron las células del bazo de los animales inmunizados y los hibridomas
generados por células del bazo sensibilizadas por fusién con una linea celular de

mieloma. La fusién de los linfocitos B de los ratones de los bazos se realizd con

células de la linea celular de mieloma SP2-0. (ATCC, Manassas, VA) empleando

los blen conocidos procescs de Kohler y Milstein (Nature 256: 495-497 (1975)) y
Harlow y Lane (Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory,
New York 1988)).

Las células se inducen a fusionarse por la adicién de polietilenglicol. Las
células hibridas resultantes luego se cultivan durante 10 & 14 dias en forma
convencional para permitir el crecimiento clénico. La seleccion cldnica inicial se
realizd mediante una dilucion limite. Los clones del hibridoma que producen IgG
se seleccionaron y ensayaron para determinar su union especifica al peptido AB.
42 por ELISA y los clones resultantes, que producen los anticuerpos monoclonales
deseados se cultivan.

Los hibridomas asi obtenidos se seleccionan en forma quimica por la
incubacion de las células en un medio de seleccidbn que contiene hipoxantina,
aminopterina y timidina (HAT).

Los hibridomas se seleccionaron posteriormente por la capacidad de
producir anticuerpos monoclonales contra las enfermedades o ftrastornos
asociados con amiloide especificas. Una vez que se identifico el clon madre, se
subclond cuatro veces para garantizar la monoclonalidad y permitir al hibrido

estabilizarse.

Los hibridomas que producen anticuerpos de interés se clonan, expanden y

conservan congelados para la produccion futura

BT
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El anticuerpo se isotipificd con un kit de isotipificacion monoclonal de ratoén
disponible en el comercio y el clon estable se adapto al medio libre de sueroy se
coloco en un biorreactor para la produccion de anticuerpos.

El hibridoma preferido produce un anticuerpo -monaclonal gque tiene un

isotipo 1gG, con mas preferencia el isotipo lgG1.

Fabricacion _de _mAbs _originados contra construcciones antigénicas

supramoleculares PEG-AB1.16 ABa- 11 ABgzp.35 Y _AB2a-4p PEQ iladas =

Se prepararon antigenos liposomales como se describen en (Nicolau et al.,
2002, PNAS, 99, 2332-37). Las secuencias de PEG-AB1.16, AB4-11, AB22as Y AB2¢-40
(Figure 1) se reconstituyeron en una construccion que comprende liposomas
hechos de dimiristoil fosfatidiicalina (DMPC), dimiristoil fosfatidiletanolamina
(DMPEA), dimiristoil fosfatidilglicerol (DMPG) y colesterol (realcidnes molares 0.9:
0.1: 0.1: 0.7) que contienen monofosforil lipido A (fosfolipidos 40mg/mM). Estos
antigenos y AB+.1e pegilados se usaron para la inmunizacion de ratones C57BL/6
en intervalos de 2 semanas. Se inmunizaron 10-12 con cada éntigeno. Después
de 3 a 6se seleccionaron ratones con titulos terapéuticos (cu;ando una dilucion
1:5.000 de los sueros fueron positivos en el ELISA) para una fusion. Se
recogieron las células del bazo de los animales inmunizados y los hibridomas
generados por células del bazo sensibilizadas por fusion con Qna linea celular de
mieloma. La fusién de los linfocitos B de los ratones de los bazos se realizé con
células de la linea celular de mieloma SP2-0. (ATCC, Manassas, VA) empleando
los bien conocides procesos de Kohler y Milstein (Nature 256: 495-497 (1975)) y
Harlow y Lane (Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory,
New York 1988)). |

Las células se inducen a fusionarse por la adicion de polietilenglicol. Las

células hibridas resultantes luego se clonan en forma convencional , por ej.,

7
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mediante una dilucién limite. Los clones del hibridoma que producen 1gG se
seleccionaron y ensayaron para determinar su union especifica al péptido AB142
por ELISA y los clones resultantes, que producen los anticuerpos monoclonales
deseados se cultivan.

Los hibridomas asi obtenidos se seleccionan en forma quimica por la
incubacion de las células en un medio de seleccion que contiene hipoxantina,
aminopterina y timidina (HAT).

Los hibridomas se seleccionaron posteriormente por la capacidad de
producir anticuerpos monoclonales contra las enfermedades o trastornos
asociados con amiloide especificas. Los hibridomas que producen anticuerpos de
interés se clonan, expanden y conservan congelados para la produccién futura. E
hibridoma preferido produce un anticuerpo monoclonal que tieng un isotipo 1gG,

con mas preferencia el isotipo 1gG1.

EJEMPLO 4: Determinacion de especificidad para el anticuerpo mAGl-
24-Ab4

Para analizar la especificidad del anticuerpo mACI-24-Ab4, se transfirieron
concentradones diferentes de fibrillas de amiloide preformadas 1-42, 1-40y 1-38
en una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL (Amershém Biosciences).
Después del blogueo con 10%. de leche en povo y Tween 20 0,7 % , las
membranas se incubaron con el anticuerpo principal a 20 pg/mi durante 2h a TA.
Después del lavado, las membranas se incubaron con anticuerpo de IgG anti-
ratén de oveja conjugada con peroxidasa de rabano picante (Amersham
Biosciences) durante 1 h a TA, se lavo e incubd con solucion quimioluminiscente
seguida por la exposicion de la membrana a la pelicula de rayos X.

Para medir la union del mAb mACI-24-Ab4 a las fibras B amiloide 1-42, AB
1-42, 1-40 y fibras de 1-38 se pre-formaron durante siete dias a 37°C y se

transfirieron en la membrana. Se usaron 20 pg/mi de anticuerpo para medir la
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capacidad de unién y se detectd el anticuerpo unido por con anticuerpo de IgG
anti-ratén de oveja conjugada con peroxidasa de rabano picante durante 20
minutos de exposicién.

Como se puedo demostrar por andlisis de transferencia de punto, el
anticuerpo mACI-24-Ab4 se une a fibras diferentes de AP preformadas con
sensibilidad diferente. El anticuerpo exhibe mayor sensibilidad de union a las
fibras de AP142 que AP140 0 AP1.as. Es capaz de detectar por lo menos 0,001 pg
de fibras de ABi4z mientras que el limite de deteccion del anticuerpo para las
fibras de Ap440 €s por [0 menos 0,1 ug y para las fibras de Afiss 1 pg, lo que
significa que la sensibilidad es 100 veces a 1000 veces menor para estos tipos de
fibras amiloides. Los datos demuestran que el anticuerpo ACI-24-Ab4 es por lo
menos 100 veces mas sensible que la forma amiloidea (1-42), la cual se sabe que
es insoluble por cambio de la conformacién secundaria y es la mayor.parte de las
placas amiloideas en los cerebros de los pacientes de AD.

Ejemplo 5: Unién del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2 del of
AC Immune a especies amiloideas en transferencia Western y transferencia
de punto

Para determinar si la union del anticuerpo de raton mACI-01-Ab7 C2 es
dependiente de la conformacion nativa de A, se realiz6 una comparacion de la
unién al amiloide lineal por transferencia Western o amiloide nativo por
transferencia de punto (Figuras 2ay 2b)

Se generaron monomeros de amiloide por disolucion del péptido AR1-42 en
HFIP y el solvente evaporado en argén. La pelicula del peptido seco se consenvo
a -80°C hasta el uso. Para la preparacién de los monomeros, la pelicula del
pébtido se resuspendio en DMSO a una concentracion de 2,75pg/ul y se diluyd en
PBS a 1ug/pl. Para la preparacion de oligdémeros, la pelicula del péptido seco se

resuspendié en DMSO a 5mM, se sonico y se agregd PBS para alcanzar 400uM
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de amiloide seguido por la adicién de SDS a una concentracion final de 0,2%.
Después de 6 horas de incubacién a 37 °C, el amiloide se diluyé en agua a una
concentracion final de 100uM y se incubo otras 18h a 37°C. Los oligbmeros
amiloides se precipitaron con metanol 33% frio en hielo, solucién de acido acético
4% durante 1h a 4°C, se centrifugd a 16200g durante 10 minutos y el sedimento
se resuspendié en Na2H2P04 5mM, NaCl 35mM pH 7,4 a una concentracion final
de 1ug/yl. Para la preparacion de fibras, se diluyé la pelicula del péptido en buffer
Tris-HC! 50mMpara obtener una concentracion de 1mg/ml de amiloide e incub6 a
37°C durante 5 dias. Los tubos se centrifugaron a 10000g durante 5 minutos vy el
sedimento se resuspendid en buffer de carbonato 0,1M pH 9,6 para alcanzar
1ug/pl.

Se diluyeron 1 o 5 pg de monémeros, oligdmeros o fibras en PBS y en
buffer de carga y se aplicaron a un SDS-PAGE 12% vy el gel se transfiri6 a las
membranas de nitrocelulosa. Alternativamente, se diluyefon 301ug o0 100y
10ng de especies amiloideas en PBS y se sembraron directamente en la
membrana de nitrocelulosa y las membranas se secaron a TA durante 1 hora.
Después del bloqueo durante 30 minutos con solucidén de caseina (Vector), las
membranas se incubaron durante 30 minutos con los anticuerpos mACI-01-Ab7
C2 o 6E10 (Chemicon) diluidos-a 1pg/ml en sblucic’m de caseina. Después de 3
lavados en solucion de caseina', las membranas se incubaron a TA durante 30
minutos con IgG anti-ratén de cabra marcado con HRP (Dako Cytomation) diluida
en solucion de caseina, se lavaron 3 veces y se desarrollo con sustrato DAB
(Dako Cytomation). .

El anticuerpo monoclonal de raton mACI-01-Ab7 C2 se unié
especificamente a monémeros, oligomeros Y fibras en un ensayo de transferencia
de punto tal como lo hizo el anticuerpo de control positivo 6E10. En contraste, el

anticuerpo mMACI-01-Ab7C2 no detectd especies amiloides lineales por
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transferencia Western en contraste con el anticuerpo 6E10 que reconoce con
claridad todos los péptidos lineales. Este resultado demuestra que la union del
MACI-01-Ab7 G2 al amiloide es dependiente de la conformacion nativa del
amiloide.

EJEMPLO 6: Interacciones de ACI-01Ab7 C2 —Af4.42

Las interacciones entre el anticuerpo lider mACI-01-Ab7 C2 (mC2) con el
péptidc; amiloide APi42 se estudiaron mediante la resonancia del plasmén
superficial. Se determino la union del anticuerpo de ratén mACI-01-Ab7 C2 r a cada
uno de los mondmeros o fibras de AR1.42.

Todos los experimentos de SPR se realizaron en un Biacore X instrument
(Biacore AB). Los reactivos para la inmovilizacion (EDC, NHS y etanolamina), los
chips de los sensores CM5 y SA ademas de | buffer de corrida y de muestra HBS-
EP se compraron en Biacore AB. Se uso acetato de sodio (10 mM, pH 5.0) como
buffer de acoplamiento para aumentar el rendimiento del acoplamiento. Las
fibrillas AB142 (BAchem) se prepararon por la adicion de buffer de PBS a AB142
hasta una concertacién final de 3 mg/mly se dejan los viales a 37 °C durante 7
dias. Las fibrillas de AB1.42 se acoplaron a un chip del sensor CM5 que contiene
una matriz de carboximetil dextrano unido a superficie. El ABi42 mMonomerico
biotinllado (Bachem) se acopl6 a un chip Sensor SA que consiste en una matriz
de carboximetil dextrano co.n estreptavidina unida en forma covalente.
Tipicamente se ensayaron cuatro o cinco concentraciones de mAb por diluciones
- seriadas empleando el buffer de corrida. Las inyecciones se realizaron a partir de
la concentracion mas baja y se pasaron ambos fc 1y 2 conun caudal de flujo de
30 pl/min durante 3 min. La célula de flujo 2 no se derivatizd y se sustrajeron las
respuestas del fc 1 para corregir el ruido del in_strumentb y los cambios de nasa

refractarios. Después de que la Inyeccion finalizé, se lavaron las superficies

inmediatamente con buffer de corrida durante 5 minutos. Para eliminar el
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anticuerpo unido restante de las fibrillas de AP1-42, 12 regeneracién de superficie se
realizé por inyeccion por pulsos de NaOH 10 mM . El analisis de la cinética se
realizd mediante algoritmos para integracion numerica y analisis global mediante
BlAevaluation 3.0. Las curvas obtenidas para las inyeccioneé del analito a
concentraciones diferentes se superpusieron y se ajustaron las lineas basales a
cero. Para el ajuste de la curva, todos los datos se ajustaron simultaneamente a
un complejo homogéneo 1:1.

La unién del anticuerpo de raton mACH01-Ab7 C2 al amiloide se determiné
que era relativamente potente. Camo se demostré en la Tabla 2, el anticuerpo de
ratén mACI-01-Ab7 C2 se uni6 especificamente a las fibras de ABi.42 inmovilizadas
con una constante de asociacion promedio (ka) de 3,8 x 10™ M/s, una constante
de disociacion (kd) de 1,1 x 10 s y en consecuencia coﬁ la KD promedio
resultante de 3,5 x 108 M. La asociacion de los mAC01-Ab7 C2 a los monomeros
de AP fue similar o ligeramente mas rapida con una ka promedio de 1,6 x 10 M/s

pero la disociacion fue mas rapida que dio una KD de 2,5 107 M.

Mondimeros Fibras

ka(1/Ms)  ka(1/s) KD (M) ka(1/Ms)  kq(1/s) KD (M)
mACI-01-Ah7 C2 ‘
exp. 1 1,8E+04 | 2,7E-03 1,5E-07 2AE+04 0,0E-04 4,1E-08
mACI-01-Ab7 C2 5,3E-03 1,73E-
exp. 2 1,5E+04 | 35€£-07 | 560E+04  9,66E-04 08
mACI-01-Ah7 C2 4 58E-
exp. 3 3.26E+04  1,49E-03 08
promedio '
mACI-01-Ab7 C2 1,6E+04  4,0E-03 2,5E-07 3,8E+04 1,1E-03  3,5E-08

0,21 1,84 1,41 1,66 03 1,63

EJEMPLO 7: Unién del anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 monoclonal a las
fibras amiloideas
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Para analizar el sitio de unién molecular del anticuerpo en las fibras
preformadas se realizd microscopia electronica de transmision con contraste
negativo (TEM) (Figuras 3a y 3b).

El anticuerpo, mACI-01-Ab7 C2, se acoplé con oro coloidal de 8 nm de
acuerdo con 4. Para la co-incubacion de las fibras amiloides 1-42 (Ap1-42)
6,65uM se incubaron durante 24h a TA con el anticuerpo marcado con Oro con
una relacion molar de 1:100. Posteriormente se incubaron 5 url de muestra en una
grilla de Cu descargada del brillo fresca (200 mesh) cubierta con una pelicula
parlodio/C durante 45 segundos, se lavaron 3 veces con agua y 1 vez con acetato
de uranilo 2% fresco diluido y filtrado. Las muestras se tiieron en acetato de
uranilo 2% durante 15-20 segundos. E| exceso de tefiido en las grillas se absorbio
y por consiguiente se seco al aire. Se prepararon {res grillas de cada muestra. As
grillas se analizaron en microscopia electronica de transmision Hitachi 7000.

El anticuerpo monocional, mACI-01-Ab7 CZ, se une directamente a
las fibras Api42. De modo interesante, el anticuerpo exhibe una union no simétrica
al eje de las fibras Unicas pero se une en particular y no a todas las areas de las
ramas laterales de la red de fibras. Parece ser (ue el anticuerpo se dirige a
regiones especificas de las ramas laterales. La explicacion potencial es una
estructura secundaria especifica que produce solo en sus ramas laterales
especificas. Esta hipotesis esta avalada por los datos de RMN que demuestran
que el anticuerpo indujo la transicion de conformacion y en consecuencia es
probable que su unién es dependiente de una conformacion de la fibra amiloide
que comprende una estructura de lamina B.

EJEMPLO 8: Fraccionamiento de la ultracentrifugacion por gradiente
de densidad

Las propiedades de los anlicuerpos monocionales de inhibir la

polimerizacion de fibras ABiq2 Y 12 desagregacion de las fibras de AB1.42- 5€



118

estudiaron por ultracentrifugacion por gradiente de densidad (‘Rzepecki et al.,
2004) que se hasa en el principio de distribuir entre fibras de péptidos resultantés
de tamafo diferente tamafio despues de la incubacién con y sin anticuerpos
seguidos por el andlisis de sedimentacién SDS-PAGE en un gradiente preformado
(OptiPrep™). El analisis simultaneo de poblaciones de las fibras preformadas de
AB, desagregacion e inhibicion de las propiedades de agregacion de los
anticuerpos co-incubados, y la unién de los anticuerpos a las fibras son ventajas
obvias de estos métodos.

Los anticuerpos monoclonal originados contra ABi.i6 (MACI-01-Ab7 C2),
AB11s(at4) (MACI-02-AbB), AB1.1s (MACI-24-Ab4), AP22-as (MACI-11-AbQ), ¥ ABz2e.40
(mACI-12-Ab11) se analizaron en ensayos de desagregacion mientras que la
inhibicion de las propiedades de agregacion se estudiaron solo para el anticuerpo
monacional MACI-02-Ab6, mACI-24-Ab4, y mACI-01-Ab7 C2.

Para la inhibicién de la agregacion de ABiz, l0s monémeros de Af142 s€
incubaron con los mAb con dos relaciones molares diferentes (relacion molar del
monémero ABi.42 treinta - o cuarenta veces mayor que mADb) con la concentracion
final de AR de 50 M. Después de la 24 horas de incubacién a 37°C, las muestras
se recubrieron sobre un gradiente discontinuo de Optiprep™ y los tubo se
centrifugaron a 259.000 g durante 3 horas a 4°C. Se recogieron 15 fracciones
(cada una 140 ), fa fraccion 1 fue \a fraccion menos densa del extremo superior
del gradiente y la fraccion 15 es la fraccion mas densa del extremo inferior del
gradiente. También se tomo el sedimento. Las fracciones recogidas se analizaron
por SDS-PAGE con tincion de plata. La concentracion de AB142 para los ensayos
de inhibicién fue cinco veces menor que para los ensayos de desagregacion que

disminuyen la cinética de la agregacion de amiloide y asegura la medicion dentro
de la fase lineal.

175% |



119

Para la desagregacion de fibrillas preformadas de AB142 por co-incubacion
con los mAb (a dos relaciones molares diferentes 1:30 y 1:100, mAb + Monomero
ABy.42 con la concentracion final de AR de 246 pM), las muestras se incubaron
durante 24 horas a 37°C. Despues de 24 horas las muestras se fraccionaron por
ultracentrifugacién 'y se separaron por SDS—PAGE como se describid
anteriormente (Rzepecki et al., 2004).

Ensayo de inhibicion de agregacion de APi1.42

Se puedo demostrar que sin la adicién del mAb, el péptido AB se agrego
después de 24 horas del tiempo de incubacion y la mayoria de la proteina se hallé
en las fracciones 13-15, lo cual demuestra la polimerizacion completa de los
monomeros del péptido AB. La inhibicion significativa y exitosa de la agregacion
debera originar fibras mas pequefias o proteina B amiloide (AR) polimérica
soluble, la cual se debe hallar en las fracciones con menor densidad (10-13). En
forma exacta este cambio de bandas se pudo demostrar en el ensayo de
agregacion que contiene mACI-01-Ah7 C2 que mostro una distribucion del péptido
AB sobre las fracciones 11,12y 13.

Esto se confirmé en un 2% experimento donde mACI-01-Ab7 C2 origin6
otra vez un cambio de bandas para la mayoria (banda mas intensa) de 14 a 13y
una solubilizacion significativa de la
sedimento. Esto significa que mACI-01-Ab7 C2 exhibe una capacidad importante
para inhibir la polimerizacion de los mondémeros del péptido AB en fibras y
revelaron una union especifica a las fibras Afj (en lé fraccion 13)

Se realizaron observaciones similares cuando se usan los anticuerpos
mACI-24-Ab4 y mACI-02-Ab6. Sin la adicion del mAb, el péptido AB se agrego
después de 24 horas del tiempo de incubacién y la mayoria de la proteina se halld
en las fracciones 13 al sedimento (sedimento, muy poco en 12), lo cual demuestra

la polimerizacion completa de los monomeros del péptido AB. La inhibicion
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significativa y exitosa de la agregacion debera originar fibras mas pequefias o
proteina B amiloide (AR) polimérica soluble, la cual se debe hallar en las
fracciones con menor densidad. En el ensayo de inhibicién de agregacion, el
mACI-24-Ab4 causé un cambio de las bandas para la mayoria (banda mas
intensa) de 13 a 11 y 12 y una solubilizacion significativa de las bandas que
corren de la fraccion 13 al sedimento mientras que mACl-OZ-AbG causo un
cambio de las bandas de 13 a 10 pero adicionalmente una inhibicion completa de
las fibras mas largas (fraccionadas en 13 al sedimento). Estos datos indican que
tanto MACI-24-Ab4 como mACI-02-Ab6 exhiben una capacidad importante para
inhibir la polimerizacion de los monameros del péptido A en fibras.y revelaron
una unién especifica a las fibras A (en las fracciones 11y 12).

En contraste, el ensayo de agregacion que contiene MACI-11-Ab9, en una
relacion molar de 1:30, mostro agregados mas grandes disperéos entre las
fracciones 12-15 y el sedimento. En presencia de mACI-12-Ab11, en una relacion
molar 1:30, los agregad ose hallaron en las fracciones 11-15 y el sedimento, pero
con la sefial mas intensa en las fracciones 11y 12. esto significa que los mACI-
01-Ab7 C2 v mACI-24-Ab4 exhiben una capacidad importante para inhibir la
polimerizacién de los monémeros del péptido AB en fibras. El mACI-12-Ab11 tiene
propiedades de inhibicion signifigativamente menores que mACI-01-Ab7 C2, para
obtener esta actividad inhibitoria débil se requiere una relacion molar tres veces
superior. Se puede observar una inhibicion aun menor cuando se compara a
mACIH-11-Ab9 que no pudo inhibir la agregacion de fibras del pepudo AR. Todos
{os mAb revelaron una union especifica a las ﬁbras.de AR (para mACI-01-Ab7 C2
en la fraccion 11 + 12; para mACI-11-Ab9 en la fraccion 12 y déhil en 13; para
mACI-12-Ab11 en la fraccion 11y 12).

En todos los ensayos de inhibicién, el péptido se detectd en las fracciones

del extremo inferior. EI mAb no unido (37 kDa, 95 kDa y mayor de 120 kDa)
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aparecieron en |a parte media superior del gradiente (fracciones 39y 48,
respectivamente).

Ensayo de desagregacion de fibras A1«

Debido a la polimerizacion incompleta de fibras la distribucion de las
fibrilas de AP1.42 solas de muestra un rango mas amplio de fracciones (11-1 5).
En consecuencia la demostracion de las propiedades de desagregacion exitosa y
significativa de los anticuerpos cuando se co-incuba con las fibras pre-formadas
es mas dificil que en el analisis de la agregacioén. Solo un cambio de la mayoria
de las fibras hacia las fracciones de menor densidad pero aun dentro del rango
de la fraccion amiloidea sola indicaria la actividad de desagregacion; para el
amiloide solo la banda principal es la fraccion 12. La adicion de mACI-01-Ab7 C2
en una relacion molar 1:100 no mostro cambios de fibras amilideas hacia las
fracciones de menor densidad (aun entre fracciones 11-15), pero con un cambio
de la sefial mas intensa en el rango de la fraccion de 12 é 11, cuando se combara
con el amiloide solo. A pesar de las circunstancias no optimas de la formacion de
fibra incompleta, el mACI-01-Ab7 C2 indica actividades de desagregacion bajas
pero detectables.

En contraste, la co-incubacién de las fibrillas preformadas APi42 con
mACI-02-Ab6 no demostraron cambios de las bandas en la fraccion de menar
densidad cuando se incuba con la misma relacion molar de amiloide:anticuerpo
como mACI-01-Ab7 C2. Solo cuando se usd una relacion molar tres veces
superior de 1:30 las fibras amiloides cambiaron de las fracciones 12-15 (amiloide
solo sin  co-incubacion del anticuerpo) a las de 11-15. En consecuencia parecio

que MACI-01-Ab7 C2 tiene propiedades de degradacion ligeramente superiores

que mACI-02-Ab6.
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La deteccion de bandas que corresponden a mAb a la mitad inferior de la
fraccion del gradiente demuestra la union de mACl-dz-Abb‘ y mACI-01-Ab7 C2 a
las fibrillas de AB1.42 (fraccion 11 a 15 para ambos mAb).

La propiedad de desagregacion del mAGI-01-Ab7 C2 se puede: confirmar
en un experimento adicional, donde la polimerizacién de fibras completas se pudo
de mostrar por la distribucion de las fibrillas de ABi42 en ausencia de un
anticuerpo en las fracciones 13 a P (sedimento). Aqul los cambios dé las fibras
hacia las fracciones de menor densidad indican la actividad de desagregacion del
anticuerpo, cuando se co-incuba a las fibras pre-formadas. La adicion de mACI-
01-Ab7 C2 con una relacion molar 1:100 mostré un cambio de la mayoria de las
fibras amiloideas de 13 a 12 y adicionalmente un cambio de la handa con la
menor densidad de 13 hacia 11. En consecuencia el MACI-01-Ab7 C2 también
indica una fuerte actividad de desagregacion.

La deteccion de bandas que corresponden a mAb en la mitad iqferior de las
fracciones del gradiente de muestra la union de mACI-01-Ab7 C2 é las fibrillas
ABi42 (fraccion 11 a P) mientras que las bandas correspondientes a mAb en las
fracciones 4a 7 indican anticuerpo no unido.

Para sintetizar estos resultados, se puedo demostrar con éxito que el
anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2 que se dirige él péptido amiloide AP se
une a las fibras pre-formadas y es capaz de inhibir in vitro la agregacion de los
péptidos monoméricos de Ap a las fibras y se desagregan las fibras pre-formadas.

Se realizaron observaciones similares cuando se usa el mACI-24-Ab4. En
modo similar al ensayo de agregacion, se pudo demostrar la polimerizacion e
fibras completa por la distribucién de las fibrillas de AB142 solas en las fracciones
12 a P (sedimento). Aqui los cambios de las fibras hacia las fracciones de menor
densidad indican la actividad de desagregacion del anticuerpo, cuando se co-

incuba a las fibras pre-formadas. La adicién de mACI-24-Ab4 con una relacion

“wz.
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molar 1:100 mostré un cambio de la mayoria de las fibra amiloideas de 12 a 11.
En consecuencia el mACI-24-Ab4 indica también indica una fuerte actividad de
desagregacion.

EJEMPLO 9: Ensayo fluorescente para medir la inhibicién de la
agregacion del filamento de APi4 Yy la desagregacion de los filamentos
preformados de Af3142 por co-incubacién con mAb

Ensayo fluorescente BIS-ANS

Para evaluar las propiedades de inhibicion del mADb, se ‘usd el ensayo
fluorescente BIS-ANS (LeVine, 2002) que detecta especificamente la poblacion
del monamero o no fibrillas de los filamentos A2, Antes de la medicion de
fluorescencia, los monomeros de ABi42 s€ pre-incubaron con cualquier buffer,
actuaron como control, o mAb (relacion molar  1:100, mAb vs. péptido AB1.42 )
durante 14 horas a 37°C. Las unidades de fluorescencia relativa se registraron en

forma automatica y los resultados se expresaron como en el porcentaje del control

El mACI-02-AbB mostré una habilidad de inhibicion leve cuando se
compara con el control (1258 + 28,5% vs 100 + 29,5%). El mACI-01-Ab7 C2
parecia tener actividad débil (108. 0 * 30,0%) y ninguna mejora en comparacion
con el control se puedo observar con los mAb mACI-11-Ab9 y‘mACl-12-Ab11
(935 * 219% y 732 47,7%). Este resultado confirma los datos
ultracentrifugacion en el cual el mACI-01-Ab7 C2 exhibe una capacidad de
inhibicion mayor que mACI-11-Ab9 y mACI-12-Ab11. ‘

EJEMPLO 10: Ensayo fluorescente de tioflavina T (Th-T)

Para medir tanto las propiedades de inhibicion de la agregaéién ademaéas de
la desagregacion del mAb, se uso el ensayo fluorescente de tioflavina T (Th-T)

que se une especificamente a las moléculas de las fibrillas de ABi42 ¥
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posteriormente la intensidad de emision fluorescente se correlaciona con la

cantidad de filamentos de AB142 presentes en solucion.

Antes de la medicion de fluorescencia, los monomeros de AB1.42 S€ pre-
incubaron con cualquier buffer, actuaron como control, 0 mAb (relacion molar
1:100, mAb vs. péptido AP442) durante 48 horas a 37°C. Las unidades de
fluorescencia relativa se registraron en forma automatica y los resultados se
expresaron como porcentaje respecto del control.

El mACI-01-Ab7 C2 mostré una habilidad de inhibicion significativa cuando
se compara con el control (11,03 & 20,7% vs 100 & 40,5%). Estos resultados
confirman los datos de ultracentrifugacion, en el ‘cual ACI-01-Ab7 C2 exhibe la
capacidad de inhibicion.

Para medir las propiedades de desagregacion del mAb, se uso el ensayo
fluorescente de tioflavina T (Th-T) que se une especificamente a las moléculas de
las fibrillas de ABi.42 y posteriormente la intensidad de emision fluorescente se
correlaciona con la cantidad de filamentos de AB1.42 presentes en solucion. Antes
de la medicién, las fibras de AR se preformaron durante 7 dias (a 37°C en PBS,
pH 7,1) vy luego posteriormente se co-incubaron con mAb o buffer (control
negativo), durante 24 horas a 37°C en una relacion molar de 1 : 100 (mAb vs.
ABi.42). Las unidades de fluorescencia relativa se registraron en forma automatica
por un lector de placa de microtitulacion de ELISA y los resultados se expresaron
como cambios en el porcentaje del control.

De acuerdo con los datos de ultracentrifugacion de mACI»O1;-Ab7 c2 ,
también mostraron en el ensayo de desagregacion de Th-T en dos experimentos
independientes las mejores propiedades con 35 + 11% y 64,57 £ 13,58% (vs
100,0 * 15,37%), respectivamente, poder de desagregacion sobre el control.

El mACI-24-Ab4 también mostré propiedades de desagregacion
signiﬂcativas (62,99 = 10,34% vs 100,0 + 10,03%; p<0,0001) en el ensayo Th-T.
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El mACI-11-Ab9 fue algo menos activo con 28 £ 14%, mientras que ACI-
02-Ab6 y ACI-12-Ab11 no exhiben propiedades de desagregacion significativas
(17+£12%y 13 % 11% respectivamente).

Cuando se resumen los ensayos de ultracentrifugacion y fluorescente lo s
mACI-01-Ab7 C2, mACI-01-AbE Y mACI-24-Ab4 mostraron capacidades de
bifuncionalidad para inhibir la agregacion de fibras y acortar 10s filamentos AB1.a2-
en experimentos de centrifugacion que se podrian confirmar por un ensayo
fluorescente. Adicionalmente, el experimento de centrifugacion demostro union
especifica del mAb a las fibras amiloideas.

El mACI-11-Ab8 mostrd una habilidad de inhibicion significativa menor en al
ultracentrifugacién, cuando se compara con mACI-01-Ab7 C2 aun si estuviera tres
veces mas concentrado, lo cual se pudo confirmar por un ensayo BIS-ANS. Para
el analisis de desagregacion el mACI-01-Ab7 C2 demostro en el analisis por
centrifugacion y el ensayo de ThT propiedades para acortar los filamentos
preformados de Af1.42. El mACI-02-Ah6, tres veces mas concentrado en el
experimento de centrifugacion, tambien fue positivo en ambos ensayos pero
mucho mas intenso en el experimento de centrifugacion.

A partir de los resultados anteriores €S evidenie que mACI-01-Ab7 C2 ¥

mACI-02-Ab6 son los (nicos anticuerpos que muestran actividad en términos de

bi-funcionalidad para interactuar con los filamentos ARi4z, inhibicion de

agregacion y desagregacion de las fibras preformadas.

EJEMPLO 11: RMN y caracterizacion de fluorescencia de la

interaccion del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 G2 con el péptido f-

amiloide 1-42 marcado con Bg

Para evaluar el mecanismo potencial por el cual el mAb solubiliza las fibras

pre-formadas o inhibe la formacion de fibras, se realizé un experimento de

comparacion entre el ensayo fluorescente Th-T y RMN en estado solido de U-"°C
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Tyri0 y péptido B-amiloide 1-42 marcado con 3G en Val12 (Figura 4). En
consecuencia el propdsito de esta investigacion fue seguir la transicion de la
lamina P por espectroscopia RMN en estado sélido en el péptido‘B amiloide y en
presencia del anticuerpo monoclonal y compara directamente este con la
capacidad de desagregacion mediada por un ensayo fluorescente Th-T.

La espectroscopia RMN en estado sélido no solo detecta una transicion de
la estructura secundaria pero también permite {ocalizar los dominios del péptido
ABj42-que domina la transicion estructural. Ef RMN- en estado solido ha
demostrado su aplicabilidad en el problema a medida que ha contribuido a la
determinacion de la estructura de las fibras AB1.42 (Petkova et al., 2004, Petkova
et al., 2002). En particular la correlacion del cambio quimico 3c,y *Cq con la
estructura secundaria (Cornilescu et al., 1999, Luca et al., 2001, lwadate et al,
1999) es una herramienta valiosa para examinar cambios de la estructura
secundaria de un péptido.

La sintesis del péptido marcado que incluye una valina pre-marcada e
en la posicion 12 (2Val) y una tirosina pre-marcada con BC en la posicién 10
(**Tyr) se realizé por un protocolo de sintesis Fmoc. Se confirmaran la identidad y
pureza del péptido por espectroscopia de masas MALDL. El péptido B amiloide (1-
42) marcado se us6 para generar fibras por la incubacion de la solucion del
péptido en el buffer de PBS durante 1 semana a 37°C. El problema mayor, la mal
solubilidad de péptido B-amiloide en el buffer de PBS, se puedo resolver de la
siguiente manera: El valor del pH del buffer PBS aumentd temporariamente en
cantidades diminutos de amoniaco para disolver el péptido B-a'miloide. El valor
original del pH del buffer PBS se obtuvo otra vez por incubacion de la muestra en
presencia de un bafio mayor de PBS que usa el caracter volatil del amoniaco.

Para medir el efecto de los anticuerpos que rompen la lamina B, una

solucién de fibras se incubd con el anticuerpo durante 24 horas a 37°C para

G
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ambos ensayos de RMN y Th-T. Para la comparacion en tiempo real se us6 una
alicuota de la misma solucidn para el ensayo fluorescente Th-T y la solucion
restante se liofilizo para las mediciones de RMN.

Después de analizar primero las capacidades de desagregacion del mACl-
01-Ab7 G2 por la co-incubacion con fibras preformados B-amiloides marcadas con
136 mediante el ensayo fluorescente Th-T, se pudo demostrar que el mAb
desagregd las fibras en 38%. Luego se realizo el espectro RMN.

Para investigar las diferencias entre PBS (control) y la incubacién con
mAbm, cada especiro descifra mediante PeakFit (http://www.systat.coml-
products/PeakFit). Las lineas se aparearon hien por el empleo de un
procedimiento de ajuste Lorentzian/Gaussian mixto, cuyos resultados se muestran
en la Figura 4. Los resultados se sintetizén en la Tabla 3 pero la diferencia mas
obvio es la intensidades integrales de las dos pablaciones que se necesitan para
ajustar el pico doble alrededor 30-33 ppm. El pico de ¢33 ppm corresponde a la
conformacion de la lamina beta de las fibras mientras que 30 ppm es un resultado
de una conformacion de arrollamiento al azar. La muesira incubada en PBS
mostrd la mayoria de la marca en una conformacion de la lamina beta (81,7%)
(Fig. 2 parte superior) que se reduce cuando la muestra se incuba con mACI-01-
Ab7 C2 (53,5%) (Fig. 4 parte inferior). La reduccion de la poblacién de la
conformacion de lamina beta con respecto a la conformacion de arrollamiento al
azar como lo determina por estudio de la Val 12 CB es del orden de 35% y esta en

consecuencia en estrecho acuerdo con esta medicion usando fluorescencia.

PBS " mACI-01-Ab7-C2
Resonanti@ls 1so | FwHi T/r:tensidgg 5 IS0 | FWHH (I){‘w)tensid:i;3
_ (ppm) | (HZ) | jniegral (pm) | H2) | jptegral
!é\‘rSmna Val | 32 60 479 81,7 33,09 366 53,5
Val CB _al | 30,27 200 18,3 30,27 340 46,5

,? ,\
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Tabla 3. Comparacion de los parametros ajustados para las dos
conformaciones de Val 12 CB. Los desplazamientos quimicos ajustados para las
dos conformaciones son bastante similares pero las intensidades integrales son
muy diferentes, lo cual refleja una reduccién de la conformacion de lamina beta
original en aproximadamente un 35% (1-(53,5/81,7)). Esto esta en estrecho
acuerdo con el valor obtenido de la medicion de fluorescencia.

Para resumir estos resultados se pudo demostrar con éxito que el
anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2 que se dirige a la region 1-16 N-terminal
del péptido AB amiloide se une a las fibras pre-fomadas y es capaz de inhibir in
vitro la agregacion de los péptidos AB monomé,rjcos a fibras y fibras preformadas
desagregadas, como lo demostro el experimento de ultracentrifugacion por
gradiente de densidad ademas del ensayo fluorescente Th-T. Ademas por union
de este anticuerpo a las fibras pre-formadas, se pudo inducir una transicion de la
mayoria de la ldmina beta al ambiente de la conformacién secundaria arrollada al
azar de Val12. Este podria ser el potencial mecanismo por el cual las fibras se
podrian solubilizar por la union del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2,
también porque el detallado analisis del pico de Val 12 CPB revela la reduccién del

componente de lamina beta en un 35%, lo cual esta en estrecha concordancia

con los datos de fluarescencia (38%).

Ejemplo 12: Funcionalidad del mACI-01-Ab7 C2 en las fibras

amiloideas

121 Modificacion de la conformacion de las fibras AB1-42 e iniciacidn da
la desagregacién después de la union del anticuerpo mACI-01-Ab7 C2

Con el fin de evaluar el mecanismo por el cual el anticuerpo es capaz de
desagregar fibras preformadas beta-amiloides (ABi42) en un ensayo de

comparacion punto a punto, el ensayo de Tioflavina-T (Th-T) fluorescente se

!
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realizé midiendo la desagregacion y el de Resonancia magnética nuclear RMN
en estado solido (NMR) de U-C Tirosina10 y péptido AR1-42 marcado en la
Valina12 analizando la conformacion secundaria. El anticuerpa se solubilizd en
35,4 % de las fibras preformadas AB1-42 y simultaneamente indujo un cambio en
la conformacion secundaria de la lamina beta a enrollada al azar. La reduccion de
la poblacion de la conformacion lamina beta con respecto a la enrollada al azar es
de | orden del 35% y en consecuencia esté en estrecha concordancia con la que

se mide usando el ensayo de fluorescencia Th-T. Estos datos indican que la union

del anticuerpo inicia una transicion de la estructura secundaria, la cual
potencialmente causa la desestabilizacion de la disposicion intermolecular
paralela de las laminas beta que afectan la ruptura de de las fibras elongadas en

fragmentos mas pequerfios.

12.2 Afinidad de uniéon dependiente de la conformacién del anticuerpo
mACI-01-Ab7 C2

Ya que es bien conocido en la bibliografia cientifica que una proporcién de
la energia de union del anticuerpo-antigeno se puede usar para una maodificacién
de dependiente de energla de la conformacion de un antigeno®, se realizd un
experimento de comparacion de la afinidad de unién del anticuerpo mACI-01-Ab7
C2 a la proteina AB+.42 total y aun péptido mas pequefio de nueve aminoacidos de
largo que comprende el epilope del anticuerpo. Para esta comparacion se )
analizaron las afinidades del anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 por ELISA usando |
péptidos biotinilados que cubren la secuencia completa de aminoacidos de los
epltopes de mACI-01-Ab7 C2 (aminoacidos 13-21 de la secuencia de ABi4z
producida por Mimotopes y comprada en ANAWA Tlrading SA) y un péptido‘ AB1.42
completo biotinilado (Bachem). E! analisis se realizd de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Mimotopes). El anticuerpo se une con un 38,40% de

mayor afinidad al péptido que comprende su epitope especifico (aminoacidos 13-
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21 de la secuencia de APBi42) que a la proteina AR1-42 completa. En
consecuencia, se sugiere que la diferencia de energia de la afinidad de union se
us6 para la transicién con consumo de energia de la conformacion secundaria de
la proteina amiloide para presentar el anligeno en una posicion mas aceptable
para la interaccion del anticuerpo. Esto puede explicar por qué la afinidad del
anticuerpo es menor para la proteina nativa (la proteina amiloide completa) que

para la subunidad aislada.

Ejemplo 13: Unién especifica de la conformacion del mACI-01-Ab7 C2
a diferentes clases de proteina amiloide

Con el fin de evaluar la especificidad del mACI-01-Ab7 C2 en diferentes
estadios de la proteina amiloide polimerizada, amiloide monomeérica y polimerica
soluble, particularmente, proteina b amiloide (AB) y amiloide fibrillar, se realizdé un
ELISA recubierto con estos diferentes estadios del beta-amiloide polimérico. Los
mondmeros se prepararon de acuerdo con un método modificado publicado por !
amiloide polimérico soluble, particularmente, amiloide { (AR) de acuerdo con &,
mientras que las fibras se realizaron por incubacion del amiloide (Bachem,
Switzerland) con una concentracion final de 1pg/ul en Tris/HCl pH 7,4 a 37°C
durante 5 dias seguido por un paso de centrifugacion (10.000 rpm durante 5
minutos). Luego los polimeros de amiloide se recubrieron en las plécas de ELISA
con una concentracion final de 55pg/ml y se realizd una prueba de afinidad de
unién ELISA por medio de un anticuerpo monoclonal IgG anti-raton  (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc.) marcado con fosfatasa alcalina. El
anticuerpo se une con mayor afinidad a la proteina B amiloide polimérica soluble
(AR) (IC50 = 2,53nM) que a las fibras (IC50 = 5,27nM) y con la menor afinidad a
los monomeros (IC50 = 8,3nM). Estos datos indican que la unidn del anticuerpo

esta influenciada ademas de por su epitope por la confermacion de los diferentes
agregados amiloideos.
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Ejemplo 14: Mapeo del epitope del anticuerpo monoclonal mACI-01-
Ab7 G2

El mapeo del epitope del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2 se
realizd por ELISA usando tres genotecas de péptidos diferentes. Una genoteca
comprende un total de 33 péptidos biotinilados que cubren la secuencia de
aminoacidos completa (aa) de AB1-42 (producida por Mimotopes y comprada en
ANAWA Trading SA), las segunda genoteca contiene péptidos biotinilados que
usan el péptido 12 (aa12-20 de AB) proveniente de la primer genoteca de béptidos
y sustituyendo cada aminoacido de la secuencia por una alanina (ver siguiente
Tabla 41 ), y la tercer genoteca contiene 108 péptidos biotinilados 13, 14,0 15
(@a 13-21, 14-22 o 15-23 de AB) ¥y suslituyendo en cada caso el Gltimo
aminoacida con una alanina o una glicina para el aa 21 que ya es una alanita (ver
tabla 5 siguiente). Un péptido Ap1-42 completo bictinilado se usd como control
(Bachem). El-mapeo del epitope se realizé de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Mimotopes). Brevemente, las placas recubiertas con estreptavidina
(NUNC) se bloquearon con BSA 0,1% en PBS toda la noche a 4°C. Después del
lavado con PBS-0,05% Tween 20, las placas se incubaron durante 1 horaa TA
con los diferentes péptidos de la genoteca, se diluy6 en BSA 0,1% , azida sodica
0,1% en PBS a una concentracion final de 10 yM. Después del lavado, las placas
se incubaron durante 1 hora é TA con el anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 o un
anticuerpo 1gG2b de raton isotipo control diluido a 10 pg/mi en BSA 2%, azida
sadica 0,1% en PBS. Las placas se lavaron otra vez y se incubaron con 1gG de
anti-raton de cabra conjugado con fosfatasa alcalina durante 1h a TA. Después
del lavado final, las placas se incubaron con el sustfato de fosfatasa (pNPP) y se
leyeron a 405 nm con un lector de placa de ELISA. |

Se demostré que el anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 ;C2 se unid

especificamente a los péptidos 12, 13, 14y 15 de la primer genoteca, de péptidos.
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Estos 4 péptidos comprenden los aa 12-20 (VHHQKLVFF), 13-21 (HHQKLVFFA),
14-22 (HQKLVFFAE) y 15-23 (QKLVFFAED) de AB1-42 lo cual sugiere que el
epitope se halla en la region de 12-23 de AB. Una segunda genoteca con
sustituciones de alanina se uso para determinar los aa criticos para la unién al
péptido 12-20 (VHHQKLVFF). La unién del anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 se perdio
completamente cuando los aa 16, 17, 19 0 20 esta sustituidos por una alanina, lo
que indica a estos aa son absolutamente criticos para la union del anﬁcuerpo a
AB. La unién del anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 se perdio en forma parcial cuando
se sustituyeron los aa 15y 18.

La union también se perdid casi por completo cuando el aa 14 se sustituyo
con una alanina, lo que indica que el aa 14 es también muy importante para la
union.

Finalmente, se uso una tercera genoteca para determinar si los aa 21,220
23 son criticos para la union del epitope. La union del anticuerpo al aa 15-23 se
redujo cuando el aa 23 se sustituyd con una alanina, lo cual indica que el aa 23 es
también importante para la union. La unién se perdio en forma parcial cuando el

aa 21 se sustituyd con glicina y se perdié en forma leve cuando el aa 2223 se

sustituyd con una alanina.

Tabla 4. Resumen de péptidos usados de la segunda genoteca.
Los aa importantes para la union estan marcados en itélica y subrayados y

los aa absolutamente criticos importantes para la union estan marcados en italica,

en negrita y subrayados

pi220 V. H H Q K L 'V F F
A2 A H H Q K L V F F
A3 V A H Q K L V F F
AMMd V H A Q K L V F F
A5 vV H H A K L V F F
AME V H H Q A L V F F

192




133
M7 V H H Q K A V F F
A8 V. H H Q K L A F F
A9 VO H O H Q K L VvV A F
A20 V H H Q K L V F A
aano. 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tabla 5. Resumen de péptidos usados de la tercer genoteca .
Los aa importantes para la unién estan marcados en italica y subrayados y

los aa absolutamente criticos importantes para la unién estan marcados en italica,

negrita y subrayados

p13-21 H H Q K L VvV F F A

p13-21 G21 H H Q K L V F F G

pl14-22 H Q K L v F F A E
p14-22 A22 H Q K L V F F A A
p15-23 Q K L VvV F F A E D
p15-23 A23 Q K L VvV F F A E A
aa no. 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Ejemplo 15: influencia de la vacunacion pasiva con mACI-01-Ab7 G2
en la carga amiloidea del cerebro en ratones transgénicos hAPP unico

Para evaluar la capacidad in vivo del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7
C2 para unirse y depurar el amiloide soluble fuera del cerebro, se usaron ratones
hAPP Unicos de 6 meses®, apareados en género y sexo para un estudio de
inmunizacién pasiva con diferentes dosis. La carga de amiloide soluble se analizo
en el final del estudio por la recoleccion del cerebro de los animales y por la
realizacion de un ELISA especifico de AR 1-40y AB 1-42 (TGC, Germany).

8-13 animales por grupo recibieron en un intervalo de una semana dos
inyecciones de 100, 300 y 1000 pg de anticuerpo monoclonal en 200u! de PBS
mientras que la inyeccion de PBS solo sirvié como control. Un dia después de la
segunda inyeccion los animales se sacrificaron para la realizaron del analisis

bioquimico de la fraccion amiloidea soluble. Para cuantificar la cantidad de AB 1-
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40 humano y AR 1-42 humano de la fraccion soluble de los homogenizados
cerebros y/o en liquido cefalorraquideo (CSF), se usaron kits de ensayo de
inmunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA) disponibles en el comercio (h
Amyloid § 40 0 B 42 ELISA de alta sensibilidad, TGC, Switzerland). El ELISA se
realizé de acuerdo con el protocolo de los fabricantes. Brevemente, se prepararon
estandares (una dilucion de AR 1-40 o AR 1-42 sintético) y muestras en und
placa de propileno 96 pocillos sin capacidad de unir proteinas (Greiner, Germany).
Las diluciones estandares con concertaciones finales de 1000, 500, 250, 125,
62,5, 31,3 y 15,6 pg/ml y las muestras se prepararon en el diluyente de muestra,
provisto con el kit de ELISA, a un volumen final de 60 pl. Ya que los niveles de
amiloide aumentan con la edad del raton y ya que la evaluacion real requiere que
las lecturas de las muestras estan dentro de la parte lineal de la curva del
estandar, las muestras para el analisis de AB 40 se diluyerqn 2:3, las muestras
para el andlisis de Af 42 no se diluyeron.

Las muestras, estandares y blancos (60 pl) se agregaron a la placa de
polistirol recubierta con anti- AR (el anticuerpo de captura reconoce
selectivamente el extremo C-terminal del antigeno) ademas de un conjugado de
anticuerpo anti-AB selectivo (anticuerpo de deteccidn biotinlado) y se incubo toda
la noche a 4°C para permitir la formacion del complejo anticuerpo-amiloide-
anticuerpo. El dia siguiente, se agregb el conjugado estreptavidina-peroxidasa,
después de 30 mas se agrego la mezcla de TMB/peroxido, lo cual produjo la
conversion del sustrae en un producto coloreado y se midioé la intensidad del color
por medio de la fotometria con un lecior de ELISA con un filtro de 450. la
cuantificacion del contenido Ap de las muestras se obtuvo por comparacion de la
absorbancia de la curva estandar realizada con AB 1-40 o AR 1-42 sintético. Los

datos se expresaron como cambios individuales del valor control medio (en
porcentaje del control).

s
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La cantidad total de AP 40 en los homogenizados de cerebro se podria
reducir en forma significativa y aproximadamente en forma no significativa para r
AR 42 cuando los ratones hAPP solos se inmunizaron pasivamente con dos
inyecciones i.p.del anticuerpo monoclonal ACI-01-Ab7 C2 en una dosis de 300ug
(AR 40: -27,3 * 13,9% con p<0,05; Ap 42: -8,6 = 22,4 con p=0,56; prueba T de
Student no apareada), mientras que 100 y 1.000 pg no tuvieron significacion. La
inmunizacion con 100pg condujo & un aumento de AB 40 y AB 42 de los
homogenizados de cerebro (Af 40: 32,3 % 36,8%; Ap42: 38,3 51 4%) mientras
que el tratamiento con 1.000ug estimuld la tendencia correcta de reduccion de la
carga de amiloide y podria ser potencialmente efecliva con un nimero aumentado
de animales por grupo (AR 40: -2,2 + 26,0%; AP 42: -9,3 + 15,9%). Estos datos
derﬁuestran que en el protocolo de inmunizacién aguda un anticuerbo mACI-01-
Ab7 C2 es capaz de disminuir la cantidad total de AR soluble en el qergbro de este
modelo AD murino. De modo interesante, parece ser que la relacion con la dosis
es transitoria pero se deben realizar mas estudios con grupos mas grande para
obtener datos significantes. |

Ejemplo 16: Influencia de la administracién pasiva crénic9 del mACI-
01-Ab7 C2 en la carga de placa en ratones transgénicos hAPPxPS1 dobles

Para evaluar la capacidad‘ in vivo del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7
C2 para unirse y reducir las placas amiloides del cerebro, se usaron ratones
transgénicos dobles hAPPxPS1'® de 3,6 meses, apareados en género y sexo
para un estudio de inmunizacion pasiva prolongado crénico. Las placas

amiloideas se analizaron en el final del estudio por la histoquimica del cerebro de

los animales por unién con Tioflavina S.

15 animales transgénicos recibieron 16 inyecciones semanales de 500 pg
de anticuerpo monoclonal en PBS. 15 animales se inyectaron con PBS solo,

actuando como controles. Todas las inyecciones se dieron por via intra-peritoneal.

159
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En el momento del sacrificio, los ratones se anestesiaron y se purgd en forma
trans-cardiaca con suero fisioldgico a 4°C para eliminar la sangre de los vasos
cerbrales. Posteriormente, se retird el cerebro del craneo y se separaron el
cerebro anterior y posterior con un corte en el plano coronal/frontal. El cerebro
anterior se dividié finalmente en el hemisferio izquierdo y derecho por medio de un
corte sagital de la linea media. Un hemisferio se fijo posteriormente toda ia noche
en paraformaldehido 4% para el estudio histolégico. Las secciones del micrétomo
Sagittal (40 pym) se cortaron para las incubaciones flotantes libres y se
conservaron a 4°C hasta la tincién en PBS con azida sodica 0,1%. Se tifieron
cinco secciones de diferentes niveles de placas densas con Tié)flavina S. Las
secciones de todos los animales usados se aleatorizaron para la tincion vy
cuantificacion ciega. Las imagenes se obtivueron con un microscopio Leica DMR
equipado con una camara Sony DXC-9100P y sefializaron con una computadora
que empela un programa de computacion Leica Q-Win. La intensidad de luz vy los
ajustes del condensador del microscopio se mantuvieron constantes durante todo
el proceso de adquisicion de imagenes. Todas las imagenes obtenidas se
sometieron a las mismas subrutinas de computador para minimizar el sesgo del
investigador. El umbral de densidad del extendido se aplicd en forma uniforme a
lo largo del analisis. El area del subiculum se selecciond para la cuantificacién
automatica de la carga amiloidea en la tincion con Tioflavina S.

La carga total de placa y el nimero de placas del area deél subiculum se
pudo reducir en forma significativa cuando los ratones hAPP/PS1 dobles se
inmunizaron pasivamente durante 4 meses como se describid anteriormente. Se
pudo lograr una disminucion significaliva de la carga de placa del 31% (mACI-01-
Ab7 C2: 111 £ 0,21% y control: 1,61 + 0,35%; p=0,003, Mann-Whitney U-Test)
mientras que la inmunizacién pasiva crénica redujo en forma significativa la

cantidad de placas en 19% (mACI-01-Ab7 C2: 8,73 + 1,36 y control: 10,78 + 1,36;

19
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p=0,006, Mann-Whitney U-Test), lo que indica que la solubilizacién de las placas
e produjo en una medida ligeramente menor que la ruptura de placa.

Ejemplo 17: Influencia de la vacunacién pasiva con mACI-01-Ab7 C2
sobre la capacidaq de memoria de los ratones transgénicos hAPP simples

Para analizar la capacidad in vivo de! anticuerpo- mACI-01-Ab7 C2 para
madificar 0 aumentar {a funcionalidad cognitiva, se usaron ratones hAPP simples
de 9 meses, aparados en género y edad, para un estudio de inmunizacién pasiva.
Se midi6 la cognicién no espacial en el fin de! periodo de inmunizacién evaluado
por el nueva técnica de reconocimiento de objetos (ORT).

12 animales por grupo recibieron dos inyecciones intraperitoneales de
400pg de anticuerpo monoclonal en 200 de PBS mientras que la inyeccién de f
PBS solo sirvid como control. Un dia después de la segunda inyeccién reestudio
la capacidad cognitiva con la nueva técnica de reconocimiento de objetos
(ORT)"* ", Para el enrolamiento ORT, los ratones se colocaron durante 10
minutos en una pista de comportamiento y se los enfrentd con un objeto nuevo
desconocido. Se registrd el tiempo de exploracion. Tres horas después los
mismos animales se re-colocaron en la misma pista para una 2% sesién‘pero
enfrentado al objeto viejo previamente explorado, y a un objeto nuevo adicional.
De nuevo, se registraron los tiempos de exploracién para ambos objetos y se
calcularon los Indices de cognfcién resultante como la relacion del tiempo de
exploracion del nuevo objeto con respecto al tiempo de exploracion total y se
expresaron como cambios proporcionales con el control, |

La vacunacion pasiva con mACI-01-Ab7 G2 v condujo a un aumento
significativo de las capacidades de memoria cognitiva en ratones transgénicos
simples AD (mACI-01-Ab7 C2: 131,6 £9,1% y control:100,0 % 8,2% con p<0,05;
prueba T de Student no apareada y n=12 por cada grupo).
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Depdsitos:
Las siguientes lineas celulares de hibridoma redepositaron con el
“Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)en

Braunschwelg, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, bajo las
disposiciones del Tratado de Budapest: |

Designacion de Designacion del Fecha de dep6sito | No de acceso
la linea del anticuerpo
hibridoma
01 de diciembre de DSM |
FP 12H3 mACI-01-Ab7 2005; ACC2752
| | 01 de diciembre de | DSM
FP 12H3-C2 mACI-01-Ab7C2 .
2005 ACC2750
01 de diclembre de | DSM
FP 12H3-G2 mACI-01-Ab7G2 2005 ACC2751
8 de diciembre de | DSM
ET 7E3 mACI-02-Ab6
2005 ACC2755
8 de diciembre de | DSM
EJ 7H3 mMACI-24-Ab4
__ 2005 ACC2756
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Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> GREFERATH, RUTH
HICKMAN, DAVID
MUHS, ANDREAS
PFEIFER, ANDREA
NICOLAU, CLAUDE

<120> ANTICUERPO MONOCLONAL
<130> 12593-001-999 (089667-0106)

<140> 11/637,213
<141> 2006-12-11

<150> EP 05027092.5
<151> 2005-12-12

<150> EP 06014729.5
<151> 2006-07-14

<150> EP 06020766.9
<151> 2006-10-02

<160> 45

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His GlIn
1 5 10 15

<210> 2

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
?sp Ala Glu Phe érg His Asp Ser Gly Tyr Glu val His His GIn Lys
10

<210> 3

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp ser Gly Tyr Glu val His Gln Lys
1 5 10 15

<210> 4

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Pagina 1



Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt
<400> 4

Glu Asp val Gly Ser Asn Lys Gly Ala {ge ITe Gly Leu Met
1 5

<210> 5

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met val Gly iéy val val
1 5

<210> 6

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6 _ o
Asp Ala Glu Phe Arg His Asp ser Gly Tyr Glu val His His Gln Lys
1 S 10 15

Leu

<210> 7

<211> 112

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7

Asp val val Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Pro val Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp GIn Ala Ser Ile Ser Cys'Arg Ser Ser GIn Ser Leu val Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly ggp Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly GIn ser
40 45

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe ser Gly val Pro

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

ser Arg val Glu Ala Glu Asp Leu Gly val Tyr Phe Cys ser Gln ser
85 90 95

Thr His val Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 108§ 110

Pigina 2
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<210> 8
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus m
<400> 8

1

Ser Leu Lys
Gly Met Ser

Ala Ser Ile
50

Lys Gly Arg
Leu Gln Met
Ala Ser Gly

<210> 9
<211> 336
<212> DNA
<213> Mus m

<400> 9
gatgttgtga

atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcec
agcagagtgg
tggacgttceg
<210> 10
<211> 417
<212> DNA
<213> Mus m

<400> 10
atgaagttgc

gttgtgatga

Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt

usculus

Glu val Gln Leu val Glu Ser Gly
5

Leu Ser Cys Ala Ala

20

Trp val Arg GIn Thr

40

Asn Ser Asn Gly Gly

55

Phe Thr Ile Ser Arg

70

Ser Ser Leu Lys Ser

85

Asp Tyr Trp Gly Gln

uscuius

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggceca
cagacaggtt
aggctgagga
gtggaggcac

usculus

ctgttaggct

cCCaaactcc

tccactctcc
gagccttgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt

caagctagaa

gttggtgctg

actctccctg

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

Pro Asp Lys

Ser Thr Tyr

Asp Asn Ala
75

Glu Asp Thr
90

Gly Ser Thr

ctgcctgtca
tatagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttctgct

atcaaa

atgttctgga

cctgtcagtc

val Gln Pro

Thr Phe Ser
30

Arg Leu Glu
45

Tyr Pro Asp
60

Lys Asn Thr

Ala Met Tyr

Leu Thr val
110

gtcttggaga
gagacaccta
acaaagtttc
cagatttcac

ctcaaagtac

ttcctgette

ttggagatca

Pagina 3

Gly Gly
15 :

ser Tyr
Leu val
Ser val
Leu Tyr

Tyr Cys'
95

Ser Ser

tcaagcctec
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttcct

cagcagtgat

agcctecatc

60
120
180
240
300
336

60
120

16F



tcttgcagat
ctgcagaagc
ggggtcccag
agagtggagg
acgttcggtg
<210> 11

<211> 336
<212> DNA

Spanish version

ctagtcagag
caggccagtc
acaggttcag
ctgaggatct

gaggcaccaa

<213> Mus musculus -

<400> 11
gaggtgcagce

tcctgtgceag
ccagacaaga
ccagacagtg
ctgcaaatga
tactggggcc
<210> 12

<211> 408
<212> DNA

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggaatt
tgaagggccg
gcagtctgaa

aaggctccac

<213> Mus musculus

<400> 12
atgrasttsg

gtgcagctgg
tgtgcagect
gacaagaggc
gacagtgtga
caaatgagca

tggggccaag

<210> 13
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo

<220>

ggytcagmtt
tggagtctgg
ctggattcac
tggaattggt
agggccgatt
gtctgaagtc

gctccactct

sapiens

<221> MOD_RES

<222> (2)..

(2)

<223> Asn or Gln

<220>

ccttgtatat
tccaaagctc
tggcagtgga
gggagtttat

gctagaaatc

tgggggaggc
cactttcagt
ggtcgcaagc
attcaccatc
gtctgaggac

tctcacagtc

grttttcctt
gggaggctta
tttcagtagce
cgcaagcatc
caccatctcc
tgaggacaca

cacagtctcc

- Substitute_Sequence_Listing.txt

agtaatggag
ctgatctaca
tcagggacag
ttctgetcte

aaacgggctg

ttagtgcagc
agctatggca
atcaatagta
tccagagaca
acagccatgt

tcctca

gcccttattt
gtgcagcctg
tatggcatgt
aatagtaatg
agagacaatg
gccatgtatt

tcagccaaaa

acacctattt
aagtttccaa
atttcacact
aaagtacaca

atgctgcacc

ctggagggtc
tgtcttgggt
atggtggtag
atgccaagaa

attactgtgce

taaaaggtgt
gagggtccct
cttgggttcg
gtggtagcac
ccaagaacac
actgtgcaag

caacaccc

Pagina 4

acattggtac:
ccgattttct,
caagatcagc
tgttccttgg

aactgta

cctgaaactce
tcgccagact
cacctattat
caccctgtac

aagtggtgac

ccaatgtgag
gaaactctcc
ccagactcca
ctattatcca
cctgtacctg

tggtgactac

180
240
300
360
417

60
120
180
240
300
336

60
120
180
240
300
360
408

765



<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
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MOD_RES

(5)-. (5) _

Ala, val, Leu, noleucine, Met, Phe o Ile

MOD_RES

(6)..(6) ]

Ala, val, Leu, noleucine, Met, Phe o Ile

MOD_RES

(7)..(7) ,

Ala, val, Leu, noleucine, Met, Phe or Ile

MOD_RES

(8)..(8)

Ala, val, Leu, Ser or Ile

MOD_RES

(9)..09)

Glu o Asp

MOD_RES

(10)..(10

Glu o Asp

13
His Xaa Lys Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10

14

11

PRT

Homo sapiens

MOD_RES

(1. (D)

His, Asn, Gln, Lys o Arg

MOD_RES

3..3

Asn o GlIn

MOD_RES

H..@

H1s, Asn, GlIn, Lys o Arg

MOD_RES

5)..(%

Ala, val, Leu, Ser o Ile

MOD_RES

(6)..(6)

<222>

Pagina 5
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Spanish version - Substitute_Sequence_Listingitxt

<223> Ala, val, Leu, Ser o Ile
<220>

<221> MOD_RES

<222> (9)..(9)

<223> Ala, val, Leu, Ser o Ile
<220>

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> Glu o Asp

<220>

<221> MOD_RES

<222> (11)..(QD

<223> Glu o Asp

<400> 14

Xaa His Xaa Xaa Xaa Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa
1 5 10
<210> 15

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MOD_RES

<222> (..

<223> His, Asn, GlIn, Lys o Arg
<220>

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Ash o Gln

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5)..(%)

<223> Ala, val, Leu, noleucine, Met, Phe o0 Ile
<220>

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Ala, val, Leu, Ser o Tle
<220>

<221> MOD_RES

<222> (9)..(9)

<223> Glu o Asp

<220>

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> Glu o Asp

<400> 15

iaa Xaa Lys Leu Xaa Phe phe Xaa Xaa Xaa
5

10

Pagina 6
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt
16 '

10
PRT .
Homo sapiens

MOD_RES

2)..(2)

Asn or Gln

MOD_RES

5)..(5 _

Ala, val, Leu, norleucina, Met, Phe o Ile

MOD_RES

(8)..(8)

Ala, val, Leu, Ser o Ile

MOD_RES

D..9

Glu o Asp

MOD_RES

(10)..Q10)

Glu or Asp

16
His Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa
1 5 10

17

10

PRT

Homo sapiens

<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

MOD_RES
..
H1s, Asn, GIn, Lys o Arg

MOD_RES
(2)..(2)

Asn o0 Gln

MOD_RES
(5)..(5)

Ala, val, Leu, norleucina, Met, Phe o Ile

MOD_RES
(8)..(8)
Ala, val, Leu, Ser o Ile

Pagina 7
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<221>
<222>
<223>

<400>

Xaa Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Asp
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>

MOD_RES
(..
Glu or Asp

17
10

18

10

PRT

Homo sapiens

MOD_RES
..
Asn or Gln
MOD_RES
5..(5 ]
Ala, val, Leu, norleucina, Met, Phe o Tle
MOD_RES
(8)..(8)
Ala, val, Leu, ser o Ile
MOD_RES
(9..(9
Glu o Asp
4 18
H1s Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Asp
1 5 10
19
10
PRT

<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

Homo sapiens

MOD_RES
..
H1s, Asn, GIn, Lys o0 Arg

MOD_RES
(2)..Q2)

Asn o Gln

MOD_RES
(3)..(3)
Lys, His, Asn, Gln o Arg

MOD_RES
Pagina 8
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>
Xaa Xa
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
val Hi
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Asp va
1

Asp Gl

Asn G1

Ala, val, Leu, norleucina, Met, Phe o Ile

Phe

Phe

Thr

Xaa

Phe

Pro

(5)..(5)

MOD_RES

(8)..(8)

Ala, val, Leu, Ser o Ile

MOD_RES

@®..(9

Glu o Asp

MOD_RES

(10)..Q10)

Glu o Asp

19

a Xaa Leu Xaa Phe
5

20

11

PRT

Homo sapiens

20

s His Lys Leu val
5

21

219

PRT

Mus musculus

21

1 val Met Thr Gln
5

n Ala Ser Ile Ser

20

y Asp Thr Tyr Leu
35

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr

Asp Ar
65

Ser Ar

g Phe ser Gly ser
70

g val Glu Ala Glu
85

Cys

His

Asp

Arg

Trp

40

val

Ser

Leu

Xaa

Ala

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Xaa
10

Glu Asp
10

Ser Leu
10

Ser Gln
Leu Gln
Asn Arg
Thr Asp

75

val Tyr
90

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Pagina 9

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Ser

val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Leu

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln
95

Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

At



Thr His

Arg Ala

GIn Leu
130

Tyr Pro
145

Gln Asn

Thr Tyr

Arg His

Pro Ile

210

<210> 22
<211> 44

val

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

195

val

8

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 22

Pro

100

Ala

Ser

Asp

val

Met

180

Ser

Lys

§1u val GIn Leu

Ser Leu

Gly Met

Ala ser

50

Lys Gly

Leu GIn

Ala Ser

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

Leu

20

Trp

Asn

Phe

ser

Asp

Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt

Trp Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
105

Ala

Gly

Ile

Leu

165

ser

Tyr

Ser

val
S

Ser

val

ser

Thr

ser

85

Tyr

Pro

Gly

Asn

150

Asn

Ser

Thr

Phe

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Trp

Thr

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Gly

val
120
Ser
Lys
Trp
Leu
Glu
200

Arg

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

Ser

Gln

Ser

val

Trp

Thr

Thr

185

Ala

Asn

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly

Ile

val

Lys

Asp

170

Leu

Thr

Glu

Gly
10

Gly
Asp
Thr
Asn
Asp
90

Ser

Phe

cys

Ile

155

Gln

Thr

His

Cys

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Thr

Pagina

Pro
Phe
140
Asp
Asp

Lys

Lys

val
Thr
Arg
Tyr
60

Lys

Ala

Leu
10

Pro

125

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
205

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Met

Thr

Glu Ile Lys

110

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

190

Ser

Pro

ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

val

Ser
Asn
Glu
Asp
175

Tyr

Thr

Gly
15

Ser
Leu
Ser
Leu
TYyr
95

Ser

Glu

Phe

Arg

ser

Glu

sSer

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

cys

sSer

A1



Ala

Asp

Phe

145

Ser

Ser

Thr

Leu

Lys

val

Thr

Asp

Gin

Ser

305

Lys

Ile

Lys

Thr

130

Pro

val

sSer

Cys

Glu

210

Glu

Phe

Pro

val

Thr

290

Thr

Cys

Ser

Thr

115

Thr

Glu

His

ser

Ser

195

Pro

cys

Ile

Lys

GIn

275

GIn

Leu

Lys

Lys

100

Thr

Gly

ser

Thr

val

180

val

Ser

His

Phe

val

260

Ile

Thr

Pro

val

Ile
340

Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt
105 ‘

Pro

Ser

val

Phe

165

Thr

Ala

Gly

Lys

Pro

245

Thr

Ser

His

Ile

Asn

325

Lys

Pro Ser val

Ser

Thr

150

Pro

val

His

Pro

230

Pro

Cys

Trp

Arg

Gln

310

Asn

Gly

val

135

val

Ala

Pro

Pro

Ile

215

Pro

Asn

val

Phe

Glu

295

His

Lys

Leu

120

Thr

Thr

Leu

Ser

Ala

200

Ser

Ala

Ile

val

val

280

Asp

Gln

Asp

val

Tyr

Leu

Trp

Leu

sSer

185

Ser

Thr

Pro

Lys

val

265

Asn

Tyr

ASp

Leu

Pro

Gly

Asn

Gln

170

Thr

Ser

Ile

Asn

Asp

250

Asp

Asn

Asn

Trp

Pro

330

Ala

110

Leu Ala Pro Gly Cys

Cys

ser

155

Ser

Trp

Thr

Asn

Leu

235

val

val

val

Ser

Met

315

Ser

Pro

Pagina

Leu

140

Gly

Gly

Pro

Thr

Pro

220

Glu

Leu

Ser

Glu

Thr

300

Ser

Pro

GIn

125

val

Ser

Leu

Ser

val

205

Cys

Gly

Met

Glu

val

285

Ile

Gly

Ile

val

Lys

Leu

Tyr

Gln

190

Asp

Pro

Gly

Ile

Asp

270

His

Arg

Lys

Glu

Tyr
350

Gly

Ser

Thr

175

Thr

Lys

Pro

Pro

Ser

255

Asp

Thr

val

Glu

Arg

Ile

Gly

Tyr

Ser

160

Met

val

Lys

Cys

Ser

240

Leu

Pro

Ala

val

Phe

320

Thr

Leu

172



Pro

Leu

Asn

385

Ser

Lys

Leu

Pro

val

370

Gly

Asp

Trp

Lys

<210> 23
<211> 16

<212>
<213>

<400> 23

Arg Ser Ser Gln Ser
1

<210> 24
<211> 7
<212> PR

<213>

<400> 24

Lys val Ser Asn Arg
1

<210> 25
<211> 9
<212> PR

<213>

<400> 25

Ser Gln Ser Thr His
1

<210> 26
<211> 10
<212> PR

<213>

<400> 26

61{ Phe Thr Phe Ser

Pro

355

val

His

Gly

Glu

Asn
435

PRT
Mus musculus

T

T

T

Ala

Gly

Thr

Ser

Lys

Tyr

Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt

Glu GIn Leu Ser Arg Lys Asp val Ser Leu Thr Cys.
360

Phe

Glu

Tyr

405

Thr

Tyr

5

Mus musculus

5

Mus musculus

5

Mus musculus

5

Asn

Glu
390

Phe

Asp

Leu

Leu

Phe

val

Ser

Pro Gly
375

Asn Tyr
Ile Tyr

Ser Phe

Lys Lys

val Tyr

Ser

Asp Ile

Lys Asp

ser Lys
410

Ser Cys
425

Thr Ile

Ser Asn
10

Pro Trp Thr

Tyr Gly Met Ser
10

ser
Thr
395
Leu

Asn

Ser

Gly

val

380

Ala

Asn

val

Arg

Asp

Pagina 12

365

Glu

Pro

Met

Arg

Ser
445

Thr

Trp

val

Lys

His

430

Pro

Tyr

Thr

Leu

Thr
415

Glu

Gly

Leu
15

Ser

Asp:

400

Ser

Gly

Lys

His

p=

T
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<210> 27

<211> 17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

Ser Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyg Tyr Pro Asp Ser Vi} Lys Gly
1 5 1

<210> 28
<211> 3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 28
Gly Asp Tyr
1

<210s> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220> ] ]
<223> péptido usado en la segunda libreria

<400> 29
val His His GIn Lys Leu val Phe Phe
1 5

<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artifical

<220>
<223> péptido usado en la segunda libreria

<400> 30
Ala His His Gln Lys Leu val Phe Phe
1 S

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> péptido usado en la segunda libreria

<400> 31
Vi] Ala His Gln Lys Leu val Phe Phe
5

<210> 32
<211> 9
<212> PRT

Pagina 13



<213>

<220>
<223>

<400>

Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt
Secuencia artificial

péptido usado en la segunda libreria
32

val His Ala Gln Lys Leu val Phe Phe
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

9

PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la segunda libreria
33

val His His Ala Lys Leu val Phe Phe
5

34

9

PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la segunda libreria

34

val His His GIn Ala Leu val Phe Phe
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

9

PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la segunda libreria
35

Vi1 His His GlIn Lys Ala val Phe Phe
5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

36

9

PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la segunda libreria
36

vi1 His His GIn Lys Leu Ala Phe phe
5

<210>

37
pagina 14

3



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt
9

PRT . . - .
Secuencia artificial

péptido usado en la segunda libreria
37

val His His GIn Lys Leu val Ala Phe
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

38
9
PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la segunda libreria
38

val His His GIn Lys Leu val Phe Ala
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39
9
PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la segunda libreria
39

His His GIn Lys Leu val Phe Phe Ala
1 S

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

9

PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la tercera libreria
40

His His GIn Lys Leu val Phe Phe Gly
5

41
9
PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la tercera libreria
41

H}s Gln Lys Leu val Phe Phe Ala Glu
5
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Spanish version - Substitute_Sequence_Listing.txt

42
9
PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la tercera libreria

42

His Gln Lys Leu val Phe Phe Ala Ala
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

43

9

PRT

Secuencia artificial

péptido usado en la tercera libreria

43
GIn Lys Leu val pPhe Phe Ala Glu Asp
1 5
44
9
PRT
Secuencia artificial

<213>

<220>
<223>

<400>

péptido usado en la tercera libreria

44

GIn Lys Leu val Phe Phe Ala Glu Ala
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

45

12

PRT

Homo sapiens

45

Xa1 His His Gln ;ys Leu val Phe Phe Ala Glu Asp
1

Pagina 16
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente

equivalente o partes funcionales del mismo:

(a) anticuerpo que después de la co-incubacion con péptidos monoméricos
amiloides, en particular péptidos monoméricos B-amiloides tales como, por éjemplé, los
péptidos monoméricos AR 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los péptidos
monomeéricos AB+.2, inhibe la agregaciéh de los monémeros A a fibrillas poliméricas d_e alto

peso molecular;

(b) anticuerpo que después de la co-incubacion con fibrillas o filamentos preformados
amiloides poliméricos de alto peso m.olecular formados por la agregacion dé péptidos
amiloides monomeéricos, particularmente péptidos B amiloides monomericos tales como, por
ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1—39, 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente
peéptidos AB1.s, monoméricos, es capaz de inducir una transicién de la conformacion de
lamina B a una conformacion de arrollamiento al azar en una localizacién dada de la
molécula, que produce un aumento de la conformacion enrollada al azar a expensas 'de la
conformacion de lamina B y una solubilizacion mejorada de las fibrillas o filamentos

amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados;

(c) anticuerpo que después de la co-incubacién con péptidos amiloides
monoméricos, particularmente péptidos B-amiloides monoméricos tales como, por ejemplo,
los péptidos AR monoméricos 1-39, 1.'40’ 1-41, 1-42 o 1-43, pero especiaimente los
péptidos ABs.4, monoméricos, inhibe la agregacion de los mondémeros AR a fibrillas o
filamentos poliméricos de alto peso molecular y ademas, después de la co-incubacion con
fibrillas o filamentos preformados amiloides poliméricos de alto peso molecular formados por
la agregacion de péptidos amiloides monoméricos, par’ticularmente' péptidos B-ami‘loides
monoméricos tales como, por ejemplo, los péptidos AB monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42

0 1-43, pero especialmente los péptidos AR, monoméricos, es capaz de desagregar las

fibrillas o filamentos poliméricos preformados;

(d) anticuerpo que se une en -forma directa y'espec':ifica a las fibras. AR por
localizacion de una regién epitopica del polipéptido de AB limitado por los residuos de

aminoacidos aa,-aam, siendo n un niimero entero entre 13 y 15, pero especialmente 14 ym
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un numero entero entre 22 y 24, pero especialmente 23, donde n y m no pueden ser
numeros idénticos y n siempre debe ser un numero mas pequefio que m, con la diferencia

entre n y m22;

(e) anticuerpo o fragmento que se une a un monomero A con una afinidad de union
de por lo menos aproximadamente 1 x 10° a por lo menos aproximadamente 1 x 107,
particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x. 10° a por lo menos
aproximadamente 1 x 107, mas particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 107 a
por lo menos aproximadamente 1 x 108, aun mas particularmente de por lo menos
aproximadamente 1 x 107 a por lo menos aproximadamente 4 x 107 pero, con preferencia,

no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina precursora amiloide

(APP);

(f)  anticuerpo o fragmento que se une a una fibra, fibrilla o filamento de AB con una
afinidad de unién de por lo menos aproximadamente 1 x 107 a por lo menos
aproximadamente 1 x 10, particularmente de por lo menos éproximadamente 1x 107 a por
lo menos aproximadamente 1 x 10, mas particularmente de po'r lo menos aproximadamente
1 x 10°® a por lo menos aproximadamente 1 x 10, atin mas particularmente de por lo menos
aproximadamente 1 x 10® a por lo menos aproximadamente 5 x 10®, pero, con preferencia,

no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina precursora amiloide

(APPY);

(g) anticuerpo que incorpora pbr lo menos una de las propiedades seleécionadas del
grupo que consiste en inhibicién de la agregacion, desagregacioén, induccién de la transicion
conformacional, reconocimiento y unién directa a un epitope, particularmente un epitope
discontinuo de la conformacién en la region 14-23, particularmente en la 14-20, lo que
reduce o disminuye la velocidad de formacion de placas amiloides, disminuyendo la cantidad
total de A soluble del cerebro, disminuyendo la carga de placas en el cerebro, reduciendo la
proporcion de placas del cerebro, reteniendo o aumentando la capacidad de memoria

cognitiva, pero especialmente una combinacion de dos o mas de dichas propiedades; 6,

(h) anticuerpo que se ha preparado contra una construccién antigénica
supramolecular que comprende un péptido antigénico correspondiente a la secuencia de

aminoacidos del péptido B-amiloide, particularmente del pépﬁdo B-amiloide ABy..15, AB1—16 Y

TH
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AB1—1ea14), Modificado con residuos hidrofébicos tales como, por ejemplo, acido palmitico o
| un residuo hidrofilico tal como, por ejemplo, polietilengliéol (PEG) 0 una combinacién de
ambos, donde dicho residuo hidrofébico y fesiduo hidrofilico, respectivamente, esta unido en
forma covalente a cada extremo a través de un aminoéacido tal como, por ejemplo, lisina o

cualquier aminoacido o analogo del aminoacido adecuado capaz de servir como molécula

conectora.

2. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, anticuerpo
que inhibe la agregacién de los monémeros AR a fibrillas poliméricas d;e alto peso molecular
por lo menos un 50%, particularmente por lo menos un 60%, particula“rmente por lo menos
un 65%, mas particularmente por lo menos un 75%, aun mas particulalrmente por lo menos
un 80%, pero especialmente por lo menos un 85%-90% o mas en ¢omparacion con los

respectivos mondémeros de péptidos amiloides incubados en buffer (control).

3. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2,
anticuerpo que se co-incuba con péptidos amiloides monoméricos a una relacién de

concentraciones molares de hasta 1:100

4. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la reivindicaciéon 3, anticuerpo
que exhibe su propiedad de inhibicion de la agregacion después de la co-incubacién con

péptidos amiloides monoméricos a una relacion de concentraciones molares de entre 1:30 y

1:100.

5. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la reivindicacién 3.0 4,
anticuerpo que exhibe su propiedad de inhibicion de la agregacion después de la co-

incubacion con péptidos amiloides monoméricos durante 48 horas a una temperatura de

37°C.

6. Un anticuerpo monoclonal que inciuye cualquier anticuerpo funcionalmente

equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la reivindicacién 5, anticuerpo
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que después de la co-incubacidn a una relacién de concentraciones molares de entre 1:30 y
1:100, en particular en una relaciéon de 1:100 con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos
de alto peso molecular preformadas formados por la agregacién de péptidos amiloides
monomeéricos, particularmente péptidos B-amiloides monoméricos tales como, por ejemplo,
los péptidos AR monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 0 1-43, pero espeéialmente los péptidos
ABi42 monoméricos, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos
preformados en por lo menos 35%, particularmente en por Ib menos 40%, mas
particularmente en por o menos 50%, aun mas particularmente en por lo menos 60%, pero

especialmente en por lo menos 70% o mas.

7. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquie( anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo-con cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, donde la inhibiciéon de la agregacion y el potencial de desagregacién del
anticuerpo, respectivamente, se determina por ultracentrifugaciéon en gradiente de densidad

seguida de analisis de sedimentacion por SDS-PAGE en un gradiente preformado.

8. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, donde la inhibicién de la agregacion y el potenéial de desagregacion
del anticuerpo, respectivamente, se determina por el ensayo de tioflavina T (Th-T)

fluorescente.

9. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1(b), anticuerpo
que es capaz.de-inducir-un aumento de .Ia conformacion enrollada al azar a expensas.de la
conformacién de ldmina B con reduccion de esta Ultima en por lo menos 30%,
particularmente en por lo menos 35%, y mas particularmente en por lo menos 40% y mas, en

comparacion con las fibrillas o filamentos amiloides poliméricos preformados respectivos

incubados en buffer (control).

10. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde la transiciéon de la conformaciéon secundaria tiene lugar

en el ambiente de la Val12 de la proteina AB.
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11.  Un anticuerpo monoclonal que incluye cualqujer anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales dél mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde la co-incubacién con fibrillas o, filamentos amiloides
poliméricos de alto peso molecular preformados se realizdé durante 24 horas a una

temperatura de 37°C.

12. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde el potencial del anticuerpo para ‘inducir una transicién

en la estructura secundaria se determina por espectroscopia RMN en estado sdlido.

13.  Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1(c), donde la
co-incubacién con péptidos amiloides monoméricos y fibrillas o filamentos amiloides
poliméricos de alto peso molecular preformados, respectivamente; tiene lug'ar a una relacién

de concentraciones molares de hasta 1:100.

14. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionaimente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la reivindicaciéon 13, donde la co-
incubacién con péptidos amiloides monoméricos vy fibrillas o filamentos amiloides poliméricos
de alto peso molecular preformados, respectivamente, tiene lugar a una relacion de

concentraciones molares entre 1:30 y 1:100, particularmente. a una relacién de

concentraciones molares de 1:100.

15.  Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, donde la co-incubacién con péptidos amiloides monoméricos y
fibrillas o filamentos amiloides polimériqos de alto peso molecular preformados se realiza

durante 48 horas y 24 horas, respectivamente, a una temperatura de 37°C.

16. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, anticuerpo que es capaz de desagregar las fibrillas o

filamentos poliméricos preformados en por lo menos 10%, particularmente en por lo menos
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25%, mas particularmente en por lo menos 35%, aun méas particularmente en por lo menos

50%, pero especialmente en por lo menos 60-70% o mas.

17. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, anticuerpo que inhibe la agregacion de péptidos amiloides
monoméricos, particularmente péptidos B-amiloides monoméricos tales como, por ejemplo,
los péptidos AR monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los péptidos
AB+..2 monoméricos en por lo menos 50%, particularmente en por lo menos 65%, mas
particularmente en por lo menos 75%, ain mas particularmente en por lo menos 80%, pero
especialmente en por lo menos 85-90% 0 mas, en comparacion con los mondémeros del

peptido amiloide respectivo incubados en buffer (control).

18. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticUe;po funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que incorpora la propiedad de
inhibicion de agregacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes y la
propiedad de desagregaciéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicadiones precedentes

ademas de la propiedad de ruptura de la lamina B de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones precedentes.

19. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, que reconoci6 la conformacion nativa del amiloide ya que se

une especificamente a los oligémeros y fibras de amiloide pero no a las especies amiloides

no linealizadas.

20. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo  de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, anticuerpo o fragmento que presenta una afinidad de unién
con una fibra, fibrilla o filamento de AR due es por lo menos 5 veces, particularmente por lo
menos 10 veces, mas particularmente por 1o menos 15 veces, superior a la afinidad de unién

de un monémero de AB.
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21. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que incorpora por lo menos una de
las propiedades de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, o sea
inhibiciébn de la agregacion, induccién de desagregacién, inducciéon de la transicion
conformacional, reconocimiento y unién directa a una region epitopica del polipéptido AR,

pero especialmente una combinacién de dos o mas de dichas propiedades.

22. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes que incluye cualquier anticuerpo func;ionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, anticuerpo due exhibe alta especificidad con los péptidos
monomericos AB.4, pero esencialmente no muestra reactividad cruzada con los péptidos

monomericos AB1.as, AB1.39, AB1.40 Y/0 AB1.41.

23. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicécién 22 que incluye
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo
es hasta 100 veces, particularmente 50 a 100 veces, mas particularmente 80 a 100 veces,
pero especialmente 100 veces mas sensible al péptido amiloide AB4.42 €n comparacion con
AB138, AB1.39, AB1.40, AB1.41Y €S Capaz de inhibir, in vitro e in vivo, la agregacion de péptidos

monomeéricos amiloidogénicos.

24. Un anticuerpo rr;onoclonal de acuerdo con las reivindicaciones 22 o 23 que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
anticuerpo que tiene una alta sensibilidad de unién al péptido amiloide ABi., y es capaz de
detectar las fibras AB.42 €n una concentraciéon de hasta 0,01 pg, pero particularmente en un
rango de concentraciones entre 0,5 ug y 0,01 pg, mas particularmente éntre 0,1 pg y 0,01

Mg, pero especialmente en una concentraciéon de 0,01 pg'.

25. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equfvalente 0 bartes
funcionales del mismo, anticuerpo que es capaz de disminuir la cantidad total de AB soluble
en el cerebro de un animal, particularmente un .mamifero, pero especialmente un ser
humano que sufre una enfermedad o afeccién que conduce a concentraciones aumentadas

de AB soluble en el cerebro.
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26. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, anticuerpo que es capaz de alterar A las placas, disminuyendo de este
modo la carga de placas en el cerebro de un animal, particdlarmente un mamifero, pero
especialmente un ser humano que sufre una enfermedad o afeccién que conduce a una

carga de placas aumentada en el cerebro.

27. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 26 que incluye cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, dicho anticuerpo
disminuye la carga de placas en el cerebro en por lo menos 20%, particularmente en por lo

-menos 25%, mas particularmente en por lo menos 30%, alin mas particularmente en mas de

30%.

28. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 26 que incluye
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo
que es capaz de solubilizar las placas, lo cual conduce a la reduccién de la cantidad de
placas en el cerebro de un animal, partiéulérmente un mamifero, pero especialmente un ser

humano que sufre una enfermedad o afeccion que conduce a una carga de placas

aumentada en el cerebro.

29. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 26 que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que reduce la
cantidad de placas en el cerebro en por lo menos 10%, particularmente en por lo menos

15%, mas particularmente en por lo menos 20%.

30. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacion 1(g) que incluye
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo
que incorpora por lo menos 2, particularmente por lo menos 3, mas particularmente por lo
menos 4, aun mas particularmente por lo menos 5, 6, 7 u 8, bero especialmente todas las

propiedades mencionadas anteriormente.

31.  Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente

equivalente o partes funcionales del mismo:

23%
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(a) anticuerpo que reconoce y se une a por lo menos un sitio de unién distinto,
particularmente a por lo menos dos sitios de union distintos en la proteina B-amiloide donde
el dicho por lo menos uno o dichos por lo menos dos sitios de unién distintos comprenden
por lo menos un residuo de aminoacido- y por lo menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, involucrados en forma predominante en la unién del
anticuerpo, donde, en una realizacion especifica de la invencién, el por lo menos un residuo
que constituye el primer sitio de unién distinto es Leu y los por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos, que constituyen el segundo sitio de unién distinto, son —Phe-Phe-

incluidos en la siguiente secuencia nuclear:
— Xaa; — Xaa, — Xaa; — Leu -Xaa, — Phe — Phe — Xaas—Xaag— Xaa;—,
donde

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende His, Asn,

GIn Lys y Arg;
Xaaes un residuo de aminoécidd seleccionado del grupo que comprende Asny GIn;

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Lys, His,

Asn, GIn y Arg;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu, Ser e lle;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp,
Xaay es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp.

(b) anticuerpo que reconoce y ée une a por lo menos un sitio de unidén distinto,
particularmente a por lo menos dos sitios de union distintos, mas particularmente a por lo
menos tres sitios de unién distintos de la proteina B-amiloide, donde dichos sitios de uniéon
distintos comprenden por lo menos uﬁo y por lo menos dos residuos de aminoacidos

consecutivos, respectivamente, involucrados en forma predominante en la unién del
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anticuerpo, donde el por lo menos uno y los por lo menos dos aminoacidos consecutivos,
que estan separados por lo menos por un residuo de aminoacido no involucrado en la unién
al anticuerpo o en una medida significativamente menor en comparacion con los residuos de
aminoacidos involucrados en forma predominante en la unioén del anticuerpo, son -His- y —

Lys-Leu-, respectivamente, incluidos en la siguiente secuencia nuclear:
— His — Xaa; — Lys — Leu ~ Xaaz— Xaa,— Xaas—Xaas- — Xaa; — Xaag —, donde
Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Asn y Gin;

Xaas es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaag4 es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu, norleucina, Met, Phe ¢ lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu, Sere lle;

Xaayes un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp;

Xaages un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp

y donde dichos residuos de aminoacidos Xaa, Xaa; Xaas Xaa; Xaag no estan
involucrados en la unién al anticuerpo o en una medida significativamente menor en

comparacion con el sitio de unién —His- y —Lys-Leu-.

(c) anticuerpo que reconoce y se une a por lo menos un sitio de unién distinto,
particularmente a por lo menos dos sitios de unién distintos, més particularmente a por lo
menos tres sitios de unién distintos de la proteina B-amiloide, donde dichos sitios de unién
distintos comprenden por lo menos uno y por lo menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, involucrados en forma predominante en la union del

anticuerpo, donde los por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos que
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representan un primer sitio de union son -Phe-Phe- y. el por lo menos un residuo de

aminoacido es —His-, incluidos en la siguiente secuencia nuclear:
— Xaa, — His — Xaa; — Xaa, — Xaas—Xaag — Phe -~ Phe — Xaa; — Xaag — Xaag —,

donde

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende His, Asn,

GIn, Lys y Arg;

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Asn vy

Gin;

Xaa, es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que comprende His; Asn,

GIn, Lys y Arg;

Xaas es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu, Sere lle;

Xaag es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu e lie;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu e llg;
Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp,

Xaages un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp,
y donde dichos residuos de aminoacidos Xaa;, Xaa; Xaas Xaa; Xaag y Xaag no estan
involucrados en la unién al anticuerpo o en una medida significativamente menor en

comparacion con el sitio de unién His y —Phe-Phe-.

(d) anticuerpo que reconoce y se une a por lo menos un sitio de unién distinto,
particularmente a por lo menos dos sitios de unién distintos, mas particﬁlarmente a por lo
menos tres sitios de unién distintos de la proteina B-amiloide, donde dichos sitios de union
distintos comprenden por lo menos uno y por lo menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, involuérados en forma predominante en la unién del

anticuerpo, donde el primero de los por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos
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predominantemente involucrados en la unién del anticuerpo son -Lys- y —Leu-, y el

segundo de los por lo menos dos residuos de aminodacidos consecutivos son —Phe-Phe-

incluidos en la siguiente secuencia nuclear:;
— Xaaq — Xaa, ~ Lys — Leu — Xaa; — Phe — Phe —- Xaas — Xaag — Xaa; -,

donde

Xaa; es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que comprende His, Asn,

GIn Lys y Arg;

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Asn y

Gin;

Xaa, es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que comprende  Ala, Val,

Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende  Ala, Val,

Leu, Ser e lie;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp:

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp,
y donde dichos residuos de aminodcidos Xaa, Xaas; Xaa, Xaas Xaas Xaa; no estan
involucrados en la unién del anticuerpo o en una medida significativamente menor en

comparacion con el sitio de unién —Lys-Leu y —Phe-Phe-.

(e) anticuerpo que reconoce y se une a por lo ménos un sitio de unién distinto,
particularmente a por lo menos dos sitios de unidn distintos, mas particularmente a por lo
menos tres sitios de union distintos de la proteina B-amiloide, donde dichos sitios de unién
distintos comprenden por lo menos uno y por lo menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, involucrados en formé predominante en la unién del
anticuerpo, donde el primero de los por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos
predominantemente involucrados en la unién del anticuerpo son —Lys;Leu-, y el segundo de
los por lo menos dos residuos de aminodacidos consecutivos son —Phe-Phe-, y el tercer por lo

menos un residuo de aminoéacido es -His- incluido en la secuencia nuclear:
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~His — Xaa; — Lys — Leu -Xaa, — Phe - Phe — Xaas—Xaas— Xaa; —,
donde

Xaa, es un residuo de aminodcido seleccionado del grupo que comprende  Asn 'y

Gin;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende  Ala, Val,

Leu, Sere lle;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp;

Xaayes un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp,
y donde los residuos de aminoacidos Xaa,; Xaa;, Xaa, Xaas Xads Xaa; no estan
involucrados en la unidon del anticuerpo o en una medida significativamente menor en

comparacion con el sitio de unién —His-, -Lys-Leuy —Phe-Phe-.

(f) anticuerpo que reconoce y se une a por lo menos un sitio de unién distinto,
particularmente a por lo menos dos sitios de unién distintos, mas particularmente a por lo
menos tres sitios de unién distintos de la proteina f-amiloide, donde dichos sitios de union
distintos comprenden por lo menos uno y por lo menos dés residuos‘de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, involucrados en forma predominahte en la union del
anticuerpo, donde el primero de los por lo menos dos residuos de aminoéacidos consecutivos
predominantemente involucrados en la l_Jnién del anticuerpo son -Lys-Leu-, y el segundo de
los por o menos dos residuos de aminoacidos consecutivos son —.Phe-Phe-, y el tercer por lo

menos un residuo de aminoacido es -Asp- incluido en la secuencia nuclear siguiente:
- Xaa,; — Xaa, — Lys — Leu -Xaa, — Phe — Phe — Xaas— Xaas~ Asp —,
donde

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende - His,

Asn, Gin Lys y Arg;
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Xaaj es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupo que comprende Asny

Gin;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Ala,

Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Ala,

Val, Leu, Ser ¢ lle;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Glu y
Asp, y donde dichos residuos de aminoacidos Xaa, Xaas;, Xaa, Xaas, Xaas Xaa; no estan
involucrados en la unién al anticuerpo o en una medida significativamente menor en

comparacion con el sitio de unién de ~Asp-, -Lys-Leu y ~Phe-Phe-.

(g) anticuerpo que se une a 4 sitios de unidn distintos de la proteina B-amiloide donde
dichos 4 sitios de unién distintos comprenden un residuo de aminoacido y dos residuos de
aminoacidos consecutivos, respectivamente, residuos que estan involucrados en forma
predominante en la unién del anticuerpo, donde dichos 4 sitios de unién di;stintos se ubican
en estrecha proximidad entre si en el antigeno, separados por lo menos por un residuo de
aminoacido no involucrado en la unién.al anticuerpo o en uﬁa medida significativamente
menor en comparacion con dicho residuo de aminoacido y dichos dos residuos de
aminoacidos consecutivos de los 4 sitios de union distintos, formando de este modo un

epitope discontinuo conformacional.

(h) ElI anticuerpo monoclonal de acuerdo con el literal (g), que 'inc|uye cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, donde el anticuerpo
se une a 4 sitios de unién distintos de la proteina B-amiloide donde dicho§ 4 sitios de union
distintos comprenden un residuo de aminoacido y dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, residuos que estan involuc;rados en forma predominante en
la unién del anticuerpo, donde dichos 4 sitios de union distintbs se ubican en estrecha
proximidad entre si en el antigeno, separados por lo menos por un residuo de aminoacido no
involucrado en la unién al anticuerpo o en una medida sighificativamente menor en
comparacion con dicho residuo de aminoacido y dichos dos residuos de aminoacidos

consecutivos de los 4 sitios de union distintos, formando de este modo un epitope

e
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discontinuo conformacional; donde el primero de los dos residuos de aminoacidos
consecutivos involucrados en forma predominante en la unién del anticuerpo son —Lys-Leu-,
y el segundo de por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos es —Phe-Phe-, el
primero de los residuos de aminoacidos Unicos es -His- y el sevgu‘ndo de de los residuos de

aminoacidos uUnicos es -Asp- incluido en la siguiente secuencia nuclear:
- His — Xaa; — Lys — Leu -Xaa, — Phe — Phe — Xaas—Xaag— Asp —,
donde

Xaaz es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Asn y

Gin;

Xaa, es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende Ala, Val,

Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende  Ala, Val,

Leu, Ser e lle;

Xaag es un residuo de aminodacido seleccionado del grupo que comprende Glu y Asp,
y donde dichos residuos de aminoacidos Xaa, Xaa,;, Xaa, Xaas Xaas Xaa; no estan
involucrados en la unién al anticuerpo o en una medida significativamente menor en

comparacion con el sitio de unién de —His-, ~Asp-,  -Lys-Leuy ~Phe-Phe-.

(i) el anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de los literales (a) - (h), que
incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
donde dichos residuos de aminoacidos consecutivos, particularmente —Lys-Leu- en posicion
16 y 17 y ~Phe- Phe- en posicién 19y 20, que estan predominantemente involucrados en la
unién de la proteina B-amiloide, estan incluidos en la siguiente region nuclear del péptido B
amiloide:

Val  His His Gin Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

32.. Un anticuerp6 monoclonal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones

precedentes, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
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funcionales del mismo, anticuerpo que reconoce y se une a un épitope discontinuo

conformacional como se definié en la reivindicacion 31.

33. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente

equivalente o partes funcionales del mismo,
que comprende la regidn variable de la cadena liviana (LCVR) de la SEC ID NO: 7,
que comprende la regién variable de la cadena pesada (HCVR) de la SEC ID NO: 8; 6,

que comprende tanto la region variable de la cadena pesada (HCVR) de la SEC ID NO:
8 como la regidn variable de la cadena liviana (LCVR) de la SEC ID NO: 7.

34. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualduier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo que comprende una regién variable de la
cadena liviana (LCVR) o una region variable de la cadena pesada (HCVR) o ambas, una
region variable de la cadena liviana (LCVR) y una regién variable de la cadena pésada
(HCVR) que es homologa a cualquiera de los péptidos proporcionados en las SEC ID NO: 7

y 8, respectivamente.

35. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la ‘reivindicacién 34 que incluye

cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,

donde la region variable de cadena liviana (LCVR) presenta una secuencia de
aminoéacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la
secuencia dada SEC ID NO: 7.

donde la regién variable de cadena pesada (HCVR) tiene una secuencia de
aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la
secuencia dada en la SEC ID NO: 8.

donde la region variable de cadena liviana (LCVR) y la regién variable de cadena
pesada (HCVR) juntas tienen una secuencia de aminoacidos que es 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia dada
enlas SECIDNOs: 7y 8. |



173

36. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmehte equivalente o partes
funcionales del mismo, anticuerpo que reconoce y se une a un‘epitope discontinuo
conformacional como se definié en la reivindicacion 31y exhibe las propiedades especificas

de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

- 37. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier antiduerpo funcionalmente

equivalente o partes funcionales del mismo:

anticuerpo que tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por la
linea celular de hibridoma FP 12H3, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 9 de

diciembre de 2005, respectivamente, como DSM ACC2752.

anticuerpo que tiene las propiedadés caracteristicas de un anticuerpo producido por la
linea celular de hibridoma FP 12H3-C2, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 9 de
diciembre de 2005, respectivamente, como DSM ACC2750.

anticuerpo que tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por la
linea celular de hibridoma FP 12H3-G2, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 9 de
diciembre de 2005, respectivamente, como DSM ACC2751.

anticuerpo que tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por la
linea celular de hibridoma ET 7E3, depositado el 08 de diciembre de 2005 como DSM
ACC2755, 6,

anticuerpo que tiene las propiedadés'caracteristicas de un anticuerpo producido por la
linea celular de hibridoma EJ 7H3, dépositado el 08 de diciembre de 2005 como DSM
ACC2756.

38. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente

equivalente o partes funcionales del mismo producido por:

la linea celular de hibridoma FP 12H3, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 09

de diciembre de 2005, respectivamente, como DSM ACC2752, incluyendo los equivalentes

funcionales del mismo:
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la linea celular de hibridoma FP 12H3-C2, depositados el 01 de diciembre de 2005 y

09 de diciembre de 2005, respectivamente, como DSM ACC2750, incluyendo los

equivalentes funcionales del mismo;

la linea celular de hibridoma FP 12H3-G2, depositados el 01 de diciembre de 2005 y
09 de diciembre de 2005, respectivamente como DSM ACC2751, incluyendo los

equivalentes funcionales del mismo;

la linea celular de hibridoma ET 7E3, depositado el 08 de diciembre de 2005 como

DSM ACC2755, incluyendo los equivalentes funcionales del mismo; 9,

la linea celular de hibridoma EJ 7H3, depositado el 08 de diciembre de 2005 como

DSM ACC2756, incluyendo los equivalentes funcionales del mismo.

39. Un polinucléotido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes

funcionales del mismo, que comprende:

(A)  a)porlo menos la secuencia de nucleétidos de la regién variable de la cadena liviana

de la SEC ID NO: 9;

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de nucleétidos de (a) en

la secuencia de codones debido a la degeneracion del cédigo genético;

c) una secuencia de nucledtidos con la secuencia complementaria a (a) y (b), 0

d) un fragmento de una secuencia de nucleétidos de (a), (b) o (c) que comprende una
extensidon contigua de nucledtidos seleccionada del grupo que consiste en .por lo
menos 20 nucleétidos contiguoé, por lo menos 25 nuclebtidos contiguos, por lo
menos 30 nuclebtidos contiguos, por lo menos 35 nucleétidos, contiguos, por lo
menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucleétidoé contiguos y por lo

menos 50 nucledtidos contiguos.

(B) a) por lo menos la secuencia de nucleétidos de la cadena liviana de la SEC ID

NO:10;

b
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b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de nucleotidos de (a) en

la secuencia de codones debido a la degeneracién del cédigo genético;
¢) una secuencia de nucleétidos con la secuencia complementaria a (a) y (b); o

d) un fragmento de una secuencia de nucleétidos de (a),‘ (b) o (c) que comprende una
extensién contigua de nucledtidos seleccionados del grupo qué consiste en por lo
menos 20 nucleétidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos contiguos, bor lo
menos 30 nuclebtidos contiguos, por lo menos 35 nucleétidos contiguos, por lo
menos 40 nucleétidos contiguos, por lo menos 45 nucleétidos contiguos y por lo

menos 50 nucledtidos contiguos.
a) por lo menos la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada SEC ID NO: 11;

b) una secuencia de nucleétidos que difiere de la secuencia de nucleétidos de (a) en

la secuencia de codones debido a la degeneracién del cédigo genético;
C) una secuencia de nucleétidos con la secuencia complementaria a (a) y (b); o

d) un fragmento de una secuencia de nucleétidos de (a), (b) o (¢) que comprende una
extension contigua de nucleétidés'seleccionados del grupo que consiste en una
secuencia de nucleétidos de por I.o menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25
nucleétidos contiguos, por lo ménos 30 nucledtidos contigubs, por lo menos 35
nucleétidos contiguos, por lo menos 40 nucleédtidos contiguos, por lo menos 45

nucleétidos contiguos y por lo menos 50 nucleétidos contiguos, 6,

(D) a) porlo menos la secuencia de nucleétidos de la cadena pesada de la SEC ID NO:

12,

b) una secuencia de nucleétidos que difiere de la secuencia de nucleétidos de (a) en la

secuencia de codones debido a la degeneracion del cédigo genético;
¢) una secuencia de nucleétidos con la secuencia complementaria a(a)y (b), o

d) un fragmento de una secuencia de nucleétidos de (a), (b) o (¢) que comprende una
extension contigua de nucleétidos seleccionados del grupo que consiste en por lo

menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos contiguos, por o menos

1%
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30 nucleédtidos contiguos, por lo menos 35 nucleétidos contiguos; por lo menos 40

nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucleétidos contiguos y por lo menos 50

nucleétidos contiguos.

40. Un polinucléotido que comprende una secuencia de nucleétidos que hibridiza con

una secuencia de nucleétidos de la reivindicacion 39.

41. Un polinucléotido de acuerdo con la reivindicacion 40, donde dicha secuencia de
nucledtidos que hibridiza en condiciones de hibridacién convencionales, en particular en
condiciones de hibridacion rigurosas, con una secuencia de nucleétidos de acuerdo con la

reivindicacion 39.
42. La region variable de cadena liviana (LCVR) de la SEC ID NO: 7.
43. Laregion variable de cadena pesada (HCVR) de la SEC ID NO: 8.

44. Un polinucléotido que codifica la region variable de cadena vaiana (LCVR) de la
SEC ID NO: 7, 6 un polinucléotido que codifica la regién variable de cadena pesada (HCVR)

de la SEC ID NO: 8.

45. Una composicion que comprende el anticuerpo monoclonal que incluye cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones precedentes en una cantidad terapéuticamente efectiva.

46. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 45, que es una composicion

farmacéutica que opcionalmente comprende también un vehiculo aceptable para uso

farmacéutico.

47. Una composicién de acuerdo con la reivindicaciones 46, que comprende el

anticuerpo monoclonal en una cantidad terapéuticamente efectiva.

48. Una composicién de acuerdo .con cualquiera de las reivindicaciones 45 a 47 para
su uso en el tratamiento de enfermedades y trastornos causados por o asociados con
proteinas amiloides o de tipo amiloide, que incluyen la amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide tales como

la proteina AB involucrada en la enfermedad de Alzheimer.

:
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49. Una mezcla que comprende un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mijsmo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes en una cantidad terapéuticamente efectiva vy,
opcionalmente, otra sustancia biolégicamente activa y/o un vehiculo y/o un diluyente y/o un

excipiente aceptables para uso farmaceéutico.

50. Una mezcla de acuerdo con la reivindicacion 49, donde la otra sustancia
bioldgicamente activa es un compuesto usado en la medicacién de enfermedades y
trastornos causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide que incluyen
la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con proteinas amiloides o

de tipo amiloide tales como la proteina A involucrada en la enfermedad de Alzheimer.

51.  Una mezcla de acuerdo con las reivindicaciones 49 o 50 que comprende adémas
del anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 38, por
lo menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en compuestos contra el estrés
oxidativo, compuestos anti-apoptéticos; quelantes de metales, inhibidores de la reparacién
de ADN tales como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-propansulfénico (3APS), 1,3-
propandisulfonato (1,3PDS), activadores de secretasas, inhibidores de B- y y—-secretasas,
proteinas tau, neurotransmisores, agentes anti-ld&mina B, moléculas antiinflamatorias o
inhibidores de colinesterasa (ChEI) tales como tacrina, rivastigmina, donepezil, galantamina,
niacina y/o memantina y otros farmacos y suplementos nutritivos, junto con un anticuerpo de
acuerdo con la presente invencién y, opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o un

excipiente aceptable para uso farmacéutico.

52. Una mezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 49 a 51 que

comprende el anticuerpo monoclonal y/o la sustancia biolégicamente activa en una cantidad

terapéuticamente efectiva.

53. Un método para producir un anticuerpo que incluyei cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerd(;b con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, método que comprende preparar en un brganismo hospedante
adecuado anticuerpos pero particularmente anticuerpos monoclonales contra uné

construccidn antigénica supramolecular que comprende un péptido antigénico que

T
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corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido B-amiloide, pe;nrticularmente del
péptido B-amiloide ABi.1s, AB1—1s Y AB1—_1sa14, Modificado con residuos hidrofébicos tales
como, por ejemplo, acido palmitico o un residuo hidrofilico tal como, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG) o una combinacién de ambos, donde dicho 'resid,uo hidrofébico e
hidrofilico, respectivamente, estd unido en forma covalente a cada extremo a través de un
aminoacido tal como, por ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido o analogo de

aminoacido adecuado capaz de servir como molécula conectora, y aislar el anticuerpo.

54. Un método de preparacion de una composicién farmacéutica de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 45 a 48, o una mezcla de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 49 a 52 que emplea un ahticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del
mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65 para su uso en el
tratamiento o alivio de los efectos dé las enfermedades o trastornos causados por o
avsociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide que iﬁcluyen la amiloidosis, un grupo
de enfermedades y trastornos asociados con la formacién de placas amiloides que incluyen
la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tales como enfermedades
que incluyen, pero sin limitaciones, trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad de
Alzheimer (AD) y enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad
de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCl), demencia de
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosi.s (de
tipo holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas de otra§ enfermedades
que se basan o0 asocian con proteinas de tipo amiloide tales como paralisis supranuclear
progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedéd de Parkinson,
demencia relacionado con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), diabetes de comienzo
adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos y otras, que incluyen degeneracién

macular.

55. Un método de preparacion de un medicamento empleando un anticuerpo
monoclonal y/o una parte funcional del mismo o un anticuerpo fUnciOnalmé_nte equivalente
de acuerdo con cualquiera de Ias. reivindicaciones precedentes, una composicién
farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 45 a 48 o una mezcla de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 49 a 52 para pfevenir, tratar o aliviar los

efectos de enfermedades o trastornos causados por o asociados con proteinas amiloides o
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de tipo amiloide que incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedqdes y trastornos
asociados con la formacién de placas amiloides que incluyen la amiloidosis secundaria y
amiloidosis relacionada con la edad tales como enfermedades que in‘cluyen, pero sin
limitaciones, trastornos neurolégicos tales como la enfermedad de Alzheimer (AD) y
enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria
cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI), demencia de cuerpos de
Lewy, sindrome de Down, hemorragia . cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademaés de otras enfermedades que se
- basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva,
esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusion
(IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos y otras,

que incluyen degeneracién macular.

56. Un método para la preparacion de una composicion farmacéutica de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 45 a 48 empleando un anticuerpo monoclonal y/o un parte
funcional del mismo o un anticuerpo funcionalmente equivalente de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones precedentes, que comprende la formulacién de dicho anticuerpo en

una forma aceptable para uso farmacéutico.

57. Un método de acuerdo con la reivindicacién 56, donde el anticuerpo esta

X

comprendido en la composicién en una cantidad terapéuticamente efectiva.

58. Una linea celular de hibridoma caracterizada porque produce un anticuerpo

monoclonal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

39. Una linea celular de hibridoma caracterizada porque produce ‘un anticuerpo

monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalgnte 0 partes

funcionales del mismo, anticuerpo que tiene las propiedades caracteristicas de:

un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma FP 12H3, depositado el 01

de diciembre de 2005 como DSM ACC2752.

un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma FP 12H3-C2, depositado el

01 de diciembre de 2005 como DSM ACC2750.
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un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma FP'12H3-G2, depositado el

01 de diciembre de 2005 como DSM ACC2751.

un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma ET 7E3, depositado el 01

de diciembre de 2005 como DSM ACC2755.

un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma E.J TH3, dépositado el 08 de

diciembre de 2005 como DSM ACC2756.
60. Una linea celular de hibridoma seleccionada entre:
FP 12H3, depositada el 01 de diciembre de 2005 como DSM ACC2752.
FP 12H3-C2, depositada el 01 de diciembre de 2005 como DSM ACC2750.
FP 12H3-G2, depositada el 01 de diciembre de 2005 como DSM ACC2751.
ET 7E3, depositada el 08 de diciembre de 2005 como DSM ACC2755.
EJ 7H3, depositada el 08 de diciembre de 2005 coho DSM ACC2756.

61. Kits de ensayo para la deteccion y diagndstico de enfermedades y afecciones
asociadas con amiloide que comprenden los anticuerpos de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones precedentes.

62. Kit de ensayo de acuerdo con la reivindicacion 61 qué comp?ende un recipiente
que contiene uno o méas anticuerpos de acuerdo con la presente invencion e instrucciones
para utilizar los anticuerpos con el propésito de unirse al antigeno amiloide para formar un
complejo inmunolégico y detectar la formacién ‘del complejo inmunoldgico de modo que la

presencia o ausencia del complejo inmunolégico se correlacione con la preésencia o ausencia

del antigeno amiloide.

63. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes

para un uso:

(a) de un anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes y/o una composicién farmacéutica de

acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 45 a 48, o una mezcla de acuerdo con
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cualquiera de las reivindicaciones 49 a 52 para la preparacion de un médicamento para
tratar o aliviar los efectos de enfermedades y trastornos causados por o asociados con
proteinas amiloides o de tipo amiloide que incluyen la amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con la formacién de placas amiloides que incluye la
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tales como enfermedades que
incluyen, pero sin I_imitaciones, trastornos neurolégicos tales como la enfermedad de
Alzheimer (AD) y enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad
de memoria cognitiva ta‘Ies como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI), demencia de
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de
tipo holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas de otras enfermedades
que se basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tales como paralisis suprantclear
progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson,
demencia relacionado con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréficé), miositis con cuerpos de
inclusién (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senfl, tumores endocrinos

y otras, que incluyen degeneraciéon macular;

(b) para reducir la carga de placas en el cerebro de un animal,_ particularmente un
mamifero pero especialmente un ser humano que sufre de una enfermedad o afeccién que
conduce a una carga de placas aumentada en el cerebro, que comprende‘administrar aun
animal, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano que requiere de
tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo monoclonal de
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, o una composicién de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 45 a 48, o una mezcla de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 49 a 52;

(c) para reducir la carga de placas en el cerebro de un animal como en el literal (b),
en donde la carga de placas en el cerebro se reduce en por lo menos 20%, particularmente

en por lo menos 25%, mas particularmente en por lo menos 30%, aun méé particularmente

en mas del 30%;

(d) para reducir la cantidad de placas en el cerebro de un animal, particularmente un
mamifero, pero especialmente un ser humano que sufre de una enfermedad o afeccién que

conduce a una carga de placas aumentada en el cerebro, que comprende administrar a un
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animal, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano ﬁecesitado de tal
tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo monoclonal de
cualquiera de las reivindicaciones précedentes, 0 una composiciéon de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 45 a 48, o una mezcla de acuerdo con ‘qualquiera de las

reivindicaciones 49 a 52;

(e) para reducir la carga de placas en el cerebro de un animal como en el literal (d),
en donde la cantidad de placas en el cerebro se reduce en por lo menos 10%,

particularmente en por lo menos 15%, mas particularmente en por lo menos 20%;

(f) para disminuir la cantidad total de AP soluble en el cerebro de un animal,
particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que sufre de una
enfermedad o afeccion que conduce a concentraciones aumentadas de AR soluble en el
cerebro, que comprende administrar a un animal, particularmente un mamifero, mas
particularmente un ser humano que necesita tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente
efectiva de un anticuerpo monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, o
una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 45 a 48, o una mezcla

de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 49 a 52;

(g) para prevenir, tratar o aliviar los efectos de enfermedades y trastornos causados
por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide que incluyen la amiloidosis, un
grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacién de placas amiloideé que
incluyen la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tales como
enfermedadés que incluyen, pero sin limitaciones, trastornos neurollégic’:os tales como la
enfermedad de Alzheimer (AD) y enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida
de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve
(MCI), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebrai hereditaria
con amiloidosis (de tipo holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas de
otras enfermedades que se basan d asocian con proteinas de tipo amiloide tales como
paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de‘CreutzfeId Jacob,
enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS ‘(esclerosis lateral

amiotrdfica), miositis con cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de comienzo adulto;

amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos y otras, que incluyen degeneracion macular,
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por administracién de un anticuerpo, pero particularmente un anticuerpo monoclonal o una
composicién 0 mezcla que comprende‘ tal anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes a un animal o un ser humano afectado por tal trastorno, que
comprende administrar a un animal, particularmente un mamifero, mas particularmente un
ser humano que necesita tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva de un
anticuerpo monoclonal de cualquiera dé las reivindicaciones precedentes, o una composicion
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 45 a 48, o uha mezcla de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 49 a 52;

(h) para retener o aumentar la capacidad de memoria cognitiva en un mamifero que
exhibe una enfermedad o afeccién asociada con amiloide que comprende administrar a un
animal, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano que necesita tal
tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo monoclonal de
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, o una composicién de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 45 a 48, o una mezcla de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 49 a 52;

(i)  para retener o aumentar la capacidad de memoria cognitiva en un mamifero de
acuerdo con el literal (h), donde el anticuerpo monoclonal o la composicion que comprende

el anticuerpo monoclonal se administra en una cantidad terapéuticamente efectiva:;

(j) para el diagndstico de una enfermedad o afeccidon asociada con amiloide en un
paciente, que comprende detectar la union inmunoespecifica de un anticuerpo monoclonal o
un fragmento activo del mismo a un epitope de la proteina amiloide en una muestra o in situ,

que incluye los pasos de:

b

(i) poner la muestra o parte del cuerpo o 4rea del cuerpo especifica que se
sospecha contiene el antigeno amiloide en contacto con un anticuerpo de acuerdo con
la invencion y como se describié anteriormente en la presente memoria, anticuerpo que

se une a un epitope de la proteina amiloide;

(i)  permitir que el anticuerpo se una al antigeno amiloide para formar un complejo

inmunolégico;

(iii) detectar la formacién del complejd inmunolégico y
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(iv) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o

ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte o area especifica del cuerpo.

(k) para determinar el grado de carga de placas amiloidogénicas de un tejidé que

comprende:

(i) obtener una muestra representativa del tejido bajo investigacion;

(ii) examinar dicha muestra para determinar la presencia del antigeno amiloide con un
anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes;

(iii) determinar la cantidad de anticuerpo unido al antigeno; y

(iv) calcular la carga total de placas del tejido;

(I) para determinar el grado de carga de placas amiloidogénicas de acuerdo con el
literal (k), donde la formacion del complejo inmunolégico en el paso ¢) se determina de modo

tal que la presencia o ausencia del complejo inmunolégico se correlaciona con la presencia o

ausencia del antigeno amiloide;

(m) para diagnosticar una predisposicién a una enfermedad o afeccién asociada a
amiloide en un paciente, que comprende detectar la uniéon inmunoespecifica de un
anticuerpo monoclonal o un fragmento activo del mismo a un epitope de la proteina amiloide

en una muestra o in situ, que incluye los pasos de:

(i) poner la muestra o parte del cuerpo o area del cuerpo especifica que se sospecha
contiene el antigeno amiloide en contacto con un anticuerpo de acuerdo con la
invencién y como se describié anteriormente en la presente memoria, anticuerpo que

se une a un epitope de la proteina amiloide;

(i} permitir que el anticuerpo se una al antigeno amiloide para formar un complejo
| .

inmunolédgico;
(iii) detectar la formacién del complejo inmunolégico y:

(iv) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o

ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte o area especifica del cuerpo.

205
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(v) comparar la cantidad de dicho complejo immunologico con un valor normal de

control,

donde un aumento de la cantidad de dicho agregado en comparacién con un valor
normal de control indica que dicho paciente padece o esta en riesgo de desarrollar una

enfermedad o afeccion asociada con amiloide; 6,

(n) para controlar la enfermedad residual minima en un paciente después del
tratamiento con un anticuerpo o una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de

las reivindicaciones precedentes, donde dicho método comprende:

(i) poner la muestra o una parte del cuerpo o area del cuerpo especifica que se
sospecha contiene el antigeno amiloide en contacto con un anticuerpo de acuerdo con
la invencién y como se describi6é anteriormente en la presente memoria, antjicuerpb que

se une a un epitope de la proteina amiloide;

(i) permitir que el anticuerpo se.una al antigeno amiloide para formar un complejo

inmunolégico;
(i) detectar la formacién del complejo inmunolégico,

(iv) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia

0 ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte o area del cuerpo especifica;

(v) comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor normal de

control,

donde un aumento de la cantidad de dicho agregado en comparacion con un valor de

control normal indica que dicho paciente todavia padece una enfermedad residual minima.

(0) para predecir la respuesta de un paciente tratado con un anticuerpo o una
composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que

comprende:

(i) poner la muestra o una parte del cuerpo o area del cuerpo especifica que se

sospecha contiene el antigeno amiloide en contacto con un anticuerpo de acuerdo con

N
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la invencién y como se describid anteriormente en la presente memoria, anticuerpo que
se une a un epitope de la proteina amiloide;

(i) permitir que el anticuerpo se una al antigeno amiloide para formar un complejo

inmunolégico;
(iii) detectar la formacién del complejo inmunolégico; y

(iv) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o

ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte del cuerpo o area especifica.

(v) comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico antes y después de

comenzado el tratamiento,

donde una disminucidén de la cantidad de dicho agregado indica que dicho paciente

tiene un alto potencial para responder al tratamiento.
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Af s (ACT-24)
HN-Lys-Lys-Asp(OtBu)-Ala-Glu{OBu)-Phe- Arg(Pbi)- His( IT1)- Asp(OtBu)-
Ser(iBu)-Gly-Tyr(Bu)-Glu¢OrBu)-V al-His(Trt)-His(Trt)-Gln(1rt)- Lys-Lys-OH

AR 145 (ACI-01)
Ac-Lys-Asp(OtBu)-Ala-Glu(OtBu)-Phe- Arg(Pb)-His(Trt)-Asp(OiRu)-Ser(1Ru)-
Gly-Tyr(iBu)-Glu(OtBu)-Val-His(Tr))-His(Trt)-G In{Trt)-Lys(Boc)-Lys-Gly-OH

A.ﬂ 1-16(a14y (AC]*OZ)

Ac-Lys-Asp(OtBu)-Ala-Glu(OtBu)- Phe-Arg(Pbh)-His(Trt)-Asp(O1Bu)-Ser(tBu)-
Gly- Tyr(iBu)-Glu(OtBu)-Val-His(Tr()-Gln(Trt)-Lys(Boc)-Lys-Gly-Of

Al 21.35(ACE-11) _
Ac-Lys-Glu(OmBu)- Asp(OBu)-v al-Gly-Ser(tBu)-Asn(Tr)-Lys(Boc)-Gly-Ala-

Tle-1 | (‘:'Gl)'~1 - cu—:i[‘.,{[e{:-L‘}v 5% l}a.. ()i.’i:

Af 25 (ACT-12)

Ac-Lys-Gly-Ala-Tle-Tle-Gly-Teu-Mat-Val-Gly-Gly-Val-V al-Lys-Gly-0Ol1

FIG 1
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TRADUCCION OFICIAL No. 2008-08-13-584
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Traspaso de la invencién llamada “PCT/EP2006/011862”", documento escrito en
inglés y en espafiol. |

Certificado Notarial, documento escrito en inglés y en espanol.

Traspaso de la invenciéon llamada “‘PCT/EP2006/011862", documento escrito en
inglés y en espaiiol.

Certificado Notarial, documento escrito en inglés y en espanol.
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Atestacic’m

Yo, el suscrito notario publico de Basilea, Suiza, Dr. Ronald M. Miiller, por el
presente certifico que las firmas adjuntas al presente son las firmas auténticas de
la Dra. Ruth Greferath, ciudadana alemana, residente en Kehl, Alemania, y del

Profesor Claude Nicolau, ciudadano francés, residente en
Massachussets, Estados Unidos de América.

Newton,

L.a autenticidad de las firmas fue establecida por medio de comparacion.

Basilea, Suiza, este dia 23 (veintitrés) de julio de 2008 (dos mil ocho).

Oblea notarial.

Leg. Prot. No. 909/2008 (firma: ilegible)

Dr. R. M. Miiller

Notario
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APOSTILLA
(Convencioén de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Suiza
Este documento oficial

2, ha sido firmado por (ilegible)
actuando como (ilegible)

y certificado por el sello de (ilegible)

Certificado
5. en Basilea 6. eldia23de julid de 2008
7. por la Cancilleria de Estado del Canton de la Ciudad de Basilea
8. No. 6'615/11°099
9. Sello/Estampilla - 10.  Firma: ilegible.
Sello de la Cancilleria de Estado Heidi Fischer

Autenticacion de firma No. 090 en el Consulado de Colombia en Berna.

Traduéigo -segL’ln mi mejor saber y entender, este dia 13 de agosto de 2008,

CRAD OO O AT A
fuuuuw,mcn&
(uulL..?‘&th&;x.mulC
TEFA R TRNBA K DETAMNAY O (\



Cdd T

; . . ‘ ‘ (’."‘ Z7
W *
i

ASSIGNMENT TRASPASO
The undersigp,
Ruth Greferath
David Hickman
Andreas Muhs
Andrea Pfeifer

domitiled i, C1aude Nicolau

‘ ~ los abajo firmados

Tl SR

i Domiiciliada en
Am Ziegelhof 2, 77694 Kehl, Germany 4

- Cité St. Michel 12, 1635 La Tour de Treme, Switzerland
Avenue des Cerisiers 39b, 1009 Pully, Switzerland
Route de Fenil 164, 1806 St.-Légier, Switzerland
166 Greenwood Street, Newton, MA 02459, USA

R e —

hereby.s,tate under oath to be sole and true inventor declaramos bajo juramento sa
of '

- r t‘m?c"oé Y -'ve;rd.:ader,ﬁs'-
PCT/EP2006/011862 inventor  de ' |

o State, as walj that assign, without reservations or

Declaramos asl mismo que c.eci‘i.emo's‘
Jamitation, in favor of | '

'y transferimos - -
8in reserva ni limitacién, a favor de -

AC Infune SA

A corporation organized and existing under the laws Una saciedad organizada y existente de cbn:for'midéd‘
of - o

‘ con las leyes de '
Switzerland

"domiciled a - domiciliada en

EPFL-PSE Building B
1015 Lausanne
Switzerland
all rights inherent to said invention, and that the . . o L -,‘.'-:' '
L todos los derechos inherentes a dicha invencisn y N
above mentioned corporation hereby is enabled o . . PR R
o que la citada sociedad queda facultada para solicitar.
apply, in its name, for the corresponding patent in the SCr e gr T T
) en su nombre la patente correspondiente ‘en’ Ia R
Republic of Colombia. " . Lo ' R
Republica de Colombia
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CERTIFICADO NOTARIAL |

Alos dias del mes de

de 200 , comparecié personalmente ante
mi, Notario Publico,

a quien doy fé de conocer y me consta que
..J persona’ descrita  y firmante

del documento que precede, declarando ante mi que

-otarga el mismo para los fines y propésitos que

en & se exprésan.

Notario Pablico

NOTARIAL CERTIFICATE

On this day of
200 personally appeared before me, a Notary
" Public,

to me known and known to me to be'thi .p'erso.ri\

described in and who executed_the foragoing: A
decument, and duly acknowledgad to
me that ‘executed thesame for

the uses and purposes therein expregsed.

Notary Public
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ASSIGNMENT

The undersigp,
Ruth Greferath !

David Hickman

Aundreas Muhs
4. Andrea Pfeifer .

dOmi%iled i Clauded Nicolau !
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N LW RN =

hereby state under oath to be sole and true inventor
of
PCT/EP2006/011 862

State, as wall that assign, without reservations or

limitation, in favor of

AC Infune SA

A corporation organized and existing under the laws
of
Switzerland

“domiciléd af -

EPFL-PSE Building B
1015 Lausanne
Switzerland

all rights inherent to said invention, and that the
ébove'hﬁentiéned corporation hereby is enabled to
apply, in its name, for the corresponding patent in the

Republic of Colombia.

T bt

Tk GREFCRATH-

Am Ziegelhof 2; 77694 Kehl, Germany
Cité St. Michel 12, 1635 La Tour de Treme, Switzerland
Avenue des Cerisiers 39b, ‘1009__Pully,Switzerland '
Route de Fenil 16A, 1806 St.-Légier, Switzerland

166 Greenwood Street, Newton, MA 02459, USA

LT3ofl7—

c0

274

TRASPASO

Los abajo firmados

Domiicitiado en
1.

declaramos bajo juramento ser anicos y verdaderos .

inventor de

Declaramos asl mismo que c.ed,emds.'y trfénsferimds: -
sin reserva ni limitacién, a favor de -

Una sociedad organizada y‘ existente de c:()rl:fofmidéyd _
con las leyes de .

domiciliada en T

todos los derechos inhereht’es @ dicha invencién y "3';

v

:

que la citada sociedad queda facuitada para solicitar. . :

en su nombre la patente corréspbhd-iente‘ ‘on la

Republica de Colombia
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-otorga

CERTIFICADO NOTARIAL

A los dias del mes de
de 200 |, comparecio

mi, Notarjo Publico,

personalmente ante
j

doy fé de conocer y me consta que

fa  persona’ descrita  y firmante
del documento que precede, declarando ante mi que

el mismo para los fines y propésitos que
en & se expresan,

Notario Publico

NOTARIAL CERTIFICATE

On this day of
200 personally appeared before me, a Notary
Public,

to me known and known to me to bq’@ﬁb pérsoh
described in and who executed_tha foregoing:
document, and duly ‘acknd\yiedgé.d to
me that ‘executed the same for

the uses and purposes therein expressed.

Notary Public
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Attestation

I, the undersigned notary public of Basel, Switzerland, Dr. Roland M. Muller, certify
herewith that the signatures attached heretofore are the genuine signatures of Dr. Ruth
Greferath, German citizen, residing in Kehl, Germany, and of Prof. Claude Nicolau,
French citizen, residing in Newton, Massachusetts, United States of America.

The authenticity of the signatures was established by means of comparison.

BASEL, Switzerland, this 23" (twent{/—third) day of July 2008 (two thousand and eight).
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Consutado de Colombia

Berna

AUTENTICACION DE FIRMA No. 000

BERNA, 29 DE JULIO DEL 2008

E| suscrito Segundo Secretario Encargado
de las Funciones Consulares de la Embajada de la Republica de

Colombia

CERTIFICA

Que la senora HEIDI FISCHER, que autoriza el presente documento,
ejercia legalmente en la fecha expresada, las funciones de Oficial de la
Cancilleria de Estado del Cantoén de Basilea y que la firma y sello que en
el docurhento aparecen como sSuyos, son los que usay acostumbra en

sus actos oficiales, de acuerdo con el registro que se lleva en este
Consulado.

El suscrito Segundo Secretario Encargado de 1as Funciones Consulares

de la Embajada, no asume responsabilidad alguna por €l contenido del

documento autenticado.
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CESAR H. ESTRADA MOLIK
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« Pagado Impuesto de Timbre: U$ 1000
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TRADUCCION OFICIAL No. 2008-08-13-585
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Traspaso de la invencion llamada “PCT/EP2006/011862", documento escrito en

inglés y en espanol.

Cerlificado Notarial, documento escrito en inglés y en espaiiol.
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Atestacion

Yo, el suscrito notario publico de Basilea, Suiza, Dr. Matthias Staehelin, por el
presente cerlifico que las firmas anteriores son las firmas auténticas del Dr. David
Hickman, ciudadano britanico, residente en La Tour-de-Tréme, Suiza, del Dr.
Andreas Muhs, ciudadano aleman, residente en Pully, Suiza, y del Profesor

Andrea Pfeifer, ciudadano aleman, residente en Saint-Légier-La Chiésaz, Suiza.

Ademas por el presente certifico que las firmas anteriores son las firmas
auténticas del Profesor Andrea Pfeifer, ciudadano aleman, residente en Saint-
Légier-La Chiésaz, Suiza, y del Dr. Andreas Muhs, ciudadano aleman, residente
en Pully, Suiza, ambos actuando por AC Immune SA, en Ecublens/VD, Suiza, al

primera registrada como “directora”, el segundo registrado como “director”, ambos
con firma conjunta.

La autenticidad de las firmas fue establecida por medio de comparacién.

Basilea, Suiza, este dia 25 (veinticinco) de junio de 2008 (dos mil ocho).

Oblea notarial.

Leg. Prot. No. 1453/2008 (firma: ilegible)

Dr. M. Staehelin

Notario
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Suiza
Este documento oficial
ha sido firmado por (ilegible)
actuando como (ilegible)

y certificado por el sello de (ilegible)

Certificado
5. en Basilea 6. el dia 27 de junio de 2008
7. por la Cancilleria de Estado del Cantén de la Ciudad de Basilea
8. No. 5'775/9'656 |
9. Sello/Estampilla 10.  Firma: ilegible
Sello de la Cancilleria de Estado _ Heidi Fischer -

Autenticacion de firma No. 089 en el Consulado de Colombia en Berna.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 13 de agosto de 2008,
en la ciudad qe Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de @89, I\?ﬁnisterio de Justicia, Republica de Colombia.
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ASSIGNMENT TRASPASO
. The undersi

{uthgxefuath )M\. \{‘

1. ‘Los abajo firmados
2. David IIlckman
3

-3 ~ Andreas Muhs i« o L A »‘ o) \ 1.
4. - Andrea Pfeifer * %J’ﬁf’ iy CV/——J

domlli:lled in Claude Nicolau -

Domiciliado en
1 ‘Am Ziegelhof 2, 77694 Kehl, Germany 1.
2 Cité St. Michel 12, 1635 La 'loul de Treme, Switzerland
3. Avenue des CCllSlClS 39b, 1009 Pully, Switzerland
4 Route de Fenil 16A, 1806 St.-Légier, Switzerland
5 166 Greenwood Street, Newton, MA 02459, USA

hereby state under oalh to be sole and true inventor declaramos bajo juramento ser umcos Y verdadems L

PCT/EP2006/011862 inventor  de

‘ “-ta_te, as well that assign, without reservations or

Declaramos asl mismo que cedemos Y tmnsferlmos
. imitation, in favor of

sm reserva ni limitacidn, a favor de
)

AC ¥mune SA o - T '

.A corporation organized and exiéting under the laws

Una saciedad organizada y e)ﬂstenle de conformldad
of

' con las leyes de
Switzerland

" domiciled at - domiciliada en

EPFL-PSE Building B
1015 Lausanne

 Switzerland

all rights inherent to said invention, and that the

. . todos: los derechos |nherentes a dlcha mVenclén y
ghove mentioned corporation hereby is enabled to

que la citada sociedad queda facullada para sohcular
apply, in its name, for the corresponding patent in the

en su nombre la patente correspondlente en’ la
Republic of Calombia.

Republica de Colombia
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CERTIFICADO NOTARIAL

A los dias del mes de
de 200 |, comparecié
ml, Notario Publico,

personalmente ante

‘ . a quien

la  persona’

doy fe de conocer y me consta que
‘ descrita y firmante

- del documento que precede, declarando ante mi que
-otorga el mismo para los fines y propésitos que

en ¢{ se expresan,

Notario Publico

-document, and

NOTARIAL. CERTIFICATE

On this o* day of
200 personally appeared before me, a Notary
Public,

to me known and known to me to be‘tlﬁ'b pérsorfx
described in and who executed. the foregoing:

duly 'ackndWiedgéd to
me that ‘executed theisame for

the uses and purposes therein expressed.

Notary Public
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Attestation

I, the undersigned notary public of Basel, Switzerland, Dr. Matthias Staehelin, certify
herewith that the above signatures are the genuine signatures of Dr. David Hicliman,
British citizen, residing in La Tour-de-Tréme, Switzerland, of Dr. Andreas Muhs,
German citizen, residing in Pully, Switzerland, and of Prof. Andrea Pfeifer, ‘German
citizen, residing in Saint-Légier-La Chiésaz, Switzerland.

I further certify herewith that the above signatures are the genuine signatures of Prof.
Andrea Pfeifer, German citizen, residing in Saint-Légier-La Chiésaz, Switzerland, and

.- Dr. Andreas Muhs, German citizen, residing in Pully, Switzerland, both acting for AC
Immune SA, in Ecublens/VD, Switzerland, the first registered as “directrice", the
second registered as “directeur", both with joint signature.

The authenticity of the signatures was established by means of comparison.

\, BASEL, Switzerland, this 25" (twenty-fifth) day of June 2008 (twothousandandeight).
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Consulado de Colombia
Berna

e
AUTENTICACION DE FIRMA No. U469

BERNA, 29 DE JULIO DEL 2008

El suscrito Segundo Secretario Encargado
de las Funciones Consulares de la Embajada de la Republica de

Colombia

CERTIFICA

Que la sefiora HEIDI FISCHER, que autoriza el presente documento,
ejercia legalmente en la fecha expreséda, las funciones de Oficial de la
Cancilleria de Estado del Cantén de Basilea y que la firma y sello.que en
el documento aparecen como suyos, son los que usa y acostumbra en

sus actos oficiales, de acuerdo con el registro que se lleva en este
Consulado.

El suscrito Segundo Secretario Encargado de las Funciones Consulares

de la Embajada, no asume responsabilidad alguna por el contenido del
documento autenticado
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CESAR H. ESTRADA MOLI

~

« Pagado Impuesto de Timbre: U$ 1000_

« Pagado Derechos Consulares: u$ 15.00



