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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion del inventor a! solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

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.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con Iz invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

Otros: reporte de busqueda internacional con su traduccion, documentos anexos al reporte de bisqueda
internacional, publicacion con su traduccién, documento de indicaciones relacionadas con
microorganismos depositados u otro material biolégico con su traduccion y listado de secuencias.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21} N* de solicitud: (51) Int CI: AB1K 38/00
{22) Fecha de soficitud: 28-05-08 (71) Solicitante(s): AC IMMUNE SA
(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad (32) Fecha {33) Pais
05027091.7 12-12-05 EP
(06009098.2 02-05-08 EP |(72) Inventor(es): PFEIFER, Andrea y NICOLAU, Ciaude.
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 12-07-08 (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 21-06-07
Fecha de presentacion de la solicitud: 08-12-06 N° publicacion: WO 2007/068411 A3

Ng. de solicitud; PCT/EP2006/011861

(54) Titulo: VACUNA TERAPEUTICA

Resumen - Reivindicacion{es):

Reivindicacion nimero 49.-

Una composicion de vacuna gue comprende un péptido antigénico inmunogénico para el tralamiento de una enfermedad o condicién
asociada a amiloide, en donde el antigeno peptidico -amiloide es un antigeno peptidico palmitoilado Afs-1s modificado por residuos
palmitollo adosados covalentemente, particularmente entre 2 y 4, mas particularmente 4 residuos, en cada extremo del péptido

reconstituido en un liposoma.
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Solicitud Internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/011861

Casilla 11 Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacion del item 2 de
la primera hoja)

Esie Reporte de Buasqueda Internacional no ha sido establecido respecto a cienas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(a) por las siguientes razones:

1. [ Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

Aunque las reivindicaciones 79-102 estan dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, la basqueda ha sido llevada a cabo y basada cn los efectos alegados del
compuestofcomposicion.

2. [] Reivindicaciones Nos.: o
porque se relacionan con partes de 1a Solicitud Internacional quc no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una bisqueda internacional significativa,
especificamente:

3. D Reivindicaciones Nos.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estan diseffadas de acuerdo con la segunda y tercera
oracion de la Regla 6.4(a).

Casilla 111 Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuacién del item 3 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd invenciones multiples en csta solicitud inlernacional. asi:

ver hoja adicional

1. D Puesto que todos los derechos de bisqueda adicionales requeridos fucron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de busqueda iniernacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. D Puesto que todas tas reivindicaciones investigables pudicron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales. esta Autoridad no solicito pago de derechos adicionales.

O

Puesto que s6lo algunos de los derechos de bsqueda adicionales fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre unicamente aquelias reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especilicamente las reivindicaciones Nos.:

4. A El solicitante no pagd oportunamente los derechos de bisqueda adicionales requeridos. Por
consiguicnte, este informe de busqueda internacional se restringe a la primera invencion mencionada
en las rejvindicaciones; ¢sti cubierto por las reivindicaciones Nos.:

YOI anexo

Comentario sobre Protesta D Las tarifas adicionales de busqueda estaban acompaifiadas por la protesta del
solicitante.

D Ninguna prolcsta acompafiaba et pago de tarifas adicionales de busqueda.

Forma PCTASA 10 (continuacion de la primera hoja (2)) (Encro 2004)




Solicitud Internacional No. PCT/EP2006/011861

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE  PCT/ISA/210

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontré multiple (grupos de) invenciones en esta
solicitud internacional, como sigue:

1. Reivindicaciones: 1-63, 78-84, 86, 100, 102, 108-110, y parcialmente 85, 87-99, 101,
107

Un fragmento bcta péptidico antigénico que consiste de una porcion sencilla o
repetitiva de 13 a 15 aminoédciods de la parte N-terminal del pérido A-beta;
composicidn de vacuna que comprende el mismo para el tratamicndo y
prevencion de enfermedades amiloidc-asociadas

2. Reivindicaciones: 64-66 y parcialmente 70-77, 85, 87-99, 101, 103-107

Composicion que comprende un antigeno péptidico A-beta y un inhibidor del
sistema complemento para el tratamiento de una enfermcdad amiloide-asociada

3. Reivindicaciones: 67-69 y parcialmente 70-77, 85, 87-99, 101, 103-107

Composicién que comprende un antigeno péptidico A-beta y un compuesto que
dispara y aumenta la liberacién regulada de oxigeno a los tejidos para cl
tratamiento dc una enfermedad aniloide-asociada




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/011861

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
INV. A61K39/00 A61P25/28 CO07K16/18

Scetin la Clasiticacion de Patente Intemacional {IPCY o sepi la clasificacién nacivnal y 1a IPC

B. CAMPOS BUSCADOS

AGIK A61P CO7K

Do umentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de simbolos de clasificacian}

Documentacion buscada fucra de ducumentacidn minima hasta donde dichus documentos se incluyan en los campos buscados

EPO-Intcmacional, WPI Dato, BIOSIS

DBuase de datwos clec tranica consaltads durante |1 hitsqueda internacional {numhre de la base de datos y. dunde sca prictien, husear términos usados)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ?

Citzcion de dueumento, con indicacion, donde sca apropiado, de tos textos relevanics

Relevinte a la reivindicacion No.

24 de Qctubre dec 2002 (2002-10-24)

pagina 1, parrafo 11
pagina 2, parrafo 13 - pirrafo 18

gjemplos 9-17

X US 2002/156036 Al (YVES CL.AUDE NICOLAU)

pagina 5, parrafo 63 — pgina 6, parrafo 67.

1-63,
78-102,
107-110

E In ¢l recuadro C se enumeran mds documentos.

En el anexo se cnumeran miembros de 1a tamilia de patenics.

= Categorins especiales de documentos citados:

'A’ documento que define el ¢stado general de 1a écnica el cual no s¢
considers ¢t relevancia particular

‘B’ documnientu anterior pero publicadn en o después de la fecha de
presentacion mternacional

L' documenta que puede arrojar dedas sobre reivindicacivnes de
prioridal o que sc cita para estublecer la fecha de publicacién de uira
citzcitn v otra rezn especial {segin se espeeifica)

O dncumeatd yue se refierc a una revelacion oral, uso, exhibicion u
otros medios

P documenty publicado antes de hn fecha de presentacion intemacional
pera despuds Je la fecha de prioridud reivindicada

“T' docurmento posterior publicado despuds de la fecha de presentacion
intemacional o fecha de prioridad y yue no estd en conflico con 1o
solicitud pero citado para entender ¢l principio o teoria que sustenta
Ia invencion

X' documenio de relevancia particulur: fa invencidn reivimlicada no
pucde considerarse nueva v no pusde considesurse gue comprende
un paso inveative cuando el documento se toma s0lo

"Y' documento de relevancia particutar; la invencidn reivindivada no
puede considerarse que cumprende un paso inventivo cuando ¢l
documenta se combing con uno o mas documentos, siendu dicha
combinzcion abvia paru una persona eaperts en iz técnica

*&' documentn miemnbro de la mistna familia de pawentes

Fecha de ln terminacidn real de la hiisqueda intemacional

22 de Marzo de 2007

Fecha de envin por correo del repurte de biisqueda internacional

25/06/2007

Wambre ¥ ditcccidn de comen de fa (NAS
Oficina de Patentes Europea. P.B. 5818 Patentlasn 2
NI.-2280 NV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 631 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Funcionaris aulonizado

MONTIERO LOPEZ, B

FForma PCT/ESA/210 (segunda hoja) (Abri! 2003)

pagiua | de 3




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/011861

C. (Continuacion) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorfa ® | Citacidn de documento, con indicacion, donde sea apropiadu, de los texins relevantes Relevante a Ia reivindicacién No.
X NICOLAU CLAUDE Y COL: "Una vacuna tcrapéutica basada cn 1-63,
liposomas contra las placas beta amiloides en ¢l pancrcas de 78-102,
ratoncs NORBA transgénicos” 107-110
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF THE UNITED SATATES OF AMERICA,
vol. 99, no. 4,
19 de Febrero de 2002 (2002-02-19), paginas 2332-2337,
XP009062068
ISSN: 0027-8424
resumen
pagina 2332, columna a mano derecha, parrafo 3
pagina 2333, columna a mano izquierda, pirrafo 2 -
columna a mano derecha, parrafo 1; figuras 1, 2
pagina 2334, columna a mano derecha, parrafo 2
- pagina 2337, columna a mano derecha, tltimo parrafo
X BRUNQ P. IMBIMBO: "Aproximaciones de inmunizacion 1-63, .
beta-amiloide para la enfermedad de Alzhcimer” 78-102,
DRUG DEVELOPMENT RESEARCH, 107-110
vol. 56, 2002, paginas 150-162, XP002426086
pagina 157, columna a mano izquierda, pérrafo 3 -
columna a mano derecha, parrafo 1
X WO 02/096350 A (UNITED BIOMEDICAL, INC)) b-14,
5 de Diciembre de 2002 (2002-12-05) 24-48,
78-102,
110
pagina 13, parrafo 31 - pagina 15, parrafo 37
pagina 17, parrafo 40 - parrafo 42
pagina 24, parrafo 59; ejemplos
X US 20057123553 A1 (ALON MONSONEGO Y COL.) 1-14,
9 de Junio de 2005 (2005-06-09) 24-48,
78-102,
107, 109,
110

pagina 1, parrafo 7 - parrafo 10
pagina 2, parrafo 12
pagina 2, parrafo 15 - pagina 3, parrafo 23

-

Forma PCT ISA {210 (continuacion de 1a sepunda hoja) {Abril 2003)

pagina 2 de 3




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/011861

C. (Conlinuaciin) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ©

Citacién de documento, con indicacion, donde sca apropiado, de lus textos relevantes

Relevante a {a reivindicacion No.

P, X

P, X

[:P 1 676 859 A (PEVION BIOTECH LTD.)
5 de Julio de 2006 (2006-07-05)

pagina 3, parrafo 12 - pigina 4, parrato 20

pigina 5, parrafo 28 - pagina 6, pémrafo 32

pagina 6, parrafo 39 - pagina 7, parrafo 43

pagina 8, parrafo 48 - pdgina 9, parraio 53

pagina 12, parrafo 79

pagina 13, parrafo 87 - pagina 14, pirrafo 93

MARCEL MAIER Y COL.. ‘"Inmundgenos pequctios
beta-amiloides reducen la carga beia-amiloide cerebral y las
deficiencias de aprendizaje cn modelo ratén de la enfermedad de
Alzheimer c¢n la auscncia de una respucsta inmune celular beta-
amiloide especifica”

NEUROBIOLOGY OF DISEASE,

vol. 26, no. 18, 3 de Mayo de 2006 (2006-05-03),

paginas 47174728, XP"002426087

resumen

pégina 4718, columna a mano izquicrda, parrafo 3 -

columna a mano derecha, parrafo 3

pagina 4719, columna a mano derecha, parrafo 2

- pagina 4726, columna a mano derecha, pirrafo 2

1-63,
78-102,
107-110

1-14,
24-48,
78-102,
107-110

Forma PCT! ISA 210 (continuacion de la segunda hoja) (Abril 2005}

pagina 2 de 3




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Informacién sobre miembros de familia de patentes

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/011861

Documento de patente citado en el
reporte de busqueda

Fecha de publicacion

Miembfo(s) de la familia dc

Fecha de publicacion

patentes

US 2002156036 Al 24-10-2002 US 2006073155 Al 06-04-2006

W0 02096350 A 05-12-2002 BR 0210010 A 25-10-2005
CA 2448171 Al 05-12-2002
CN 1568329 A 19-01-2005
EP 1497313 A2 19-01-2005
JP 2005506311 T 03-03-2005
MX PAD3010631 A 13-09-2004
W 252233 B 01-04-2006
US 2004247612 Al 09-12-2004
UsS 2003068325 Al 10-04-2003
ZA 200308767 A 25-07-2005

US 2005123553 Al 09-06-2005  NINGUNO

EP 1676859 A 05-07-2006 WO 2006069718 Al 06-07-2006

Forma PCT? [SA? 210 (anexo familia de pstentes) (Abril 2005)




Intarnational application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2006/011861

Box I Observations whare certaln claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This Intsmational Search Report has not basn established In repect ot certaln clalme under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.:
becauss thay relate to subject matter not réquired 1o be sear¢hed by thig Authority, namaly:

Although claims 79-102 are directed to a method of treatment of the
human/anima) body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition, ‘

2. D Clalms Naos.:
because they relate o parts of the International Application that do not comply with the prescribed requiraments to such
an extont that no meaningful Intemational Search ¢can be carred out, specitically:

3. Clalms Nos.:
because thay are dependant claims and ave not diatted In accordance with the sacond and third sentences of Rule 8.4(a).

Box Il Observations where unity of invantion Is lacking {Continuation of item 3 of fIrst sheet)

This Intematienal Searching Authadlty found multipls inventions in this Intemational application, as foflows:

see additional sheet

1. D As all required additional search foes wera timely paid by the applicant, this Intzrnational Search Report covers all
searchable (laims.

2. D As all searchabde clalms could be searched without effort justilying an additional fee, this Authority did not Invite paymant
of any additional fee.

3. D As only soms of the required additicnsl search foes were fimely paid by the applicant, this Intemational Search Report
covers only those claims for which feas were paid, speciiically claims Nos.:

4. m No required edditiona) search feas were titely paid by the applicent. Conssquently, this Intemational Search Report is
rastricted to the inventlon first mentioned In the cletms; it Is covered by claims Nos.:

see annex

Aamerk on Protest D ‘The additional search f2es were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of addidonal search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of frst sheet (2)) (January 2004)




Intemational Appiication No. PCT/EP2006 /011861

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 21D

This International Searching Authority found multiple {groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-63, 78-84, 86, 100, 102, 108-110 and partially 85,
87-99, 101, 107 '

A-beta antigenic peptide fragment consisting of a single or
repetitive stretch of 13-15 amino acids of the N-terminal
part of the A-beta peptide; vaccine composition comprising
the same for the treatment and prevention of
amyloid-associated diseases .

2. claims: 64-66 and partially 70-77, 85, 87-99, 101, 103-107

Composition comprising an A-beta peptide antigen and an
inhibitor of the complement system for the treatment of an
amyloid-associated disease

3. claims: 67-69 and partially 70-77, 85, 87-99, 101, 103-107

Composition comprising an A-beta peptide antigen and a
compound which triggers an enhanced, regulated oxygen
release to the tissues for the treatment of an
amyloid-associated disease

A



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internstional appiication No

PCT/EP2006/011861

A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. A61K39/00 A61P25/28

C07K16/18

According to Intgmational Patent Classification (IPC) o1 1o both national ctassiticalion and IPC

B. FIELDS SEARCHED

A61K A61P CO7K

Mintmem documantation searched (claselication system followad by dassification symbols)

Documentation searched other than minkmum documentalion to the extant thel such documenis are Inchuded In the fialds scarched

EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS

Elactroni; data baso consutiod during the Idernational aearch (name of data bass and, whore pradicel, search lsrms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | CRation of document, with indicalion. where appropriate, of the relevant pussages

Redevant lo clalm No,

page 1, paragraph 11

67; examples 9-17

page 2, paragraph 13 -~ paragraph 18
page 5, paragraph 63 - page 6, paragraph

X US 2002/156036 A1 (YVES CLAUDE NICOLAU) 1-63,
24 October 2002 (2002-10-24)

78-102,
107-110

/==

m Furthor documents are isted in the continuation of Box C,

Saa patont family annax.

* Spacia) categonias of cited documents :

*A* document dofining the ganaral state of the ant which ia not
considerud to be of particutar relgvance

£* garlior documsnt but published on ar after tho [ntarnational
flling eatn

L dacurment which sy throw dotbls on priorty clalm(s) or
which is ¢ited to establsh the pub(iwﬂm date of anotner
cltation or other epecial raason (as specified)

Q" document relaring 1o an oral disclosurs, usa, exhitition or
ofler tneans

*P* gocument published prior to the Internationsl [iing date but
Later than the priorty dale clabmed

‘7" later documen! published affer the nfernational tiling dale
or priofky date and nol in confict with the application but
¢liod to Understand the princlplo or theary underying the
invertion

'%* document of pariculr ratevanos; the clalined tmsanlivn
cannot be considerad novsl or cannot be considered to
Ihvaive an kventive elap when the document is takan alone

" document of partictrlar relevance; 1he ciaimad Invesdion
cannot be considerad 1o Involve an Inveative slep when the
document is combinad with one or mnro other such doou~
m‘f';fm combination being obvious to a person exllied
n

‘%' document mamber of the aame palen! lamily

Dato of the ectual completion of the Intamational ssrrth

22 March 2007

Date of mailing of the Inemational asarch report

25/06/2007

Mame and maling address of the I3A/
Europesan Patent Uoe, P.B. 5618 Patsntiann 2
NL ~ 2260 HY Rijswik
el (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo ul,
Fax (+31-70) 340-3016

Aulhorized oRRor

MONTERC LOPEZ, B

Feem PCTNSA210 {saoond cheot) (Ajrl 2506}

page 1 of 3



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

tmternations) spplication No
PCT/EP2006/011861
C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Gatogory* | Citation of documont, with indicatian, whera appropriale, of tha rolovant passages Relevant 10 clalm No.
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A liposome-based therapeutic vaccine against
B-amyloid plaques on the pancreas of

transgenic NORBA mice

Claude Nicolau***, Ruth Greferath*, Teodor Silviu Balaban®, Jaime E. Lazarte!, and Robert J. Hopkins$

*Ecole Supérieure de Biotechnologie de Strashourg, Université Louis Pasteur, 67091 Strasbourg, France; and 'Beth Isracl Deaconess Medical Center,
Departiment of Medicine, and 5Dana Farber Cancer Institute, Harvard Medical School, Boston, MA 02116

Communicated by Rebert Langer, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA, November 20, 2001 (recoived for review August 20, 2001)

Immune tolerance to B-amyloid (Ag) was broken in NORBA trans-
genic mice presenting A plaques on their pancreases. Vaccination
of Black €57, BALB/c, and NORBA mice with the synthetic AB, i
sequence madified by covalently attaching two palmitoyl residues
al each end of the peptide, subsequently reconstituted in lipo-
somes-Lipid A elicited titers of 1:5,000 of anti-Af,.¢ antibodies
within 10 weeks after the first inoculation. On direct interaction,
sera with antibody titers of 1:5.000 solubilized /n vitro up to 80%
of preformed ABy_ 42 aggregates. Cryosections of pancreases of
unvaccinated NORBA mice show, on stalning with Thioflavin T,
extensiva arcas of high-intensity fluorescence In the acinar cell
fields. Quantitation of the average Ruorescence Intensity in each
section indicated that: (j) whereas nonvaccinated NORBA mice
develop plaques within 45-60 days after birth, vaccinated B-week-
old NORBA mice did not develop amyloid plaques on their pan-
Crcases over a period of 7 months; (if) cryosections from pancreases
of 9- and 15-month-old vaccinated NORBA mice showed less than
50% of the fluorescence shown by aryosections from unvaccinated
animals of the same age. The results Indicate that palmitoylated Ap
peptides, reconstituted in liposomeslipid A, are highly immuno-
genic, eliciting *therapeutic” antibody titers within 3 months of
the first inoculation and preventing amyloid plaque formation in
young animals or significantly reducing existing plaques in older
transgenic mice. Possible implications for the therapy of Alzhei-
mer's disease are discussed.

immune tolerance | anti-Ag-antibodies | lipid A | Ag-fiber solubilization

lzheimer's disease (AD) is a progressive degenerative disurder
of insidious onset characterized by memory loss, confusion,
and a variety of cognitive disabilitics. The major ncuropathological
change in the brains of ADD patients is neuronal death, particularty
in regions related to memory and cognition (1), One of the major
pathological features of A is the abundant presence of amyloid
plaques in the brain of affected individuals (2). Intracellular bundles
of paired helical filaments, composed largely of phosphorylated tau
protein, accumulatc in large amounts in dying neurons (3). On the
neuron surfaces, insoluble aggregates of proteinaceous dcbris,
tenned amyloid, appear in the form of neuritic plaques and vascular
amyloid deposits (1). The frequency and distribution of the neu-
rofibrillar tangles and of the ncuritic plaques appear to correlate
well with the extent of cognitive impairment and other character-
istic symptoms of AD (3).
Amyloid plaques are formed by the B-amyloid pepiide (AB),
a 39- to 43-ua-long polypeptide that is mostly coiled and slightly
a-helical in its benign soluble form and, on conformational
transition into a mainly B-shcet secondary structure, spontane-
ously aggregates into insoluble deposits. AB is a physiological
metabolite of the niuch larger amyloid precursor protein (APP),
695-770 aa long, which undergoes scquential protcolysis (4). I'he
peplide may remain in solution as a random coil or an a-helix (5).
A mAb, raised against the sequence AB; s of the amyloid
protein, was shown in vitro to have a solubilizing effect on fibrils
formed by the A, s, amyloidogenic peptide (6). The amyloid

2332229937 | DMAC | Cakvunmedd 0% 1 nd A8 | s

filaments obtained were similar to those found in amyloid
plaques and cercbrovascular amyloid, assembled from chemi-
cally synthesized amyloid sequences under defined experimentat
conditions (6). :

Previous studies in our laboratory had shown that palmitoy-
lated peptide scquences of the multidrug-resistance (MDR)1
protein, reconstituted in the bilayer of liposomes, when injectcd
into mice elicited strong immune responses, breaking the im.
mune lolerance to this “self" protein (7).

In the present study, we repori that the patmytoilated AB;_i5
sequence reconstituled in lippsomes-lipid A, when injected ip. into
mice, including transgenic NORBA mice, which overexpress hu-
man APP resulting in amyloid plaque deposits on their pancreases,
clicited significant titers of antiamyloid antibodies displaying thes-
apeulic as well as prophylactic action in NORBA transgenic mice.

Materials and Methods

Chemicals. Dichloromethane from Carlo Erba (Milan) was dis-
tilled freshly from calcium hydride under nitrogen before usc,
Acetic unhydride, 4-dimethylaminopyridine, and dicyclohexyl-
carbodiimide were purchased from Sigma-Aldrich; a,s-
dipalmitoyllysine was synthesized according 1o literature meth-
ods (8); a-fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-2 -palmitoyllisine
[FmocLys(Pal)OH], the 4-alkoxybenzyl alcohol resin for auto-
mated solid-phase synthesis, as well as AB)_., was purchased
from Baciiem; chromatography solvents were HPL.C grade; the
goat-anti-mouse-antibody (alkaline phosphatase conjugated)
and para-nitrophenylphosphate were obtained from Sigma-
Aldrich; the murine anti-Hiss-IgG antibody from Qiagen
(Courtaboeuf, France), and the monoclonal anti-ABy_i¢ enti-
body 6C6 was a gift from Dale Schenk (Elan Pharma, San
Francisco). Dimyristoylphosphatidyl-choline, dimyristoylphos-
phatidyl-glycerol, and cholestero! were purchased from Avanti
Polar Lipids, monophasphory! lipid A from List Biclogical
Laboratories (Campbell, CA), aluminium hydroxide (Alum)
(Rehydrogel, HPA) was a gift from Reheis.

Animals. BALB/c and C57B1./6 mice were ublained from Centre
Elevage JANVIER (Le Genest Saint Isle, France); transgenic
NORBA mice werc a gift from Hoechst-Roussel, The mice were
maintained in a facility that was tested routinely and found to be
free of transmissible agents that cause discase in mice.

Instrumentation. Solid-phase synthesis of the two different tetra-
palmitoyl peptides was carried oul on an Applied Biosysiems
431A peptide synthesizer by using Fmoc (Sheppard) chemistry.

Abbreviations: AR, f-armiold: AD, Alzhetmer's diseass; Alum, alurninium hydroxide; APP,
emitaid precursor protein; Fmoc, 9-fluoreny methoxycarbony! ester; Thi, thioftavin T.
o whom raprint requests should be addressed. E-mall: claude.nitolau@caregroup.
harvard.edu or nicolsuGtherascope.de.

The publication casts of this artide were detrayed In part by page charge payment. This
articie mwst therefare be hereby marked “advertisement” in accordance with 38 US.C
§1734 solely to Indiceta this fact.
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Electrospray ionization mass spectra were recorded on 8 Mi-
cromass BIO Q Instrument (Micromass, Manchester, U.K.),
HPLC separations were effected on a Hewlett-Packard HP 1090
chromatograph equipped with a VYDAC-CI8 reverse-phase
column that was thermostated at 5¢°C and cluted with a gradiem
of two solvent mixtures [A, 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in
water and B, 70% acetonitrile, 30% of 0.09% TFA in water].
Fourier transform-TR Spectra were recorded in potassium bro-
mide peliets on a Perkin-Elmer 1600 spectrometer.

Synthesis of Tetrapalmitoyl-Tris-Lysine-AB-Peptide and of Tetra-
palmitoyl-tetrakis-Lysine-Ap-Peptide. Two sequential e-palmitoy-
lated hysines were introduced at the peptide’s C terminus. The first
e-palmitoylated lysine was anchored onto the 4-alkoxylbenzyl al-
cohol resin by reacting 335 mg of resin with 388 mg of FmoclLys-
(Pal)OH in the presence of dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (185
mg) and 4-dimethylaminopyridine (DMAP) (20 mg) in dry freshly
distillcd dichdoromethase according to Merrifield (9). After stirring
for 3 hours at room temperature, the reaction mixture was filiered
and washed thoroughly 10 times with dry methylene chloride. To
ensurc complete reaction, the obtained resin was reacted once more
with a [resh portion of FmocLys(Pal)OH in the presence of DCC
and DMAP in dry mcthylene chloride, suspended in 45 ml of dry
methylene chloride, and 5 ml of acetic anhydride was added for
capping any unreacled resin. After washing with methylene chlo-
ride, the resin was dried in vacuum. The Founer transform (FT)-IR
spectrum of the product shows the expected bands for the ester
linkage at 1,720 cm™", for the NH group at 3,327 cm™?, and for the
amide curbonyl group at 1,626 em™L. All these bands are absent in
the FT-IR specirum of the starting 4-alkoxybenzyl alcohol resin
The final quantity was 302 mg with a loading of about 0.5 mmol /g.
The second c-palnutovldll.d kysine was anchored on the pepiide
synthesizer by using for coupling also FmocLys(Pal)OH. Subse-
quently, 16 cycles of conventional automated solid-phase peptide
synthesis were performed, resulting in the sequence ABj.ys ap-
pended to the first two palmitoylated tysines. At this point, a small
amount of peptide was cleaved from the resin and analyzed by
clectrospray mass spectrometry and HPLC, showing that, in addi-
tion to the desired lipopeptide, minor components of peptides
lacking cither one or two palmitoylated lysines were also present.

Two further couplings, each repeated twice, were effected
with Fmoc protccted e-palmitoyllysine [Freoc-Lys(Pal)-OH].
Final deprotection and cleavage from the resin afforded a
mixiure of lipopeptides in which the desired tetrapalmitoylpep-
tide, shown in Fig. 1, amounted to 35% (pcaks at 1140.6, 855.4,
and 685.4 Da for the +3, +4, +5 molecular ions, respectively,
lead to an inferred mass of 3421.65 % 0.39 as compared to the
thcoretical value of 342105 Da). As the other components lacked
palmitovlated lysines, their insertion into liposomes was less
probable, so that a purification at this stage could be performed,

Preparation of the Antigen. Liposomes with lipid A and Alum were
used as adjuvants to prepare the antiamyloid vaccine (7). Dinoyr-
istoylphosphatidyi-choline, dimyristoylphosphatidyl-glycerol,
and cholesterol were mixed in the molar ratios of 0.9:0.1:0.7.
Monaphosphoryl lipid A, a strong immunomodulatos, was
added at a concentration of 40 mg per mmol of phospholipids.
The palmitoylated peptides were added at a molar ratio peptide
to phospholipids of 1:100. Solvents were evaporated, and the
resultant film was hydrated with sterile PBS (pH 7.3) to a final
phospholipid concentiration of 4 mmol and was further homog-
cnized. The liposome suspension was mixed with sicrile Alum 15
min before injection (9:1 vol /vol).

Immunization Protocol. Three groups of animals were immunized:
({) eight BALB/c mice were immunized by six i.p. inoculations at
2-week intervals with 200 pl of the palmitovlated peptide-
liposome-lipid A/Alum suspension. Six additional mice were
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H(Pal)Lys-(Pal)Lys-Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-
Gly-Tyr-Gly-Vat-His-His-Gin-Lys-(Paf)Lys-{Pal)Lys-OH
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FAg. 1. Reconstiution of A8y 15 In the liposome bilayer. (A) Uposome with
anchored AB-15. {B) Magnification of the boxed reglon in the upper part. (Q
Two palmitoylated lysine residues {in the sequence shown with bold charac-
ters) are covalently attached at each end of the Agy. s sequence.

injected with PBS and Alum or with phospholipids and Alum (three
animals each); () in a group of 12 C57BL/6-mice, three received
liposomes-lipid A and palmitoylated AB,_;s, three received lipo-
somes-lipid A mixed with the scrambled sequence AB,z.), and six
were injecied with lipids only or left untreated (each three animals);
{iii) the final group consisting of 19 NORBA transgenic mice of
different ages, constitutively prmenung AP plaques on the pan-
creas, were immunized by using the protocol described. Four
animals were left untreated as controks. Blood was collected from
the tail vein 4 days after injection. "t he collected blood (10-30 )
was diluted immediately with 10 ul of PBS and 5 pl of heparin. The
samples were centrifuged, and the serum was tesied for anti-APy_e
antibodies by ELISA.

ELISA. Microtiter plates were coated with 50 ul of AB)_.; solution
(! mg of ABi_«2/5 ml PBS) and left overnight at 4°C. Wells were
blocked with 200 pul of BSA /PBS (0.55% BSA) for 2 hours a1 37°C
and washed with 200 pl of PBS /0.005% Triton X-100. Dilutions of
sera (1:10-1:100,000) were incubated for 90 min at 37°C. The plates
were washed twice with 200 ul of PBS /0.005% Triton X-100 before
50 ul of a goat-anti-mouse antibody (alkaline phosphatase conju-
gated) was added in a 1:30,000 dilution. After 90 min at 37°C, the
wells were washed as described. One hundred microliters of the
paranitrephenyl phasphate substrate (1 tablet in 5 ml of deionired
water) was added, and optical absorption was measured at 405 nm
in an ELISA reader 20-60 min later (10).

Disaggregation Assay. Reaction tubes containing 30 pg of ABi.
«2/10 pl of PBS, pH 1.3, were incubated for 1 week at 37°C.
Aggregation was measured by the thioflavin T (ThT)-binding
assay in which the dye’s fluorescenee emission intensity reflccts
the degree of AB fibrillar aggregation, Disaggregation was
followed after addition of various undiluted sera of immunized
maice to the preformed fibers (10 yul each). The reaction mixtures
were incubated for 2 days at 37°C. The mAb, 6C6, and an
irrelevant control antibody (mouse IgG, anti-Hiss) were used at
a final concentration of 0.4-3.5 mg/ml. Fluorescence (excita-
tion: 450 nm; emission: 482 nn) was measured after addition of
¥ ml of ThT (3 pM in 50 mM sodium phosphate buffer,
pH 6.0) (4).
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W { | —o—Palm, b-Amylcid (1-16) /
0,2 lipasomes, fipid A in
* Balb/cmice
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Fig. 2, Antlbody response in mice to different antigens reconstituted iIn liposomes —fipid - Alum, 6 weeks sfter the first inoculation. Three groups of animals
were immunized: (i) eight BALB /c mice were inmunized lyy six i.p. inoculations at 2-week intervals with 200 . of the palmitoylated peptide—liposome-lipid
A/ Al suspension. Six additional mice were injocted with PBS and Alum or with phospholipids and Alum (three animals each), (i) In a gioup of 12
C578L/6-mice, three received liposomes-lipid A and palmitoylated Afh.is, three received liposomes-lipid A mixed with the scrambled sequende ABgz-q, and six
were injected with lipids only or left unti eated (each three animals). Four animals wese left unticated as controls. Blood was collected from the tall vein 4 days
aftes injection. The collected blood (10-30 pul) was diluted immediately with 10 ulof PBS and S it of heparin. The samples were centsituged, and the serurn was
tested for anti-ABi.4; antibodies by ELISA (see Materials and Methads). (#) Means of sera from 12 C578L/6 mice; (O) means of sera from 8 BALB/< mice; (A, (],

B) means of sera from three animals each and SDs are shown,

Histochemistry

Quantitative Fluorescence Analysis. Vaccinated and sonvaccinated
NORBA mice of different age having received seven immuni-

Bafbic mice iaununized with AQ, .. Lys(Pal},

on
Sixmamas

ELISA response

on
400 (P
-
———

EUSA respcnss

Fig.3. Time dependence of anti-Af, g antibody titers in animals vaccinated
with the lipasomal, palmitoylated ABi.ie antigen. Antibody response was
assayed by ELISA, Lk otiter plates wers coated with 50 ul of A8, g solution
(1 mg of ABs_42/5 mi of PBS) and left overnight at 4°C. Wells were blocked
with 200 ul of BSA /PBS (0.5% BSA) for 2 hours at 37°C and washed with 200
| of PBS /0.005% Triton X-100. Dilutlons of sera {1:10=1:100,000) were incu-
bated for 90 min at 37°C, The plates were washed twice with 200 ul of
PBS /0.005% Triton X-100 before SO uf of a goat-anti-mouse antibody {alka-
line phosphatase tonjugated) was added ln a 1:30,000 ditution. Afres 90 min
at 37°C, the wells were washed as described. One hundred microliters of the
paranitrophenyl phasphate substrate {one tablet in 5 m| of delonized water)
was added, and optical absorption was measured at 405 nm in an ELISA reader
20-60 niin later (B}, Means of sera from B BALB/ ¢ mice and means of sera from
12 CS57B1/6 mice and $Ds are shown. :
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zativns werc killed 7 months after the first inoculation, and their
pancreuses were collected and preserved in formalin, The for-
malin-prescrved pancreas pieces were soaked in sucrose solution
to prepare them for eryosectioning, The sections obtained were
analyzed by ThT staining (11) 10 detect A on the surface of the
pancreas. Washed seclions were stained with a 192 Th'T agqueous
solution for 3 min. To remove excess fluorochrome from the
background, sections were rinsed with water and incubated in
1% acetic acid for 20 min. Sections were washed with walcer
exicnsively before analysis by fluorescence microscopy. Thin
scctions staincd with ThT were analyzed with a Nikon Labophot
Microscope by using a 100-walt mercury source and s Lucifer
Yellow Filter Set (Chroma Technology, Brattleboro, VT). Imn-
ages werc captured with a Cool Snap Pro Digital Capture kit
(Media Cybernclics, Silver Spring, MI}) by using a X 40 objective
and an exposure time of 600 msec. Images were analyzed with
IMAGE PRO PLUS v. 4.1 (Media Cybernetics). Three sections were
used per treatment group, and treatments werc unknown to the
analyst. A unitorm threshold setting of 567,000 pixels per image
was maintained for all groups. Measurements included the total
arca of the fluorescent region and the mean intensity within the
region. ‘The person conducting these studies did not know the
history of the cryoscctions analyzed.

Results

To anchor a synthctic peptide of desired sequence in the liposome
hilayer, thus cnhancing its inmunogenicity, we used lysines that are
acylated at the g-amino group with a fatty acid residue capable of
insertion in the liposomal bilayer. Palmitoy) residues (16 carbon
atoms) have proven to have the appropriate kength for the stable
insertion into the lipid bilayer (7). Two such palmiloyl residues at
each end of the peptide make it sufficiently hydrophobic so that
insertion is thermodynamically favored, a stable supramolecular
asseinbly being formed, as shown in Fig, 1.

A significant immune response was observed in the lipo-
somces/AByie vaccinated BALB /¢ mice after the third inocu-
lation. The titers of the elicited anti ABy.;; antibodies were
around 1:5,000 10 weeks after the first inoculattion. Control
animals receiving phospholipids/Alum or Alum alope had
negligible titers 10 ABy_sz. Sera of C57BL /6 mice having re-
ceived palmitoylated AB) .6 reached titers up 10 1:10,000 against
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Fig. 4. Dhaggregation of AByq; fibers by sera of immunized
C57BL /6 mice. (A} ThT {luorescence emission Intensity cosre-

lates with the amount of fibrillar amyloid present In solution,
AB fiber farmation during 7 days at 37°C in P85, pH = 7.1

Antlsera were added after 7 days and incubated for 24 h. Bar
no. 1, serum of a nonvacdnated animal; bars nos. 2-16, sera of
vaccinated animalbs. (8) Anti-ABy-1s mADb 6C6 and lrrelevant igG
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Afh_s;. No antibodies against AB;_s2 were found in sera from
mice having received scrambled ABsa.y or lipids only.

Figs. 2 and 3 a and b show the evolutions of the antiamyloid
antibody liters in time, fisst after three inoculations with a variety
of antigens and then after six inoculations by using only the
palmitoylated peptide in liposomes.

Disaggregation of Afi-« Fibrils. Because the mAb 6C6 raised
against A By, was shown to solubilize A8 fibers in vitro, the antisera
of the vaccinated mice showing titers of at least 1:5,000 were tested
for their capacity to solubilize preformed AB)_q; fibers. A disag-
gregation assay of AB;_ 4 aggregates was performed as described by
Solomon et al. (6). A significant solubilization of AB,_s; fibers by 15
different antiscra was obscrved with an incubation time of 2 days
(Fig. 44). The sera induced disaggregation at an extent up to 80%,
exceeding the solubilization of ABy_.; fibers by the Elan mAb (6C6,
60-709z) (Fig. 4B8) uscd in comparison. The irrclevant IgG had no
significant effect on disaggregation of the AB;_s» fibrls (Fig. 4B).

Histochemistry Studies. Pancreascs of vaccinated and nonvaccinated
NORBA micc were collected for histology studies. Thin sections
were analyzed by ThT staining to assess the AB burden on the
pancreas. Fig. 44 shows the fluorescence of thivflavin-stained
pancreatic tissue of a 2-month-old Af negalive animal (3.1) that
had been vaccinated 7 weeks after birth, There is diffuse weak
background fluorescence, and the acinar cells arc dark. By contrast,
a ThT-stained pancreas section of 14-month-old animals (4.4, 4.2;
Fig. 54) with fully developed AB plagques shows intense fluoses-
cence throughout the acinar cell fields. There were also very bright
fluorescent arcas suggesting larger blood vessels. Tissues of animals
6.1 and 7.1 show the fluorescence of a ThT-stained section of the
pancreas of 9- and 15-month-old mice, with fully devcloped AB
plaques 7 months after vaccination. There arc some focal (patchy)
arcas of fluorescence among acinar celis but predominantly many
patches of nonfluorescent acipar cells. It appears from these images
that the vaccination ejther had disintegrated A B plaques in animals
having alrcady developed such plaques or had prevented their

Hicolau et al.

were incubated at a final concentration of 30 ;0 /20 ul with
ABv-a; aggregates for 24 h. Average of three measurements
with three different serum samples.

deposition on the pancreas when young transgenic animalks were
vaccinated before plaque formation.

With individual variations, this is the patlern observed
throughout the experiment performed on 19 NORBA mice.
Quanititative evahiation of the average fluorescence intensity in
each section stained with ThT by using the luminosity analysis
software described indicated that pancreas sections from 9- and
15-month-old vaccinated NORBA mice showed less than 505%
the fluorescence of unvaccinated snimals of similar age
(Fig. 5B).

Discussion
The palmitoylated ABy.1¢ Sequence reconstituted in liposomes
containing lipid A and Alum injected i.p. to mice proved to be
a strong antigen capable of eliciting a significant immune
response. These results extend earlier observations made with
the murine multidrug-resistance (MDR)1 sequences (7) by using
also palmitoylated peptides reconstituted in liposomes-tipid A.
Antibody titers of 1:5,000-):10,000 were detected about 12 weeks
after the first inoculation and subsequent boostings at 2-week
intervals. Schenk ef al. (12) obtained similar titers of anti-AB).«
antibodies over an 11-month period, when the antigen used was the
APBj_4; sequence cmulsified with the complete and subsequently
incomplete Freund adjuvani. The titers of antiamyloid antibodies in
mice inoculated with the palmitoylated AB:.1s sequence reconsti-
wted in liposomes/lipid A were measured by ELISA by using
Apy_4; as antigen, The antibodies proved effective in solubilizing in
vizro A fibers (Fig 4). As can be seen in Fig. 44, all sera from
immunized mice solubilized AB fibers, albeit with different effica-
cies. Their activity was comparable with that of the most efficient
antismyloid mAb reported, 6C6 (6). Mouse sera coataining irrel-
evant IgGs had no solubitizing effect on the AB fibers in vitro. This
observation may be significant for the mechanism of action of these
antibodies in vivo, because the amyloid fibers assembled in sohstion
under the condition described are similar to those found in amyloid

plaques (6).
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Histological study and quantitation of Ad in thin sections of pancreases from vaccinated and unvaccinated NORBA transgenic mice, stained with ThT.

(A) (3.1) 9-month-old mouse vaccinated 7 weeks after birth, without A plaques; (3.4, 4.2) 14-manth-old mice with tully devcloped AS plaques, unvaccinated;
{9- and 15-month-old mice with fully developed AJ plaques, vaccinated. (8) Quantitation of fluorescence in images In A. Three sections veere used per treatment
gioup, and treatments were unknown to the analyst. Washed sections were stained with 3 1% ThT aqueous solution for 3 min, To remove excess fluorochromie
from the backgraund, scctions were rinsed with water and incubated in 1% acetic acid for 20 min. Sections were washed with water extensively betfore analysis
by fluorescence microscopy. Thin sections stalned with ThT were analyzed with a Nikon Labophot Microscope by using a 100-watt mercury sousce anda Lucifer
Yeilow Filter Set {Chroma Technology). Imagas were capturcd with a Cool Snap Pro Digital Capture Kit (Media Cybernetics) by using a <40 objective and an
exposure time of 600 msec, Images werse analyzed with IMaGE PRO PLUS v. 4.1 (Media Cybemnetics). A unifarm threshold sctting of 567,000 pixels per image was
maintained for all groups. Measurements included the total area of the fluorescent region and the mean intensity within the region.

Deposition of amyloid plagues was observed in pancreas of
transgenic NORBA mice (13). Study of the A production, accu-
mulation, and recycling in the pancreas of transgenic NORBA mice
indicated that A ckeposits are formed in four types of pancreatic
cells: acinar eells, macrophuges infiltrating stroima, epithelial cells of
pancreatic ducts, and blood inonocytes/macrophages in the lumen
of pancrealic cells. All these types of cells pruduce fibrillar amyloids,
Amyloid production in acinar pancreatic cells starts in mice younger
thun 45 days, progresses in 2- to 7-month-old mice, and plateaus in
the second year of life (14).

Schenk et gl. (12) reported thatimmunization with A B4 with
complete or/and incomplete Freund adjuvant reduced the

2335 | www.onos.ora/cal/dol/10,1073/onas. 022627199

development of AD-like pathology in FDAPP mice, In 18-
month-old PDAPP mice, reduction of neuritic plaque burden
was between 50 and 60% on vaccinalion (12), although the
burden was relatively low in absolute terms. The pancreas
burden in the i6- and 17-month-ald NORBA mice was very high
(Fig. 44), so that its reduction by 50% appears 1o be sigaificant
and correlates well with the i virro solubilization of the pre-
formed ABj-q4z fibers by the antisera (Fig. 44).

Recenily, Janus et al. (15) and Morgan er al. (16) indicated that, .

by using the Schenk immunization lechnique (12), reduction of
behavioral impairment was obscrved in transgenic (1g) CNRDS
mice and of memory loss in Tg 2576 APP Tg mice, confirming the

Wienlais ot of



involvement of AB in memory Joss. However, as Morgan et al. (16)
point out, prevention of memory loss by vaccination occurs in the
presence of still substantial AB deposits.

Breaking the immune tolerance to AB by using palmitoylated
ABiis peptide reconstituted in liposomes appears 1o be quite
efficicnt, as “therapeutic titers” arc obtained rapidly, only 12
weeks after the first inoculation. Moreover, the amount of
plaque removal/solubilization is high after immunization with
this system: in the 9- and 15-month-old mice, the reduction of
plaque burden is =50% compared with controls. Moreover,
liposomes of the composition used in this work have been used
in for a number of clinical studies (17-19).

An extensive pathology study carried out with the vaccinated
mice did not find any autoimmune lesions in hung, kidney, liver,
adrenals, and pancreas of the NORBA mice 7 months after
vaccination. The absence of the blood-brain barrier hurdle to be
crassed by the antibodies to reach the pancreatic plaques in the
NORBA mice may reducc the value of our animal model, though.

The mechanism by which the elicited antibodies reduce the
plaque burden in all of the transgenic mice used until row is not
yetclearly understood. In an ex vivo assay, Bard et al. (20) showed
that antibodies against AB,_q; triggercd microglial cells 1o clear
plaques through Fp receptor-mediated phagocylosis and subse-
quent peplide degradation,

Recently, DeMattos er al. (21) showed that a mAb directed
aguinst the central domain of A8 was able to bind and completely
sequester plasma AB, They postulated that the presence of this
MAD in the periphcral compartment alters the transport and
dynamic equilibrium of AB between brain and plasma, favoring

Suto, C. (1999) Mol. Med. Today 8, 343-350.

Selkae, D. 1. (1995) Tronds Newrockem. Sci. 16, 408-409.

Terry, R, D. (1994) Prog. Brain Res. 101, 383-390.

- Baumeister, R. D. & Eimer, S, (1998) Argew. Chem. Int, Ed. Ergl. 37, 29782582,

- Seubert, P, Vigo-Pellrey, C., Each, F, Lee, M., Dovey, H.. Davis, D.,

Schlossmacher, M., Whaley, J., Swindiehurst, C., er al. (£992) Narure (London)
359, 325-327.
. Soloton, B., Koppel, R, Frankel, D. & Hanan-Aharan, E. (1997) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94, 109-112
7. Tosi, P.oF., Radu, D. & Nicolau, C. (1995) Biochem, Biophys. Res. Com. 212,
494-500.
B. Lapidot, Y., Rappopart, S. & Wolman, Y. (1967) J. Lipid Res. 8 142-145.
Y. Lu, G, Mojsov, S, Tam. J. P. & Merrificld, R. B. (1981) /. Org. Ghem. 45,
3433-3436.

10, Frénkel, D Katz, Q. & Solomen, B. (2000) Proc. Natl. Arad. Sel, USA 97,
11455-11459,

1. Vaseas, P. S. & Culling, C. F. A. (1959) Arch. Patkol, 68, 487-489.

12. Schenk, D., Bribous, R., Dunn, W., Gordos, G., Grajeda, H., Guido, T. H. K.,
Huang, J., Johnson-Wood, K., Kholodenko, D., Lee, M., ef al. (1999) Naawe
{London) 400, 173-177.

13. §ho§i. M., Kawarabayashi, T., Sato, M., Sasaki, A., Matsubaza, E., Ibuka, T.,

Harigaya, Y. & Hirai, S. (1996) Geronralogy 42, Suppt. 1, 48-56.

A B LN e

=

~
[t

Nicolau et a/.

XP009062068

the peripheral cleoring and catebolism instead of deposition
within the brain.

Finally, our own in virro data (Fig. 4.4) suggest that direct
interaction of anti-Ap antibodies with AB aggregates induces
extensive solubilization of the latter. it appears thus that three
mechanisms may be implicated in plaque destruction by anti-Ag
antibodies: (i) opsonization of the plaques and their subsequent
destruction by microglia macrophages, (ii) alleration of the
transport and dynamic equilibrium of AS between brain snd
plasma, and (ii¥) direct interaction of the antiamyloid antibodies
with the plaques.

On the basis of available data, it is difficult to select which is
the principal mechanism, but all three mechanisms might be
involved.

The results described herein suggest a possible therapeutic and
a prophylactic role for vaccination with a chemically modified
AP {ragment reconstituted in liposomes.
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ABSTRACT  Alzheimer’s disease (AD) represents the third leading cause of death in the U.S. and the
leading cause of dementia in the elderly population. Until recently, there was lintle hope of efficiently
combating this devastating disease. The deposition of B-amyloid (A) is the major pathological hallmark of
AD brains. Genetic, biochemical, and pharmacolagical evidence support the hypothesis that A8 plays a
key role in the development of the disease. Thus, in the last 5 years a number of pharmacological strategies
have been developed to interfere with the AB cascade. The most revolutionary of these approaches was
proposed in 1999 by scientists at Elan Pharmaccuticals, which immunized against A transgenic mice with
spontaneously developing AP pathology. The immunization was achieved by subcutaneous injections of a
preaggregated form of the synthetic human 42-amino acid AP emulsified with Freund's adjuvant, an
immune stimulant. The vaccination caused a near complete inhibition of AB plaque formation in younger
animals and a marked reduction of the AP burden in older animals. The effects on AP plaques were
accompanied by a reduction of AB-associated astrogliosis and neuritic dystrophy. These results were later
confirmed by other groups with similar vaccination protocols, which also demonstrated that the AR
immunization of transgenic animals normalize or reduce the cognilive impairment associated with AP
pathology. Interestingly, effective removal of brain AP plaques was also obtained by peripherally
administering AP antibodies. The mechanism with which the vaccine increases Af clearance is not fully
undersiood. Centrally, the vaccine appears to activale A phagocytosis by microglial monoceytes.
Peripherally, serum A antibodies bind and sequester A, thus altering its equilibrium between CNS and
plasma. The dramatic results obtained in animal models of AD raised unprecedented hopes for both a
preventive and a curative intervention for this devastaling disorder. A vaccine preparation for human use
(AN-1792) composed of preaggregated human AB42 peptide and a highly purified saponin derivative (QS-
21) was developed by Elan Pharmaceuticals and Wyeth Ayerst and tested in AD patients. Unfortunately, a
Phase Ha study aimed at evaluating the safety and immunological activity of AN-1792 in 360 AD patients
was discontinued because 15 subjects receiving the vaccine developed serious signs of CNS inflammation.
Bath central activation of cytotoxic T cells and autoimmune reactions were proposed as potential
mechanisms of toxicity. Other therapeutic AB vaccination strategies are being pursued, including immuno-
conjugales and monoclonal antibodies. The fulure of these and other AR immunization approaches
depend on a clear understanding of the mechanism of AB clearance and additicnal insight into the role of
inflammation in the AD brain. Drug Dev. Res. 56:150-162, 2002. © 2002 Wilcy-Liss, lnc.

Key words: Alzheimer's disease; f-amyloid; immunization; vaccination; AN-1792

INTRODUCTION *Correspondence to: Bruno P. Imbimbo, Research &

. , Development Departument, Chiesi Farmaceutici, Via Palermo 26/
Alzheimer’s disease (AD) is a growing health A,qalogo Panna,eF:taw.
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accounted for appro:um'ltely 170,000 deaths in the pyblished online in Wiley InterScience (www.intesscience.com)
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deaths) as cause of death [Ewbank, 1999). The yearly
cost of AD in the United States is estimated to be $100
billion [Schumock, 1998]. The cost of treating each
patient is estimated to be $195,000, with a significant
amount of this cost being attributed to loss of productivity
of the patient and caregiver and to costs sustained by the
family. The average annual cost for the care of patients
with mild, moderate, or severe forms of the disorder are
approximately $19,000, $31,000, and $37,000, respec-
tively. The availability of drugs capable of slowing the
develupment of the disease Jead to an estimated yearly
savings of approximately $25,000 per patient in medical
assistance costs alone [Leon et al., 1998).

From an anatomic point of view, AD is character-
ized hy an atrophy of the cerebral cortex and by a
massive loss of cortical neurons and cholinergic
projections made by the nucleus basalis towards the
cortex. From a histopathologic point of view, there is a
diffuse presence of extracellular and perivascular
neuritic plaques and intracellular neurofibrillary tan-
gles in the cerebral parenchyma.

The cousistent loss of cholinergic markers (cho-
line acetyltransfcrase, acetylcholinesterase, and pre-
synaptic muscarinic receptors) in the AD brain has
prompted the dcvelopment of acetylcholinesterase
inhibitors with the aim of increasing acetylcholine
levels in the brain. This approach has been consistently
shown to produce symptomatic effects but has not had
a significant impact on the natural history of the
disorder [Davies, 1999]. For this reason, in recent years
research has focused on understanding the mechanism
behind the formation of the characteristic lesions found
in the brain of AD patients: neuritic plaques and
ncurofibriliary tangles.

B-AMYLOID HYPOTHESIS OF ALZHEIMER'S DISEASE

Neuritic plaques are composed mainly of aggre-
gates of a protein with 3943 amino acid residues
known as B-amyloid (AP). The Af protein is a
metabolic product of a complex transmembrane
glycoprotein known as amyloid precursor protein
(APP). The initial step of the metabolic pathway of
APP involves the a-secretase enzyme that cleaves out
APP within the AP sequence, ailowing for the release of
its transmembrane fragment. This metabulic pathway is
not amyloidogenic because it precludes the formation
ol AP and leads to the release of APPa, which appears
to excrt neuroprotective activity. The amyloidogenic
metibolic pathway, that leads to the formation of AB, is
due to the enzyme B-secretase that releases APP@ plus
a 12-kDa protein fragment, which in tumn is eleaved by
the y-secretase enzyme giving way to soluble Ap.

There are several variants of the AP protein,
derived by proteolytic cleavage from APP, that differ

only in terms of the C-terminal domain: AB39, AB40,
APB42, and AP43. The 40 and 42 amino acid forms are
found predominantly in the extracellular neuritic
plaques, while the 39-residue peptide is the predomi-
nant component found in cerebrovascular deposits.
The primary structure of the peptide is characterized
by the presence of some hydrophobic amino acids. Its
secondary structure may assume both an a-helical and
B-sheet conformation. Although the two secondary
structures are approximately Isoenergetic, In AD
patients the protein adopts preferentially the B-sheet
conformation, which is highly insoluble {Soto et al.,
1884). The tertiary structure of the AP protein includes
two B-sheet monomers linked by hydrogen bonds.
The deposition of AP aggregates is thus highly
correlated with its secondary B-sheet structure [Soto
et al, 1995]). The fibrillogenesis of the AP protein
involves a two-stage polymerization process: an initial
“nucleation” process followed by “polymer elongation™
that gives origin to the protofibrils [Jarrett et al., 1993).
'fli‘he alignment of the protofibrils generates the AP
brils.

The correlation among Af histopathologic le-
sions, brain cell death, and cognitive deficiency in AD
represents the so-called AR hypothesis of the disease.
Much important evidence sustains this hypothesis: 1)
Autopsies performed on the brain of AD patients
consistently reveal AR deposits [McKhann et al., 1984).
2) All of the dominating autosomic mutations asso-
ciated with the familial early-onset forms of AD are
characterized by an overproduction of AB42 [Citron et
al., 1992, 1997; Scheuner et al., 1996; Suzuki et al.,
1994; Borchelt et al.,, 1996]. 3) The formation of AB
plaques precedes the symptoms of the disease [Lippa
et al,, 1998} and correlates with the cognitive deficit of
AD patients [Naslund et al., 2000). 4) The clearance of
AB42 in the brain of patients appears to be reduced
compared to controls (Motter et al., 1995].

An important advance in the research of AD was
the development of transgenic mice carrying one or
more familial mutations of APP [Games et al., 1995;
Hsiao et al., 1996], for presenilin 1 [Duff et al., 1996),
or for presenilin 2 [Oyama et al., 1998 or for both APP
and presenilin 1 [Holcomb et al., 1998). These trans-
genic animals overproduce AP and present diffuse AP
deposits in the brain. The extent of AP deposits in the
brain, neuritic dystrophy, and synapse loss observed in
these animal models was of the same order as that
observed in patients with AD. In addition, these
transgenic animals show specific deficits in memory
and learming {Chen et al., 2000]. Thus, these animals
are extremely useful in testing new therapeutic
approaches that could potentially modify the natural
history of the disorder.
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Currently, several therapeutic approaches ure
being developed based on the amyloid hypothesis of
AD. One of these includes selective B-secretase [Ghosh
et al, 2001; Tung et al,, 2002] or y-secretase [Wolfe,
2001] inhibitors that block the metabolic generation of
the A peptide and thus the formation of AP plaques.
Another approach involves the inhibition of AP
aggregates with products that modify the secondary
structure of the protein or that bind to specific regions
of the protein itself {Dumery et al, 2001]. However,
the most revolutionary approach is based on AP
immunization that leads to an increase in the AP
clearance from brain, This review describes the current
approaches based on AP immunization.

VACCINES AS EMERGING THERAPEUTICS

The reputation of vaccination rests on a 200-year-
vld history of success against major infectious discases,
That success has led to the doctrine of “for cach
disease, a vaccine.” Most successes have been obtained
with prophylactic vaccines against a number of
pathogenic microorganisms. These vaccines generally
work when the microbe has a replicating phase during
which it is susceptible to the action of neutralizing
antibodics. When bacteria produce disease through
exotoxins, purification and chemical or genetic inacti-
vation of those toxins yield highly efficacious vaccines.
Two achievements have been crudial to the success of
vaccines: the induction of long-lasting immunological
memory in individuals, and the stimulation of a herd
immunity that enhances control of infectious diseases
in populations.

Unlike prophylactic vaccines, which are given to
healthy children and adults to prevent infectious
diseases, therapeutic vaccines are of potential use in
chronic diseases such as cancer, cardiovascular dis-
orders, and neurndegenerative discases, where efficacy
or available therapies are poor. The recent advances in
the fields of immunalogy and molecular biology have
had an enormous impact on the identification of
candidate therapeutic vaccines. Increased knowledge
of the immune system has helped to define the
mechanisms  that underlie successful immunization
and is now being exploited to develop improved
versions of existing vaccines and new vaccines against
emerging pnthogens, tumors, or sutoimmune diseases,
An understanding of the mechanisms of action of novel
immune adjuvants and the development of new vector
and delivery systems will have a major impact on
vaccine strategies. The use of DNA encoding antigens
from pathogenic viruses, bactera, and parasites as
vaccines is a new approach that is receiving consider-
able attention [Ada, 2001].

The new generation of therapeutic vaccines,
based on in-depth knowledge of pathologic mechan-
isms or genetics, holds out the promise of targeted and
specific therapies. Therapeutic vaccines in develop-
ment can be broadly divided into three types: 1)
vaccines that boost a patient’s normal immune re-
sponse, overcoming pathogenic microorganisms or
abnormal cellular processes; 2) vaccines that down-
regulate an abnormal immune response in allergies,
rheumatoid arthritis, and diabetes, for example; and 3)
vaceines that induce an immune response to a specific
endogenous mediator of disease, such as in athero-
sclerasis, hypertension, or AD. They include whole-
cell, tumor-antigen, anti-idiotype, dendritic cell-based,
DNA, and live viral-vector vaccines. Two new genera-
tion vaccines have recently been launched for treat-
ment of melanoma (M-Vax® and Melacine®). Other
therapeutic vaccines are under clinical development for
cancer, peptic uleer, diabetes, hypertension, allergy and
asthma, autoimmune disease, cardiovascular discase,
infections, and neurodegeneration. Indeed, the devel-
opment of novel therapeutic vaccines is expected to
give physicians a new arsenal of products for chronic
diseases.

THE ELAN VACCINE

The idea of eliciting an immune response to
exogenous administered AP peptide in humans was
originally described in a 1990 US patent by a physician
and an experimental immunologist [Kline and McMi-
chael, 1991). They proposed to parenterally administer
luw amounts (up to 10 pg/day) of AB peptide to slow
the development of amyloid plaques. They described
three AD patients who were treated for 3-5 months
and showed dramatic improvements on “objective
tests.” Much later, in 1997, Schenk and colleagues at
Athena Neurosciences (later acquired by Elan Phar-
maceuticals) protected the same idea but proposed
higher doses and the use of immune adjuvants [Schenk,
1998]. In this patent the inventors did not describe
studies in humans but provided huge amounts of data
from animal experiments, including histological results
in transgenic mice. Part of these data were later
reported in a famous artide published in Nature in
1999 {Schenk et al., 1999). In this pioneering work,
Schenk et al. demonstrated that immunization with
human synthetic AB42 in transgenic mice (PDAPP)
harboring a mutant version of human APPrp (V717F)
produced high serum antibody titers against AB42
(1:10,000) and inhibited the formation of amyloid
plaques and associated histopathologic lesions. The
AP42 peptide was used in a preaggregated form
obtained after an overnight incubation at 37°C. Doses
of 100 g of the peptide were emulsified with complete
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Fig. 1. Hippocampal p-amvyloid burden in transgenic mice of 13
months of age and immunized at 6 weeks. PBS = phosphate-buffered
safine, APa2=p-amyloid1-42, UTC=untreated controls, SAP=
serum amyloid-P, Symhols indicate individual values while horizontal
lines represent the median values.

Freund's adjuvant for the first immunization, followed
by a boost in incomplete Freund's adjuvant at 2 weeks
and monthly thereafter. The immunization of young
animals started at 6 weeks of age and resulted in the
almost total absence of AP deposits at 13 months of age
{Fig.1), with a significant inhibition of neuritic
dystrophy (a marker of neuronal dysfunction) and of
astrogliosis (a marker of cerebral inflammation). The
immunization of aged animals that had already
developed AP plaques started at 11 months of age
and prevented additional histopathologic lesions and
even led to their partial regression at 15 or 18 months
of age (Fig.2). The residual amyloid plaques were
actively inetabolized by microglia cclls, suggesting that
the immunization may, in addition to preventing the
deposit of new amyloid, lead to the elimination of
already existing deposits.

These initial findings were confirmed by scientists
at the Harvard Medical School [Weiner et al., 2000}
who treatcd PDAPP mice between the ages of 5 and 12
months with human AB40 synthetic peptide intrana-
sally each week. They found significant decreases in the
cerebral AP plaque burden (-60%) and AB42 levels
{—52%) in mice immunized with AB40 vs. controls
treated with myelin basic protein or left untreated. This
lower AB burden was associated with decreased local
microglial and astrocytic activation, decreased neuritic
dystrophy, serum anti-Ap antihodies of the IgGl and
1gC2b classes, and mononuclear cells in the brain
expressing the antinflammatory cytokines interleukin-
4, interleukin-10, and tumor growth factor-B.
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Other groups, more importantly, demonstrated
that the AP immunization produced cognitive and
behavioral effects in transgenic animals. A first group
from the University of Toronto {Janus et al., 2000€rused
a transgenic mouse (TECRNDB8) expressing o human
APPgs with a double mutation {K670N/M671L and
V717F). These transgenic mice develop spatial learning
deficits at 3 months of age (Fig.3) that are accom-
panied by both increasing levels of soluble AR and
increasing numbers of AB-containing amyloid plaques
in the brain. The AB immunization started at 6 weeks of
age. Animals were tested repeatedly from 11-23 weeks
of age. Vaccination reduced cognitive dysfunction at all
time points (Fig. 3). AP immunization also reduced
deposition of cerebral fibrillar AR without, however,
altering total levels of AP in the brain.

A second group, from the University of South
Florida [Morgan et al., 2000), used double transgenic
mice carrying both human APPgys (K6TON/M671L)
and presenilin 1 (M146L) mutations. These mice
develop learning deficits as amyloid accumulates.
Vaccination with AB started at 7.5 months of age. At
15.5 months of age transgenic mice developed memory
deficits while AB-vaccinated transgenic mice showed
cognitive performance similar to normal nontransgenic
mice (Fig. 4). A strong correlation was found between
radial arm water maze task performance and the extent
of compact AP deposition in both the hippecampus and
the frontal cortex of vaccinated transgenic mice.
However, no beneficial behavioral effects of AP
vaccination were evident in severa] other tasks, either
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Fig. 3. Spatial-reference memory in nontransgenlc (open circles) and
in wansgenic (closed circles) mice nonimmunized (upper panel) or
immunized with B-amyloid1-42 (right panels) or islet-associated
polypeptide (IAP) {left pancls) and tested at 11, 15, 19, and 23 weelfs
of age. Immunizatians started a1 6 weeks of age. Vertical bars represent
standard error of means.

because task impairment was present in transgenic
mice prior to onset of vaccination (e.g., balance beam)
or because transgenic mice exhibited no task impair-
ment (e.g.,, Y-maze, open field, string agility). Thus, the
behavioral protection of long-term AP vaccinations is
task-specific, with preservation of hippocampal-asso-
ciated working memory tasks [Arendash et al., 2001).
Sincc AD patients exhibit early short-term memory
deficits, presymptomatic AP vaccination ¢ould protect
them against the development of such cognitive
impairments.

The histopathological and cognitive efficacy of Ap
immunization depends on a number of factors, such as
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Fig. 4. fpisodicslike memory in nontransgenic (circles) and in
transgenic mice 15.5 mooths of age and immunized with p-
amyloid1-42 (triangles} or keyhole limpet hemocyanin {squares) at
7.5 months.

the type and age of transgenic animals, AR burden,
number of AP inoculations, route of administration,
and type of pharmaceutical dosage form. For example,
the Tg2576 transgenic mice show lower response to AP
vaccination than the PDAPP mice. Tg2576 animals
carry a human APPggs with the double Swedish
mutation {(K670N/M671L), while PDAPP mice bear a
human APPz;p with the single London mutation
(VI17F). The AP immunization of Tg2576 mice is
effective in reducing amyloid burden in young mice but
does not significantly alter amyloid burden in older
animals [Das et al, 2001). The efficacy of AP
immunization depends also on the amount of preexist-
ing AP deposits. Immunization of Tg2576 mice with
modest amounts of AP loads significantly reduces AB42
without altering AB40. In contrast, transgenic mice
with significant preexisting Ap deposits, AR immuniza-
tion only minimally decreased AP42 levels and has no
effect on AP40 levels. Thus, contrary to what is
observed in PDAPP mice, AP immunization of
Tg2576 mive appears to be more effective in reducing
AP42 than AB40 [Das et al., 2001]. The number of AP
administrations influences the effects of vaccination
with AP antibody titer increasing up to nine inocula-
tions and reaching similar levels in transgenic and
nontransgenic animals [Wilcock et al., 2001]. It has also
been shown that AB42 vaccination elicits significantly
higher antibody responses by intraperitoneal route in
comparison to the subcutaneous route. Finally, AB42
peptide encapsulated in poly{lactide-co-glycolide) mi-
crospheres increases the humoral response [Brayden
et al., 2001).

In December 1999, Elan’s vaccine underwent
clinical development. The human form of the vaccine,
called AN-1702 (Betabloc®), included a synthetic
human AP42 peptide and an immune adjuvant, a
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highly purified saponin derivative (QS-21) [Kensil
et al., 1098]. The initial Phase la study was carried
out in the US and evaluated the safety and tolerability
of three single escalating doses of AN-1792 with a fixed
adjuvant dose in AD patients. The study included eight
patients per dose level with 6 weeks between dose
escalations. In March 2000, a Phase Ib study started in
the UK evaluated the safety and tolerability of multiple
escalating doses of AN-1791 with different adjuvant
doses in AD patients. The study included 15-20
patients per dose level with 2-3 month intervals for
at least three doses. In these Phase I studies AN-1792
appeared to be well tolerated at the dose regimens
studied. A portion of patients (25%) developed
measurable anti-Ap antibody titers in serum [Thatte,
2001]. In August 2001, a Phase 1]a study was started in
four European and 1l US sites. This double-blind
placebo-controlled study involved 360 patients and was
designed to measure the immune response to AN-1792
in paticnts with mild to moderate AD. Measures of
rhemory. cognition, magnetic resonance imaging, and
AD biomarkers were included in the study. Unfortu-
nately, in February 2002 it was announced that 15
patients that received the vaccine developed encepha-
litis with signs and symptoms of CNS inflammnation
including fever, headache, vomiting, altered conscious-
ness, muscle weakness, and seizures. In some patients
an unspecified virus was detected in cerebrospinal
fluid. These adverse events led to trial interruption and
discontinuation of the vaccine. However, Elan Cor-
poration announced that additional compounds were
under advanced preclinical development and they
believed that these altemative therapeutic candidates
could result in an effective and safe treatment for AD.

MECHANISM OF ACTION OF p-AMYLOID
IMMUNIZATION

The mechanism of action with which AB im-
munization determines the inhibition of the formation
of AP plaques and a reduction of alrcady-formed
amyloid lesions is not fully understood. There are two
major hypotheses explaining the increase of Af
cleurance caused by vaccination. Centrally, the vaccine
activates AP phagocytosis by microglial monocytes.
Peripherally, serum anti-AP antibodies appear to bind
and sequester AB, thus altering its equilibrium between
CNS and plasma.

More specifically, Elan scientists reported that
peripheral administration of both a polyclonal immu-
noglobulin fraction and monoclonal antibodies (3D6
and 10D5) against AP in PDAPP transgenic mice was
able to significantly reduce amyloid burden iBard et al.,
2000]. Although a minimal portion (0.1%) of the
peripherally administered antibodies were able to
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enter the CNS, this was sufficient to decorate plagues
and induce clearance of preexisting amyloid. When
examined in an ex vivo assay with sections of PDAPP or
AD brain tssue, antibodies against AP peptide
triggered microglial cells to clear plaques through Fe
receptor-mediated phagocytosis and subsequent pep-
tide degradation {Bard et al., 2000]. These results
indicate that antibodies can cross the blood-brain
barrier to act directly in the CNS and open a further
therapeutic approach (passive immunization). Other in
vivo studies proved that anti-AP antibodies are directly
responsible for AB plaque clearance. A single direct
application of the monoclonal antibody 10D5 to the
cortex of transgenic PDAPP mice revealed a remark-
able clearance of AP deposits within 3 days, as
evidenced by multiphoton microscopy {Bacskai et al.,
2001). Other groups indirectly confirmed the hypoth-
esis of Elan’s scientists. They found an increase in
CD45 expression, an indicator of microglial activation,
in Af-immunized transgenic animals and a propor-
tional decrease in the amount of compact AP plaques,
Thus, they supported the hypothesis that microglia
activation plays a role in the clearance of compact
plaques [Wilcock et al., 2001].

The other hypothesis on the mechanism of action
of AB immunization suggests that anti-A antibodies in
plasma create a peripheral sink that sequesters Af,
enhancing effux of AP from the brain. This in tum
deternnines a decrease of free AP levels in the brain and
a dissolution of preexisting A fibrils [DeMattos et al.,
2001]. Another group using surface-enhanced laser
desorption/ionization mass spectrometry found that,
after 8 months of treatment, an increase in soluble
AP40 in brain and a decrease in A peptides in serum
of immunized animals compared with control trans-
genic animals. They hypothesized that in immunized
animals anti-AP antibodies in the periphery sequester
AP peptides, determining an enhanced AP clearance
from the brain [Vehmas et al., 2001).

Peptide binding competition studies indicated
that the highest humoral responses to AP immunization
are generated against the N terminus of the Ap peptide
between amino acids 1 and 16 |{Dickey et al., 2001).
Analysis of anti-Ap antibody IgC isotypes reveals that
the majority of these antibodies are IgC1, suggesting a
T-lymphocyte helper type II cell immune response
after AP42 immunization. Lymphocyte proliferation
assay experiments using AP peptides and splenocytes
from vaccinated mice demonstrated that the vaccine
specifically stimulates T-cell epitopes present within
the AP peptide [Dickey et al., 2001; Town et al., 2001].
On the other hand, animals receiving exogenous
antibodies against AR did not demonstrate a T-cell
proliferative response to AP when their splenocytes
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were examined in vitro, indicating that a T-cell
response is not required for amyloid plaque clearance
[Bard et al., 2000).

OTHER IMMUNIZATION APPROACHES

Immunization approaches other than that of Elan
Pharmaceuticals are being pursued in order to
stimulate clearance of brain AB plaques. They include
both active and passive immunization techniques.
Active immunijzation spproaches comprise minor
variations {route of adninistration, type of adjuvants,
etc.) of the original Elan vaccine, the use modified Ap
fractions (epitopes), and immunogenic AB conjugates
(fusion proteins). Passive immunization approaches
include monoclonal antibodies or specific antibody
fractions (Fabs) directed against AP or against specific
AP epitopes. These approaches are briefly reviewed
below based on the institution or company that
originated them.

The Harvard Medical School Vaccine

Tt is well known that mucosal administration of
antigens can induce immune responses in rmucosal
lymphoid tissue which then act systemically. Scientists
at the Harvard Medical School hypothesized that
chronic mucosal administration of Af peptide might
induce an antiinflammatory process in AD brain tissue
that could bencficially affect the neuropathological
lesions [Weiner et al., 2000]. To test this hypothesis,
they treated PDAPP mice from 5-12 months of age
with buman Af40 intranasafly cach week. In mice
receiving the 25 ug dose, there was a 60% decrease in
hippocampal AP plaque burden compared to a control
group receiving no treatment or myelin basic protein.
This was accompanied by a 52% decrease in brain
APB42 levels. This lower AP burden was associated with
decreased local microglial and astrocytic activation,
decreased neuritic dystrophy, and the development of
serum anb-Af antibodies (IgGl and IgG2b classes).
Few mononuclear cells in the brain expressing the
antiinflammatory cytokines (interleukin-4, interleukin.
10, and tumor growth factor-B) were also detected.
Further studies employing a modified Escherichia coli
heat-liable enterotoxin (LT-R192C) as mucosal adju-
vant showed a dramatic increase in A antibody titers
[Lemere 2002). Antibodies were primarily directed
towards the N-terminal 15 amino acids of AP.
Preliminary experiments in the double PS/APP trans-
genic mice of 5 weeks of age were carried out using a
comnbined dose regimen approach. Animals received an
initial intraperitoneal injection of a mixture of synthetic
AP40 and AP42 plus complets Freund adjuvant
followed by intranusal administrations of AP peptides
plus LT-R192C twice weekly for 8 weeks. Ap-
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immunized animuls showed a 75% decrease in plaque
nuinber and 58% decrease in brain AB42 compared to
contrals. A corresponding decreass in gliosis and
neuritic dystrophy was also observed. Animals treated
with LT-R192G alone showed no abnormal brain
pathology, indicating the lack of overt inflammation
due to treatment with the mucosal adjuvant. Histolo-
gical examinations of kidney, spleen, and snout were
normal. Serum total AP concentrations in immunized
animals were 33-fold higher than those of controls.
Most serum AB in immunized animals was complexed
to antibodies.

These results demonstrate that chronic nasal
administration of AB prevents cerebral AB deposition
in transgenic mice through the induction of an immune
response rather than via a mucosal lympheid tissue-
mediated antiinflammatory mechanism. The intranasal
route represents an alternative method of AB vaccina-
tion in AD.

The New York University Vaccine

The group hcaded by Thomas Wisniewski at New
York University School of Medicine believes that Ap42
immunization in humans may be unsafe because this
peptide may cross the blood-brain barrier and form
toxic fibrils, In addition, administration of human Ap42
in AD patients may induce autoimmunity reactions. In
order to reduce these risks, this gronp developed
antigens displaying peptide sequences homologous to
AP and devoid of fibrillogenic properties. In particular,
they prepared peptides by adding poly-lysine (K6) or
poly-aspartate (D6) to the N- or C-terminus of AP. The
rationale is that these amino acid sequences may
enhance immunugenicity, increase solubility of AB
peptide, and decrease its tendency to assume B-sheet
conformation. One of these peptide homologs, K6-
AP1-30, contains the first 30 amino acid residues of AB
with six lysine residues at the N-terminus. K6-AB1-30
does not generate fibrils on incubation for 2 weeks and
does not display toxicity in neuronal cell cultures
[Sigurdsson et al., 2001]). Immunization of 10-month-
old Tg2576 transgenic mice with K6-AB1-30 produced
significant antibody titers specific to the first 16
residues of AB. Complete Freund's adjuvant was used
for the first injection, incomplete Freund’s adjuvant for
the following three injections, and phosphate-buffered
saline from the filth injection forward. After 7 months
of immunization the 18-month-old mice showed an
89% and B1% reduction in cortical and hippocampal
brain amyloid burden, respectively [Sigurdsson et al,
2001]. Brain levels of soluble AP42 were reduced by
57%. Activated microglia associated with the AP
plaques were absent in the immunized mice, indicat-
ing reduced inflammation in these animals. These
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promising findings suggest that immunization with
soluble nonfibrillogenic AP derivatives represent an
allernative to preaggregated AP42 preparations. Pre-
liminary behavioral studies in transgenic animals
appear to support the potential of this approach
[Sigurdsson et al., 2002].

The Northwestern University Vaccine

Although AP fbrils are toxic in neuronal cell
cultures, in AD brain they often form at a distance
from sites of neuronal loss and correlate poorly with
Jisease progression. Small oligomers and protofibrils,
referred to as Ap-derived difusible ligands, also have
potent neurotoxic aclivity [Lambert et al., 1998]. They
have been shown to inhibit hippocampal long-term
potentiation, a cellular model of memory, and are
believed to initiate the neurodegencrative cascades of
AD [Wang et al., 2002}. Since AP42 vaccination of PSV/
APP mice significantly protects animals from cogpitive
deficits but does not significantly decrease brain
amyloid plaque burden [Morgan et al., 2001], it has
been suggested that AP immunization may work by
neutralizing soluble, nonfibrillar forms of AP. Thus,
immunoneutralization of soluble AB-derived toxins has
been thought to be a logical optimization of AD
vaccination strategies [Klein et al., 2001). Scientists at
Northwestern University in Evanston have developed a
vaccine against AP42 oligomers [Lambert et al., 2001},
Rabbits were injected with AP42 solutions containing
only monomers and oligomers. Animals produced
antibodies that preferentially bound to assembled
forms of AB. The antibodies were found to neutralize
the toxicity of soluble oligomers in cell cultures. These
results support the development of passive immuniza-
tion techniques of AD patients with specific antibodies
raised against AP oligomers.

The Pasteur University Vaccine

Scientists at Pasteur University started their work
based on the knowledge that monoclonal antibodies,
raised against the sequence AP1-16 of the amyloid
protein, are able to dissolve in vitro Ap42 hbrils
[Solomon et al., 1897]. They also noted that palmitoy-
lation of specific peptide sequences of an antigen may
elicit a strong immune response against the entire
protein [Tosi et al., 1995]). Thus, they synthesized a
derivative of the APl-16 peptide sequence by cova-
lently attaching two palmitoyl residues at each end of
the peptide and subscquently reconstituted it in
liposomes-lipid A [Nicolau et al., 2002]. Animal studies
were carried out with a model of peripheral amylol-
dosis employing transgenic mice (NORBA) that over-
expiess APP and develop amyloid plaque deposits on
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their pancreas. Vaccination of animals with the
bipalmitoylated derivative of AB1-16 elicited strong
antibodies titers within 10 weeks after the first
inoculation. Sera containing these antibodies were able
to dissolve in vitro up to 80% of preformed APB42
agpregates. Control NORBA mice developed AP
plaques in pancreas at 6-8 weeks of age. Vaoccinated
8-week-old NORBA mice did not develop amyloid
plaques on their pancreases over a period of 7 months.
Pancreases of 9- and 15-month-old vaccinated NORBA
mice showed less than 50% of AP42 aggregates
compared to control animals of the same age. Extensive
histologic examinations carried out on vaccinated mice
did not find any autoimmune lesions in lungs, kidney,
liver, adrenals, and pancreas 7 months after vaccina-
tion. These results indicate that the bipalmitoylated
AB1-16 derivative, reconstituted in liposomes-lipid A,
is highly immunogenic, elicits therapeutic antibody
titers within 3 months of the first inoculation, prevents
amyloid plaque formation in young animals, and
significantly reduces existing plaques in older trans-
genic mice. The palmytoil derivative of AP raises a
further possible vaccination strategy for the therapy
of AD.

The Tel-Aviv University Vaccine

In 1897, Solomon and colleagues at Tel-Aviv
University reported that antibodies raised against the
N-terminal region of the AP peptide bind to preformed
AP fibrils, leading to their disaggregation and inhibition
of their neurotoxic activity [Solomon et al., 1997].
Later, using a phage-peptide library composed of
filamentous phage displaying rendom combinatorial
peptides, they identified the 3-6 amino acid sequence
of N-terminal of Af (Glu-Phe-Arg-His or EFRH) as
the epitopc of these anti-aggregating antibodies
[Frenkel et al., 1998]. Locking of this epitope by highly
specific antibodies prevents AP self-aggregation and
enables resolubilization of already-formed aggregates.
Based on these observations, they developed an
immunization procedure for the production of effective
anti-aggregating AP antibodies based on filamentous
phages displaying on their surface the EFRH peptide
as antigen. Effective autoimmune antibodies were
obtained by EFRH phage administration in guinea
pigs. which exhibit AP identical to the human AB. No
adjuvant was used (Frenkel et al., 2000]. Highly
specific antibodies (IgG) against AP were detected
after four subcutaneous injections with titers up to
1:5,000. No toxic effects caused by autoimmune
response were detected at histology of liver, kidney,
spleen, and lung. Antigen presence was detected 2
months after the last phage administration. Sera
of EFRH-phage immunized animals exhibited a
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protective cffect in preventing Ap-mediated neuro-
toxicity toward PC12 cell culture [Frenke! and Solomon,
2001]. These data suggest that immunization with
EFRH-phage may represent a potential therapeutic
approach for the reduction of amyloid burden in AD.
Preliminary experiments in transgenic animals seem to
support the immunogenetic studies [Solomon, 2002].

The Praecis Pharmaceuticals Vaccine

Praecis Pharmacenticals is developing  small
peptidic ligands with subnanomolar affinity for AB as
inhibitors of AP polymerizition and fibril formation
[Findeis et al, 2001]. Using natural peptide ligands
that bind to AP plaques, they have created fusion
proteins between these ligands and sequences from
proteins of the immune system. These fusion proteins
bind to AP plagues with high specificity and affinity.
Studies in transgenic mice are ongoing to determine
whether these fusion proteins are able to remove Af
plaques.

The Neurochem Vaccine

In 1997, a toxin praduced by E. coli was found to
be cytotoxic to Vero cells. This toxin (verotoxin) was
subsequently found to be an important virulence factor
of the microorganism. Recombinant verotoxin consists
of two subunit molecules, A and B. The B subunit is
responsible for the cell-specific targeting and the A
subunit accomplishes the selective killing of cells.
Recombinant fusion proteins that link the nontoxic B
subunit of verotoxin with specific AP peptide se-
quences are being developed by Neurochem as strong
AP antigens. These fusion proteins should target A
antigens directly to dendritic cells, the cells of the
immune system which direct and control antibod
production and cellular immunity. :

The Chiesi Vaccine

Heat shock proteins (Hsp) are released by cells in
response to thermal shock and other types or injury
(hypoxemia, chemical, etc.). Hsp are classified in four
main categories based on their molecular weight:
Hsp90 (80kDa), Hsp70 (70kDa), Hsp60 (60kDa),
and small Hsp (<20kDa). The physiclogical role of
Hsp is complex. Hsp act as an intracellular chaperone
to proteins, facilitating the transfer among different
compartments and modifying the sccondary and
tertiary structure [Beckmann et al., 1990). An im-
portant humoral and cellular immunogenic role has
also been attributed to Hsp [Mizzen, 1998). Interest-
ingly, an increase in Hsp expression, especially Hsp 70,
has been observed in AD brain in response to B-
amyloid und 1 hyperphosphorylate toxicity [Perez et-al.,
1891; Johnson et al., 19983; Yoo et al., 1999]. It has alsa
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been shown that the Hsp 27 expression increases in
degenerative astrocytes in brain areas rich in senile
plaques during the inflammatory process [Renkawek
et al., 1994].

In an attempt to increase the immune response to
AB, Chiesi Farmaceutici is developing fusion proteins
formed by the covalent bonding of AB peptide or its
fragments and Hsp of various molecular weights
[Ghirardi et al., 2001). These fusion proteins are able
to induce a strong AP immune response without the
need of adjuvants. AB-Hsp fusion proteins are pre-
pared by recombinant technologies. In mice, subcuta-
neous injection of fusion protein AP42-Hsp70 without
the use of adjuvant induce a dose-dependent immune
response. Serum AP antibody titers elicited by Ap42-
Hsp70 were similar to those induced by equimolar
doses of preaggregated AP42 plus Freund adjuvant.
Antigens were administered subcutaneously every 2
weeks in the first month followed by monthly injec-
tions. Preaggregated AP42 was administered with
complete Freund adjuvant at priming Injection and
with incomplete Freund adjuvant at the following
boosts. AP42-Hsp70 was used without the use of
adjuvants. These results suggest that AB-Hsp fusion
proteins may represent an etfective adjuvant-free AP

‘immunization approach.

POTENTIAL DRAWBACKS OF ANTI~B-AMYLOIb
VACCINES

The AP vaccination approach has opened un-
precedented hopes for an effective treatment of AD.
However, a number of issues both in terms of efficacy
and safety may preclude its successful application in
AD patients.

On the efficacy side, it has been argued that,
although there is clear evidence that AB immunization
in mice induces a clearance of AP plagues and
improves assoviated cognitive disturbances, this may
not be the case in AD patients [St George-Hyslop and
Westaway, 1999]. The AD neuropathology is not fully
mimicked by presently available transgenic animal
models of the disease, such as neurofibrillary tangle
pathology and neuronal loss. Thus, the beneficial
effects of AR immunization observed in transgenic
animals may not be observed in AD patients. In
addition, in order to replicate in man the dramatic
eflects observed in animal models, high concentrations
of anti-Af antibodies are necessary. The immune
response induced by a vaccine may not be sufficient
in humans. Tolerance to a self-antigen and immune
downregulation associated with aging may blunt the
immune response to Af. There is evidence for partial
tolerance against AP in APP transgenic mice [Mon-
sonego et al, 2001). Phase I studies with the Elan



B-AMYLOID IMMUNIZATION FOR AD

vaccine in AD patients showed that only 25% of
patients developed a sufficient immunological response
to AN-1792 [Thatte, 2001). On the other hand,
although tolerance to direct vaccination with Ap42
may Limit its efficacy in humans, passive immunization
strategies or AP antigens (conjugates or fusion pro-
teins) that elicit enhanced immune responses in
humans are being developed. Such strategies are likely
to overcome issues regarding tolerance to Ap.

On the safety side, the major concerns lie on the
potential proinflammatory consequences following AB
immunization. Activation of microglial inflammatory
mediators that may participate in Fc receptors-
mediated opsonization or scavenging of AR plaques
may have detrimental effects or even lead to accelera-
tion of neurodegeneration. There are also concerns
that raising antibodies against a self-protein could lead
to autoimmune disorders. Finally, recent studies
suggest that AP vaccination may alter the bloud=-bruin
barrier permeability [Podusle and Curran, 2001], thus
increasing the chance for pathogenic microorganisms
to reach the CNS. The recent cases of CNS inlamma-
tion observed in AD patients exposed to Elan’s vaccine
AN-1792 confirm these concerns.

It is kikely that the adverse events observed in AD
patients with AN-1792 could reflect an autoimmune
inflammatory response. Immunological responses are
considered to be either humoral, resulting from cloning
of B-lymphacytes, or cell-mediated, resulting from
cloning of T-lymphocytes. Autoimmune diseases occur
when the cloned products attack host tissue. Ap-
specific T-cell lines contain a high percentage of CD8*
cytotoxic T-cells capable of lysing cells that over-
produce AR [Marx et al, 1099]. An autoimmune
inflammatory response could be triggered by T-
lymphocyte activation after immune system stimulation
with AP [Crubeck-Loebenstein et al., 2000]. On the
other hand, iimmunogenic AP derivatives (conjugates or
fusion proteins) that use AP sequences containing the
main immunogenic epitopes may be devoid of inflam-
matory potential. One of these AP derivatives, K6-AB1-
30, has been shown to significantly reduce, in APP
transgenic mice, brain AP plague burden and amelio-
rate associated cognitive deficit [Sigurdsson et al.,
2002). Ramified interleukin-1B-positive microglia, as-
sociated with the AP plaques, were absent in the
immunized mice, indicating reduced inflammation in
these animals.

An alternative to the active vaccination approach
is passive immunization, which is associated with a
lower risk of irreversible autoimmunity. Unlike actively
immunized mice, animals receiving exogenous anti-
bodies against AP did not demonstrate a T-cell
proliferative response to AP when their splenocytes
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were examined in vitro, indicating that a T-cell
response is not required for amyloid plaque clearance
{Bard et al, 2000). This approach may also be
appropriate in AD patients with blunted immune
response. Treatment of APP transgenic mice with
monoclonal anti-AB antibodies (3D6 or 10D5) or Fab
fragments of anti-Ap antibodies has been shown to
clear brain AP plaques in transgenic animals [Bard et
al., 2000; Bacskai et al., 2001]. Similarly, peripheral
administration of a monoclonal antibody (m266)
directed against the central domain of AB was able to
rapidly and completely sequester plasma Ap and, most
importantly, to reverse cognitive impairment just 24h
after antibody administration [Holtzman et al., 2002).

CONCLUSIONS

AP remains the most fascinating therapeutic
target for generating agents potentially able to modify
the nutural history of AD. The pioneering work of
Schenk and colleagues at Elan Pharmaceuticals was
based on the idea of increasing AP clearance by
inducing a robust humoral immune response against
this neurotoxic peptide. This group immunized trans-
genic mice, overproducing AP and accumulating AP
plaques in the brain, with a fibrillar preparation of
AP42 plus an immune adjuvant. In those animals,
which developed a high anti-AB antibody titer, there
was a significant reduction in plaque burden and
decreased neuritic dystrophy and gliosis. Following the
initial publication, a number of studies confirmed that
AP immunization appears to be effective in reducing
amyloid deposition both in active and passive immu-
nization strategies. Most importantly, the AP vaccina-
tion was shown to be able to ameliorate cognitive and
behavioral impairment that develops in transgenic
animals. Unfortunately, an initial double-blind place-
bo-controlled trial of a synthetic AB42 preparation for
human use {AN-1792) in 360 AD patients was
interrupted after 15 patients developed encephalitis.
Hypotheses regarding the mechanism through which
AP42 immunization caused CNS inflammation include
T-cell activation and/or autoimmune disease.

Other AP immunization strategies are being
pursued. These include new antigens, called fusion
proteins, constituted by conjugation of AP or AP
fractions (epitopes) with immune carriers or adjuvants.
This approach employing nonendogenous proteins
should induce a robust immune response without
activaling autoimmune reactions. Another alternative
strategy includes passive immunization with monoclo-
nal antibodies or antibody fragments. This approach is
based on the hypothesis that binding of antibodies to
AB in plasma creates a peripheral sink which favors
efllux of AP from the brain. This results in decreased
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levels of free AP in the brain and thus alters the kinetics
of deposition favoring the dissolution of preexisting
fibrils. This peripheral sink hypothesis should avoid
central inflammatory responses.

The revolutionary development of the first anti-
Alzheimer vaccine has raised unprecedented hopes for
an effective treatment of this devastating disease.
However, a better understanding of the mechanism
whereby AB immunization promotes AP clearance is
needed in order to optimize the initial approach and
render it successful in AD patients.
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Short Amyloid-3 (A) Immunogens Reduce Cerebral A3
Load and Learning Deficits in an Alzheimer’s Disease
Mouse Model in the Absence of an A3-Specific Cellular
Immune Response

Marcel Maier,’ Timothy J. Seabrook,' Noel D. Lazo,? Liying Jiang,! Pritam Das,? Christopher Janus,? and
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Amyloid-B (AB) immunotherapy lowers cerebral A and improves cognition in mouse models of Alzheimer’s disease (AD). A clinical
trial using active immunization with AB1~42 was suspended after ~6% of paticnts developed meningoencephalitis, possibly because of
a T-cell reaction against A3. Nevertheless, beneficial effects were reported in antibody responders. Consequently, alternatives are re-
quired for a safer vaccine. The AB1-15 sequence contains the antibody epitope(s) but lacks the T-cell reactive sites of full-length AS1-42,
Therefore, we tested four alternative peptide immunogens encompassing either a tandem repeat of two lysine-linked AB1-15 sequences
(2XABI1-15) or the ABI-15 sequence synthesized to a cross-species active T1 T-helper-cell epitope (TI-AB1-15) and each with the
addition of a three-amino-acid RGD (Arg-Gly-Asp) motif (R-2X AB)-15; Ti-R-AB1-15). High anti-Af3 antibody titers were observed in
wild-type mice after intranasal immunization with R-2XAB1-15 or 2XAf1-15 plus mutant Escherichia coli heat-labile enterotoxin
LT(R192G) adjuvant Moderate antibody levels were induced after immunization with T1-R-AB1~15 or TI-A81-15 plus LT(R192G).
Restimulation of splenocytes with the correspending immunogens resulted in moderate proliferative responses, whereas proliferation
was absent after restimulation with full-length AB or AB1-15. Immunization of human amyloid precursor protein, familial AD
(hAPPy, ) mice with R-2X AB1-15 or 2XABL-15 resulted in high anti-AB titers of noninflammarory T-helper 2 isotypes (IgG1 and
15G2b), a lack of splenocyte proliferation against full-length AB, significantly reduced A plaque load, and lower cerebral AS levels. In
addition, 2XAB1-15-immunized hAPPg,p, animals showed improved acquisition of memory compared with vehicle controls in a
reference-memory Morris water-maze behavior test that approximately correlated with anti-AB8 titers. Thus, our novel immunogens
show promise for future AD vaccines. B
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(Hardy and Selkoe, 2002; Walsh and Selkoe, 2004). This led to
experimental therapeutic strategies for AD to reduce cerebral AS

Introduction
Alzheimer's diseasc (AD) is characterized histopathologically by

accumulation of amyloid plaques and neurofibrillary tangles
with amyloid-B peptide (AB) as a major component of AD-
related plaques. Numerous cvidence indicate that different forms
of AP aggregates play an important role in AD pathogencsis
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by generating antibodies against AB1-42 (Schenk ctal., 1999). In
AD mouse models, immunization with aggregated synthetic
AB1-42 peptide reduced cerebral AB deposition, neuritic dystro-
phy, and gliosis in amyloid precursor protein-transgenic (APP-
1g) mice (Schenk et al,, 1999; Lemere et al., 2000; Weiner et al.,
2000) and also impraved cognition (Janus et al., 2000; Morgan et
al,, 2000). A clinical study in AD patients using aggregated
ABl1=42 (AN1792) in combination with QS21 adjuvant was
halted because of signs uf nieningocncephalitis in ~6% of immu-
nized subjects (Osgogozo et al., 2003). Nevertheless, patients who
generated anti-AB antibodies had reduced cerebrospinal levels of
tau and showed a slower cognitive decline (Gilman et al., 2005;
Masliah ev al., 2005). T-ccll infiltrates were present in the brains
of two patients with encephalitis, suggesting a T-cell-mediated
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Aclive immunization induces both 2 humeral (antibody me-
diated) and cellular immune response (via T lymphocytes). In
AD mouse models, peripheral injection of AB-specific antibodies
(i.e., passive immunization) reduced cerebral A levels (Bard et
al., 2000; DeMattos ¢t al., 2001) and improved cognitive function
(Dodart et al., 2002) but also led to microhemorrhages in aged
APP-1g mice with abundant vascular amyloid (Pfesfer et al., 2002;
Wilcack et al,, 2004b; Racke et al., 2005).

The majority of anti-AB antibodics generated in mice (Le-
mere et al., 2000; Town et al., 2001; McLaurin et al., 2002; Cribbs
et al,, 2003), monkeys (Lemere et al., 2004}, and humans (Lee ¢t
al., 2005) recognize an epitope located within the amino terminus
of A protcin (e.g., AB1-15). In humans (Monsonego et al.,
2003) and mice (Monsonego ct al, 2001; Cribbs et al., 2003),
T-cells secognize a more C-terminal epitope (within AB 16-42).
Thesc observations have been used 1o design alternative immu-
nogens, which encompass the N-terminal antibody epitope of A
but lzck the more C-terminal T-cell reactive sites for immauniza-
tion in AD animal models. Such shorter AB fragments have been
shown to lead to an immune response when conjugated to
T-hclper (Th) cell epitopes (Monsonego ct al., 2001) and/or have
been used on a branched peptide framework (Agadjanyan et al.,
2005)

The purpose of this study was to determine the humoral and
cellular immune responses in wild-type mice of four alternative
AP1-15-containing intranasal immunogens in combination
with mutant Escherichia coli heat-labile enterotoxin LT(R192G),
which is an excellent adjuvant for mucosal immunization {Dick-
inson and Clements, 1995; Lemerc et al., 2002) and currently in
phase I clinical trials {www.clinicaltrials.gov, NIH). In addition,
we lested the ability of two immunogens 10 ameliorate AB pa-
thology and one immunogen to improve behavioral deficits in
human APP famitial AD (hAPP,p) mice (J20 line) (Mucke et al,
2000), an AD animal model.

Materials and Methods

Peptides and CD speciroscopy. Immunogtns {DAEFRHDSGYEVHHQ-
KK-DAEFRHDSGYEVHHQ (2XABIL15), RGD  (Arg-Gly-Asp)-
2XABL-15 {R-2XAB1-15), KQUNMWQAVGKAMYA-KK-
DAEFRHDSGYEVHHQ (T1-AB1-15), T1-RGD-KK-AB1-1t5 (T1-R-
Af1-15) (Alpha Diagnostics, San Antonio, TX), sand human ASI-40
and AP1-42 peptide (Dr. D. Teplow, Biopolymer Laborstory, Center for
Neurologic Discases, Boston, MA)) were dissolved directly in distilled
water at 4 mg/ml. Only the ABI-40 plus AB1-42 peptides (AB40/42: 3
mg/mlABI-40and 1§ mg/m! AB1-42) wereincubated overnight at 37°C,
Circular dichroism (CD) spectra of the peptides were recorded on an
Aviv mode! 62A DS spectropolarimeter (Aviv Associates, Lakewood, NJ)
using quartz cuvettes of 0.1 cm path length. All spectra wese recorded at
25°C over a wavelenpgth range of 195-260 nm. Qualitative secondary
structure assipnments were done as described previously (Johnsen,
1990}

Animals and treatments. Immunization experiments were performed
in 6~8 weck old, male B6D2F1 wild-type mice (Taconic Farms, German-
town, NY; n = 4 mice per group) or hAPPpq 1120 line; nevronal expres-
sion of familial- AD mutant hAPP: K670N, M6711., V717F, under the
PDGFB promoter (Mucke et al., 2000)] anirmals on a mixed C57BL/6 and
DBA2 (B6D2) background (n = 6 6-month-old mice for R-2:XAB1-15,
n = 6 for corresponding control; n = 6 4.5-manth-old mice for 2XABI-
15, n = 7 for control; gender-balanced with a maximal age difference
between individual animals <1 month per treatment). All animal use
was approved by the Harvard Standing Commitiee for Animal Use and
was in compliance with all state and federal regulations. The mucosal
adjuvant, muiant E coli heat-labile enterotoxin LT(R192G) (gift from J.
Clements, Tulane University School of Medicine, New Orleans, L.A) was
reconstituted with distilled water and mixed with an aliquot of the pep-
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tides just before use. Peptide plus LT{R192G) intranasally immunized
mice seceived, on the same day, two doses of 25 g immunogen-peplide
plus 2.5 pg LT(R192G) (in a totz! volume of 9 ul) to the naris as de-
scribed previously (Mater et al., 2005b).

Plasma and tissuee collecrion, Blood plasma was collected from the il as
described previousty (Maier et al., 2005b). One week after the find] im-
munization, mice were killed by CO, inhalation and transcardially per-
fused with PBS. The brain was removed and divided sagitially. One hemi-
brain was fixed for 2 h in 10% bulfesed formalin while the other
hemibrain was snap fiozen in liquid nivogen for biochemical analysis,
Hemibrain, liver, kidney, and snout tissues were embedded in paraffin as
described previously (Lemere et al., 2003; Maier et al., 2005b). TBS-
soluble and 5 M guanidinium-soluble (i.c., TBS insoluble) brain homog-
enates were prepared as reported previously (Weiner et el., 2000).

Anti-AB antibody ELISA and AP ELISA. Anti-AB40 antbodies in
mouse plasme were measured as described previously with an anti-AB40
antibody ELISA {Lemere et al., 2002). ELISAs for antibody isotypes and
epitope-mapping wese performed as reported previously (Maijer et al.,
2005b) with two differences. First, biotin-anti-mouse-1gG2a (Serotec,
Raleigh, NC) was used as a secondary antibody for detection of IgG2a
antibodies and, second, epitope mapping ELISA plates were coated with
the same peptide (2 ug/m) in 50 mm carbonate buffer, pH9.6) used for
immunizing the mice. Briefly, for epitope-mapping, dilutions of mouse
plasma {depending on concentration of antibodies between 16,000 and
256,000) were absorbed overnight with the same concentration (35 ug/
mi} of ABI-15, AB1-7, AB3-9, AB7-12, ABI1-25, AB26-42, Af1-42
[Center for Neurological Diseases (CND), Biopolymer Laboratory), a
threc-amino-acid peptide RGD (Peninsula Laboratories. San Carlos,
CA), the RGD-motif comaining protein fibronectin (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO}, or the different immunogens peptides. The remaining abil-
ity of the antibodies to bind plate-bound immunogen was then measured
by ELISA.

AB levels were measured in plasma using an AB, _ ..., ELISA a5 de-
scribed previcusly (Weiner et al., 2000). AB40 and AB42 levels were
measured in brain homogenates by ELISA a5 described previously (Lev-
ites et al., 2006).

Splenocyre proliferation assay ond detection of cytokines. Spleens were
pooled for wild-type BSD2F] mite immunized with the same immuno-
gtn, whereas splenocytes from hAPPp,p, mice were isolated, cultured,
end restimulated individually as descibed previously {Maier a1 al.,
2005b). The same peptides used for immunization were used for re-
stimulation. A stimulation index (S1) was calculated using the following
formula: counts per minute (CPM) of well with peptide antigen/CPM
with no antigen. Stimulation with concavalin A was used to ensure the
viability of the cells and the average simulation indices were similar in all
groups analyzed (data not shown).

Immunohistochemistry. Ten micron paraffin sections of human AD
brein, mouse brain, liver, kidney, and snouts were mounted on glass
slides end immunohistochemistry was performed as reported previously
(Lemere et al., 2002) viing Vectos Elite ABC kits (Vector Laboratories,
Burlingsme, CA). The following antibodies were used for neuropatho-
logical analysis: anti-CD45 (1:5000; Serotec), anti-GFAP (1:500; Dako,
Carpinteria, CA), anti-CD5 (1:200; BD PharMingen, San Jose, CA), rab-
bit polyclonal anti-AS R1282 (1:1000; gift from D. Selkoe, CND, Baston,
MA) and anti-AP40 and anti-AB42 (1:500; BioSource, Camarillo CA).
For quantification of immunareactivity, acquisition of images was per-
formed in a single session using a QICAM camera {Qimaging, Bumzby,
British Columbia, Canada) mounted on an Olympus (Melville, NY)
BX50 microscope, with threshold of detection held constant duringanal-
ysis. The percent area occupied by immunoreactivity was calculated for
3-4 equidistant sections of hippocampus per animal. Computer-assisted
image analysis was performed on images of the hippocampus using 1P
Lab Spectrum (Fairfax, VA) 3.1 image analyzer. Thioflavine § staining for
fibrillar A was performed by incubating stides in 8 196 aqueous solution
of Thioflavine § for 10 min followed by rinses in 80 and 95% ethanal,and
then distilled water. The Perl’s Prussian blue method was used to visual-
ize fesric iron in hemosiderin as a measure for hemorrhages (Pleifer etal.,
2002). Mouse plasma, diluted 1:1000, 1: 10,000, and 1:25,000 was used for
immunohistochemisiry (IHC) on formic acid-preueated, formalin
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fixed, human AD brain sections or on nonfixed, non-pretreated 10 pm
human AD brain cryosections (Racke et al., 2005).

Behavioral testing, The effect of immunization on cognition was eval-
uvated in the spatial reference memory version of the Morris water maze
(MWM). Two series of tests were administered to cvaluate acquisition
and learning reversal of spatial information. All MWM tests were per-
formed ina pool 160 em in diameter, with an escape platform submerged
1 ¢m under the water (L1 ¢m in diameter). The surface of the water
{20 -21°C) in the pool was made opaque by the addition of small white
plastic beads {Cain ev al., 1997). The pao was situated in a testing room
fitted with several distant spatia cues (posters on black curtain). The first
test was performed over 12 d, with the escape platform located 30 cm
from the wall of the pool in quedrants 1 or 3 {counter-batanced for
one-half of mice in each 1ested group). Each mouse was given four daily
90s training trials with intertrial intervals between 30 and 30 min. During
each trial, a mouse was released into the water facing the wall of the pool
{ram semirandomly chosen cardinal compass points (north, east, south,
and west), To evaluate the development of spatial memory, all mice were
given prabe trials on days 2, 6, and 12 of training. During probe trials,
which were administered as the first uial of the day, the escape platform
was removed from the pool and the mice were allowed to search the poal
uninterrupted for 60 s. The second series of reference memory MWM
tests addressed the plasticity of learning reversal in the mice. We used a
5 d paradigm of six daily uials (90 s maximum) with 3 d of initial acqui-
sition [the excape plstform located in a balanced wey in quadrants 2 (for
one-half of the mice) or 4 (for another one-half, 50 cm from the wali),
and 2 d with reversed platform location (in quadrants 4 and 2, 35 ecm
from the wall). Yarying the distance of the platform location from the
wall during each learning acquisition prevented the mice from using
nonspatial, chaining strategy during navigation (Janus, 2004). Spatial
memory was evaluated in 60 s probe trials adminisicred 1 h after the last
trining trial on days 3 and 5.

Each1eference-memory 1est was followed by a cued (visible platform)
version of MWM (4 trials/d, 2 d) in which an escape platform wes
marked by a 15-cm-high red post with a yellow/black ball, and the extra-
maze cues (posters) were removed from the black curtain surrounding
the pool, The swim path of a mouse during ¢ach trial was recorded by &
video camera suspended 2 m above the center of the pool and connected
10 u video tracking system {Advanced Tracker VP200; Humpton Video
Systems Image, Buckingham, UK} and a personsl computer running
Hampton Video Systems software. .

Data analysis, The scores of each mouse were averaged across four (or
six for the reversal experiment) daily training wials in both cued and
conventionat reference-memory MWM tests. The following variables
characterizing the performances of mice in the water maze were chosen
for analysis: latency time (secands) it took 8 mouse to reach and climb the
platform, and the length of swim path (centimeters). In most cases, the
latency and the path length were highly positively correlated, therefore
only the path was reported. The locomotor activity of the mice was ana-
lyzed using an averape swim speed (meters/second, excluding bouts of
inactivity or floating) and was very similar berween both groups in all
tests (data not shawn). The spatial memory for cthe platform location
during ptobe trials was evaluated by the analysis of the dwelling time in
each quadrant of the pool, end the analysis of an annulus-crossing index
(ACH). The ACI represents the number of crosses over the platform site in
a quadrant that contained the escape platform [tarpet quadrant (TQ))
adjusted for crosses over platform sites in alternative quadrants (i.c., ACI
equals the number of site crosses in the TQ minusan average of crosses of
sites in the other three quadrants of the poo!).

A factorial model ANOVA (Prism software; GraphPad, San Diego,
CA) was used with the reatment as a between-subject factor, and train-
ing days as a within-subject (repeated measure) factor. A Spearman cor-
relation was used 10 comelate average antibody titers developed by mice
during the immunizstion period (week 20-30) with spatial memory
indices (ACI) obtained during two probe teials applied in the series of
learning-reversal tests. Based on the previously obtained results, which
demonstrated a beneficial effect of immunization on learning and mem-
oryin mice (Janus et al,, 2000; Morgan et al,, 2000, Sigurdsson et al.. 2004,

fensen et gl I008Y, we adnnted a dirertinnal. ans-tailed 12 whils swal.

J. Neuroscl,, May 3, 2006 - 26(18):4717- 4728 - 4719

A B E 25
— N A2
Peptte-Immunogens: 1 20 — 2AD1.EE
% — A1
-1B: ., . — TLAA T 15 (R
DABLAB:  AB, | AOCAB, o £ 10 Mt !
‘E - T AL - 15 | 1000ugN)
R-2aAL1-15: RGD-AD,  HUGAB, | o % ol
TLANAE: TIHKAB,,, i s ]
10
TI-AA81.16T1 AGD-KK-AB, i-'ls v ——v -—
% 100 200 210 220 230 240 250 280

Wavelsngth [nm)

Figure1. Design znd biophysical characteri2ation of four novel pegtide Immunogens cen-
taining the first 15 amino 2cids [A/31-15) of fill-tength A B1 - 42. 4, The first two novel immu-
nogens consist of 2 tandem repeat of the AB1-15 sequence Enked by two lysines with (8-
IXAF1-15) or without (23X AB1-15) the addition ofa three-aminp-acid RGD-motif at the N
terminus of the peptide. The third and fourth immunogens cenlain a previously chararterized
(russ-species active 11 Th cell epitope connected by fwo Iysines to the Af1-15 sequence with
(T1-8-A81-15) or withaut {§1-AB1-15) the RGD matif N-terminal to the lysine finker. 8, €O
spectra of the four navel pepiides and ABA0/42. AB40/42 shows  typkal Brsheet spectrum
characterized by a minimum near 220 amn and a maximn near 135 am {thin black line}. The
{our novelimmunogen-peptides exhibi spectsa indicative of unstructured peplides {grayiines)
that are independent of the peptide (oncentration, except for T1-R-ABY-15, which shows
trace amounts of helical content at 1000 g/ {thick black live; minima at 208 and 222 am,
maxmum 3t 1958 nm).

ualing the association between the titer levels and memory indices. A
Mann-Whitney U (MWU) test was used fur suatistical analysis of ACI
and percentage dwelling time values from probe trials, as well as for
immunoreactive area and AB levels in hAPP,, -t mice determined by
ELISA. The critical a level was set 1o 0.03 for all statistical analyses. All
values reported are average = SEM.

Results

Pesign and biophysical characterization of four novel
Ap1-15-containing peptide-immunogens .

The first novel immunogen consisted of a tandem repeat of the
human N-terminal AB1-15 sequence linked by two lysines
(2XAB1-15) (Fig. 1A) to reduce the production of antibodies
against newly created epitopes created by the direct linkage of a
tandem repeat (Qishi et al,, 2001). R-2XAB1-15 peptide, the
second immunagen, contained, in addition, a three-amino-acid
RGD-cell artachment motif at the N terminus, which was previ-
ously shown to increase immunogenicity and replace the use of
adjuvant in combination with a different immunogen (Yano et
al,, 2003). The third immunogen contained a previously charac-
terized, exogenous T1 T-helper cell epitope connected by two
lysines to a single AB1-15 sequence {T1-AB1-15). The T1 se-
quence is a T-cell epitope of HIVIORB gp120 (human immunode-
ficiency virus type I11B envelope glycoprotein 120) (Cease et al.,
1987) mutated to enhance immunogenicity and is recognized at
multiple major histocompatibility complex (MHC) loci in mice
{Ahlcrs et al., 1997) and other species such as goats, nonhuman
primates, and humans (Hart et al., 1990; Haynes et al., 1993;
Yano et al., 2003). The fourth immunogen was T1-R-AB1-15and
included the RGD motif N terminal to the lysine linker, which
was the most efficient position according to & previous study
(Yano et al,, 2003).

As a first step, we determined whether 2xAB1-15,
R-2XAB1-15, TI-AB1-15, and T1-R-ABI-15 aggregate in1o a
B-sheet structure as has been observed for full-length AB and its
C-terminal fragments. Ata peptide concentration of 50 wg/m), all
four novel immunogen peptides showed a CD spectrum typical
for an unstructured peptide, whereas AB40/42 showed a spec-
trum characieristic for B-sheet structures (minimum near 220
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similar at the higher concentration of | mg/ml, except for T1-R-
AB1-15 peptide, which showed trace amounts of helical content
{minima at 208 and 222 nm, maximum at 198 nm} (Fig. 1 B, thick
black line). This is in agreement with previous observations, sug-
gesting a potentia} for the T-cell site Tl to form amphipathic
helices (Cease et al., 1987). Thus, our four novel immunogens did
not form PB-sheer aggregates and, consequently, are unlikely to
present potential neoepitopes specific for aggregated AB.

Characterization of anti-A B antibody responses in
nontransgenic mice
Tn the first set of experiments, B6D2F1 wild-type mice were in-
tranasally imimunized once a week with 50 pg of 2XAB1-15 or
R-2XABI1-152and 5 ug of LT(R192G) adjuvant. Every two weeks,
blood plasma was collected and anti-AP antibody levels were
determincd by anti-AB40 ELISA (Fig. 2A). After 4 wecks, low
levels of anti-Af antibodies could be detected in all four animals
immunized with R-2XAB1-15 and in two of four animals im-
munized with 2XAB1-15. In the following weeks, anti-AB anti-
body levels for the R-2XAB1-15 immunogen continued to in-
creasc faster and peaked at 1884 * 170 pg/ml by week 8 and
slightly dropped thereafter. Antibody levels for 2XAB1-15
1eached 1002 = 194 pug/ml by week 8 and remained at this high
level after additional treatments. Antibody levels for both immu-
nogens were comparablé after week 12 and werc overall ~2-3
times higher compared with immunization with aggregated
AB40/42 (Fig, 2 B). Immunization with these peptides in the ab-
sence of an adjuvant, or immunization with adjuvant alone, did
not induce detectable Jevels of antibodies (Maier et al,, 2005a).
In a second set of experiments, we compared intranasal im-
munization using 50 ug T1-R-AB1-15, T1-ABI1-15, or AB40/42
and 5 ug LT(R192G) in B6D2F] mice. After six weeks, three of
four animals produced low levels of antibodies increasing up to
252 * 127 ug/ml by week 12 with the T1-R-AB1-15 peptide.
T1-AB1-15-immunized animals had detectable antibody levels
by week 8, increasing up to 333 = 102 ug/mi by weck 12. Overall,
antibody titers induced by T1 containing-immunogens remained
approximately two times lower compared with those mice im-
munized with full-length AB40/42. Immunization with T1-R-
ABI=15 or T1-AB1-15 in the absence of adjuvant induced only
very low antibody levels (Fig. 2B) in a subset of animals. No
anti-AB antibodics weire detected in preimmune plasme from
any mouse included in these studies.

Isotypic profiles and mapping of antibody epitopes

Ig isotyping of anti-AB antibodies was performed on the final
bleed using isotype-specific ELISAs. IgG2b, a noninflammatory
Th2 isotype g, was the predominant 1g isotype in all five treat-
ment groups. In addition, lower levels of IgG1 (Th2) and 1gG2a
(Th1) were detected in all groups, whereas low amounts of IgA
and IgM were detected in the R-2xABY-15- and 2XAB1-15-
immunized groups (for overview, see Fig. 34, Table 1).

To determine the specificity of the AB-antibodies, three dif-
ferent plasma dilutions (1:1000, 1:10,000, and 1:25,000) from
each of the immunized mice were used for IHC on human AD
cartical brain sections. Antibodies induced by all five immuno-
gens labeled diffuse and compacted piaques similar to the mono-
clona} anti-AB antibody 6E10 raised against AB1-17 (Fig, 3D).
Representative examples are shown for plasma from 2X AB1-15-
(Fig. 3B)and T'1-R- AB1-15-immunized (Fig. 3C) animals. Over-
all, the highest plasina dilution able to stain plaques in IHC cor-
related well with the antibody titers determined by anti-Af340
ELISA (data not shown). :
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figure 2. Pluma acti-AS antibody levebs aft es weekdy, intranasal immaundzation of BSD2F1
mice with SO pg of peptice phis § 29 of mutany, hear-lablle enterotodn LI(R1926) adjevant as
determined by ant-AB40 ELISA. A, tmmuckation with 2 X AB1- 15-containing tmmunogem
generated high serum titers of ant-AB antibodies after skt weeks. R-2XAS1=15 pins
LI{R152G)-wmmwnized aatmab showed a3 faster increxse in their antibocy tevels than
X AB1-15 phes LIR1926Himmunized mie but reached simiar levels after 12 weels and
were ~ 2~ times higher cosmpared with immundzation with AS40/42 (B). 8, Weeldy immy-
nization with T1-R-ABY1=15 o1 T1-AB1-15 plus LI{R192G) 1ed to Lthe generation of intermedi-
ate antibody feveds, wiich remained below the titers achieved with AB20/42 phus LT{R1926)
immunization. In the 2bsente of adjuvants, Th-containing pepiides induced only very low an-
tibody levelks. Data are mean * SEM lor each growup (a = 4). Amows indiate Intranasal dosing
schedute,

Preincubation with AB1-15, AB1-7, and 10 a lesser extent
AB3-9 inhibited binding of antibodies from 2XAB1-15- or
R-2XABI1-15-immunized animals to immunogen-peptide-
coated ELISA plates, indicating that the major antibody epitope is
found within AB1-7 (Fig. 3E). In T1-AB1-15- or T1-R-AB1~15-
immunized animals, AB1-15 reduced antibody binding similar
10 full-length immunogen or ABE-42. Absorption with shorter
AB1-7 or AB3-9 reduced the OD less compared with antibodies
of 2XAB1-15- or R-2XABI~15-immunized animals, indicating
that the major antibody epitopes are found within AB1-15 with
the T1-containing immusnogens. AB1-42 had a similar absorb-
ing effect compared with the immunogen peptides themselves,
and the addition of RGD pepiide or the RGD-¢onteining protein

4
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Figure3. bmmunoghobulinisetyping of plasmalgGl, 15623, IgGlb, IgA, and IgM anti-A 8 antibodles as determinad by isatype-
spacific ELISA in the final bleed. 4, 19G2b anti-Af ntibadies were the predomnani g isotype in 2l five treatmenl groups. In
addition to gG2b anlibodies, mice immunized with R-1XAB1-15 or IXA31-15 produred high fevels of 19622 2nd Ig61, and
miceimmunized with TV-AB1-15 01 A340/42 showed intermediate bevels of mainty lgG2a. Low levels of IgA and IgM antibodies
were present in mice tnmunized with R-2XAB1-15 and 2XAB1~15. Data are mean X SEM. 8-D, Antibodles induced by 28
fous pove! immumogens were able to detect diffuse and compacted plaques on forrnalin-ﬁxgd parafiin-embedded braln tissue
from AD patlents simdlar Lo ant-A S entibody 6E10 (D). Arepresentative example Is shown for 2 1:10,000 dilution of plasma from
32X ABI-15- (B)or TV-R-AB1-15-immunized { () aniinal. F, Epitope-mapping of antibodies was performed by preincubating
mouse plasma overnight with short A peptide fragments. The remalning ability of the antibiodies to bind plate-beund immuno-
gen was then measured by EUSA. Prelntubation with AB1-15, Af1-7, 25d to a lesser extent AS3-9 inhibited binding to
plate-tound immunogen, indiating that the major antlbudy epitope s within Af31-15 for mice immunized with 11-AS1-15 of
1-R-AB1-15 and within AB1-7 for mice immunized with 2XAB1-15 or B-2XAB1-15. The Immunogen peplides or
ABY- 42 redweed the 0D (0 a similar extent compared with AB1-15, 2nd the addition of the AGD peptide or Lhe RGD-tonl2ining
proteln fibronectin did aot interfere with binding of the antibodies in the assay. This indicates that the vast majority of antibogies
were directed againsi theAB1-15 sequence 2nd not agalnstather parts of she immunogen peptides. 00 levels are shown relative
to no peptide control. Data are mean x SEM (n = 4).
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ferent concentrations of the immunogen
peplides AB40/42 or ABI-15 (Fig. 4).
Highest SIs were observed in splenocytes
restimulated with their corresponding im-
munogen (Fig. 4A,B,E-G). A strong,
cross-reactive proliferative response was
also detected if splenocytes were restimu-
lated with the corresponding immunogen
containing or lacking the RGD-motif. For
example, splenacytes from R-2XA#1-15-
immunized animals showed an interme-
diate, cross-reactive proliferative response
after restimulation with 2XAB1-15, and
vice versa (Fig. 4A,B). To determine
whether the cellular immune response was
directed to AP, we restimulated spleno-
cytes from all groups with aggregated full-
length AB40/42. This induced prolifera-
tion only in AB40/42-immunized
animals, as expected from previous studies
(Scabrook et al, 2004; Maier et al., 2005b),
but did notinduce significant SIin other im-
munized groups (Fig. 4C,G). After restimu-
lation with the highest dosc of AB40/42
(50 pg/mi), very low proliferation was de-
tected in splenocytes of R-2XAB1-15- and
2XAPBI-15-immunized mice, but a compa-
rable SI was also found in nontreated ani-
mals (SIs of 4.3,5.7,and 2.1, respectively)
(Fig. 4C), indicating that this may have
been caused by a general stimulation by
peptide aggregstes. No significant re-
spanses were detected after restimulation
with AB1-15in any group of animals (Fig.
4D,H).

High antibody titers and an
immunogen-specific cellular immune
response in R-2xXAB1-15- or 2xABI1-
15-immunized hAPPy,p, mice

Because R-2XAfB1-15 and 2XAB1-15
immunogens induced high titers of spe-
cific anti-Ap antibodies in B6D2F1 wild-
type mice, we tested the ability of these
peptides to induce an immune response
and their efficacy to reduce cerebral AS
burden in hAPPy,, transgenic mice (linc
J20) (Mucke et al., 2000). In the first ex-
periment, hAPPp,.p mice were immu-
nized intranasally with R-2XAB1-15 plus
LT(R152G) adjuvant weckly starting at §

fibronectin did not interfere with binding of the antibodies to
their immunogen peptide. This confirmed the specificity of the
antibodics to the N-terminal AB sequence and excludes 2 major
population of antibodies directed against other scquences of the
immunogen peptides. ) :

Strong cellular immune response against the immunogen in
the absence of specific proliferation against full-length AB

To characterize the celular immune response, splenocyte cul-
tures were established from R-2XAB1-15- or 2XAB1-15- (Fig.
4A-D) and TI-R-AB1-15-, TI-AB1-15-, or Ap40/42-

imrminizsd (FBin A Fo Y unldorme smies and ctivnadared wneh AiF,

months of age, when plaque deposition was in early stages. The
control group received adjuvant only. Within 6 -8 weeks of treat-
ment, R-2XAB1-15-immunized mice developed high antibody
titers, which peaked at 1173 * 341 pg/mil at week 14 and de-
creased slightly aftcr we switched to biweekly intranasal treat-
ment (Fig. 5A). The main immunoglobulin isotypes in plasma
from the final bleed werc 1gG2b and IgG1 (both noninflamma-
tory Th2 immunoglobulins) (Fig. 58}, with proportionally less
18G2a (proinflammatory Th1) compared with levels detected in
wild-type mice, Low levels of IgA and 1gM were detected in mice
immunized with R-2XAB1-15. The antibodies recognized
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Table 1. Summary resulls of all immurization expeiments
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Eraln {% change)
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Geaotype  Immunogen titers® K61  Ig6h  lgG2b IgA  IgM  Epitope® AB,, AB, ABn ThioS (D45 GFAP ABg ABo Ay ABp ABu ABy ABe
WIBEDIF) R-MABN-IS BIRE165 +++ +++ +++ + + A,
246115 103 2363 ++ ++4+ +++ +  +  AB,,
H-RABLIS 25217 + + -
TIABIIS 3331210 + +4+  +++ - = APy
ApY-4Vi2 S0 - + +++ - =  AB,,
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‘inaiblend: BUSA.
Cornpared with conrmpending control,
GRS nsohdle AP (5 w guasidiziom-schie),
TES-sclbie AB.
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Figured. Splenocytes from 2X ABY-15- of R-2X AB1-15- (A-D) and T1-AB1-15-, 11-R-AB1-15-, or AB40/A)-immucized {F-H) aninals were isolated 2nd cultered as indicated in the
presence of 0,05, 5, o1 50 ug/miR-25 -AB1-15 (4), 2X AB1=15 (B), 11-8-AB1-15 ), T1-ABI-15 (F), ABAY42 (€, 6), and AB1-1S (D, H) for T2, ahes which | *H) thymidine was 26ded
for 184 The (PMwas determined 2nd an Slealculated. Splenocytes ksolated from immunized mice showed 2 high Sl ia response to stimutation with thelr lmunogen peptids. tn splenocyt cultores
of animals immunired with the navel peptide immunogens, only very low and maicly nonspedific proliferation was observed 2fter redtimutstion with the bighest dose of ABANVAY (L, 6). o'

proliteration was detected bn response to AB1-15 {D. H).

B6D2F1 mice (data not shown). No antibodies were detected in
plasma of control animals.

After 24 weeks of treatment, splenocytes of 12-month-old
hAPPg,, mice were isolated and restimulated with R-2XA81-
15, AB40/42, or AB1-15. Comparablc with wild-type mice, inter-
mediate Sls were detected after restimulation with R-2XABI-15
(Fig. 5C), but only verylow Sls were measurced aftes restimulation
with the highest concentration of sggregated full-tength AB40/42
(Fig. 5D), with similar values for immunized and control ani-
mals, indicating a lack of cellular immune response to full-length
AB. No significant Sls were detected for restimulation with the
same concentrations of ABI-15, fibronectin, or RGD-motif-
containing protein (SI <2; data not shown).

In a second experiment, we started immunization at anage of
4.5 months, just before plague deposition, with 2XAB1-15 plus
LT{R192G) or adjuvant only in the contro! group. Antibody u-
ters peaked after 12 weeks of immunization with an average of
1686 * 483 pg/ml (Fig. 5A) and had Ig isotypes and amibody
epitopes similar to those observed after immunization with
R-2Xx AB1-15 (Fig. 5B). After 30 weeks of treatment, splenocytes
of these 12-month-old hAPP;, ;, mice were isolated and restim-
ulated with 2XAB1-15, AB1-40, AB40/42, o1 ABi1-15. Interme-
diate stimulation indices were detected after restimulation with
2XAB1-15 (Fig. 5E), whereas no specific proliferation was ob-
scrved after restimulation with ABi1-40 (Fig. 5F), aggregated
APB40/42, or AB1-15 (data not shown).
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FigureS. A tmmunizationof hAPP;,, (J20Tme) animaks with A-23XAB1-15{n = E)or 2XAB1=15(n = 6)induced high levels of 2nti-4 8 antibodies as determined byanti-AB40ELISA. Levels
peaked 21 10-14 weeks and diopped slightly after switching to biweekly immunizalion after week 14, Amows indicate the intrznasal dosing schedule. B, IgG2b and IgG1 were the main
immunoglabufin sotypes of anti-Af3 antibodies in Lhe fina! blzed of R-2CAB1-15- and 2> AB1-15-immunized animals, Lawer levels of JgA and IgM weve detected after immunization with
R-2XAB1-15.(, Splenotytes omR-2XX AB1-15 (€, B) or 2 -ABY-15-Immunized (£, F) hAPP, o animals showedintermediate stimudation indices after restimulation withR-2X AB1-15(Q)
and 2>XXAB1-15 (£), respectively. Very low, nonspedfic probiferation was deterted in splenocytes of immunized and LT(R192G}-adjuvant-treated control hAPP,,, mie {n = 6 andn = 7,
respectively) or nontreated B6D2F 1 anlmals (o = 3} aftes restimudation with aggregated A340/42 (D) or with AB1- 40 (F). Data are represented as mean = SEM,

Reduction of cerebral Af load after immunization of
hAPP,,, mice

Immunization with R-2XABI1-15 plus LT(R192G) or
2XAB1-15 plus LT(R192G) significantly (p < 0.05) reduced
total A plaque burden (Fig. 6A—C) in the hippocampus by 74
and 73%, respectively, when examined using computer-assisted
image analysis. A significant reduction of 74% in AB42-specific
immunoreactivity was observed in the hippocampus after immu-
nization with R-2XAB1-15 plus LT(R192G) ( p < 0.05) and of
70% after immunization with 2XAB1-15 plus LT(R192G) (p <
0.05) (Fig. 6D, E, Table 1). AB40-specific immunoreactivity was
significantly reduced by 54% with R-2XA81-15 plus LT(R192G)
(p < 0.05) but not in mice receiving 2XABI-15 plus
LT(R192G). Thicflavine S-positive plaque load was significantly
reduced by 549 in mice immunized with R-2XAB1-15 plus
LT(R192G) (p < 0.05) but not in those immunized with
2X AB1-15 plus LT{R192G). GFAP, a marker for astrocytes, was
reduced by 18% in R-2XAB1-15 plus LT(R192G) immunized
mice versus controls (6.6 = 1.0% vs 8.3 = 1.3%, immunized vs
control, respectively; p > 0.05) and was slightly increased in
2XAB1-15 plus LT(R192G) immunized mice (9.1 = 1.6% vs
8.2 % 01.6; p > 0.05). CD45 immunoreactivity, a marker for acti-
vated microglia, was nonsignificandy reduced by 50% in
R-2XAB1~15 plus LT(R192G) immunized mice compared with
vehicle controls (0.8 * 0.3% vs 1.7 = 0.4%, respectively),

B L L V-V JUNGURPY S d s dak A a DY 1F abh. THYNLIAA~Y

showed a trend for anincrease by 45% (1.0 = 0.3%vs 0.7 = 0.19%,
immunized vs control, respectively). CD-5 pasitive cells. a
marker for T-cells, and hemosiderin staining, a histological stain-
ing to detect microhemorrhages (Pfeifer et al., 2002), were not
detected in the brain parenchyma (dara not shown).
Biochemical analysis of plasma AB levels by ELISA showed a
significant increasc of plasma AB levels in the final bleed of the
immunized animals (Fig. 6F,G). Cerebral insoluble (guani-
dinium buffer-soluble) AB42 and AB40 levels were reduced by
35% in the R-2XABI1-15 immunized group compared with the
control group, but the changes did not reach significance because
of variability and small group size (Fig. 6 F). TBS-soluble AB40
and AB42 levels were significantly clevated by 45 and 519, re-
spectively ( p < 0.05), in the R-2X AB1-15 immunized group. A
nonsignificant 34% reduction of cerebral insoluble AB42 was
observed in 2XAB1-15 immunized mice compared with con-
trols, whereas insoluble AB40 levels were similar between the
groups (Fig. 6G) corresponding well with AB40 immunorcactiv-
ity on brain sections (Fig. 6 E). TBS-soluble AB40 and AB42 were
comparable in 2X AB1~15 immunized and control groups.

Behavioral analysis of 2X AB1-15 immunized hAPPy, o mice

The effect ofimmunization with2X AB1-15 plus LT(R192G) was
assessed in a reference-memory version of the MWM, a
hippocampus-dependent learning task (Morris et al., 1982). One

I L R | L b
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analysis because of the lack of relisble an-
1ibody detection (~2 pg/ml). The body
weight of mice at the end of the MWM
tests was comparable in both groups (data
not shown),

Immunized hAPPg,p, 2nimals showed
faster learning acquisition during the first

four training sessions compared with
adjuvant-only treated-control hAPPg.p
mice (Fig. 7A), However, after day 5, both J12,
groups showed comparable perfor- 8
mances. Overall, both groups showed a §
significant improvement in performance 3
°
B
*

=]

over the 12 d training period (p <
0.001/d, a within-subject factor) with no
significant interaction of treatment by day
{ p > 0.2). The results of the probe trials
indicate that both cohorts did not retain a Alyz
clear memory bias for the platform loca-  F

tion 20 h after the last training session on
day 2 and day 6, as evaluated by the
annulus-crossing index (Fig. 74, insert).
The results of the percent of time dwelled
in the target quadrant were comparable
with the annulus-crossing scores (data nat
shown). To substantiate the scsults of
faster learning acquisition by the immu- o
nized hAPP,p mice, we focused our at-

g

50

% of controi

WR-2AB - 1$HLT(R192G)
= T(R192G)

0 °
Alyp Alyy Al Ay  ABrg

m
-
N

~ 93

-
o

0.2

0.1

% area Mppocampus

o N b OV

e
o

S G2AB11SHLTIRI02G)
SLI(RIE2G) 0.3
: 0.2
1 0.1
: 0.0
© Thio S

Al,; AR

Phs.ma insolubls TBS soluble Pasma

~—

8

8
% of control
3

0 )
Al Allg, Al Ay Alya Ay

tention on the learning plasticity in the
tested mice.

To test plasticity of spatial memory ac-
quisition, we subjected the same cohorts
of mice to the spatial learning reversal
MWM task. Consistent with the results of
the first test, the * 2XAB1~15 plus
LT(R192G) immunized hAPPy,p mice
showed a trend of faster initial acquisition
of the new platforin location as compared
with control hAPPg,p mice (Fig. 7B).
During the reversal stage, both cohorts of

Figure 6.  Newopathotogical and biockemical anafysis of R-2XAB1-15- (B, D) or 2X -AB1-15-immunized (€, £) asimals
tompared with their corresponding group of adfuvant-teated coatsd hAPP, , 5 animals (A, D, ). A-C, Sections representing the
median A plaque koad are shown for each group (4=0). D, £, Quantizathee image anatysis of ABAZ- and ABAO-specific inmw-
norezctive 2rd Thiofavine S-pasitive plaque load. ABAL-, AB40-, and Thicftavine S-positive area was significantly reducedin the
hippocamipus altes immurizatien with R-2XAB1-15 ghus LTRISG) (0; p < 0.05, MWU). 2XABI-15 phus LI[R192G)-
immuaized ciice showed 3 significant reduction of ABA2 specific iImmanoreactivity {E; p << 0.05, MWU) compared with vehide
treated contschs. £, 6, Insoluble (quznidirium-soluble) biatn A, TBS-soluble brain A, and plagma AQ levels were antlyred by
capture ELISA |2bsolute values of controb n R- 23 AB 1- V5-immunization experment (F k Plisma AB, o, 0.03 = 0.01 prrl/ink;
APAZ imscluble, 2052 = 417 pmotig AB4D insohuble, 485 2 100 pmolige AB42 TBS soluble, 1.6 = 0.1 gmol/g: AB40 TES
soluble, 03 + 0.1 pmot/g; and in the 2XAB1-15-4mmunization expertment (6, measured in 2 different ELSA rnd: ABA0
phasing, 0.9 = 0.6 pmol/mk ABA2 plasma, 0.3 = 0.3 pmok/mk ABA42 basohble, 3550 « 800 pmol/g AB40Insokile, 132 % 328
pmalig; AB42 TES soluble, 2.1 = 0.8 praol/g: AP40 T8S sofuble, 4.6 = 0.5 pmol/g). Asterisk indicates » significant Gifference
{MWU, p < 0.05). Data are represented as mean = SEIL

mice showed a comparable response to the

platform displacement (Fig. 7B, d4 and

d5). The results of the probe trials performed at the end of each
acquisition stage showed that the immunized hAPPg,p mice
formed a positive memory bias in both probe trials on day d3
(initial relcarning) and on day d5 (after learning reversal) (Fig
7C). The control hAPPg, , mice showed a negative ACI, which
indicates that they scarched for the platform in a different quad-
rant of the pool. The results of the quadrant dwelling time sup-
port this interpretation and indicate that these mice persevered
with their search in the original, previous location of the pool
(Fig. 7D). Moseover, spatiel memory, as evaluated by ACI, in
both probe trials of the learning reversal experiment corrclated
positively with antibedy titers of immunized mice (r = 0.78,p =
0.051; r = 0.62, p = 0.088, respectively; n = 6). Although, the p
values only bordered the p = 0.05 significance level (likely be-
cause of a small sample size), the trend of improved memory
attributable to higher titer level is clear and consistent across both
trials.

Discussion
We tested four novel immunogens encompassing either 2 tan-
dem repeat of two lysine-linked AB1-15 scquences (2XAB1-15)

t

or AB1-15 synthesized to a cross-species active T1 T-helper cell
epitope (T1-AB1-15) and each with the addition of a three-
amino-acid RGD-cell attachment motif (R-2XAB1-15; T1-R-
ABi1-15). Intranasal isnmunization of B6D2F1 wild-type mice
with R-2XAB1-15 or 2XABI1-15 in ‘combination with
LT{R192G) adjuvant (Dickinson and Clements, 1995) induced
anti-ABantibody titers 2-3 times higher than those achicved with
aggregated, full-length AB40/42. Immunization with TI-R-
AB1-15 or T1-AB1-15 plus LT(R192G) resulted in lower anti-
body levels, With all intranasal immunogens, 3 moderate-to-
strong cellular immune response was detected against the
immunogen in the absence of a cellular immune response against
full-length AB. Antibody epitopes (AB1-7 or AB1-15), predom-
inant immunoglobulin isotype {IgG2b), and recognition of
plaquesby antibodies from immunized mouse plasma on human
AD brain sections were similar to antibodies induced by immu-
nization with AB40/42. hAPPp,p mice (20 line) immunized with
R-2X API-15 or 2XAB1-15 also developed high antibody levels
and antibody epitopes similar to wild-type mice, and showed a
significant reduction of AB plaque load, significantly increased
AP plasma levels, and a trend for lower insoluble cerebral AB by
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Figure 7. The effect of immunization with 2> A31-15 plus LI{R192G) was assessed In 2

reference-memory version of the MWM. 4, 1 X AR1~15 plus LI(R192G)-immunized hAPP,,,
mice | = 6} showed significantly faster learning acquisition during the first four training
session of 3 12 d test as compared with adjurnt-onty-treated contral hAPP, ., animals (n = 7;
P < 0.05: days ¥ to 5). Bath ohorts of mice showed comparable spatial memory as evaluated
by the ACi{defined as average Irequency of swims over the platform site in the farget quadrant
mintls average of swims over sites in other quadrants of the pond) at e end of training (€,
inset). 8, Durirg the learning reversal Lask, 2 AB1-15 plus LT{R1926)-immunized hAPP;,o
mice showed a irend of fastes initla] acgisition of the new platform locetion as compared with
cantrol RAPP, ,, mice during the first three tratning sessions ( p = 0.09;days 1103), During the
reversal siage [days 4 and 5), both cohorts of mice showed a compasable response to platform
displacement. €, AQ during probe trials administered 1 h after training on days 3 and § in the
platform revenal task, 2X AB1-15 plus LT[R192G)-immunized mice {black bars) show a pos-
Ttive AC for the platform toeation on day 3 or day 5, wherzas contiol hAPP,,, mice (gray bars)
show a signifizantly lowes 2ad negative AQl. D, Quedrant dwell times of probe-trial day §
indicate that control hAPE, ,, mice {pray bars) persevered with thels search in the original,
grevious bocation of the pool. Asterishs Indicate significant results { p < 0.05). Data are repre-
sented as mean =+ SEM.

ELISA. Whereas in wild-type mice the lg isorypes for the new
immunogens included 1gG2b, IgG2a, and lgGl, immunized
hAPPy,, mice had a more Th2-biased humnoral response result-
ing in higher titers of 1gG2b and IgG1. importantly, splenacytes
from hAPP;,, mice immunized with R-2XAB1-15 or
2XAB1-15 did not react to full-length Afd or AB1-15, indicating
the potential for avoiding an AB-specific T-cell response. In ad-
dition, our results suggest that immunization of mice with
2X AB1-15 improved plasticity of acquisition of spatial informa-
tion and spatial reference memory, as evaluated in the Morris
waler-maze (¢st, as compared with age-matched control mice.
Cognitive impravement tended to correlate with anti-Af titers in
the immunized hAPPg, o mice.

Previously, we demoustrated that AB1-15 was not an effective
primary immunaogen, but was able to boost the immune response
in WT mice after immunization with full-length AB (Leverone et
al., 2003). in the present study, we show that a tandem repeat of
Af1-15 was sufficient 1o cfectively overcome this lack of immu-
nugenicity. According to the high SI after resiimulation of
splenocytes with their immunogen and absence of proliferation
after addition of AB1-15, onc may speculate that this is attribut-
able 1o Lhe formation of e new, unknown T-cell ¢pitope that is not
present in a single sequence of AB1-15. Furthcrmore, it may also
be attributable to its larger size, leading to less degradation, and
presentation of a nonself sequence using the tandem repeat.

Addition of the RGD motif to the immunogens did not sub-
stantially increase antibody titers in long-terin immunizations

L LTI g LI

PR, IRSTSRIAD  B) R s, PR

L Reurosel, May 3, 2006 - 26018):4717- 4228 - a72s

other immunogens (Yano et al,, 2003), A consistent effect of
RGD-containing inununogens is slightly higher Sls, indicative of
a stronger cellular immune response (Figs. 4, 5). The fact that we
did not detect a proliferative response against the RGD-peptide
or the RGD-motif containing protein fibronectin in splenocyte
cultures (data not shown) demonstrates that RGD did not act as
a T-ccll epitope. RGD is an integrin-binding and cell-attachment
motif derived from cellular adhesion proteins such as fibronec-
tin, collagen, fibrinogen, Jaminin, and many microbial proteins
{Ruoslahti, 1988; Mecham, 1991; Ruoslahti, 1996), Therefore,
the addition of RGD may increase uptake and transport through
the mucous membrane by utilization of specific receptors (Ruo-
slahti, 1996), enhancing presentation of the antigen in vivo. How-
ever, splenocytes from R-2XAB1-15 immunized mice showed
higher S1 after restimulation with R-2XAB1-15 compared with
2XABI-15, suggesting that RGD contributes to the secondary
structure of the 2X AB1-15-containing immunogens by creating
a new, slighdy different T-cell epitope. Regardless of the mecha-
nisms, RGD-containing peptides did not increase A antibody
tevels bur did accelerate antibody production.

Both AB1-15 tandem repeat immunogens significantly re-
duced total AB plaque load and increased AB plasma levels in
hAPP,.p mice. In gencral, a more robust reduction was observed
by immunohistochemical and Thioflavine $ plaque labeling
compared with the biochemical levels obtained by ELISA, This is
likely because of the variability of AB levels between mice within
each treatment group, resulting in a nonsignificant trend for re-
duced insoluble AB. However, reduced plaque burden corre-
sponded with reduced TBS-insoluble AB fractions in brain ho-
mogenates, In contrast to R-2XAB1-15, 2ZXABI-15 seemed to
clear mainly AB1-42 and did not alter AB40 immunoreactivity,
cerebral pguanidinium-soluble AB40 levels, or Thioflavine
S-pasitive plaque load. These differences between the immuno-
gens may be because of high interanimal variability of AB plaque
load or differences in the age when immunization was started.
Alternatively, onc may speculate that different AB clearance
mechanisms may be involved. Different mechanisms of AS re-
moval by antibodies have been proposed in the past (reviewed by
Citron, 2004). They may include (1) Fereceptor {FcR)-mediated
activation of microglia and subsequent phagocytosis of AS
(Schenk et al., 1999; Bard et al., 2000; Bard et al., 2003), (2) the
direct interaction of the antibody with AB depasits or aggregates
leading to their disaggregation (Frenkel et al,, 2000), and (3)
transport of soluble AB into the plasma with a subsequent
antibody-mediated degradation ("peripheral sink hypothesis™)
(DeMattos et al.,, 2001; Lemerc et al., 2003). Recently, Deanc et al.
(2005} showed that anti-AB IgG increases AB clearance from.the
brain through cffects on AB transport across the blood-brain
barrier mediated by neonatal FcR (FcRn) or low-density lipopro-
tein receptor-related protein-dependent mechanisms (Deane et
al., 2005). Thesc mechanisms may be combined with other effects
such as masking the proinflammatory and vasoactive effect of AS
in the ceecbrovasculature (Townsend et al,, 2002) by antibodies,
particularly in light of recent reporis regarding brain-volume
changes after A immunotherapy (Fox et al., 2005). We observed
increased levels of TBS-soluble AB after immunization with
R-2XAB1-15, suggesting that perhaps the antibodies caused dis-
aggregation of AB, presumably in the CNS, or alternatively, pre-
vented the aggregation of AB over the immunization period. In

- addition, it is possible that the IgM titers in R-2xAB1-15-

immunized animals may have contribused to the differences seen
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posed to contribute to clearance of plaques by a peripheral mech-
anism (Sigurdsson et al., 2004).

In the present study, we observed increased plasma AB levels
in immunized animals, suggesting  shift of AB from the brain
into the periphery leading to cnhanced catabolism of AB as has
been described previously (DeMattos et al., 2001). CD45 immu-
noreactivity, a marker for activated microglia, was reduced in
R-2XAB1-15 immunized mice, whereas a slight increase was
detected in 2XAB1-15 immunized animals, High levels of
anti-AB antibodies may lead {temporarily) to activation of mi-
croglia as has been described for passive immunization (Wilcock
et al,, 2004a) leading to enhanced phagocytosis and degradation
of cerebral AP via Fc receptor-mediated phagocytosis (Rogers et
al., 2002). Although it has been reported that 0.1%6 of immuno-
globulins cross the blood- brain bartier into the brain (Banks et
al.. 2002}, eolocalization of mouse 1gG with cerebral plaques was
not detected in our study, but this does not rule out the possibility
that small numbers of antibodies crossed transiently into the
CNS or were undetectable by our methods. 1t has been shown in
many APP transgenic mouse models that fibrillar AB load corre-
lates with activation of microglia (Frautschy et al., 1998; Gordon

" etal., 2002; Kitazawa et al., 2005). Consequently, we would expect
to see relatively high levels of activated microglia in the mice
immunized with 2XAB1-15, because their fibrillar plaque load
was unchanged by inumnunization. In support of this effect, most
activated microglia were found adjacent to or surrounding AB
plaques.

Similar to our results with the tandem repeat immunogens,
Bard and colleagues reported a reduction of amyloid and neuritic
burden after immunization of PDAPP mice (transgenic mice car-
rying mutant human V717F APP under the PDGF promoter)
with different N-terminal AR peptide fragments coupled to an
ovalbumin T-cell epitope on a branched peptide framework
(Bard et al., 2003). However, the specificity of the cellular im-
tune response and amelioration of cogritive abilitics were not
addressed. Agadjanyan et al. (2005) reported that wild-type mice
immunized with AB1-15 synthesized to a universal synthetic
T-cell epitope PADRE (pan human leukocyte antigen DR-
binding peptide), generated high anti-Ap antibody levels in the
absence of a T-cell sesponse against full-length AB. Our data
regarding immunization with R-2XABI1-15 and 2XABI1-15
confitm their findings and extend them to APP-1g mice. How-
ever, in our study, B6D2F1 wild-type mice immunized with im-
munogens containing the T1 Th-cell epitope did not induce
anti-AB antibody levels above those observed with apgregated
AB40/42. A strong cellular immune response against the im-
munogen was detected in the absence of splenocyte proliferation
against full-length AB. Inscrtion of the T1 sequence at a different
location (e.g., the C terminus of the immunogen) may improve
antibody generation. The versatility of the T1 Th-cell cpitope
with different mouse MHC class 11 loci and different species make
these immunogens an attractive candidate for additional studies
in particular with other mouse strains or species. A recent publi-
cation analyzing gene expression profiles of patients froman AN-
1792 immunization trial suggest reduced abilitics to mount an
effective immune response against AB, mainly because of the
advanced age of the patients (O'Taole et al., 2005). Therefore,
activation of the immune system in AD patients to mount an
effective amibody response against AB and, in particular, to in-
duce immunological memory, may require a strong universal

. T-cell epitope such as T1 that does not cross-react with AB T-cell

epitope(s).
Cognitive evaluation of the immunization effects in our study
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showed a consistent and significant but rather subtle improve-
ment of spatial reference memory acquisition, likely attributable
10 the small number of animals available for the study. Cognitive
improvemcnt was accompanied by a trend for reduced insoluble
APB42, asignificant reduction in AB42 hippocampal plaque bur-
den, and a lack of change in fibrillar plaques, indicating that
removal of primarily diffuse AB led to improved cognition. OQur
results also suggest improved plasticity of relearning of new in-
formation after immunization of hAPPy, o mice with 2XABI1-
15, which is consistent with other studies evaluating learning and
memory after AB immunization in the Morris water-maze task
(Janus et al., 2000; Hartman et al., 2005), although a more pro-
nounced effect of cognitive improvement was observed after AB
immunization of younger mice (Jensen et al., 2005). The spatial
memory measured in our probe trials showed a consistent trend
to positively correlate with anti-AB antibody titers, additionally
substantiating the notion that anti-Af antibodies have a benefi-
cial effect on learning 2nd memory.

Our data, together with reports from other researchers, dem-
onstrate that immunogens containing N-terminal fragments of
AB are sufficient for the production of high levels of specific
antibodics. To our knowledge, our study is the first to character-
ize alternative smmunogens that are able to induce high uters of
anti-Af specific antibodies in the absence of a cellular immune
response to full-length AP leading to a reduction of cerebral
plaque burden and cognitive deficits in an AD animal model. We
believe that these novel immunogens are promising candidates
for a second-generation vaccine leading to an effective immuno-
therapy for AD while avoiding a potentially deleterious cellular

immune response.
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VACUNA TERAPEUTICA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a métodos y composiciones para uso
terapéutico y diagnéstico en el tratamiento de enfermedades y trastornos
causados por o asociados con amiloide o proteinas simil amiloide incluso
amiloidosis.

En particular, la presente invencién provee nuevos meétodos vy
composiciones para generar una respuesta inmune altamente especifica y
altamente efectiva en un organismo, pero particularmente dentro de un animal,
particularmente un mamifero o un humanoc, capaz de prevenir o aliviar amiloidosis,
o los sintomas asociados con amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos
asociados con formacién de placa amiloide incluso amiloidosis secundaria y
amiloidosis relacionada con la edad avanzada incluso, sin limitaciones, trastornos
neuroldgicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), incluso enfermedades o
condiciones caracterizados por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva

tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI).
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VACUNA TERAPEUTICA

La presente invencion se refiere 2 métodos y composiciones para uso
terapéutico y diagnéstico en el tratamiento de enfermedades y trastornos
causados por o asociados con proteinas simil amiloide tales como amiloidosis, un
grupo de trastornos y anormalidades asociados con la proteina amiloide, por
ejemplo la enférmedad de.Alzheimer.

La amiloidosis no es una Gnica entidad patoldgica, sinc mas bien un grupo
diverso de procesos patologicos progresivos caracterizados por la presencia de
depositos de tejido extracelular de una proteina similar al almidon denominada
amiloide, que se acumula en uno o mas sistemas organicos o corporales. A
medida que se acumulan los depésitos de amiloide, comienzan a interferir con Ia
funcion normal del sistema organico, o corporal. Hay are al menos 15 diferentes
tipos de amiloidosis. Las principales formas son amiloidosis primaria sin
antecedentes conocidos, amiloidosis secundaria siguiente a alguna otra condicion,
y amiloidosis hereditaria.

La amiloidosis secundaria se produce en personas con infeccion cronica o
enfermedad inflamatoria, por ejemplo tuberculosis, una infeccion bacleriana
denominada fiebre familiar del Mediterraneo, infecciones oseas (osteomislitis),
artritis reumatoidea, inflamacion del intestino delgado (ileitis granulomatosa),
enfermedad de Hodgkin y lepra.

En general, los dep6sitos de amiloide contienen tres componentes. Las
fibrilas de proteina amiloide, componente de aproximadamente 90% del material
amiloide, comprenden uno de varias tipos diferentes de proteinas. Estas proteinas
pueden plegarse en ias denominadas fibrillas de ldminas "de plegamiento beta",
una singular configuracion de proteinas que exhibe sitios para rojo Congo que dan
por resultado singulares propiedades de tincion de la proteina amiloide. Ademas,

los depositos de amiloide estdn estrechamente asociados con el componente



amiloide (AP) P (pentagonal), una glucoproteina relacionada con el amiloide P
sérico normal (SAP), y con glucosaminoglucanos sulfatados (GAG), hidratos de
carbono complejos del tejido conectivo.

Muchas enfermedades del envejecimiento se basan, o estan asociadas con
proteinas simil amiloide y se caracterizan, en parte, por la acumulacion de
depositos extracelulares. de amiloide o material simil amiloide que contribuye a ia
patogenia, ademas de a la progresion de la enfermedad. Estas enfermedades
incluyen, sin limitaciones, trastornos neurolégicos tales como enfermedad de
Alzheimer (AD), incluso enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida
de la capacidad cognitiva de la memoria tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo
leve (MCI), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo Dutch); el complgjo de demencia de
Parkinson de Guam. Otras enfermedades basadas o asociadas con proteinas
simil amiloide tales paralisis supranuclear, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotrofica), diabetes de inicio en el adulto; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos y otros, incluso degeneracién macular,

Aunque la patogenia de estas enfermedades puede ser variada, sus
depdésitos caracteristicos-a menudo contienen muchos constituyentes moleculares
compartidos. En grado significativo, esto se puede atribuir a la activacion focal de
vias proinflamatorias para sl conducir al depdsito concurrente de componentes
activados re complemento, reactivos de fase aguda, inmunomoduladores, y otros
mediadores de inflamacion (McGeer et al., 1994).

La Enfermedad de Alzheimer (AD) es un trastorno neurolégico que en
principio se creyd era causado por placas amiloides, una acumulacién de
depositos anormalés de protelnas en el cerebro. El tipo mas frecuente de amiloide

hallado en el cerebro de animales afectados se compone sobre todo de fibrillas



AB. Las evidencias cientificas demuestran que el aumento de la produccion y la
acumulacion de proteina beta amiloide en placas conducen a ia muerte celular, lo
cual contribuye al desarrolio y la progresion de enfermedad de Alzheimer. La
pérdida de células nerviosas en zonas estratégicas del cerebro, a su vez, causa
reduccion de los neurotransmisores y deterioro de la memoria. Las principales
proteinas responsables de la formacion de placas incluyen la proteina precursora
de amiloide (APP) y dos presenilinas (presenilina | y presenilina Il). La escision en
secuencia de la proteina precursora de amiloide (APP), que es de expresion
constitutiva y es catabolizada en la mayorfa de las celulas por las enzimas B y
seéretasa conducen a la liberacion de un péptido A de 39 a 43 aminoacidos. Es
probable que la degradacion de APP aumente su propension a agregarse en
placas. Especialmente, el fragmento AB(1-42) tiene aita propensién a la
construccion de agregados debido a dos residuos de aminoacidos muy
hidrofébicos en el C terminal. En consecuencia, se cree que el fragmento AB(1-42)
interviene, sobre todo, y es responsable de la iniciacion de la formacién de placa
neuritica en la enfermedad de Alzheimer, y en consecuencia, tiene elevado
potencial patoldgico. En consecuencia, hay necesidad de anticuerpos especificos
capaces de ser dirigidos y difundir a través de la formacion de placas amiloides
difusas.

Los sintomas de la enfermedad de Alzheimer se manifiestan lentamente y
el primer sintoma puede ser falta leve de memoria. En esta etapa, los individuos
pueden olvidar eventos y actividades recientes, los nombres de personas o cosas
conocidas, v puede no ser capaz de solucionar problemas de matematica simples.
A medida que progresa la enfermedad, los sintomas se notan con mayor facilidad
y se tornan suficientemente serios para hacer que las personas con enfermedad
de Alzheimer o los miembros de su familia consulten al médico. Los sintomas de

enfermedad de Alzhelmer de estadio intermedio incluyen olvidar cémo hacer



tareas sencillas tales como de higiene personal, y se desarrollan problemas del
habla, la comprensién, {a lectura o la escritura. Los pacientes con enfermedad de
Alzheimer de etapa tardla pueden estar ansiosos o agresivos, pueden perderse
de su hogar y, por uitimo, necesitan cuidado total.

Hasta el momento, la unica forma definida de diagnosticar enfermedad de
Alzheimer consiste en identificar placas y ovillos en el tejide cerebral en una
autopsia después de la muerte del individuo. En consecuencia, los médicos solo
pueden hacer un diagndstico "posible” o "probable” de enfermedad de Alzheimer
mientras la persona aun esta viva. Mediante los métodos actuales, los médicos
pueden diagnosticar enfermedad de Alzheimer correctamente en hasta el 90 por
ciento de los casos mediante diversas herramientas, a fin de diagnosticar
"probable" enfermedad de Alzheimer. Los médicos hacen preguntas sobre la
salud general de la persona, problemas médicos anteriores, y los antecedentes de
cualquier dificultad que tiene la persona para fealizar las actividades diarias. Las
pruebas de comportamiento de memoria, resolucion de problemas, atencién,
conteo y lenguaje proveen informacion ulterior sobre la degeneracion cognitiva, al
igual que las pruebas médicas, tales como pruebas de sangre, orina o llquido
cefalorraquideo y los escaneos cerebrales.

El manejo de la enfermedad de Alzheimer consiste en tratamientos con
medicacion y sin medicacion. Los tratamientos dirigidos a cambiar el curso
subyacente de la enfermedad (retraso o reversion de la progresion) no han tenido
éxito en gran medida, hasta el momento. Los medicamentos que restablecen el
déficit (defecto), o la disfuncion de los mensajeros quimicos de las células
nerviosas (neurotransmisores), tales como inhibidores de colinesterasa (ChEI),
han demostrado mejorar los sintomas. También se dispone de medicamentos
dirigidos a solucionar las manifestaciones psiquidtricas de la enfermedad de

Alzheimer.



En la actualidad, los inhibidores de colinesterasa, por ejemplo Tacrina y
Rivastagmina, son la unica clase de agentes aprobados por la FDA para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Estos agentes son medicinas que
restablecen e! defecto o la disfuncion en la neurotransmisién quimica del cerebro.
Los ChEIl impiden la degradacién enzimatica de los neurotransmisares, por lo que
aumentan la cantidad de mensajes quimicos disponibles para transmitir las
sefales nerviosas en el cerebro.

Para algunas personas en los estadios temprano y medio de la enfermedad,
los farmacos tacrina (COGNEX®, Morris Plains, NJ), donepezilo (ARICEPT®,
Tokyo, JP), rivastigmina (EXELON®, East Hanover, NJ), o galantamina (REMINIL®,
New Brunswick, NJ) pueden contribuir a prevenir el empeoramiento de algunos
sintomas durante un periodo limitado. Otro farmaco, memantina (NAMENDA®,
Nueva York, NY), ha sido aprobado para el tratamientc de enfermedad de
Alzheimer moderada a severa. Ademas, algunos medicamentos pueden contribuir
a controlar los sintomas conductuales de la enfermedad de Alzheimer, tales como
insomnio, agitacion, falta de concentracién, ansiedad y depresion. El tratamiento
de estos sintomas a menudo mejora la calidad de vida de los pacientes y facilitan
su atencién por parte de quienes los cuidan. Lamentablemente, a pesar de los
significativos adelantos de tratamiento que demuestran que esta clase de agentes
es consistentemente mejor que un placebo, la enfermadad continda en progreso,
y el efecto promedio sabre la funcién mental solo ha sido moderada. Los ChEl
también tienen efectos secundarios que incluyen disfuncidn gastrointestinal,
toxicidad hepética y pérdida de peso.

Se espera que los adelanios en la compresion de las anomalias cerebrales
que ocurren en la enfermedad de Alzheimer provean el marco de nuevos
objetivos de tratamiento que centren mas la atencidn sobre ia alteracion del curso

y el desarrollo de la enfermedad. Muches compuestos, incluso agentes



antiinflamatorios, son investigados activamehte. Los estudios clinicos que utilizan
inhibidores especificos de inhibidores de ciclooxigenasa (COX-2), tales como
rofecoxib y celecoxib, también estan en marcha.

Otras enfermedades basadas o asociadas con la acumulacian y el depésito
de proteina simil amiloide son el deterioro cognitivo leve, demencia de cuerpo de
Lewy (LBD), esclerosis lateral amiotrofica (ALS), miositis de cuerpos de inclusién
(IBM) y degeneracién macular, en particular degeneracion macular relacionada
con la edad (AMD).

El deterioro cognitivo leve (MCI) es un término general mas comunmente
definido como trastorno de memoria sutil, pero detectable. Una persona con MCI
experimenta problemas de memoria mayores de los normalmente esperados con
la edad, pero no muestra otros sintomas de demencia, tales como deterioro del
juicio o el razonamiento. MCI es una condicidn que frecuentemente refleja un
estadio preclinico de AD.

Se cree que el depdsito de B-amiloide dentro de la corteza entorrinal (EC)
juega un papel clave en el desarrollo de deterioro cognitivo leve (MCI) en
ancianos. Esto coincide con la observacion de que los niveles de CSF-A AB(1-42)
declinan significativamente una vez que AD se manifiesta clinicamente. En
contraste con CSF- AB(1-42), los niveles de CSF-tau estan aumentados
significativamente en el estadio MCI, y estos valores contindan elevados despues,
lo cual indica que los niveles aumentados de CSF-tau pueden contribuir a detectar
sujetos con MCI con prediccion de desarrollar AD.

La demencia de cuerpo de Lewy (LBD) es un trastorno neurodegenerativo
que puede aparecer en personas mayores de 65 afios, que generalmente causa
sintomas de deterioro cognitivo (pensamiento) y cambios anormales del
comportamiento. tos sintomas pueden incluir deterioro cognitivo, signos

neurolégicos, trastornos del suefio, y falla autonoma. E! deterioro cognitivo es el



rasgo de presentacion de LBD en la mayorla de los casos. Los pacientes tienen
episodios recurrentes de confusibn que empeoran progresivamente. La
fluctuacion de la capacidad cognitiva a menudo se asocia con grados variables de
atencién y estado de alerta. El deterioro cognitivo y las fluctuaciones de
pensamiento pueden variar en minutos, horas, o dlas.

Los cuerpos de Lewy se forman a partir de proteinas de neurofilamentos
fosforilados y no fosforilados, contienen la protelna sinaptica alfa-sinucleina
ademas de ubicuitina, gue interviene en la eliminacion de proteinas dafadas o
anormales. Ademas de los cuerpos de Lewy, también pueden estar presentes
neuritas de Lewy, que son cuerpos de inclusidén en los procesos celulares de las
células nerviosas. Las piacas amiloides se pueden formar en el cerebro de los
pacientes que padecen DLB, aungue tianden a ser menos que los observados en
los pacientes con enfermedad de Alzheimer. Los ovillos neurofibrilares, la otra
marca micropatolégica de AD, no son una caracteristica importante de DLB pero
esta frecuentemente presente, ademas de las placas amiloides.

La esclerosis lateral amiotréfica (ALS) se caracteriza por la degeneracion
de las neuronas motoras superiores e inferiores. En algunos pacientes con ALS
se pueden presentar demencia o afasia (ALS-D). La demencia es mas
comanmente una demencia frontotemporal (FTD), y muchos de estos casos
tienen inciusiones positivas para ubicuitina, negativas para tau en neuronas del
giro dentado y las capas superficiales de los |6bulos frontal y temporal.

La miositis de cuerpos de inclusibn (IBM) es una enfermedad
discapacitante que se suele encontrar en personas mayores de 50 afos, en las
cuales las fibras musculares desarrollan inflamacion y comienzan a atrofiarse,
pero en doride estd respetado el cerebro y los pacientes retienen la capacidad
intelectual total. Se halld que dos enzimas que intervienen en la produccion de

proteina beta amiloide estaban aumentadas dentro de las células musculares de



pacientes con esta enfermedad muscular progresiva mas comun de personas
ancianas, en las cuales también esta aumentado el amiloide B.

Otra enfermedad basada o asociada con la acumulacién y el deposito de
proteina simil amiloide es la degeneracion macular.

La degeneracion macular es una enfermedad ocular comun que causa
deterioro de la macula, es decir la zona central de la retina (el tejido delgado como
un papel de la parte posterior del ojo en donde células seénsible a la luz envian
sefales al cerebro). La vision nitida y clara, “en linea recta™ es procesada por la
macula. El dafio macular da por resultado el desarrollo de puntos ciegos y vision
borrosa o distorsionada. La degeneracion macular relacionada con la edad (AMD)
es una causa importante de deterioro visual en los Estados Unidos y en personas
mayores dé 65 afios es la principal causa de ceguera legal en caucasicos.
Aproximadamente 1,8 millones de norteamericanos de 40 afos y mayores tienen
AMD avanzada, y otros 7,3 millones de personas con AMD intermedia tienen
sustancial riesgo dé perder la vision. El gobierno estima que hacia 2020 habra 2,9
millones de personas con AMD avanzada. Las victimas de AMD a menudo se
sorprenden v frustran al descubrir lo poce que se conoce sobre las causas y el
tratamiento de esta condicion causal de ceguera.

Hay dos formas de degeneracion macular: degeneracién macular seca y
degeneracion macular homeda. La forma seca, en donde las células de la macula
lentamente comienzan a romperse, se diagnostica en el 85 por ciento de los
casos de degeneracién macular. Por lo general estan afectados ambos ojos por
AMD seca, aunqgue un ojo puede perder la visién mientras que el otro ojo no se ve
afectado. Se forman drusen, es decir depésitos amarillos bajo la retina, que son
los signos iniciales comunes de AMD seca. El riesgo de desarrollar AMD seca o
AMD hL’Jmeda avanzadas aumenta a medida que aumenta la cantidad o el tamaiio

de estos drusen. Es posible que la AMD seca avance y acuse pérdida de la vision



sin transformarse en la forma himeda de la enfermedad; sin embargo, también es
posible que la AMD seca de estadio temprano de pronio cambie a la forma
humeda.

La forma himeda, aunque solo es responsable del 15 por ciento de los
casos, da por resultado el 80 por ciento de las cegueras, y se considera AMD
avanzada (no hay estadio temprano o intermedio de AMD hdmeda). La AMD
humeda siempre se ve precedida por la forma seca de la enfermedad. A medida
que empeora la forma seca, algunas personas comienzan a presentar vasos
sanguineos anormales que crecen detrds de la macula. Estos vasos son muy
fragiles y filtran fluido y sangre (de alli degeneracién macular “humeda”), lo cual
causa rapido dafio de la méacula.

La forma seca de AMD a menudo causa inicialmente vision ligeramente
borrosa. El centro de visidn en particular luego puede hacerse borroso y esta
region se hace mas grande a medida que progresa la enlfermedad. Pueden no
observarse sintomas si solo estd afectado un ojo. En AMD himeda pueden
aparecer lineas rectas cerosas y puede ocurrir rapida pérdida de la visién central.

El diagnostico de degeneracion macular generalmente incluye un examen
de ojo dilatado, prueba de agudeza visual y un analisis de fondo de cjo mediante
un procedimiento denominado fundoscopia que contribuye a diagnosticar AMD, v,
si se sospecha AMD humeda, también se puede realizar angiografia con
fluoresceina. Si la AMD seca alcanza los estadios avanzados, actualmente no hay
tratamiento para impedir la pérdida de visidn. Sin embargo, una formulacion
especifica con altas dosis de antioxidantes y zinc puede retrasar o impedir la
progresion de AMD intermedia al estadio avanzado. Macugen® (inyeccion de
pegaptanib sédico), fotocoagulacion con laser y terapéutica fotodinamica pusden
conirolar el crecimiento de vasos sanguineos anormales y el sangrado de la

macula, lo cual es de utilidad para algunas personas con AMD humeda; sin

N,



10

embargo, la visién ya perdida no se restablecer mediante estas técnicas. Si la
vision ya sée perdid, existen ayudas para baja visién que pueden contribuir a
mejorar la calidad de vida.

Uno de los primeros signos de degeneracién macular relacionada con la
edad (AMD) es la acumulacion de dep6sitos extracelulares denominados drusen
entre la lamina basal del epitelio pigmentado de la retina (RPE) y la membrana de
Bruch (BM). Estudios recientes conducidos por Anderson et al. Han confirmado
que los drusen contienen amiloide beta. (Experimental Eye Research 78 (2004)
243-256).

Las investigaciones en marcha contindan con estudios que exploran los
factores ambientales, genéticos y dietarios que pueden contribuir a AMD.
También se exploran nuevas estrategias de tratamiento, incluso trasplante de
células de la retina, farmacos que previenen o enlentecén el progreso de la
enfermedad, radioterapia, terapias génicas, un chip de computadora implantado
en la retina que puede contribuir a estimular la visidn y los agentes que previenen
el crecimiento de nuevos vasos sanguineos por debajo de Ia macula.

En consecuencia, se necesitan efectivas composicioneg de vacunas
terapéuticas y métodos para solucionar las complicaciones asociadas con
amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con formacién de
placa amiloide que incluyen amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con
la edad que incluyen, sin limitaciones, trastornos neurologicos tales como
enfermedad de Alzheimer (AD), Incluso enfermedades o condiciones
caracterizadas por pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por
ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCl), demencia de cuerpo de Lewy, sindrome
de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo Dutch),
complejo de demencia de Parkinson de Guam; ademas de otras enfermedades

basadas sobre o asociadas con proteinas simil amiloide tales como paralisis



11

supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob,
enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral
amiotrofica), diabetes de inicio en el adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores
endocrinos, y ofros, incluso degeneracidn macular. En particular se necesitan
vacuna terapéuticas y composiciones especializadas y altamente efectivas que
comprendan dichas vacunas capaces de conirarrestar las manifestaciones
fisiologicas de las enfermedades tales como la formacién de placas asociadas con
la agregacion de fibras de amiloide o el péptido simil amiloide.

l.a presente invencidn provee nuevos meétodos y composiciones para
desencadenar una respuesta inmune altamente especifica y altamente efectiva en
un organismo, pero particularmente dentro de un animal, paricularmente un
mamifero o un humano, capaz de prevenir o aliviar la amiloidosis, o los sintomas
asociados con amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con
formacion de placa amiloide incluso amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad avanzada incluso, sin limitaciones, trastornos
neurolégicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), incluso enfermedades o
condiciones caracterizados por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva
tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCl), demencia de cuerpo de
Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
Dutch); complejo de demencia de Parkinson de Guam; ademas de otras
enfermedades basadas sobre o asociadas con protelnas simil amiloide tales
como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), diabetes de inicio en el adulto; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos, y otros, incluso degeneracién macular.

En paricular, la presente invencidn provee nuevos métodos Y

compasiciones para retener 6 mejorar, pero particularmente para restablecer, mas
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particularmente para restablecer por completo la capacidad de memoria cognitiva
en un mamifero que exhibe enfermedad o condicién asociada a amiloide.

En un objeto de la invencién proveer una composicion de vacuna
terapéutica y un método para producir dicha composicion para el tratamiento de
enfermedades y trastornos causadas o asociadas con amiloide o proteinas simil
amiloide, incluso amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastomos asociados
con formacién de placa amiloide, incluso amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad avanzada, incluso, sin limitaciones, trastocmnos
neurologicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), particularmente una
enfermedad o condicion caracterizados por la pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva tales como, por ejemplo; deterioro cognitivo leve (MCIl) que
comprenden un fragmento peptidico de la parte N terminal del péptido AB,
particularmente un fragmento peptidico AB que consiste en una extension unica o
repetida de entre 13 y 15 residuos contiguos de aminoacidos de la parte N
terminal del péptido AB, pero particularmente un fragmento peptidico AR que
consiste en residuos de aminoacidos selecciohado del grupo que consiste en los
residuos 1-15, 1-14, y 1-13 de la parte N terminal del péptido AR, mas
particularmente de los residuos 1-15 dados en SEQ ID NO: 1, incluso sus
fragmentos funcionalmente equivalentes, pero especialmente un fragmento de
péptido AP tal como el antes mencionado en la presente adosado, o incorporado o
reconstituido en una particula portadora/coadyuvante tales como, por ejemplo, un
liposoma.

Esta extension continua de 13 a 15 residuos de amino4cidos se puede
obtener de los fragmentos N terminales 1-16, 1-17, 1-18 o 1-20 del péptido AR
pero particularmente de los fragmentos N terminales 1-16 o 1-17 del peptido AR
dados en SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 5, respectivamente y pueden ser

interrumpidos por la eliminacion de uno a tres residuos de aminoacidos para dar

o6
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una extension de entre 13 y 15 residuos de aminoacidos, en donde los residucs
de aminoacidos eliminados pueden ser residuos de aminoacidos adyacentes ¢
residuos separados entre sl per al menos 1 residuo de aminoacido, pero
particularmente residuos de aminoécidos que no son residuos con carga negativa,
si se desea que la carga neta global de la molécula de peéptido antigénica sea
negativa, o residuos de aminoacidos que no tengan carga positiva, si se desea
que la carga neta global de la molécula de péptido antigenica sea positiva. Esta
extension continua de 13 a 15 residuos de aminoacidos se puede repetir en la
construccion antigénica de acuerdo con la invencion entre 2 y 50 times,
particularmente entre 2 y 30 veces, mas particularmente entre 2 y 20 veces, aun
mas particularmente entre 2 y 16 veces, pero especialmente entre 2 y 10 veces.

En una forma de realizacion especifica de la invencion, la extension
continua de 13 a 15 residuos de aminoacidos se usa en forma de un polimero
seleccionado del grupo que consiste en un 2-mero, un 3-mero, un 4-mero, un 5-
mero, un 6-mero, un 7-mero, un 8-mero, un 9-mero, un 10-mero, un 11-mero, un
12-mero, un 13-mero, un 14-mero, un 15-mero, un 16-mero, un 20-mero, un 30-
mero y un 50-mero.

En otra forma de realizacion, la invencién provee una composicion de
vacuna terapéutica y un método para producir dicha composicion para el
tratamiento de enfermedades y trastornos causados o asociados con amiloide o
proteinas simil amiloide incluso amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con la formacion de placa amiloide, incluso amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada con la edad avanzada, incluso, sin
limitaciones, trastornos neurolégicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD),
particularmente una enfermedad o condicién caracterizados por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve

(MC1) tal como se especifica en la presente mas adelante con un fragmento

D28
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peptidica Ap de la pafie N terminal del péptido AR, pero p_artic:ularménte un
fragmento peptidico AR que consiste en residuos de aminoacidos seleccionada
del grupo gque consiste an 1-15, 2-15, 3-18, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16{A2), 1-16(A4),
1-16(A5), 1-16(A6), 1-16{AB), 1-16(A8), 1-16(A10); 1-16(A12), 16(A13), 16{A14);
1-16(415), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A8), 1-15{AB]), 1-15(A9), 1-15(A10}
1-15(A12), 15{A13), 15{A14), mas particularmenie un fragmento paptidice AR que‘
consiste en residucs de amineoacidos 1-15 dados en SEQ (D NO: 1, v 1-16{A14)
dados en SEQ D NO: 3.

También se comprende en la presente invencion un fragmento peptidico
esencialmenta idéntico a los antes mencionades fragmentos y que tiena
sustancialmente la isma actividad biolégica de dichos fragmentos, pero en.
| particular un fragmento peptidicc que es ilina variante conservativamente
medificada de dichos fragmentos en cuanto a que fas alleraciones dan por
resultado la sustitucién de uno o mas aminoacido, pérticularments de enire uno a
10 amincacidos, mas particularmente de entrs unp a 6 arinoacides, ain més
particularmenie de entre unc a 4 aminoacidos, pero especialmente de entre unc a
3 aminoacidos, con a aminoagido quiricamente similar. Las tabias de sustitucion
conservadora que proveen aminoécidos sustanciaimente similares son bien
zonocides en el arte y se descu;iben en la presente mas adelants. De preferencia,
[a sustitucién conservadora de preferencia se realiza de manera tal que la sarga
neta global del péptido y también Ia distribucidn de la carga sobre la molécula de
péptido se mantiene esencialmenie igual.

En una forma de realizacidon especiiica de la invencidon al mengs uno.
paricularmente 2, mas paricularmente 3 o incluso fodos los residucs de
aminoacidos con carga negativa 1, 3, 7, 11 pueden ser reemplazados con un

aminpacido quimicamente similar ¢on carga riegativa. Padicularments, el Asp en
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posicion 1 v 7, respectivamente, puede ser reemplazado con un Glu v el Glu en
posicion 9y 11, faspectiuamente, puede ser reemplazadn cOon un Asp.

En una forma de realizacién especifica de la invencion, se proveen una
composicion de vacuna terapeutica y un método para producir dicha composicion
que comprenden un fragmento peptlidico AR de la parte N terminal del peplido A,
paro particularmente un fragmento peptidico AR que consiste en residuos de
aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en 1-18, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14,
1-13; 1-16(A2), 1-1B(A4), 1-16(AB), 1-16(AB), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16{A10); 1-
16{A12), 16{A13), 16(A14), 1-16{415), 1-15{A2), 1-15(44), 1-15{AD), 1-15{A6), 1-
15{A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), un antigeno paptidico
ABi-sais, Mas particularmente un antigeno peptidico AB1eain 0 ABris@ia, aun
méas padicularmente un antigeno peptldico ARy.44, especificamenta un antigeno
peptidico AB1.1s, pero especialments un fragmento peptidico Af gue consiste en
resfduos de amincacidos 1-15 dados en SEQ 1D NO: 1, v 1-16{A14) dados en
SEQ 1D NO: 3, para el tratamiento de enfermedades y trastornos causados por o
asociados con amiloide o proteinas simil amiloide incluso amiloidosis, un grupo 'de
enfermedades y trastornos asociados con formacian de placa amiloide, incluso
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad avanzada, incluso,
sin limitaciones, trastornos neurclagiceos tales como enfermedad de Alzheimer
(AD), particiammente una enfermedad o condicidn caracterizados por la pérdida
de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, detéri::nm cognitivo
leve (MCI).

En una forma de realizacion especlfica la invencion provee una
composicién de vacuna terapéutica y un metodo para producir una compasicion
de vacung terapautica para la retencion o &l mefcramiente, particularmants para la
completa restauracidn de la capacidad de memoria cogniiiva de un animal,

particularmente un mamiferc 0 un humano, que padece de deterioro de la
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memoria mediante un fragmento peptidico AR de la parte N terminal del péptido
AB, pero particularmente un fragmento peptidico AB que consiste en residuos de
aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14,
1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A8), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10); 1-
16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-
15(A8), 1-15(49), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(413), 15(A14), particularmente un
antigeno peptidico AP1.16a15), mas particularmente un antigeno peptidico ABs.1ga14)
0 ABiisatey aun mas particularmente un  antigeno peptidico  ABi.14,
especificamente un antigeno peptidico AB+.1s, pero especialmente un fragmento
peptidico AB que consiste en residuos de aminoacidos 1-15 dados en SEQ ID NO:
1,y 1-16(A14) dados en SEQ ID NO: 3.

Es también un objeto de .la invencién proveer un método para el
tratamiento de enfermedades y trastornos causados o asociados con amiloide o
proteinas simil amiloide incluso amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con formacién de placa amiloide incluso amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada con la edad avanzada inclﬁso. sin
limitaciones, trastornos neurologicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD),
particularmente una enfermedad o condicién caracterizados por la perdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve
(MCI) al administrar a un animal, particularmente un mamifero o un humano, una
composicion de vacuna de acuerdo con la invencién y tal como se describe en la
presente.

En una forma de realizacion especifica la invencidn provee un melodo para
retener 0 aumentar la capacidad de memoria cognitiva pero, particularmente, para
restablecer totalmente la capacidad de memoria cognitiva de un animal,
particularmente un mamifero o un humano, que padece deterioro de la memoria al

administrar a un animal, particularmente un mamifero o un humano, a
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composicion de vacuna de acuerdo con la invencion y tal como se describe en la
presente.

Es otro objeto de la invencién proveer una composicidbn de vacuna
terapéutica y un método para producir dicha composicion ademas de un método
para el tratamiento de enfermedades y trastornos causados por o asociados con
amiloide o proteinas simil amiloide incluso amiloidosis, un grupe de enfermedades
y trastornos asociados con formacion de placa amiloide incluso amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada con la edad avanzada incluso, sin
limitaciones, trastornos neuroldgicos tales como enfermedad de Alzheimer {(AD),
particularmente una enfermedad o condicidon caracterizados por la perdida de la
capacidad dg memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve
(MCI), mediante un antigeno de péptido AB de acuerdo con la invencion y tal
como se describid® antes en la presente, pero particularmente un fragmento
peptidico AR de la parte N terminal del péptido AR, pero paricularmente un
fragmento peptidico AB que consiste en residuos de aminoacidos seleccionado
del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4),
1-16(A5), 1-16(A6), 1-16{A8), 1-16(A9), 1-16(A10); 1-16(A12), 16(A13), 16(A14),
1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10);
1-15(A12), 15(A13), 15(A14), particularmente un antigeno peptidico AB1.1ga1s),
mas particularmente un antigeno peptidico ABiismiay © APiisaiz. aun mas
particularmente un antigeno pepiidico ABiy44 un antigeno peptidico,
especificamente un antigeno peptidico ABi.4s un antigeno peptidico, pero
especialmente un fragmento peptidico AR que consiste en residuos de
aminoacidos 1-15 dados en SEQ ID NO: 1, y 1-16{A14) dados en SEQ ID NO: 3,
en donde el antigeno peptidico A3 se modifica de manera tal que es capaz de
mantener y estabilizar una conformacion definida caracterizada por una

proporcion equilibrada de pociones de hélice a-helicoidal y/o [amina £ y/o
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arrollamiento al azar y de inducir una respuesta inmuné altamente especifica en el
animal tratado.

La composicién de vacuna de acuerdo con la invencion y tal como se
describio antes en la presente, tras la administracion a un animal, particularmente
un mamifero, pero especialmente un humano, da por resultado principalmente la
generacién de anticuerpos de subtipos no inflamatorios Th2 tales como; por
ejemplo, isotipos lgG1 y 1gG2b y/o anticuerpos de la subclase de IgG
independiente de células T tales como, ppr ejemplo, 1gG3 y/o no conduce a
aumento significativo de marcadores de inflamacién en el cerebro, particularmente
de marcadores de inflamacion seleccionados del grupo que consiste en IL-1 8, IL-
6, IFN-y y TNF a.

En otra forma de realizacion de la invencién la vacuna de acuerdo con la
presente invencion tal como se describid antes en la presente, tras Ia
administracién a un animal, particularmente un mamifero, pero especialmente un
humano, conduce a un significativo descenso de AB1-40 y AB1-42 insolubles
relacionados con placa en el cerebro.

En aun otra forma de realizacion de la invencion la vacuna de acuerdo con
la presente invencion tal como se describid antes en la presente, tras la
administracion a un animal, particularmente un mamffero, pero especialmente un
humano, conduce a significativa reduccion del nivel de AB1-42 soluble en el
cerebro.

También se provee una vacuna de acuerdo con la invencion y tal como se
describid antes en la presente, que, tras la administracion a un animal,
particularmente un mamifero o un humano, que padece una condicion asociada
con amiloide caracterizada por la condicion de pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva conduce a un aumento de la retencion de la capacidad de

memoria cognitiva.
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La invencidn también se refiere a una vacuna de acuerdo con la presente
invencion y tal como se describid antes en la presente, que, tras la administracion
a un animal, particularmente un mamifero o un humano, que padece una
condicién asociada con amiloide caracterizada por la pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva conduce a compleio restablecimiento de la capacidad de
memoria cognitiva.

En particular, el antigeno peptidico AR de acuerdo con la invencion y tal
como se describid antes en la presente, especificamente un fragmento peptidico
AR de la parte N terminal del péptido A, pero particularmente un fragmento
peptidico AB que consiste en residuos de aminoacidos seleccionado del grupo
que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5),
1-16(AB), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10); 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15),
1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12),
15(A13), 15(A14), particularmente un antigeno peptidico AB1.aga1s, mMas
particularmente un antigeno peptidico APi.ispas) © APiasatz, aun mas
particularmente un antigeno peptidico ABi.14, especificamente un antigeno
peptidico AB1.1s, pero especialmente un fragmento peptidico AR que consiste en
residuos de aminoacidos 1-15 dados en SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) dados en
SEQ ID NO: 3, se presenta adosado a, o incorporado o reconstituido en un
portador tal como, por ejemplo, una vesicula, un cuerpo particulado o molécula
pero, particularmente, un liposoma.

Las composiciones inmunogénicas de la presente invencion pueden
comprender liposomas formadas al reconstituir liposomas en presencia de
péptidos antigénicos purificados o parcialmente purificados ¢ modificados de
acuerdo con la invencion. Ademas, los fragmentos peptidicos se pueden
reconstituir en liposomas. La presente invencion también incluye fragmentos

peptidicos antigénicos modificados para aumentar su antigenicidad. Por ejemplo,
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se pueden adjuntar o mezclar residuos antigénicos y coadyuvantes al péptido. Los
ejemplos de residuos antigénicos y coadyuvantes incluyen, sin limitaciones,
derivados lipofilicos de dipéptido muramilo, polimeros de bleque no ionicos,
coadyuvante de hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio, y sus mezclas.

En otra forma de realizacién de la invencién el antigeno peptidico AB de
acuerdo con la invencion y tal como se describié antes en la presente,
especificamente un fragmento peptidico AB de la parte N terminal del péptido AB,
pero particularmente un fragmento peptidico AR que consiste en residuos de
aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14,
1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10); 1-
16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-
15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10), 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), particularmente un
antigeno peptidico AP1.1ga1s), mas particularmente un antigeno peptidico AB1.1ga14)
0 ABiisatz, aun mas particularmente un antigeno peptidico  ABs.aa,
especificamente un antigeno peptidico ABi.15; pero especialmente un fragmento
peptidico AR que consiste en residuos de aminoacidos 1-15 dados en SEQ ID NO:
1, y 1-16(A14) dados en SEQ ID NO: 3, es modificado por un residuo lipofilico o
hidrofébico, que facilita la insercion en la bicapa lipldica del portador de
liposoma/coadyuvante inmune, particularmente por un residuo lipofilico o
hidrof6bico que actia como ancla para el péptido en la bicapa del liposoma y
tiene una dimension que conduce a ubicar el péptido y estabilizarlo en cercania
de la superficie del liposoma.

En otra forma de realizacion de la invencion, el residuo lipofilico o
hidrofébice es un acido graso, un triglicérido o un fosfolipido, pero especialmente
un acido graso, un triglicérido o un fosfolipido, en donde el esqueleto carbonado
de &cidos grasos tiene al menos 10 atomos de carbono. Particularmente, el

residuo lipofilico o hidrofébico es un acido graso con un esqueleto carbonado de

A
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al menos aproximadamente 14 atomos de carbono y hasta aproximadamente 24
4tomos de carbono, en donde cada cantidad individual de atomos de carbono que
estd dentro de este rango también es parte de la presente invencion. Mas
particularmente, el residuo lipofflico o hidrofobico tiene un esqueleto carbenado de
al menos 14 atomos de carbono, pero especialmente 16 atomos de carbono. Son
ejemplos de residues hidrofébicos, pero sin limitaciones, acido palmitico, acido
estearico, acido miristico, acido iaurico, Acido oleico, acido linoleico, y acido
linolénico. En una forma especlfica de realizacion de ia presente invencion el
residuo lipofilico o hidrofébico es acido palmitico.

En aun otra forma de realizacion de la invencion el residuo hidrofdbico es
acido palmitico y la preparacion de lippsoma ademas puede contener un
coadyuvante tal como, por ejemplo, lipido A, alimina, fosfato de calcio,
interleuquina 1, y/o microcapsulas polisacaridos y proteinas, pero particularmente
un lipido A detoxificado, tal como monofosforil o difosforil lipido A, o alumina.

Es otro objeto de la invencion proveer una composicion de vacuna
ferapéutica y un método para producir dicha composicion que usa un péptido
antigénico inmunogénico de acuerdo con la invencién y tal como se describio
antes en la presents, para el tratamiento de enfermedades y trastornos causados
por o asociado con amiloide o proteinas simil amiloide incluso amiloidosis, un
grupo de enfermedades y trastornos asociados con formacion de placa amiloide
incluso amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad avanzada
incluso, sin limitaciones, trastornos neuroldgicos tales como enfermedad de
Alzheimer (AD), particularmente para la retencion, el aumento o el
restablecimiento de la capacidad de memoria cognitiva de un animal,
particularmente un mamifero o un humano, que padece deterioro de la memoria,
ademas de un método para el tratamiento dichas amiloidosis, en donde el

antigeno peptidico B-amiloide es un antigenc peptidico palmitoilado AB de



24

que consisle en residuos de aminoacidos 115 dados en SEQ 1D Nﬁ: 1, ¥ 1-
16{A14) dados en SEQ ID NO: 3, de manera tal que la éapacidad de memoria
cognitiva del animal o humano tratado se retiene o sumenta pere, paricularmente,
se restablece por completo,

El péptide antigénico tal como se describio anles en la presente, perc
especificaments un fragmento peptidico AR de la parte N terminal del péptido AR,
pero particularments un fragmento peptidico A que consiste en residuos de
aminodcidos seleccionado del grupo que coneiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14,
1-13: 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A8), 1-16(A8), 1-16(A8), 1-16(A10); 1-
16(A12), 16(A13), 16(A14)}, 1-18(A15), 1-15(A2), 1-15(A4}, T-15(A5), 1-15{AB), 1-
15(A8), 1-15{A8), 1-15(A10); 1-16(a12), 15(A13), 15(A14), particularmente un
antigeno peptidico ABr.isats, mas particularmente un antigenc peptidico AB+.ieaie
0  APBrigan, 8aun  mas particularmente  un antigenc peptidico  AR4.14,
especificamente un antigeno peptidico AB1.1s pero especialmente un fragmento
paptidico AR gue consists en residuos de aminoacidos 1-15 dados en SEQ 1D NO:
1, v 1-16(A14) dados en SEQ ID NC: 3, es tambidn parte de la presente invencion.

También es parie de la invencion un antigerio peptidico palmiloilado Ap de
acuerdo con la invencidn y tal como se describid antes en la presents,
especificamante un fragmento peptidice palmitoliady AR de la parte N tarminat del
péptida AR, pero particularmente un fragimentc peptidice palmitoilade AR due
consiste en residuos de amincacidos seteccionade del grupo que consiste en 1-15;
2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4)}, 1-16(AD), 1-16(AG}, 1-16{AB), 1-
16(A9), 1-16(A10}; 1-16(A12), 16(A13), 16(414), 1-16{A15), 11 5(A2), 1-15(A4), 1-
15(A5), 1-15(AB), 1-15(A8), 1-15(A8}, 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14),
parficularmente un antigeno peptidico palmitoilado APi.asais, Mas particuiarmente
un antigenc peptidico palmitailado APB1.agga1a) © AB1sasay, 8UN Mas particutarments

un antlgenc peptidico paimitoitado AB1.14, sspecificamente un antigeno peptidico
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palmitoilado AB..15, pero especialmente un fragmento peptidico palmitoilado AR
que consiste en residuos de aminoacidos 1-15 dados en SEQ ID NO: 1, y 1-
16(A14) dados en SEQ ID NO: 3, maodificado por residuos palmitoflo adosados
covalentemente, particularmente entre 2 y 4 residuos palmitoilo, mas
particularmente 4 residuos palmitoilo, acoplados a cada terminal del antigeno
peptldico a través de unoc o mas, pero particularmente a través de uno o dos
residuos de aminoacidos adecuados tales como lisina, acido glutamico o cisteina,
o cualquier otrc residuo de aminoacidos que se puede usar en forma adecuada
para acoplar un residuo palmitoilo al péptido antigénico.

En una forma de realizacién especifica de la invencion, 2 o mas de las
moléculas de antigeno peptidico palmitoilado AR modificado por residuos
palmitoilo adosados covalentemente en cada exiremo del péptido se
reconstituyen en un Gnico liposoma.

Tambien se comprende en la presente invencion un péptido antigénico que
se presenta adosado, o incorporado o reconstituido en un portador tal como, por
efemplo, una vesicula, un cuerpo particulado o molécula, particularmente, a
liposoma, tal como se describié antes en ia presente, pero especificamente un
fragmento peptidico AR de la parte N ferminal del péptide AB, pero
particularmente un fragmento peptidico AR que consiste en residuos de
aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14,
1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10); 1-
16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-
15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10), 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), particularmente un
antigeno peptldico AB.15a15, mas particularmente un antigeno peptidico AB1.15(a14)
0 ABisatay aun  mas particularmente un antigeno peptidico  ABq.q4,
especificamente un antigeno peptidico ABi.1s5, pero especialmente un fragmento

peptidico AR que consiste en residuos de aminoacidos 1-15 dados en SEQ ID NO:
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1,y 1-16(A14) dados en SEQ ID NO: que se presenta adosado, o incorporado o
reconstituido en un portador tal como, por ejemplo, una vesicula, un cuerpo
particulado o molécula tal como se describiod antes en la presente.

Sin pretender estar atado por ninguna hipotesis especifica, es razonable
suponer que la respuesta inmune inducida por la composicion de vacuna
terapéutica de la invencion puede conducir a la estimulacion en un animal o
humano de células T y otras células inmunes reactivas dirigidas contra un agente
inmunogénicas, pero particularmente a la generacion de anticuerpos altamente
especificos y altamente efectivos con |la capacidad para reconocer
especificamente y unir epitopos especificos provenientes de un rango de
antigenos de B-amiloide, cuyo anticuerpo, tras unirse al antigeno, media y/o
induce el efecto observable de reterncién, aumento y particularmente,
restablecimienio completo de capacidad de memoria cognitiva en el animal o
humano tratado.

La presente invencion también provee una composicion de vacuna, que,
tras la administracién a un animal, particularmente un mamifero o un humano,
induce la generacién de un anticuerpo en el animal o humano tratado que
directamente y especificamente se une a fibras de B-amiloide tales como, por
ejemplo, fibras que comprenden péptidos monoméricos AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42
o 1-43, pero especialmente a fibras que comprenden péptidos Monomericos ABs.
42 Yo es capaz de inducir la solubilizacién de fibrillas o filamentos poliméricos de
amiloide preformados de alto peso molecular formados por agregacion de
péplidos monoméricos de amiloide, particularmente péptidos monoméricos de -
amiloide tales como, por ejemplo, péptidos monoméricos Af 1-39; 1-40, 1-41, 1-
42 o0 1-43, pero especialmente péptidos monomericos AB1.42, al dirigirse y unirse
especlﬁcamente a un epitopo dentro de una region epitdpica de la proteina

amiloide B, particularmente una region epitopica del polipéptido AB confinada por
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los residuos de aminoacidos aaz-aan donde n es un entero entre 2 y 15,
particularmente entre 5 y 15, mas parnicularmente entre 8 y 15, aun mas
particularmente entre 10 y 15 y m es un entero entre 3 y 17, particularmente entre
6 y 17, mas particularmente entre 9 y 17, aun mas particularmente entre 11 y 17,
en donde n y m no pueden ser numeros Idénticos y n siempre debe ser un
numero menor que m, con la diferencia entre n y m 22.

En una forma de realizacion especifica de la invencion, el anticuerpo se
une a un epitopo dentro de una region epitdpica de la proteina amiloide B que
comprenﬂde residuos de aminoacidos 1-10, pero particularmente residuos de
aminoacidos 1-9. .

Dicho anticuerpo también se une especificamente amiloides monoméricos
y oligoméricos solubles, particularmente péptidos B-amiloides monoméricos y
oligoméricos seleccionados del grupo que consiste en péptido Aps 1-39; 1-40, 1-
41, 142 o 1-43, pero especiaimente ABi42, © inhibe la agrégacién de los
mondémeros u oligomeros AR en fibrillas polimeéricas de alto peso molecular.

En otra forma de realizacion, la invencion provee un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, incluso cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o sus partes funcionales, en donde el anticuerpo
incorpora al menos una de las propiedades seleccionadas del grupo que consiste
en inhibicién de la agregacion, desagregacion, induccion de la transicion de la
conformacion, reconocimiento y unién directa de un epitopo en la regién 4-186,
particularmente en la region 1-9, pero especialmente a una combinacion de don o
mas de dichas propiedades. Mas especlficamente, se provee un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo  monoclonal, incluso cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o sus partes funcionales, en donde el anticuerpo
muestra reactividad combinada contra la region 1-16 y 29-40, mas particularmente

contra la region 1-16 y 22-35 en cuanto es capaz de reconocer y unirse a ambas

g
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regiones, las regiones 1-16 y 29-40 y las regiones 1-16 y 22-35, respectivamente,
e incorpora al menos una de las propiedades antes mencionadas en la presente,
es decir agregacion inhibicion, desagregacion, induccién de transicion de
conformacién, pero especialmente una combinacion de dos o mas de dichas
propiedades.

Los anticuerpos inducidos por la composicion de vacuna de acuerdo con |a
invencion y que se pueden obtener de un animal inmunizado o una linea celular
de hibridoma productora de dichos anticuerpos, son también parte de la invencion.

En una forma de realizacién especifica, la invencion provee un anticuerpo
incluso cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o sus partes funcionales,
particularmente un anticuerpo monoclonal incluso cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o sus partes funcionales que se obtiene al inmunizar
un animal adecuado con una composicion de vacuna de acuerdo con la invencion
y tal como se describié antes en la presente, particularmente una composicion de
vacuna que comprende un antigeno peptidico ABs.ie@a1s, mMas particularmente
antigeno peptidico ABi.asa1e) O ABtasaiz, aun méas particularmente antigeno
peptidico ABr.14, pero especialmente antigeno peptidico ABr.as, en donde el
anticuerpo es un anticuerpo bifuncional y tras la coincubacion con péptidos de
amiloide monoméricos, particularmente péptidos de amiloide B monomericos tales
como, por ejemplo, péptidos de amiloide AR 1-38, 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 0 1-43,
pero especialimente péptidos de amiloide ABs42. inhibe la agregacion de los
monomeros AR en fibrillas poliméricas de alto peso molecular y ademas, tras la
coincubacion con fibrillas o filamentos de amiloide polimérico de alto peso
molecular formados por agregacion de péptidos de amiloide monomericos,
péptidos de amiloide B monoméricos tales como, por ejemplo, peptidos

monoméricos Ap 1-38, 1-38; 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente péptidos
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monoméricos AR442, €5 capaz de desagregar las fibrillas o filarmentos poliméricos
preformados.

En una forma de reallzacldn especifica, la invencion provee un anficuarpo,
particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especiaimente un aniicuerpo
monoclonal, particularmente a anticuerpe monoclonal  bifuncional, incluso
cualquier anficuerpo funcicnalmente equivalente o sus partes funcionales, que
exhiben alla especificidad a péptidcs menomeéricos APBi4p pero no muestra
esencialmente nada o solo minima reactividad cruzada un péplido monomerico
APR1as, ABr.ap. ABiao, Yo AR, particularmente un anticuerpo, pero especialmante
un anficuerpo  maonoclonal, inciuso  cualquier anticuerpo  funcionalmente
equivalente o sus partes funcionales, en donde el anticuerpo es de hasia 100
veces, paricularmente 50 a 100 veces, méas particularmente 80 a 100 vaces, pero
especialmente 100 veces mas sensible a péptido amiloide A4z comparada con
AB4.as, AR1.as, ABrao, ABir yYhasta 1000 vaces, particularmente 500 a 1000 veces,
mas particularmente 800 a 1000 veces, pero especialmente 1000 veces mas
sensible a péptido amiloige APBtwz comparade con AP+as, ¥ BN consecuencia
capaz de inhibir, in vitro e In vivo, la agregacidn de péptidns monoméricos
amiloidogénices, pera especialmente de péptido amiloide ARz

En otra forma de realizaclén especlfica de la invencién un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un anticuerpo
mongclonal, paricularmente un  aniicuerpo  monoclonal  bifuncional, incluso
cualguier aniicuerpo funcionalmente equivaiente o sus paries funcionales, que
tiene alta sensibilidad de unidn con pépiido amiloide ABy4zy es capaz de detectar
fibras ARi4z Bn una concentracién de apenas al menos 0,001 yg, pero
parficularmente en un rango de concentracion de entre 0.5 pg y 0,001 pg, mas
particularmente entre 01 pg y 0,001 pg, pero sespecialmente aen una

concantracion de 0,001 Jg.

%
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En una forma de realizacion muy especifica de la invencién se provee un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluso cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o sus partes funcionales, en donde el
anticuerpo es capaz de detectar fibras AB+4z en una concentracion minima de
0,001 pg y fibras ABy.sp hasta a una concentracion minima de 0,1 pug y fibras AB1.3s
hasta una concentracion minima de 1 pg de cantidad de fibras.

La fijacion de los anticuerpos de acuerdo con la invencion y tal como se
describid antes en la presente a péptidos amitoidogénicos monoméricos pero,
particularmente, a la forma amiloide (1-42) conduce a una inhibicion de la
agregacion de péptidos amitoidogénicos monoméricos en fibrillas o filamentos de
alto peso molecular. Mediante la inhibicion de la agregacion de péptidos
amiloidogénicos monoméricos los anticuerpos de acuerdo con la presente
invencion son capaces de prevenir o enlentecer la formacion de placas amiloides,
particularmente la forma amiloide (1-42), conocida por tornarse insoluble por
cambio de conformacion y por ser la parte principal dé las placas amiloides en los
cerebros de animales o humanos enfermos.

En una forma de realizacion especifica la presente invencion se refiere a
un anticuerpo monoclonal incluso cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente
o sus partes funcionales en donde el anticuerpo tiene las propiedades
caracteristicas de un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma EJ
7H3, depositada el 8 de diciembre de 2005 como DSM ACC2756.

Mas particularmente, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal,
incluso cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o sus parles funcionales,
producido por la linea celular de hibridoma EJ 7H3, depositada el 8 de diciembre
de 2005 como DSM ACC2756.

También es un objeto de la presente invencion proveer un metodo para

prevenir, tratar o aliviar los efectos de amiloidosis, un grupo de enfermedades y
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trastornos associadas con formacion de placa amiloide incluse amiloidosis
secundaria y amiloidesis relacionada con la edad avanzada incluso, sin
limitaciones, trastornos neurologicos tales coma enfermedad de Alzheimer (AD),
incluso enfermedades o condiciones caracterizades por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve
{MCI), demencia de cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cergbral
herediiatia con amiloidosis (de .ti;:-'c Dutch), complejo de demencia de Parkinsen
de Guam; sdemas de ofras enfermedades basadas' sobre o asociadas con
proteinas simil amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis
miltiple: enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinsan, demencia
relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrdfica), diabetes de inicio en el
adulto: amiloidosis c¢ardiaca senil; tumores endocrings, v otras, incluso
degeneracion macular, pero particularments una enfermadad o condicion
caracterizados por la pérdida de |z capacidad de memoria cognitiva tales como,
por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI), al administrar una construcgion
antigénica supramolecular de acuerdo con la presente invencion, pero
particularmente una compasicion de vatuna que comprende dicha construccion
anligénica supramolecular de acuerdo con la invencion a un animal,
particularmenie un mamffero o un humane, afectado por dicho trastorne y en
consecuencia necesita dicho tratamiento.

En otra forma de realizacién de la presente invencion se provee un metodo
para la preparacién de una composicion de vacuna para inducir una respuesta
inmure en uh organisme, e particular un animal ¢ humano afectado por dicho
trastorno, enfermedad o condicion y en consecuencia en |la necesidad de dicho
tratarmiento, para prevenir, tratar o aliviar tos efectos de amiloidosks, un grupo de
anfermedades y trastornos asociades con formacisn de placa amiloide incluso

amiloidosis secundaria y amiloidasis relacionada con la edad avanzada incluso,
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sin limitaciones, trastornos neurolégices tales como enfermedad de Alzheimer
(AD), incluse enfermedades ¢ condiciones carzclerizados por la pérdida de la
cap‘acidad de memoria cognitiva tales coma, por ejempio, deterioro cognitiva leve
(MC|), demencia de cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemomagia cerebral
hereditaria con amilcidosis {de tipo Dutch); el complejo de demencia de Parkinson
de Guam: ademas de otras énférmedades basadas sobre o asociadas con
proteinas simil amiloide tales como pardlisis supranuclgar progresiva, esclerbsis
multiple; -enfermedad de Creutzfeld Jaceb, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS {esclerosis lateral amiotrdfica), diabetes de Inicio en e
aduito; amiloldesis cardiaca senil, tumores endocrinos, y ofros, incluso
degeneracion macular, perc particulermente una enfermedad o condicién
caracierizados por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva iales como,
por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI)

En aun otra forma de realizacion de la presente invencion se provee un
método para la preparacion de una composicién de vacuna terapéuiica para
pravenir, fratar o aliviar los efectos de amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con formacion de placa amiloide incluso amiloidosis
secundaria y amiloidesis relacionada ton la edad avanzada inclusq, sin
imitacionas, trastornos naurolbgicos tales como enfermedad de Alzhelmer (AD),
incluso enfermedades o condiciones caracterizados por la 'pérdida de Ia
capacidad de memaria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cogriitiva leve
(MCI), demencia de cuerpo da Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (de tipo Dutch); el complejo de demencia de Parkinson
de Guam; ademas de otras enfermedades basadas sobfe o asociadas con
proteinas simil amiloide tales como parélisis supranuclear progresiva, escierosis
miltiple; enfermedad de Groutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia

relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiolrdfica), diabetes de inicio en el
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adulto; amiloidosis cardiaca senii; tumorés endocrinos, y ofros, incluso
degeneracidin  macular, pero . particularmente una enfermedad © condicion
caracterizados por la pérdida de la capacidad de memorie cogniliva tales coma,
por ejemplo, detericro cognitivo leve (MCI), gue comprencden formuiar un
antlcuerpo de acuerdp con fa invencion en una forma fammacéuticamente
acepiable.

En una forma de reslizacidn especifica, la presents invencion utlliza una
presentacion de antigeno que da por resultado aumento de la exposicion y
estabilizacidn de una conformacion de antigeno de preferencia, que en ultima
instancia conduce a una altaménte especlfica respuesia inmune y da por
resuitado la generacién de anticuerpos con singuiares propiedades.

En una forma de realizacién, la presente invencidn provee composicionss
inmunogénicas gue comprenden una construccion antigenica supramalacular que
comprende a antigeno peptidico B-amiloide de acuerdo con la invenclon y tal
romo se describit antes en la presente representativo de |a parte N terminal del
peptido B-amiloide, en donde el péptido antigénico se modifica de manera tal gue
es esta modificado de manera @ gue es capaz de mantener y estabilizar una
conformacion definida del antigeno, particularmente una conformacion que se
caracteriza por una proporcion equilibrada de porciones de arrollamiento ateatorio,
hélice o y ldmina . Esta conformacién definida conduce a la induccidon de una
fuerte vy altamenie especifica respuesta inmune iras la introduccion en un animal o
un humano.

En otra forma de realizacion de la invencidn la composicion de vacuna da
acuerdo con la invencidn puede comprender ademés un antigeno peptidico AP,
particularmente el antigeno peptidica AR de la invencién tal como se describid
anies en la presente, un inhikidor de la acilvacién de complemento. La invencidn

en coensecuencia se refiere a una compesicion de vacuna ¥ un meétodo para

8
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producir dicha composiciori para el tratamiente de enfermegades y irasiornos
causados por o ascoiades con amiloide o prateinas simil amilside incluso
amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastermnos asociados con formacion de
placa amiloide inciuso amiloidosis secundaria y amfloidosis relacionada con la
edad avanzada incluso, sin limtaciones, trastomos neurologlcas tales como
enfermedad de Alzheimer (AD), particulanmente a enfermedad o condicion
caracterizados por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales comg,
por ejemplo, deteroro sognitivo leve (MCI) gue comprenden un fragmento
pepiidice de la parte N terminal del péptide A8, paricularmente un fragmento
peptidico AR que consiste en una extensidon Unico o repefida de entre 7 y 16
residuos de aminodcidos contiguos, especiaimente dée entre 13 y 16 residuos de
drninoacidos contiguos, particularmente de la parte N termina! del peptido AB,
pero particwtarnente un fragmento ‘peptidico AB que consiste en residuos de
aminoacides seleccionados del grupo gue consisté en residuos 1-16, 1-15, 1-14, y
1-13 de Ja parte N terminal def péptido AR, mas particularmente de los residuos 1-
15 dados en SEQ 1D NO: 1, incluso sus fragmentos funcichalmente equivalentes,
pero especialmente un fragmento de péptido AR tal como el antes menclonado en
la presente adosado o incorporade © reconsfituido en wuna particula
portadora/coadyuvante 1aleé comg, por ejgmplo, un lipesoma junto gon un
inhibidor del sisiema del complemento, particularmente un inhibidor de la via del
complemento seleccionado del grupo gque consiste en versiones solubles de
proteinas reguladoras de membrana, ahticuerpos humahizados contra protelnas
del compiermento, inhibidores de moléculas pequeiias qué aclian en diversos
estadios de la via del complemento y reguiadores del complementc humano
expresados en animales transgenicos.

Estz extension continua de 13 a 15 residucs de aminoacidos se puede

repetlr en la construccion de acuerdo con la invencion entre 2 y 50 veces,
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particularmerite entre 2 y 30 veces, méas particularmente enire 2 y 20 veces, aun
mas particularmente entre 2 y 18 vaces, pero espaciglmente entre 2 y 10 vaces.

En una forma de realizacion especlfica de la invencion, el inhibidor de 1a
activacion del complemente gue es un componente de la compasicion de vacuna
terapéutica tal como ef antes menclonado en la presente es un compuesto
seleccionado del grupe que consiste en soluble receptor de complemento humano
1, proigina de complemente antihumano C& tales come, por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal anti C5 humanizade ¢ un fragmento de cadena simple de
un anticuerpe menocional humanizado, un inhibidor de C1-N esterasa y un’
inhibidor de C1 natural humano.

Tambign se comprende en la presente nvenclon una composicion de
vacuna de acuerdo con la invencian tal como la antes mencionadoe en la presente,
que comprende ademé&s de un fregmento peptidice AB, paricularmenta el
fragmento de peptido AR de acuerdo con la invencién, un efector alostérico de
hemoglobina, por [0 que los globulos rojos de la sangre desencadenan un
descensc de la afinidad de Ozhemeglobina, por lo que el oxfgano es liberado en
farma regulada posterior a los tejidos.

En consecuencia, la invencion se rafiare a una composician de vacuna y un
metodo para praducir dicha composicidn para ef tratamiento de enfermedades y
trastornos causados por o asociado con amilvide o proteinas simil amiloide
incluso amiloidosis, un grupo de en'fermadadalﬁ y trastornos asociados con
formacién de placa amiloide incluso amiloidosis secundaria vy amiloldosis
relacionada con la edad avanzada incluse, sin limitaciones, trastornos
neurolagicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), paricularmente una
enfermedad ¢ condicidn caracterizados por la pérdida de la capacidad de
mamaria cognitiva fales como, por ejemplo, deterioro cognitive leve {MCl) que

comprenden un fragmento peptidico de la parte N terminal del pépiide AR,
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particularmente un fragmento peptidico A8 que consiste en una exiension unica o
repetida de entre 7 ¥ 15 residuos de aminoacidos contiguos, especialmente de
entre 13 y 16 residuos de aminoacidos contiguos, particularmante de la parte N
terminal del péptidc AR, pero particularmente un fragmento peptidico AR que
consiste en residuos de aminoacidos seleccionados de! grupe que consiste en
residucs 1-16, 1-15, 1-14, vy 1-13 de ia parte N terminal del peplido AR, mas
particularmente de residuos 1-15 dados.en SEQ ID NO: 1, incluso sus fragmentos
funcicnalmenta equivalentes, pero particularmente un fragmentoe de péptido AR tal
comd €l amtes mencionado en la presente que es modificado por residuas
palmitoilo unidos covalentemente en cada exiremo dal péptido para dar entre 2 y
4, particularmenie 4 residuos paimitollo, perc especlalmente un fragmento de
péptido AR 1al como el antes mencicnado en la presente adosado o incorporado o
reconstituido en una particula portadora/coadyuvants 1ales comao, por ejemplo, un
liposoma junto con un compuesto desencadenan un descenso de ia afinided de
O2fhemaglobina, por lo gue el oxigeno &s liberado en forma requiada posterior 2
las tejidos. Esta axiension continua de 13 a 15 residuos de amingacidos se puede
rapetir en la construccidn de acuerdo con lz invencion eéntre 2 y 50 veces,
particularmente entre 2 y 30 veces, mas particularmente entre 2 y 20 veces, aun
mas particularmente entre 2 y 16 veces, pero espetialmente entre 2 y 10 veces.

En paricular, los compuestos que se pueden usar adecuadamente dentro
de una composicion de acuerdo con la invencion son los seleccionadaes del grupo
que consiste en un farmaco anfilipemiants tad como, por ejemplo, acido clofibrico
o bezafibrato, incluso los derivados de bezafibrato LR16 y L35, derivados de urea
tales como, por aejemplo, &cido [2-[4[[(arilamino)ecarbonilj-aminolfenoxi]-2-
metilpropidnico, un efector alostarico de hemoglobina.

El compuesto modulador de la afinidad de Cz/hemoglobina tamblén puede

ser un compuesio que comprende un ligando aniénico para un sitio alosterico de
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hemoglobina, en dendé el ligando anidnica comprende un anillo de pirofosfato
interno, opcionalmente junto con un cation ne 1o0xico tal como, por ejemplo, Ca®' y
Na®.

Mas especliicamente, la invencién se refiere 2 una compesicion de vacuna
terapautica de acuerdo con la invencion tal como la antes mencionada en a
présente, que comprende ademas del fr_agmento de péptido AR de acuerdo con Ia
invencion derivados de hexafesfato de inositol (IHP) que comprenden un anillo
internc de pirofosfato, opcionalmente junto con un catidn no i6xico tal como, por
efemplo, Ca** y Na™,

En aun otra forma de reaiizacion se provee una camposicion de vacuna de
acuerdo con ta invencidn y tal como la antes mencionada en la presenie que
comprende, ademdas de un fragmento peptidico AR, particularmente el fragmento
de péptidc AR de acuerdo con la invencidn, una combinacion de un inhibidor del
sistema de activacion de complemente, particularmente un inhibidor de ia via del
complsmento seleccionado del grupe que consiste en versiones solubles de
proteinas reguladoras de membrana, anticuerpos humanizados contra proteinas
de complemento, inhibidores ce moléculas pequefias gue actlan en diversas
etapas de la via del complemenio y reguladores de complemento humane
exprasados en animales transgénicas y un efector alostérico de hemoglobina que
reduce fa afinidad de Oyhemoglobina par (o que luego se libera mas oxigenc a
los tejidos, en forma regutada.

Asi, ia invencion tambien se refiere & una composicion de vacuna y un
metodc para producir dicha composiciin para el fratamiento de enfermedades y
trastornos ¢aussdos por © asociados con amiloide o protelnas simil amiloide
incluso amileidosis, un grupo de enfermedades y trastornos ascciados con
formacién de placa amiloide incluso amioidasis sacundaria vy amiloidasis

refaciohada don l= edad avanzada incluso, sin limitaciones, trastornos

-
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neurolbgicos tales como enfermedad de Alzhsimer {AD), particularments una
enfermedad o©. m'ndigién caracterzados por la pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI) que-
comprenden un fragmenio peptlidico de la parte N terminal del p&ptido AR,
particularmente un fragmento peptidico AR que consiste en una extension (nico o
repetida de entre 7 y 16 residuos de aminoacidos contiguos, especialmente de
gntre 13 y 16 residuos de amincécidos contiguos, particularmente de la parte N
terminal del péptido AR, perc particularmente un fragmento peptidico AR que
consiste en residucs de aminoacidos selaccionados del grupo que consisle en
residuas 1-16, 1-15, 1-14, y 1-13 de la parte N terminal del péptido A, mas
particularmente de residuos 1-15 dados en SEQ ID NO: 1, inctuso sus fragmentas
funcionalmente equivalentas, paricularmente un fragmenic de péplidc AR tal
como el antes mencionado en la presente que es modificado por residuos
palmitoilo unidos covalentemente en cada extremo del peptido para dar entre 2 y
4, particularmente 4 residuos palmifoilo, perc especialments un fragmento de
peptido AR tal como et antss mencionado an la presente adgsadoe o incorporado o
reconstituido en una particula portadera/coadyuvante tal como, por gjemplo, un
lipesoma junto con un inhibidar del sistema del complemento, particularmente un
inhibidor de.Ja activacién de complemento seleccionado del grupo que consiste en
versiones solubles de proteinas reguladeras de membrana, anticlerpos
humanizados contra proteinas de complemento, inhibidores de molesulas
peguefias que actian en diversas etapas de la via del complemento v reguladores
de complementa humane expresados én animalas fransgénicos ¥ a compuesto,
particufarments un efector alostérico de hemoglohina, que disminuye la afinidad
de Oy/hemoglobina por lo que luego se libera mas oxigenoe a los tefidos, an forma

regulada.
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Esta extensién continua de 13 a 15 residuos de aminoacidos se puede
repetiv en la construccién de acuerdo con la invencion entre 2 y 30 veces,
particularmente entre 2 y 30 veces, mas particularments antre 2 y 20 veces, aun
mé&s particularmente entre 2 y 16 veces, pero especiaimenta entre 2 y 10 veces,

En aun otra forma de realizacion, se proves un método para el tratamiento
de una enfermedad o condicién asociada a amiloide gue comprende administrar &
un animal, paricularmente un mamifero, pero especialmente un humarno gue
padece dicha enfermedad o condicion una composicidn de vacuna terapeutica de
acuerdo con la invencidon y tal como se describid antes en la presente,
parlicularmente  una composicién de vacuna que comprende un antigenc
pepiidico AB1.15, Més particularmente un antigeno peptidico paimitoilado AP+.qs.

En uha forma de realizacion especiiica de la invancion, la administracion
de dicha composicitn de vacuna da por resuliado sobre todo la ganeracion de
anticuerpos subtipos no inflamatorios, particularmente el subtipo no Inflamatorio
Th2Z tal como, por ejemplo, los isotipos 1gG1 vy IgG2b.

En otra forma de realizacion sspecifica, la administracion de dicha
compesicién de vacuna da por resultado sobre tode la generacion de anficuerpos
de la subclase de IgG independiente de células T, particularmeante del isofipo 19G3.

En aun otra forma de realizacion de |a invencidn, la administracion de dicha
composiclén de vacuna no conduce a un significativo aumento de marcadores de
inflamacion en el cerebro, particuwarmente dea marcadores de inflamacitn
seleccionados del grupa que consisie en [L-1 B, IL-6, IFMN-y y TNF a.

En aun ctra forma de realizacion de la invencion, ia administracidn de dicha
cornpasicidn de vacuna conduce un significativo descenso de AR1-40 y AB{-42

insolubla, relacionade con placas, en el cerehro,
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En aun otrz forma de realizgcion de la 1ner';r1c:l'iEJnr'|F la administracitn de dicha
composicidn de vacuna conduce a una significativa reduccion del nivel de Ap1-42
sojuble en el cerabro.

En paricular, la enfermedad o condicidon asociada a amiloide se
seleccionada del grupo que consiste en enfermedades inclugo, sin limitaciones,
trastomos nsuroldgicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), incluso
enfermedades o condiciones caracterizados por la pérdide de la capacidad de
memona cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitiva leve {MCI),
demencia de cuempo de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria
con amiloidosts {(de tipo Dutch); el complejo de demencia de Parkinson de Guam,
ademss de cotras enfermedades basadas spbre o asociadas con protelnas simil
amiloide tales. como paralisis supranuciear progresiva, esclerosis multiple;
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, damencia
relacionada con VIH, AL S (asclernsis lateral amioctréfica), diabeies de inicio en el
adullo, amilcidosis cardiaca senil; tumcres endocrinos, y otros, incluso
degeneracian macular.

Mas particularmente, la enfermedad o condicion asociada a amiloide es
enfermedad de Alzheimer.

En aun ofra forma de realizacion aspacifica de la invencion, se provae un
mé&todo para el tratamiento de una enfermedad o condicion asociada a amiioide
de acuerdo con |2 invencidn y tal como se describié antes en la presente, en
donde la administracidn de dicha composicidon de vacuna a un animal;
particularmente uh mamifero o un humana, que padece una condicion asociada
con amiloide caracterizada por la pérdida de la capacidad de memaria cognitiva
conduce a un aumenic, pariicularmente al completo restablecimiento de Ia

retencion de la capacidad de memoria cognitiva.
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En aun otra forma de realizacion, se proveg un método para &l tratamiento
de una enfermedad o condicidn asociada a amiloide gue comprends administrar &
un animal, parficularmente .un mamifero, pero especialmente un humano que
padece dicha enfermedad o condicion, una composicién de vacuna ierapautica
gue comprende una construceidn antigénica de acuerdo con la invencion y tal
como se descrbic antes en ia presente y un inhibidor del sistema del
complerﬁenm, en donde dicha composicion de wvacuna es paricularmente
administrada de manera tal que el inhibidor de complemento y la construccion
antigénica s& administran en forma concomitante, intermitente o secuencial.

En una forma de realizacion especlfica, el inhibidor de compiemente se
adminisira antes de la vacunacidon con la consiruccidn antigénica, pariicularmente
dentro de una ventana temporal que comienza hasta 20 horas antes de la
vacunacion y que termina inmediatamente antes dea [a vacunacien,

En otra forma de realizacion especifica, el inhibidor de complemento se
administra después de la vacunacion con la construccion antigénica dentro de una
ventana temporal que comienza inmediatamente después de la vacunacion vy
tarmina 1 dia después de la aplicacion de |a vacuna.

En aun ofra forma de realizacion de fa invencion se proves un metodo para
ia preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o
condicion asoclada a amiloide que comprénde usar una composicion de vacuna
de acuerdo con |a invencién y tal como se describio antes en la presente.

Estos v otros objetos, caracteristicas y vantajas de la presente invenciaon
seran aparentes después de una revision de la siguiente descripcion detailada de
la forma de realizacion descriia v las reivindicaciones adjuntas.

Los terminos “polipéptide”, “péptide”, y "proteina’, tal como se usan en la
presente, son intercambiables y se definen con el_ significado de una biomolécula

compuasta de aminoacidos ligados por un enlace peptidico.
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Ef término "oéptido," comprende cadenas de amincacidos (generalmente L-
aminoacidos) cuyos carbonos alfa estdn unidos mediante enlaces peptidicos
formadas por reaccion de condensacidn entre el grupo carboxllo del carbono alfa
de un aminodcidoc y el grupo amino del carbono affa de otro aminoédcide. El
aminoacido terminal en un exiremo de la cadena {es decir, el terminal amino)
tiene un grupo amino libra, mientras que el aminoacido terminal en el otro exiremo
de la cadena (es decir, ¢l terminal carbexi) tiene un grupo carbaxilo libre. Como tal,
ol término "terrninal amina" (abreviado N terminal) se refiere al grupe alfa aming
libre en el aminoacido del terminal amine del péptida, o el grupe alfa amina (grupo
iming cuando participa en un snlace peptidico) de un aminpacide en atra
ublcacién dentro del péptido. De fmodo similar, el términe "terminal carboxi”
(abreviado C terminal) se refiere al grupo carboxilo libre en el amincécido en &l
terminal carboxi de un péptido, o el grupo carboxilo de un amincacido en cualquier
otra ubicacion dentro del peplido.

En general, los amino&cidos que conforman un péplido se numeran en
orden, comenzando en el aming terminal y aumentando en la direccidn hacia el
carboxi terminal del péptido. En consecuencia, cuando se dice que un amincacido
"sigue" a otro, ese aminoacido se ubica mas cerca del ferminal carboxi del péptido
aue el amincacido precedente.

El términc "residua” se usa an la presente para referirse a un aminoacido
que se incorpora a un péptido medianta un enlace amida. Como tal, el aminoacido
puede ser un aminodcido natural o, a menos gue esle Himitado de otro modo,
puede abarcar andlogos conocidos de amincicidos naturales que actdan de
manera similar a los amincécidos naturales {es decir, son aminocacido-miméticos).
Ademas, un mimético de enlace amida incluye modificaciones del esguelsto

peptidice bien conocidas por los expertos en el arte.
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La frase “"consiste esencialmente en" se usa en la presente para excluir
cualquier elemente gue sustancialmente alterarla las propiedades esenciales de
los péptidos a los cuales se refiere |a frase. En consecuencia, la dascripcion de un
péptido "que consiste esenciaimente en...” excluye cualguier substitugion, adicion
o delecidn de aminoacido que sustancialments alteraria la actividad hiolégica de
dicho péptido.

Ademas, un experto en el arte reconocera que, tal como se menciond can
anterioridad, sustituciones, dejeciones ¢ adiciones individuales que alteren,
agrequen o efiminen un Onico aminocdcide o un pequefio porcentasje de
aminoacidos {generalmente menos del 5%, méas generalmante menos del 1%) en
una secuencia codificada, son varia;éunes con modificaciones conservadoras en
las cuales |as alieraciones dan por resuliado ia sustitucidn cié up aminoacido por
un aminascido guimicamente similar. Las tablas de sustitucidn conservadora gue
proveen aminoacides funcionaimente similares son hien conocidas en el arte.
Cada uno de Ios siguientes seis grupos contiene aminoacidos que son
sustituciones conservadoras entre si:

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

2} Acido aspartico (D), Acida giutamico (E);

3) Asparagina {N}, Glutamina {Q);

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

5) Isoleucina (), Leucina (L), Metionina (M), Valina (\V}; y

B) Fenilalanina (F), Tirasina (), Triptdfanc [W),

Las frases "aislado” o "biologicamente purg” se refieren & un material gue
esta sustancialmente o esencialmente libre de componentes que normaimente lo
acompafian fal como se encuentra en su estado nativa, En consecuencia, los
péptidos descrites en la presente no contianen materales normalmente asociados

con suU ambiente in situ. Generalmente, los paptidos aislados inmunogénicos
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descritos en la presents son al menes aproximadamente 80% puros, usuaimente
al menos aproximadamante 80%, y de preferencia al menos aproximadamente
95% medido por intensidad de banda en un gel iefido con plata.

La pureza y homogeneidad de una proteina se puede indicar mediante
numerosos metados bfen conocidos en el arte, tales ccmo electroforesis en gel de
poliacrilamida de una muestra da proteing, seguida de visualizacion tras [a Hncion.
Para ciertos fines se puede necesitar aita resolucién y HPLC o utilizar medios
similares de purlficacian.

Cuande los péptidos inmuncgénicos son relativamente corios (es decir,
menos de aproximadamente 50 aminodcidas), a menudo se sintetizan mediante
t&écnicas de sintesis guimica de paptido estandar.

La sintesis de fase stlida por la cual el aminoacido C terminal de |a
secuencia se adoesa a un soporte inscluble, seguido de ia adicion en secusncia
del resto de aminoacides de la secuencia es un método de preferencia parsa la
sintesis quimica de los péptidos inmunogénicos descritos en la presents. Las
técnicas de sintesis de fase sdlida son conocidas por los expertas en el arte.

Alternativamenie, los péptidos inmunogeénicos descritos en 1a presente se
sintetizan mediants metodologia de  acidos  nuclelcos  recombinantes.
Generalmente, asto Implica crear una secuencia de acidos nucleicos que codifica
sl péptido, y coloca el acido nucleico en un casete de expresion bajo el control de
un promotor paricular, que expresa el péptido en un huésped, aisla el péptido o
polipéptido expresado y, si se requiere, renaturaliza el peptido. Las tecnicas
suficientes para guiar @ los expertos en el arts por estos procedimientos se
eancuantran en la hiblicgrafia.

Una vez expresados, los péptidos recombinantes se pueden purificar de
acuerdo con procedimientos estandar, incfuso precipitacion con sulfato de amonio,

columnas de afinidad, cromatografia en columna, eleciroforesis en gel y similares.
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Se prefieren |las composiciones sustancialmente puras con sproximadamente
50% a 95% de homogeneidad, v con mayor preferencia con 80% a 95% o mas
homogeneidad para gl uso como agentes terapéuticos.

Un experic &n &l arte reconocard que despuss de la siniesis quimica, la
expresicn 0 purficacidn, los péptidos inmunogénicos pueder poseer una
confarmacion sustancialmente diferents de las conformadiones nafivas de los
péptidos constifuyentes. En este caso, a menudo s necasario desnaturalizar y
reducir el peptide antipraliferativo vy luege hacer que el péptido se repliegue en la
conformacicn de preferencia. Las métodos para reducir y desnaturalizar proteinas,
e inducir &l replegado son bien conocidos por las expertos en el arte.

La antfgenicidad de ia proteina purificada se puede confirmar, par ejemplo,
al demﬁstrar la r2accion con Suero inmune, o con antisuero producido contra la
misma proteina.

Los terminos "un®, "una” y "elfla" tal como se usan en la presente se
definen para significar "una o mas" e incluyen &! plural 2 menos que &f contenido
sed inadecuado.

Los térmings “detectar” ¢ “delectado" tal como se usan en la presente
significan usar técnicas conocidas para la deteccion de moléculas bioldgicas tales
come méfodos inmiuncquimicos o histoldgices, y se refieren a 1a determinacion
cualitativa o cuantitativa de la presencia o concantracian de la biomeolécula en
investigacion.

Por “aislado” se entiende una molécula bioléglea libre de al menos parte de
los componentes con los clales aparece naturaiments.

Los términos "aniicuerpo” o “anticuerpos” tal como se usan en la presente
sen términas reconocidos en el arte y se entiende que se refieren a moléculas o
fragmentos activos de moléculas que se fllan a antigenos conocidos,

parficularmente a moléculas de  inmuncglobulina y a  porcionss

#1
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inmunologicamente activas de moléculas de inmunoglobuling, es decir moléculas
que centienen un sitic de unidn que se une inmunoespec(ficaments a un antigeno,
La inmuncglobuling de acusrdo con fa invencion puede ser de cualquier tipo (106,
igM, IgD, IgE, IgA e IgY) o clase {igG1, IgG2, 1gG3, lgG4, IgAt ¥y IgA2) o
subclases de maolécula de inmunogicbulina.

Por “anticuerpos” se pretende, dentro del alcance de la presente invancion,
mcluir anficusrpos monaclonales, policlonales, quimeéricas, de cadena (nica,
biespecificos, simianizados, humanos y humanizados, ademas de sus fragmenios
activos. Los ejemplos da fragmenios actives de moieculas que se fifan a
antigenos conocldos incluyen fragmentos Fab y Flab'}., Incluge los productes de
una hiblloleca de expresion de Fab de inmunoglebulina vy fragmentos fijadores de
epitopo  de cualquiera de los anticuerpos vy fragmentos mencionados
anteriormeanta,

Estos fragmentos aclivos se pueden derivar de un anticuerpo de la

presente invencion mediante diversas tacnicas. Por ejemplo, se pueden escindir

los anticuerpos monocionales purificados con una srzima, tales como pepsing, ¥

sometarios a filtracion por gel de HPLC. La fraccion adecuada gue contiene
fragmentos Fab luege se pueden reunir v concentrar mediante filtracidn por
membrana vy sirmnilares. Para mayor descripcion de las tecnicas generales para el
aislamienta de fragmenios activos de anticuerpos, ver por gjemplo, Khaw, B. A. et
al. J. Nucl. Med. 23:10411-1019 {1982}, Rousseaux et al. Metods Enzymoclogy,
121.663-69, Academic Fress, t986.

Un “anticuerpo humanizado” se refiere 2 un tipo de anticuerpo chtenido por
ingenieria que tiena oz COR derivades de una inmunoglobulina de donante ne
humana, en' donde las restantes partes de la molécula derivadas de
inmunaglobulina derivan de una (o mas) inmunoglobulina({s) humana(s). Ademas,

los residuos de soporte del armazon se pueden alterara para conservar la afinidad
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de union. Los metodos para obtener “anticuerpos humanizacos® son bien
conacidos por los experios en el arte {ver, por ejemplo, Queen et al., Proc. Natl
Acad Sci USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Tachnoloy, 9:421
(1891)).

Un “anticugrpo humanizadg" fambién se puede obiener mediante nuevos
enfoques de ingenieria genética que permiten la produccidn de anticuerpos
policlonales simil-humanes madurados por afinidad en grandes animales tales
como, por aiemplo, conejos

(hitp:ifwww rotech.com/biaventures/therapeuiics.php).

El t&rmino "anticuerpo monocclonal” tambien es bien reconocido en el arte ¥
sa rafiere a un anticuerpo producido en masa en el laberatorio a pariir de un dnico
clarn v que recenoce sclo. un anﬁgeno.' Los anticierpos monoclonales
generalmente se obtienen al fusionar una célula B productora de anticuerpo,
generaimente de vida corta, en una célula de crecimiento r&pido, por gjemplo una
célula cancerosa (en ocasiones denominada célula “inmortal”). La celula hlbrida
obtenida, o hibridoma, se muifiplica con rapidez, y crea un clon que produce
grandss cantidades de aniicuerpo,

Por “anticuerpo funcionalimente equivalente” se entiende, dentro del
alcance de la presente invencion la referencia & un anticuerpo  que
sustanciaimente comparte al menos una propiedad funcional impaortanie con une
de los anticusrpos mencionados anterionmente y en la presente descritos, gue
comprenden: especificidad de unidn con ia proteina amitcide B, panicularmente a
la proteina A4z, ¥ mas pardicularments a la regidn epitdpica 4-16 de |la proieina
AByaz . Inmunorreactividad jn witro, inhibicidn de agregacion de los mondmeros
AB14z en fibrillas poliméricas de alto peso molecular y/e desagregacidn de fibrillas
polimericas pref-::rmédas AB142, yio propiedad de ruptura de lamina B v ativio de

[os efectos de trastornos asociados con amiloidosis, un grupe de enfermedades v
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frasternos asociados coon formacién de placa amiloide incluso amilcidosis
secundaria 'y amiloidosie relacionada ceon la edad avanzada incluso, sin
limitaciones, trastomos neurologicos tales come enfaermedad de Alzheimear (AD),
incluso  enfermedades © condiciones caracterizados por la perdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve
(MCI}, demencia. de cuerpe de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amilcidesis (de tipo Dutch); €l complejo de demencia de Parkinson
de Guam; ademas de ctras anfermedades basadas scbre O asociadas con
proteinas simil amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis
multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS {esclerosis fateral amiotrofica), diabetes de inicio en el
adulto: amiloidosis cardisca  senil; tumores endocrinos, vy otros.,  incluso
degeneracion macular, cuando se administra en forma preventiva o terapéutica.
Los anticuerpos pueden ser de cualquier clase, por ejemplo IgG, IgM, o IgA, etc.,
o de cualquler subclase, por ejemplo 1gG1, 1gG2a, etc., ¥ ctras subclases antes
mencionadas en la presente o conocidas en el arte. Ademas, se pueden producir
los anticuerpos por cualquier metasdo, por gjemplo presentacion por fago, ©
producidos por cualquier arganismo ¢ linaa celular, incluso células de bacterias,
insectas, mamiferos o de otre tipo, o linea celular que produce anticuerpos con
caracteristicas de inferes, tales como anticlerpo humanizados, Los anticuetrpos
también s& pueden formar al combinar unza porcidbn Fab v una regidn Fc
proveniente de dferentes especies.

El término “antigena” se reflere a una entidad o su fragmento capaz de
inducir una respuesta inmune en un organismoe, particutarmente un animal, mas
particularmente un mamifero, incluso un humano. El termino incluye inmundgenos

y regiones responsables de la antigenicidad o los determinanies antigénicos,
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Tal comno se usa en la presente, €l término "soluble” significa parcialments
o completamente disuelte en una solucion acuosa.

Tal como también se usa en la presente, el términe “inmunogénico” se
refiere a sustancias gue desencadenan o msjoran la producsian de anticuerpos,
células T y oiras células reactivas inmunes dirigidas contra un agente
inmunogénica y contribuyen & una respuesta inmune sn humanos © animales,

Una respuesta inmune ocurre cuando un individuo produce suficientes
anticuerpos, células T y otras células reacfivas inmunes contra composiciones
inmunogénicas administradas de la presenie Invencion a fin de modarar o aliviar
el trastorno tratado.

El término "hibridoma" se reconoce en el arte y es comprendido por los
experios en el arle como referido a una célula producida por la fusion de una
célula productora de anticuerpo y una célula inmortal, por ejemplo una celuta de
mieloma maltiple. Esta célula hibrida es capaz de producir una provisién continua
de anticusrpo. Véase la definicion anterior de "anticuerpo monacional® y los
Fjemplos méas adelante para una descripcldn mas detaltada del metado de fusion,

El términe "portador" tal como se usa en la presente significa una
estructura en 1a cual se puede incorporar o asociar el péptido antigenico © la
canstruceion supramolecular, por lo cual se presentan o exponen los péplidos
antigénicos o partes del péptidb al sistema inmune de yn humanc o animal.
Cualquier particula que se pueda usar adecuadamentg en una terapeutica animal
o humano tales como, por eijemplo, una vesicula, una parlicula o un cuerpo
particulado se puede usar como portador dantra del contexto de la presente
Invencion.

El término “portador’ también comprende matodes de provision, en donde
las composiciones de construccion antigénica supramolecular gue comprenden &

péptido antigénico pueden ser transportados a los sitios elegidos por los
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mecanismos de provisidn. Un gjemplo de dichos sistemas de provision uliliza
metales coloidales talea como oro coicidal,

Las proteinas portadoras que s pusden usar en las composiciones de
construccidn antigenica supramolecular de la presente invencion incluyen, paro
sin limitaciones, Ja proteina ﬁ]adora de maltasa "MBP™ la albamina sérica bovina
"BSA" la hemocianina da lapa "KLH"; 12 ovalbOmina; la flageiina; la tiroglobulina;
la albimina sérica de cualguier especie; la gammaglobulina de cualguier espacie;
las células singénicas; las células singénicas portadoras de antigenos; y los
polimeros da D y/o L aminoacidos.

En la construccldn antigenica supramalecular de acuerdo con la presente
invengion, el lippsoma puede tener una funcién dual en cuantc que puede ser

usado como portader que comprende la construceidn supramotecular tal como se

" describid antes en la presenta y al misma tiempoe, actuar como coadyuvante para

aumentar o estimular la respuesta inmune dentro del animal o humano objetivo a
tratar con la vacuna lerapeutica de acuerdo c¢on la invencion, Tambien se dabe
entender que las c:bmpasiciones de construccion antigénica supramoclecular de 1a
presente invencidn también pueden comprender coadyuvanies adicionales qﬁe
incluyen, sin mitaciones, keyhole hemecianina de lapa (KLH), alblmina sérica
bovina (BSA) vy otros coadyuvantss tales como, por gjemplo, lipido A, alimina,
fosfaio de calcio, interlauquina 1, y/e microcapsulas de polisacaridos y proteinas,
perc particularmenie un lpido A detoxificado, por sjemplo monofosforii o
difosforilliplda A&, o alimina, oftros consgrvaderes, difuyentes, emulsificantes,
gstabllizantes, y otros componentes conocidos y usados en vacunas del are
previo. Ademas, se puede usar cualguler sistema coadyuvante conocido en el arte
en la composicion de la presente invencion. Dichos coadyuvantes incluyen, pere
sin limitaciores, cosadyuvante incompleto de Fraund, madyuvante compieto de

Freund,-mahano acefilade ligade a RB-{1,4) polidisperse [("Acemanana”),
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TITERMAX® (coadyuvantes de copilimeros de policxkietileno-pelioxipropileno de
CyiRx Corporation), coadyuvantes lipidicos madificados de Chiron Corporation,
coadyuvantes daerivados de saponina de Cambridge Biotech, Bordetella pertussis
muertos, el lipopolisacardo (LPS) de bacterias gramnegativas, grandes anicnes
pD“I‘ﬂérlGﬁE tales como sulfato de dextrano, y geles inorganicos tales como
alimina, hidroxido de aluminia o fosfato de aluminlo.

Ademas, ol t&rmino “"cantidad efectiva" se refiere la cantidad de
composicion antigénicalinmunogénica que cuando se administra a un numano 0
animal, desencadena una respuesta inmune. La cantidad efectiva es determinada
con facilidad per un experto en ! arte seglin procedimientos de rutina.

El tarming “construccion antigénica supramclecular” se refiere a una
canstruccion antigénica de acuerdo con la presente imvencion y tal como se
describid antes en la presente. En particular, “construccion  antigénica
supramolecular’ se refiere a una construccion antigénica que comprende un
antigano peptidico AP de acuerdo con la invencion y 1al como se deseribio antes
en la presente, especlficamenfie un fragmeﬁtc} peptidice AR de la parte N terminal
del péptido AR, pero particularmente un fragmento peptidico AR que consiste en
residuos de amincacidos seleccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-
15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16{A4}, 1-16{AS5), 1-16(AB6), 1-16(A8}, 1-16{AY),
1-18{A10); 1-16(A12), 16{A13}, 16{A14), 1-16{A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5),
1-156tAB), 1-15(A8), 1-15(A0), 1-15(A10), 1-15{(A12}, 15{A13), 15{414),
particularmente un antigeno peptidico ABy.giars, Mas particularmente un antigeno
pepiidico AP w14 © ABiasaan, aun mas parficularmente un antigenc peptidico
AR1.1s, especificamente un antigeno peptidleo ABiss, pero especialmente un
fragmento peptidicc AR gue consiste en residucs de aminoacidos 1-15 dadas en
SEQ D NO: 1, y 1-16(A14) dados en SEQ ID NOQ: 3, en donde el un antigeno

peptidieo se presenta adbsado o incorporado o reconsfituido en un portader tal
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como, por efemplo, una vesicula, un cuerpo pariculado o moléculz pera,
particularmente, un lfposoma. Mas particularmente, el paptido antigénico de
acuerdo con la invencion s modificado por un residuc lipofilico o hkidrofébico, que
facilita la insercidn en la hicapa lipidica del liposoma porador/coadyuvants
inmune, particufarmente mediante un residuo lipofilice o hidrofdbico incluso, sin
limitaciones, un acido graso, un friglicérido o un fosfolipide, pero especialmente un
acido graso, un triglicéride o un fosfolipide, en donde &l esqueleto carbonado de
acidos grasos tiene al menos 10 alomos de carbono que actian como ancla para
el peptido en la hicapa del lipesoma y tiene una dimension que conduce a que &l
péptido se ubique ¥y es estabilice muy cerca de |a superficie del liposoma.

Por elemplo, ias composiciones de Jla consfruccion antigénica
suﬁramolecular de acuerde con la invancion se pueden administrar por via
parenteral, pero paricufarmente intrapentoneal, intravenosa, subcutanea v
intramuscular en un rango de aproximadaments 1.0 g a 10.0 mg por paciente, si
bien este rango no pretende ser limitante, La cantidad real de |a compesicion
requerida para desencadenar una respuesta inmune varia para cada paciente
individual segdn la inmunogenicidad de la composicion adminisirada y de |a
respuesta inmune del indlvidual. En consecuencia, ta cantidad especlfica
administrada a un individlue astara determinada por experimentacion de rutina y
kasada en |la capacitacion y la experiencia de los expertos en el arte.

La construccion antigénica supramolecular de acuerdo con la preserite
invencion se puede usar para la preparacion de una composicién de vacuna para

inducir una respuesta inmune en un organijsmo, en particular un animal o humano,

para prevenir, tratar o aliviar los efectos de amiloidosis, un grupo de

enfermedades v trastomos ascciados con formacidn de placa amiicide inclusoe
amiloidosks secundaria ¥ emiloldosis relaclonada con la edad avanzada incluso,

sin limitacicnes, trastornos neurclogicos tales como enfermedad de Alzneimer

96



33

(AD), incluso enfermedades ¢ condiiones caracterizados por la perdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejempla, deteriora cognitivo leve
(MC1), demencia de cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemoragia cerebra
hereditaria con amiloidosis {de tipo Dutch); el complejo de demeancia de Parkinson
de Guam: ademas de otras enfermedades basadas sobre 0 asociadas con
proteinas simil amiloide tales como pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis
multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes de inicio en el
adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumeres endocrnos, y otros, incluso
degeneracién macular, pero parficulammente a enfermedad ©  condicion
caraclerizados por la pérdida de la capacidad de memeria cognitiva tales como,
por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI).

En consecuencia, 85 un objetivo de la presente invencion proveer un
método para prevenir, tratar o aliviar los efectos de amiloidasis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con formacion de placa amiloide, incluso
amiloidosis secundaria y amiloidosis relaclonada con la edad avanzada incluso,
sin limitacionas, trastornos neurclégicos tales como enfermedad de Alzheimer
(AD), incluso enfermedades o condiciones caracterizados por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por gjemplo, deterioro cognitivo leve
(MC1), demencia de cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiioldosis (de tipo Dutch); el complejo de demencia de Parkinson
de Guam:; ademas de otras enfermadades basadas sobre o asociadas con
proteinas simil amilcide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis
miiltiple; enfermedad de Creutzield Jacoh, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS {esclerosis lateral amloiréfica), diabstes de inicio en el
adulto; amilcidosis cardiaca senil, tumores endocrines, y otros, inclusc

degenseracién macuiar, pero particularmente una enfermedad o condicion
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caracterizados per la pérdida de la capacidad de memaria cognitiva tales corno,
por ejemplo, detericrc cognitive leve (MCIl), al administrar una consiruccion
antigénica s’upramniedular de acuerdo con {a presente invencion, pero
particuiamments uha ¢omposicion de vacuna gque comprende dicha construcciin
antigénica supramoleculer de acuerde con la invenclon a un  animal,
padicularmente un mamiferc 0 un humano, afectado por dicho trastomo y en
consecuencia que.nacesita dicho tratardento.

En ofra forma de realizacion de [a presente invencien 56 provee un métado
para la preparacion de una composicion de vacuna para inducir una respuasia
inmuna en un organismo, en paricular un animal o humano afectado por dicho
frastorng, enfermedad o condicién y en consecuencia que necesita dicho
tratamiento, para grevenir, tratar o aliviar los efectos de amiloidosis, un grupo de
anfarmedades y trastornos asociados con formacion de placa amiloide, incluso
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con {a edad avanzada incliso,
sin limitaciones, trastornos peuroldgicos tales come enfermedad de Alzhelmer
{AD), incluso enfermedades o condiciones caracterizados por la pérdida de ia
capacidad de memaria cognitiva tales camo, por ejemplo, deterioro cognitivo leve
(MC1), demencia de cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemaorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis {de tipo Dutch); el complgje de demencia de Parkinson
de Guam; ademas de oiras enfermedades basadas sobre o asociadas con
proteinas sirnll amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerasis
miltiple; enfermedad de Creutzield Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
ralacicnada con VIH, ALLS {esclerosis |ateral amiotréfica), diabetes de inicio en &l
adulip: amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y cotros, incluso
degeneracicn macular, pero paricularmente una enfermedad © condicion
caracterizadas por (a pérdida de la capacldad de memeria cogritiva tales como,

por gjemplo, deterioro cegnitivo leve [MCH)
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En aun cira farma de realizacién de la presente invenclon se provee asi un
método para la preriaracic_’:n de una composicion para prevenir, tratar o aliviar los
efectos de amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con
formacitn de placa ariloide, incluso amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad avanzada inclusoc, sin limitacionss, trastornos
neusolbgicos tales como enfermedad de Alzheimer {AD), incluse enfermedades o
condiciones caracterizados por a pérdida de la capacidad de memona cognitiva
fales como, por elemplo, detarioro cognitivo leve (MGCH), demencia ds cuerpe ds
Lewy, sindrome de Down, hemarragia cerebral hereditaria con amilzidosis {de tipe
Dutch);, el complejo de demencia de Parkinson de Guam, ademas de otras
enfermedades basadas sobre o asociadas con protelnas simit amiloide tales
como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis miftiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demancia relacionada con VIH, ALS
{esclarosis lateral amictréfica), diabetes de inicie en el adulto; amilvidosis cardiaca
senil: tumores endocrinos, y ofros, incluse degeneracion macular, pero
particularmente una enfermedad o condicién caracterizadas por la pérdida de la
capacidad de memeria cognitiva tales como, por gjemplo, deterioro coghitivo leve
(MCI1), que comprenden formular un anticuerpe de acuerde con la invencion en
una forma farmacéiticamente aceptable.

En una forma de realizacion sspeclfica, la presente invencion uiiliza una
presentacién de antigeno que da por resultado una mayor exposicion y
estabilizacion de una conformacion de antigeno de preferencia, que en dltima
instancia conduce & una altamente especliica respuesta inmune y da por
rasultadoe la generacién de anticuerpos con singulares propiedades,

En una forma de realizacian, la presente invencion provee composiciones
inmunogénicas gue comprenden una construccion antiganica supramolecular que

comprende un antigeno peptigico B-amiloide de acuerdo con la invencién y tal
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como s& describid antes en Ia presente repreéentativa de la pane N terminal del
péptido B-amileide, en donde el paptido anfigénico esta modificado de manera tal
que es capaz de mamtener y estabilizar una conformacion definida del antigens,
particularmente una conformacitn caracterizada por una proporcion equilibrada
de porcianes de amollamiento aleatorio, hélice a vy lamina B. Esta conformacion
definida conduce a la nduccién de una respuesta inmune fuere y altamente
especifica tras la introduccion en un animal o up humano.

Una forma de lograr la formagion y la estabilizacion de la conformacian

deseada del péptido antigénico es |a presentacion det paptido antigénico adosado,

o incorporado o reconstituido, parciaimeanie o totalmente, en un portador tal como,
por gjemplo, una vesicula, un cuerpe paticulade’ @ molécula o cualquier atro
medio que puada servir en forma adeclada como portador/coadyuvants para el
péptido antigénico. En una forma de realizacion especifica de fa invencion, el
péptido antigénico es adosado o incorporado o reconstituide en el portador
mediante inieracciones débiles tales como, por ejemplo, interacciones de van der
Waals, hidroitbicas o electrostaficas, o una combinacion de dos o mas de dichas
inferacciones, de manera tal que el péptido se presentado con una conformacion
especifica, que se maniiené y estabiliza al resiringir dicho peptide antigénice en
sus libertades tridimensionales de movimiento de manera 1al que se impiden o
restringen severamente los cambios de cﬂnfﬁrmacién.

Cuando una vesicula, una particila o un cuerpo pariiculado se usan como
portador/coadyuvante tales como, por ejempla, un fiposoma, la composicién dsl
péptido antigénico se puede elegir de rﬁanera tal que su carga neta global es
idéntica a la de |13 superficie del portador/coadyuvante at que se adosa el péptido.
Las fuerzas de repulsion electrostatica son efectivas entra ta superficie con carga
idéntica del portador/coadyuvants y el péptido antigénice, pero particularmente |a

superficie del portader con carga idéntica y los residuos de amincacidos que
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constituyen el péptids antigénico y mas particularments la supedicie del portadoer
con carga identica y los residuos de aminoacidos con carga identica
gomprandidos en 2l péptido antigénico, y pueden conducir a que el paptido
antigénico adopte una conformacian definida altamente especifica y estabilizada
que garantice una gran actividad biclégica. Como consecuencia, el péptido
antigénico se expone ¥ presenta en una conformacion con atta aclividad bictégica
por pemmitir que el sisiema inmune del organismo blanco interacide libremenie
con lgs determinantes antigénicos contenidos en la construccidn antigénica en la
conformacion biolégicamente activa, o cual conduce a una respuesta inmune
fuerte vy espacifica de conformacidn, 1o cual da por resultado, por ejemplo, un
slevado titulo de anticusrpo en e organismo blanco.

Mediante la cuidadosa coordinacion de la carga nefa global del péptida
antigénica por una parfe y del portador al cual el péptido se adosa, incorpora o
reconstituye por otra parie, el péptido antigénico se presenia expussto, o en la
cercania de |a supetficie del partador en una conformacion inducida y estabilizada
por fuerzas de repulsion electrostaticas efectivas enire la superficia del portador
con carga idéntica y el peplido antigénico, pero particulanﬂanfe la superficie del
nortador con carga idéntica y Jos residuos de aminoacidos que constituyen el
péptido antigénica y mas paricularmente la superficie del portadar con carga
idéntica y los residuos de aminoacidos con carga idéntica comprendidos en el
peptido antigénico. Eslo da por resuitado la pressntacion de ia construccion
antigénica de manera tal que estd libiemente accesibie a la maquinaria ds
defensa inmune del organismo blanco ¥y en consecugncia sea capaz de inducir
una respuasta inmunogénica fuerte v altamente especifica tras la administracion a
un animal o un humana. La respuesta inmunogénica tambien se puede aumentar
at usar un lippsoma como portador, en donde el liposoma puede actuar como

coadyuvante para aumentar o estimular [a respuesta inmune dentro dsl animal ©
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hurnano blanco 2 tratar con (a vacuna terapéutiCa de acuerdo con la invencion.
Cpcionalments, &l lippsoma, ademas, puede contener oiro coadyuvanta tal como,
por sjemplo, lipido A, alimina, fosfato de calcio, interleuguina 1, yfo
microcapsulas de polisacaridos y proteinas, pero paricularmente un lipido A
datoxificado, tal como mu_nufusfdril o difosforil lipido A, o aldmina.

En una forma de realizacion especifica de la invencion se usar un péptido
antigénico de acuerdo con la invencidn y descrito antes en la presenie,
particularmente un péptide antigénico cuya carga neta global sea negativa,
reconstituido en un liposoma, particularmanta un liposoma cuyos constituyentes
sean eiegidos de manera tal que la carga befa global del grupo de la cabeza del
liposoma sea negativa. En particular, el liposoma se compone de conslituyentes
seleccionados 'del grupo que consiste en dirhiristolifosfatidilcolina {DMPC),
dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPEA), dimiristoilfosfatidilgliceral  {(DMPG) ¥y
colesterol y opeicnalmente, también contiene. monofosfori lipida A © cualquier otro
coadyuvante que se puede usar en farma adesuada dentro del alcance de la
presente invencion tales como, por ejemplo, alimina, fosfato de calcio,
intereugquina 1, yo microtapsulas de polisacaridos y profeinas.

En otra forma de realizacion especifica de la Invencion se provee un
antigeno peptidico modificado de acuerdo con la invencian y tal coma se describio
antes en la presenie unide covalentements a una mol&écula de tipo anclaje capaz
de insertarse en el portadorfcoadyuvanie para asi fiar el peéptido al
portadorfcoadyuvante y presentarto snAbre o cerca de la superficie de una
molécula porfadora/coadyuvante de manera tal que {as fuerzas electrosiaticas
sean efectlvas tal come se describio antes en la presente.

Cuando se usan posomas como portador/ecoadyuvante, |as construcciones
de péptido antigénico generalmente fienen una cola hidrofdbica que se inserta en

la membrana del liposoma a medida que se forma. Ademas, los péptidos
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aniigénicos se pueden maodificar para coniener una cola hidrofébica, de manera
tal que se pueda insertar en el liposoma.
La construccién antigénica supramolecular de la presente invencion

generaimente comprende péptidos modificados para mejorar el efecto antigénico

en donde dichos péptidos pueden ser modificados por pegilacion {mediante

polietileriglicol o polietilengiicol modificade), o modificados por otros metedos
tafies como acido palmitico fal como se describid antes en la presente, poli-
amincacidos {por efermpla, poliglicina, polhistidina), polisacandos (por ejemplo
acido poligalacturénico, &cide polilactico, poliglicalide, quitina, quitosano),
polimeros sintéticos (poliamidas, poliuretanos, poliésteres) 0 copolimercs (por
gjemplo polifacido metacrilico) y N-(2-hidroxi}propilmetacrilamida) y simitares.

En una forma de realizacion especifica de la invencion, se proveen peptida
antigénicos de acuerdo con la invencidn y tal como se describio antes en Ia
presente, qua se modifican para contener una cola hidrofobica de masera tal que
dichos pépfidos se puedan insertar en el liposoma. En parlicular, el peptido -
amilolde puede ser modificado por un residuo lipofilico o hidrofébico que facilite la
insercion en la bicapa lipidica dél portadoricoadyuvante. Los residuos lipofilico o
hidrofdbico de la prasente invencién pueden ser acldos grasos, triglicéridos v
fosfolipidos, particularmente acidos grasos, trigiiceridos y fosfolipidos, en donde el
esqueleto carbonado de 4cidos grasos tiene al menos 10 atomoes de carbone,
particularmante residucs lipofliicos con acidos grasos con un esqueleto carbenado
de al mencs aproximadamente 14 atomos de carbono y hasta aprodimadamente
24 -étnmus de carbono, mas particularmente residuos hidrofobicos con un
esqueleto carbonado de al menos 14 atomos de carbono. Los ejemples de
residuos hidrofdbicos incluyen, sin limitaciones, aclde palmitico, acido estearico,

acide miristico, acide laurico, 4cido oleico, acide linoigico, acido linolénico y
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colesterol o DSPE. En una f_ofma de realizacidon especifica de [a invencion el
resicuo hidrofdbico es acido palmifico.

La palmiteilacion, a la vez que provee un ancla para el peptido en |a bicapa
del liposoma, debido a la longitud relativamente reducida de! residuo de 4cido
g{;ascn Cqep conduce 2 que el péptido se presente expuesto sobre o cerca de la
superficie del liposoma. En conseclencia, las células procasadoras del antigeno
deberan captar todo el liposoma cen el péptida.

En otrs forma de realizacion de la invencion, por gjamplo la usada en Ia
preparacicn de una construccion supramalecuiar, en donde el terminal PEG libre
astd unido cavalentemente a una molécula de fosfatidiietanotaming (en donde el
acidc graso puede serr mirlstico, palmitico, estearico, oleico, elc, o sus
combinaciones). Esta estructura suprameclecular se puede reconstituir en los
liposomas que consisten en fosfolipidos y colesterol {fosfatidiletanciamina,
fosfatidilglicerol, colesterol diversas relacicnes molares. Se pueden usar otros
fosfolipidos. Se usa lipide A en una concenfracion de aproximadamente 40
ug/pmol de fosfolipido.

Aun ﬁtrc: ohietc de la presente invencidn consiste en proveer
compeosicipnes de vacuna que comprenden una construccién  antigénica
supramelecular que comprende un peptido antigénico da acuerde con la invencidn
y tal como se descfibid antes en la presente, en donde el péptido se modifica a fin
de mejorar el efgcte antigénico, en donde dicho peptido, particularments un
fragmento peptidico AR de la parte N terminal del péptide AR, perp
particularmente un fragmento peptidico AR que consiste en residuos de
'amlnuécldns sedeccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 214,
1-13; 1-18(A2), 1-16(A4), 1-16(A5}, 1-16{A6), 1-16{A8), 1-16(A0), 1-16(A10); 1-
16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-18(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-
15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), un antigeno peptidico
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AB1.16a15, Mas particularmente un antigeno peptidico APy.16(a14) © AB1.16(a13), aun
mas particularmente un antigeno peptidico AB+.14, €specificamente un antigeno
peptidico AP+.15, pero especialmente un fragmento peptidico AR que consiste en
residuos de aminoacidos 1-15 dados en SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) dados en
SEQ ID NO: 3, es modificadc por pegilacién (mediante polietilenglicol o
polietilenglicol modificado), o es modificado por otros métodos tales como
poliaminoacidos (por ejemplo poli-glicina, polihistidina), polisacaridos (por ejemplo
acido poligalacturénico, acido polilactico, poliglicélido, quitina, quitosano),
polimeros sintéticos (poliamidas, poliuretanos, poliésteres) o copolimeros
(poli{acido metacrllico) y N-(2-hidroxi) propilmetacrilamida) y similares.

En otra forma de realizacion de la invencidn, el antigeno peptidico B-
amiloide de acuerdo con la invencion y tal como se describid antes en la presents
es un fragmento palmitoilado de péptido AB de la parte N terminal del péptido AB,
pero particularmente un fragmento palmitoilado de péptido AR que consiste en
residuos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-
18, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9),
1-16(A10); 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(AS),
1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(412), 15(A13), 15(A14),
particularmente un antigeno peptidico palmitoilado AB4.1sa15), Mas particularmente
un antigeno peptidico palmitoilado Af1.1sa14) © AB1.16(a13), aUN Mas particularmente
un antigeno peptidico palmitoilado AB+.14, especificamente un antigeno peptidico
palmitoilado AB1.15, pero especialmente fragmento palmitoilado de péptido AB que
consiste en residuos de aminoacidos 1-15 dados en SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14)
dados en SEQ ID NO: 3, modificado por residuos palmitoilo adosados
covalentemente en cada extremo de! péptido para dar entre 2 y 4, particularmente
4 residuos, reconstituidos en un lippsoma. Esta construccion antigenica

palmitoilada se puede usar para el tratamiento de una amiloidosis, un grupo de
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enfermedades y trastornos asociados con formacion de placa amiloide, incluso
amiloidosis secundaria y a fin de aliviar los sintomas asociados con la enfermedad
o restablecer una condicién que se encuentra en individuos sanos no afectados
por la enfermedad.

En clertas formas de realizacion, la construcciéon antigénica supramolecular
de la presente invencion comprende una secuencia de péptido antigénico tal
como se describid antes en la presente, adosada covalentemente a lisina pegilada
al menos uno en cada terminal, pero particularmente 1 o 2 en cada terminal. La
longitud de la cadena PEG (polietilenglico!) puede variar de n = 8 a n = 150.000 o
mas, particularmente de n = 10 a n = 80.000, mas particularmenteden=10an =
10.000. En una forma de realizacidon especifica de la invencién, la longitud de la
cadena PEG no es mas de n = 45, particularmente entre n = 5 y n = 40, mas

particularmente entre n = 10 y n = 30, y aun mas particularmente n = 10.

lLos lipopsomas que se pueden usar en las composiciones de la presente

invencion incluyen los conocidos por un experio en el arte. Se puede usar
cualquiera de los lipidos estandar de utilidad para preparar liposomas. Se pueden
usar los liposomas de bicapas y multicapas estandar para preparar
composiciones de la presente invencion. Si bien se puede usar cualquier método
para preparar liposomas conocido por un experto en el arte, los liposomas de
mayor preférencia se preparan de acuerdo con el método de Alving et al., Infect.
Immun. 60:2438-2444, 1992, incorporad asi como referencia. El liposoma
opcionalmente puede contener un coadyuvante y un inmunomodulador, 0 ambos.
Un inmunomodulador de preferencia es lipido A, particularmente unAlipido A
detoxificado tal como, por ejemplo, monofosforil o difosforit lipido A.

El liposoma puede tener una funcién dual por cuanto se puede usar como
portador que comprende la construccidon supramolecular tal como se describid

antes en la presente y al mismo tiempo actuar como coadyuvante para aumentar
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o estimular la respuesta inmune dentro del animal blanco o humano a tratar con la
vacuna terapéutica de acuerdo con la invencion. Opcionalmente, el liposoma
ademas puede contener otro coadyuvante y inmunomodutador o ambos tales
como, por ejemplo, lipido A, alumina, fosfato de calcio, interleuquina 1, y/o
microcapsulas de polisacaridos y proteinas, pero particularmente un lipido A, mas
particularmente a lipido A detoxificado, tales como monofosfonil o difosforil lipido A,
o alimina.

En particular, se trata una amiloidosis relacionada con la edad avanzada,
incluso trastornos neurclogicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD),
incluso enfermedades o0 condiciones caracterizados por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve
(MCI), demencia de cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (de tipo Dutch); el complejo de demencia de Parkinson
de Guam; ademas de otras enfermedades basadas sobre o asociadas con
proteinas simil amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis
multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), diabetes de inicio en el
adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y ofros, incluso
degeneracion macular, pero particularmente una enfermedad o condicion
caracterizados por la pérdida de ia capacidad de memoria cognitiva tales como,
por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI), por administracion de una
construccion antigénica supramolecular de acuerdo con la presente invencion,
pero particularmente una composicion de vacuna que comprende dicha
consiruccion antigénica supramolecular de acuerdo con la invencion a un animal,
particularmente un mamifero o un humano, afectado por dicho trastorno y en

consecuencia que necesita dicho tratamiento, pero especialmente enfermedad de
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Alzheimer, cuya manifestacion sintomatica se evidencia con leve falta de memoria
hasta pérdida total de la memoria.

La composicion de ia presente invencidn que comprende una construccion
antigénica supramolecular de acuerdo con la invencién y tal como se describio
antes en la presente se puede preparar en la forma de una solucidn liquida, o de
una suspension inyectable, o en una forma solida adecuada para la solubilizacion
antes de la inyeccidn en el contexto, por ejemplo, de un kit para usar la presenie
compaosician, tal comoe se describe mas adelante.

La composicidon de la presente invencién que comprende una construccion
antigénica supramolecular se administra a un humano o animal que padece una
enfermedad asociada a amiloide para inducir una respuesta inmune en dicho
humano o animal para aliviar los sintomas asociados con la enfermedad o
restablecer una condicion hallada en individuos sanos que no estan afectados por
la enfermedad.

Las composiciones de la presente invencion se administran a un humano o
animal por cualquiera de las vias estadndar adecuadas de administracion. En
general, la composicion se puede administrar por las vias tépica, oral, rectal,
nasal o parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea o intramuscular).
Ademas, la composicidn se puede incorporar en matrices de liberacion sostenida
tales como polimeros biodegradables, en donde los polimeros se implantan cerca
-de donde se desea la provisidn, por ejemplo, en el sitio de un tumor. El método
incluye la administracion de una dosis Cnica, la administracion de dosis repetidas
con intervalos predeterminados, y administracion sostenida durante un periodo
predeterminado.

En particular, la composicién de péptido antigénico de scuerdo con la
invencion se administra por inyeccion parenteral, particularmente por inyeccion

intraperitoneal, intravenosa, subcutanea e intramuscular.
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La dosis de la composicion dependera de la condicion tratada, la
composicion particular usada, y otros factores clinicos tales como pese, tamafio y
condicién del paciente, superficie corporal, el compuesto o composicion particular
administrados, otros farmacos administrados en forma concurrente, y la via de
administracion.

La composicion de vacuna terapéutica de acuerdo con la invencion se
puede administrar en combinacién con ofras sustancias y procedimientos
biologicamente activos para el tratamiento de enfermedades. Las otras sustancias
biolégicamente activas pueden ser partes de la misma composicién que ya
comprenden la vacuna terapéutica de acuerde con la invencion, en la forma de
una mezcla, en donds la vacuna terapéutica y la otra sustancia biologicamente
activa se entremezclan en o con el mismo solvente y/o portador
farmacéuticamente aceptable o se puede proveer por separado como parle de
composiciones por separado, lo cual se puede ofrecer por separado o junto, en
forma de un kit de partes.

La composicidn de vacuna terapéutica de acuerdo con la invencidn se
puede administrar concomitantemente con la otra sustancia o sustancias
biolégicamente activas, en forma intermitente o en secuencia. Por ejemplo, la
composicion de vacuna terapéutica de acuerdo con la invencién se puede
administrar simultaneamente con una primera sustancia adicional biolégicamente
activa o secuencialmente después o antes de la administracion de la vacuna
terapéutica. Si se elige un esquema de aplicacion en el cual mas de una sustancia
biolégicamente activa adicional se administran junto con la al menos una vacuna
terapéutica de acuerdo con la invencién, el compuesto o sustancia may se puede
administrar en forma parcialmente simultanea, parcialmente en secuencia en

diversas combinaciones.

A0



66

Es otro objeto de la presente invencién proveer mezclas de una vacuna
terapéutica de acuerdo con la invencion y opcionalmente, una ¢ mas sustancias
biolégicamente activas, ademas de métodos para usar una vacuna terapéutica de
acuerdo con la invencion, o sus mezclas, incluso composiciones que comprenden
dicha vacuna terapéutica o mezclas de vacuna terapéutica para el tratamiento de
prevencion y/o terapéutica y/o aliviar los éfectos de amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con formacién de placa amiloide, incluso
amiloidosis secundarias y amiloidosis relacionadas con la edad avanzada tales
como enfermedades incluso, sin limitaciones, trastomas neurolégicos tales como
enfermedad de Alzheimer (AD), incluso. enfermedades o condiciones
caracterizados por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como,
por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI), demencia de cuerpo de Lewy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
Dutch); el complejo de demencia de Parkinson de Guam; ademas de otras
enfermedades basadas sobre o asociadas con proteinas simil amiloide tales
como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), diabetes de inicio en el adulto; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos, y otros, incluso degeneracion macular.

Las mezclas de acuerdo con la invencion pueden comprender, ademas de
una vacuna terapéutica de acuerdo con la Invencidn, una sustancia
biolégicamente activa tal como, por ejemplo, compuestos conocidos usados’en la
medicacion de amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con
amiloide o proteina simil amiloide tales como la proteina AR que interviene en
enfermedad de Alzheimer, incluso un anticuerpo generado contra un antigeno
peptidico amiloidogénico, particularmente un anticuerpo generado contra un

antigeno amiloidogénico presentado en la forma de una construccion antigénica
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supramolecular, mas particularmente un anticuerpo de acuerdo con la presente
invencion y tal como se describe en ia presente.

En otra forma de realizacion de la invencion, la ofra sustancia o compuesto
bioldgicamente activo también puede ser un agente terapéutico que se puede
usar en el tratamiento de enfermedades y trastornos causados por o asociados
con amiloide o proteinas simil amiloide, incluso amiloidosis causada por amiloide
B o se puede usar en la medicacion de otros trastornos neuroldgicos.

La otra sustancia o compuesto biolégicamente activa puede ejercer su
efecto bioldgico por el mismo mecanismo ¢ uno similar a la vacuna terapéutica de
acuerdo con la invencién o por un mecanismo no relacionado de accidn o por una
multiplicidad de mecanismos de accidn relacionades y/o no relacionados.

Generalmente, los otros compuestos bioldgicamente activos pueden incluir
mejoradores de transmision de neutrones, farmacos psicoterapeuticos, inhibidores
de acetilcolinesterasa, bloqueadcres de los canales de calcio, aminas biogénicas,
tranquilizantes de benzodiazepinas, mejoradores de sintesis, deposito o liberacion
de acetilcolina, agonistas de recetor pos-sinaptico de acetilcolina, inhibidores de
monoaminooxidasa-A o B, antagonistas de receptor de N-metil-D-
aspartatoglutamato, farmacos antiinflamatorios no esteroides, antioxidantes, y
antagonistas de receptores serotoninérgicos.

En particular, la mezcla de acuerdo con la invencidn puede comprender al
menos otro compuesto biolGgicamente activo seleccionado del grupo que consiste
en compuestos contra estrés oxidativo, compuestos antiapoptdticos, quetantes de
metal, inhibidores de la reparacibn de ADN tales como pirenzepina y sus
metabolitos, acido 3-amino-1-propanosulfénico (3APS), 1,3-propanedisulfonaio
{(1,3PDS), activadores de secretasa, inhibidores de 8 y y secretasa, proteinas tau,
neurotransmisores, disruptores: de laminas B, moléculas antiinflamatorias o

inhibidores de colinesterasas (ChEl) tales como tacrina, rivastigmina, donepezilo,
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ylo galantamina y otros farmacos y suplementos nutritivos, junto con una vacuna
terapéutica de acuerdo con la invencién y opcionalmente, un portador y/o un
diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacion, las mezclas de acuerdo con la invencion
pueden comprender niacina o memantina junto con una vacuna terapéutica de
acuerdo con la invenciéon y opcionalmente, un portader y/o diluyente y/o un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

En aun otra forma de realizacién de la invencion se proveen mezclas que
comprenden “antipsicéticos atipicos” tales como, por ejemplo clozapina,
ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina para el tratamiento de sintomas
psicoticos positivos y negativos incluso alucinaciones, delusiones, trastornos del
pensamiento (manifestados por marcada incoherencia, salidas de carril,
tangencialidad), y comportamiento bizarro o desorganizado, ademas de
anhedonia, afecto disminuido, apatia, y retraccién social, junto con una vacuna
terapéutica de acuerdo con la invencion y opcionalmente, un portador ylo
diluyente y/o un excipiénte farmacéuticamente aceptable.

En una forma de realizacion especlfica de la invencion, las composiciones
y mezclas de acuerdo con la invencién y tal como se describio antes en la
presente comprenden la vacuna de acuerdo con la invencion y la sustancia
biolégicamente activa, respectivamente, en una cantidad terapéuticamente o
preventivamente efectiva.

Otros compuestos que se pueden usar adecuadamente en mezclas en
combinacion con la vacuna de acuerdo con la invencion se describen, por ejemplo,
en el documento WO 2004/058258 (ver especialmente paginas 16 y 17) incluso
blancos farmacolégicos terapéuticos (paginas 36-39), acidos alcansulfonicos vy
alcanolsuffiricos (paginas 39-51), inhibidores de colinesterasa (paginas 51-56),

antagonistas de receptor de NMDA (paginas 56-58), estrogenos (paginas 58-59),
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farmacos antiinflamatorios no esteroides (paginas 60-61), anticxidantes (paginas
61-62), receptores activados por proliferadotes de peroxisoma (PPAR) agonistas
(paginas 63-67), agentes reductores de colesterol (paginas 68-75); inhibidares de
amiloide (paginas 75-77), inhibidores de formacion de amiloide (paginas 77-78),
quelantes de metal {paginas 78-79), antipsicoticos y antidepresivos (paginas 80-
82), suplementos de nutricidbn (paginas 83-89) y compuestos que aumentan la
disponibilidad de sustancias biologicamente activas en el cerebro (ver paginas 89-
93) y profarmacos (péaginas 93 y 94 ), cuyo documento se incorpora en la
presente como referencia, pero especialmente los compuestes mencionados en
tas paginas antes mencionadas.

Se ha sabido por mucho tiempo que la vacunacion de un huésped animal o
humano con una proteina normal del huésped puede conducir al desarrollo de
autoanticuerpos dirigidos contra la proteina del huésped, lo cual da como
resultado trastornos conocidos en conjunto como trastornos autoinmunes. AB vy si
precursor proteico APP son de este tipo de protelnas normatles. En consecuencia,
el uso de estas proteinas de huésped en una vacuna tiene el potencial de crear
efectos secundarios indeseables. Existen evidencias en la bibliografia de que AB
puede activar una respuesta neurcinflamatoria causada en parte por una sobre
activacion del sistema de complemento, que ya estd muy activado en pacientes
que padecen enfermedad de Alzheimer u otras enfermedades
neurodegenerativas,

AB humano en su conformacion de 1dmina B es un poderoso activador del
sistema de complemento humano. Se fija con fuerza a la cola de colagseno del
complemento humano C1q. La sobre activacion del sistema de complemento
puede dar por resultado que el sistema de defensas natural del huésped se dé
vuelta y conduzca a la autodestruccion de células y tejidos incluso neuronas y sus

procesos. Por ejemplo, el complejo de ataque a membrana (MAC), que es parte
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del sistema de defensas naturales del huésped y protege al huésped contra las
bacterias y los virus invasores al insertarse dentro de dichas bacterias y virus, que
ante la sobreactivacion se pueden insertar dentro de células huésped y causar la
autodestruccion. La sobreactivacion tambien puede conducir a la estimulacion de
microglia para producir compuestos toxicos tales como radicales libres de oxigeno
y proteasas dafiinas.

En consecuencia, es otro objeto de la presente invencion prevenir
potenciales efectos secundarios tales como complicaciones neurolégicas
causadas por la vacunacion de un animal 0 un humano que padece una
enfermedad autoinmune con un autcantigeno, que tiene el potencial de estimular
también un sistema de complemento ya sobreactivado. Esto se puede lograr
dentro del alcance de la presente invencion al administrar un antigeno peptidico
AR, particularmente un antigeno peptidico paimitoilado AB, mas particularmente
antigeno peptidico paimitoilado AB4.15, pero especialmente el antigeno peptidico
palmitoilado AP+.1s (ACI-24, APi.4s5) en combinacion con un inhibidor de
complemento.

En consecuencia, es otra forma de realizacion de la invencién proveer una
composicion de vacuna que comprende ademas de un antigenc peptidico AR,
particularmente el antigeno peptidico AB de acuerdo con la invencion y descrito
con anterioridad en la presente; un inhibidor del sistema del complemento.

El inhibidor de complemento puede ser un compuesto seleccionado del
grupo que consiste en receptor de complemento soluble humano 1, proteina de
complemento antihumano C5 tales como, por ejemplo, un anticuerpo monaclonal
humanizado anti C5 o un fragmento de cadena inica de un anticuerpo
humanizado monoclonal, inhibidor-N de C1-esterasa e inhibidor de C1 natural

humano.
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Reciente énfasis sobre la co/morbilidad de AB y enfermedad
cerebravascular, el enlace entre AB y aterosclerasis, deterioro cognitive asociado
con angiopatia amiloide, significativa patologia microvascular cerebral, vy
deficiente clearance e AB a través de la barrera cerebrovascular en enfermedad
de Alzheimer, todos indican que el trastorno vascular es una caracteristica
importante de la condicion de neurodegeneracion crénica en enfermedad de
Alzheimer. {(Zlokovic, B.: (2005) Trends in Neurosciences 28, 202-208) En
consecuencia, la disfuncién neurovascular podria tener un papel importante en la
patogenia de la enfermedad de Alzheimer.

Hay amplia evidencia sobre una fuerte asociacion entre declinacion
cognitiva en la enfermedad de Alzheimer y trastorno cerebrovascular (Torre, de |a,
J. C.: (2004) Neural. Res. 26,-517-524, Gorelick, P. B.: {2004) Stroke 35, 2620-
2622). Se ha descrito reducciéon de la densidad microvascular, aumento de Ia
cantidad de vasos fragmentados, marcados cambios de didmetros de vasos, etc.
En enfermedad de Alzheimer (Bailey, T. L. et al: (2004) Neurol. Res. 26, 573-578
Farkas, E., y Luiten, P. G.: (2001) Prof. Neurobiol. 64, 575-611).

Varios estudios, incluso el estudio basado en una amplia poblacion de
Rotterdam (Greenberg, S. M et al: (2004) Stroke 35, 2616-2619) demostraron que
los factores de riesgo vascular podrian ser responsables de la declinacion
cognitiva en la edad avanzada — que conduce a la denominada “demencia
vascular”. -Varios factores de riesgo de enfermedad de Alzheimer y demencia
vascular se superponen, incluso ataques de isquemia transitoria, aterosclerosis,
enfermedad cardiaca, alta viscosidad del suero, etc.

La demencia vascular ocurre como consecuencia de dano del tejido
cerebral tras la deprivacion de oxigeno causada por el estrechamiento o el
bloqueo de vasos sanguinecs en el cerebro y es la segunda forma mas frecuente

de demencia. Los pacientes frecuentemente sufren enfermedad de Alzheimer y
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demencia vascular. Se estima que 1,7 millones de personas en la UE y 55.000
personas en EE. UU. sufren demencia vascular.

Una terapla para restablecer la presion normal de Oz en el cerebro, a pesar
del deterioro de flujo sanguineo en el cerebro tiene el potencial de influir
significativamente sobre la evolucion de la enfermedad de Alzheimer y de reducir
draméticamente la demencia vascular.

En consecuencia, es también otra forma de realizacién de la invencién
proveer una composicion de vacuna que comprende ademas de un antigeno
peptidico AR, particularmente el antigeno peptidico AB de acuerdo con la
invencion y tal como se describidé antes en la presente, un compuesto que
desencadena un descenso de la afinidad de Oj/hemoglobina, por lo que el
oxigeno es liberado en forma regulada posterior a los tejidos 6rganos.

En particular, el compuesto que modula la afinidad de Oz/hemoglobina
puede ser un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un farmaco
antilipemiante tales como, por ejemplo, acido cloflbrico o bezafibrato, incluso los
derivados de bezafibrato LR16 y L35, derivados de urea tales como, por ejempio,
acido  [2-[4[[(ariiamino)carbonil]-amino]fenoxi]-2-metilpropidnico, un  efector
alostérico de hemoglobina tales como, por ejemplo, 2,3-difosfoglicerato (DPG),
inositolhexakisfosfato (IHP), y fosfato de piridoxal.

Mas particularments, el compuesto que modula la afinidad de
Oz/hemoglobina puede ser un compuesto que comprende un ligando anionico
para un sitio alostérico de hemoglobina, en donde el ligando anidnico comprende
un anillo interno dé pirofosfato, opcionalmente junto con un catién no téxico.

Aun mas particularmente, el compuesto que modula la afinidad de
O2/hemogiobina es un derivado de hexafosfato de inosito! (IHP) que comprende
al menos comprende un anillo interno de pirofosfato, opcionalmente junto con un

catidon no toxico.
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A fin de capturar los efectos beneficiosos ofrecidos por un inhibidor de
complemento y un compuesto que modula la afinidad de Oxhemoglobina para
aliviar los efectos potencialmente dafinos de un sistema del complemento
sobreactivado y trastomos cerebrovasculares, respectivamente, la presente
invencién provee una composicion de vacuna en donde un antigeno peptidico AS,
particularmente el antigeno peptidico A de acuerdo con la invencidn y descrito
antes en la presente, estd comprendido en combinacién con un inhibidor dei
sistema del complemento y un compuesto que modula la afinidad de
0O2/hemaglobina, particularmente un efector alostérico de hemoglobina.

La composiciéon de vacuna de acuerdo con la invencion que comprende un
antigeno peptidico AB, particularmente el antigeno peptidico AB de acuerdo con la
invencion y descrito con anterioridad en la presente, se puede administrar en
forma concomitante, intermitente o secuencial con un inhibidor de complemento
y/o un compuesto que modula la afinidad de Oz/hemoglobina para aliviar los
efectos potencialmente dafinos de un sistema del complemento.sobreactivado y
trastornos cerebrovasculares, respectivamente. Por ejemplo, la composicién de
vacuna de acuerdo con la invencion se puede administrar simulianeamente con
un inhibidor de complemento o secuencialmente despueés o antes de la
administraciéon de la vacuna. Si se elige un esquema de aplicacion en donde se
administra un inhibidor de complemento y un compuesto que modula la afinidad
de Oz/hemoglobina, particularmente un efector alostérico de hemoglobina, junto
con al menos una vacuna de acuerdo con la invencion, los compuestos o
sustancias se pueden administrar parcialmente en forma simultanea, parcialmente
en forma de secuencia en diversas combinaciones.

Es otro objeto de la presente invencion proveer mezclas de una vacuna de
acuerdo con la invencién y un inhibidor de complemento y/o un compuesto que

modula la afinidad de O./hemoglobina, particularmente un efeclor alostérico de
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hemoglobina, ademas de métodos para usar una vacuna de acuerdo con la
invencion, o sus mezclas incluso composiciones que comprenden dicha vacuna o
mezclas de una vacuna de acuerdo con la invencion y un inhibidor de
complemento y/o un compuesto que modula la afinidad de Ox/hemoglobina,
particularmente un efector alostérico de hemoglobina, para el tratamiento de
prevencion y/o terapéutico y/o alivio de los sfectos de amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con formacion de placa amiloide, incluso
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la enfermedad avanzada
tales como enfermedades incluso, sin limitaciones, trastornos neurologicos tales
como enfermedad de Alzheimer (enfermedad de Alzheimer), demencia de cuerpo
de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de
tipo Dutch); el complejo de demencia de Parkinson de Guam; ademas de otras
enfermedades basadas sobre o asociadas con protelnas simil amiloide tales
como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis maitiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), diabetes de inicio en el adulto; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos, y otros, incluso degeneracion macular.

El péptido de amiloide modificado 1-15 péptido puede ser sintetizado segun
el método informado por Nicolau et al. (2002) Proc Natl. Acad. Sci USA 99, 2332-
2337. El enfoque informado por Nicolau et al incluye modificar el peéptido
antigénico mediante un injerto sobre resina de un residuo lipofilico o hidrofébico, a
los residuos de aminodacidos terminales de un péptido preformado. En particular,
se adosa un aminodcido protegido, particularmente un aminoacido Fmoc
protegido, a una resina mediante quimica de acople conocida. El grupo protector
se elimina y se acopla un segundo residuo de aminoacidos protegido. La sintesis
estandar de péptido altomatizada mediante quimica de proteccion conocida,

particularmente quimica Fmoc/tBu, y grupcs protectores de cadenas laterales
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luego se usa para la sintesis de péptido antigénico AB, particularmente el péptido
antigénico ABi.15 al acoplarse sobre los aminoacidos 1 a 15 de proteina amiloide
AB142.para producir el fragmento peptidico con una secuencia dada en SEQ ID
NO:1. En un paso final se acoplan otros dos aminoacidos protegidos al fragmento
peptidico en crecimiento. Los grupos Mtt luego se pueden escindir y acoplar
selectivamente con Aacido palmitico. Después de lavar la resina, se elimina el
grupo protector y simultaneamente se escinde la resina, seguido de
deéprotecciones de cadenas laterales mediante metodologia estandar. Ei
producto final luego se puede obtener con alta pureza y se confirma su identidad
por métodos conocidos en el arte tales como, por ejemplo, espectrometria de
masa por electrospray.

El residuo lipofilico o hidrofébico de acuerdo con la presente invencion
puede ser un acido graso, un triglicérido o un fosfolipido en donde el esqueleto
carbonado de Acidos grasos tiene al menos 10 atomos de carbono.
Particuiarmente, el residuo lipofilico o hidrofébico es un acido grase con un
esqueleto carbonado de al menos aproximadamente 14 atomos de carbono vy
hasta aproximadamente 24 atomos de carbono, donde cada cantidad individual
de atomos de carbono caen dentro de este rango también es parte de la presente
invencidbn. Mas particularmente, el residuo lipofilico o hidrofébico tiene un
esqueleto carbonado de al menos 14 atomos de carbono, pero especialmente 16
adtomos de carbono. Los ejemplos de residuos hidrofobicos incluyen, sin
limitaciones, acido paimitico, acido estearico, acido miristico, acido laurico, acido
oleico, &cido linoleico, y acido linolénico. En una forma especifica de realizacion
de la presente invencion, el residuo lipofilico o hidrofébico es acido palmitico.

Los antigenos liposomales de acuerdo con la invencion luego se pueden
preparar tal como se describe en Nicolau et al., 2002. E! peptido antigénico

amiloide modificado AB, particularmente péptido antigénico amiloide modificado
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AB1.4s se puede reconstituir en una construccion que consiste en liposomas,
particularmente liposomas formados por dimiristoilfosfatidilcolina  (DMPC),
dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPEA), dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) vy
colesterol, que opcionalmente contiene monofosforil lipido A.

En una forma de realizacion especifica de la invencién se usan liposomas
con lipido A como coadyuvante para preparar fa vacuna anti-amiloide. Se mezclan
dimiristoilfosfatidilcolina, glicerol y colesterol, particularmente en una relacion
molar de 0,9:1,0:0,7. Luego se agrega un inmunmodulador fuerte tal como, por
ejemplo, monofosforillipido A en una concentracion adecuada, particularmente en
una concentracién de entre 30 y 50 mg por mmol, mas particularmente de 40 mg
por mmol de fosfollpidos. £l péptido antigénico amiloide modificade AB luego se
agrega en una relacion molar de péptido a fosfollpido de entre 1:30 y 1:200,
particularmente en una relacion molar de entre 1:50 y 1:120, mas particularmente
de 1:100. Se extraen los solventes, por ejemplo por evaporacion, y la pelicuia
resultante se hidrata con solucion buffer estéril tal como, por ejemplo PBS.

También se pueden preparar los liposomas mediante la tecnica de
inyeccién por flujo cruzado tal como se describe, por ejemplo, en Wagner et al
(2002) Journal of Liposome Research Vo! 12(3), pp 259 — 270. Durante la
inyeccion de soluciones lipidicas en un sistema buffer acuoso, los lipidos tienden
a formar “precipitados”, seguidos de autodisposiciones en vesiculas. El tamafio de
vesicula obtenido depende de factores tales como concentraciéon de !ipidos,
velocidad de agitacion, tasa de inyeccian, y la eleccion de lipidos. El sistema de
preparacidon puede consistir en un médulo de inyeccion por flujo cruzado, vasos
para la fase polar (por ejemplo una solucién buffer PBS), un vaso de solucion de
etanol/lipido y un dispositivo de presion, pero particularmente un dispositivo de
presion de nitrodgeno. Mientras se bombea la solucién acuosa o polar a través del

modulo de inyeccion de flujo cruzado se inyecta la solucion de etanol/lipido en |
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fase polar con aplicacion de presiones variables. Para determinar |la
inmunogenicidad de la construccién antigénica modificada AB en un animal
adecuado seleccionado dei grupo que consiste en ratones, ratas, conejos, cerdos,
aves, etc., pero particularmente ratones, especialmente ratones CS57BL/6 se
inmunizan con el peéptido antigénico. La inmunogenicidad de la construccion
antigénica se determina con sondas de muestras de suero con intervalos
adecuados tras la inmunizacion con un inmunoensayc tal como, por ejemplo, un
ensayo de ELISA.

La construccion antigénica modificada, particularmente la construccidn
antigénica palmitoilada y mas particularmente, construccion palmitoilada AB+.15 se
usa para la inmunizacién de un animal, particularmente un mamifere o un humano,
que padece sintomas asociado con amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con formacién de placa amiloide, incluso amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada con la edad avanzada incluso, sin
limitaciones, trastornos neurolégicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD),
incluso enfermedades o condiciones caracierizados por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve
(MCI), demencia de cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebrat
hereditaria con amiloidosis (de tipo Dutch); el complejo de demencia de Parkinson
de Guam; ademas de otras enfermedades basadas sobre o asociadas con
proteinas simil amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis
multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes de inicio en el
adulto; aimiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otros, incluso
degeneracion macular, pero particularmente a enfermedad o condicidn

caracterizados por a pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como,
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por ejemplo, d.eterioro cognitivo leve (MCI) o cualquier otra enfermedad asociada
con amiloide.

La construccion antigénica supramolecular de acuerdo con la presente
invencién, pero particularmente una composiciéon de vacuna que comprende dicha
construccién antigénica supramolecular de acuerdo con la invencion se administra
a un animal, particularmente un mamifero o un humano, por cualquiera de las vias
estandar adecuadas de administracion. En general, la composicion se puede
administrar por las vias topica, oral, rectal, nasal o parenteral (por ejemplo,
intfravenosa, subcutanea o intramuscular). Ademas, la composicion se puede
incorporar en matrices de liberacion sostenida fales como polimeros
biodegradables, en donde los polimeros se implantan cerca de donde se desea la
provision, por ejemplo, en el sitio de un tumor. El método incluye la administracion
de una dosis unica, la administracion de dosis repetidas a intervalos de tiempo
predeterminados, y administracion sostenida guante un periodo predeterminado.

En una forma de realizacién especifica de la invencion, la construccion
antigénica de acuerdo con la invencién, particularmente una composicion de
vacuna que comprende dicha construccion antigénica en una forma
farmacéuticamente aceptable, se administra en dosis repetidas, en particular en 1
a 15 dosis, mas particularmente en 2 a 10 dosis, méas particularmente en 3 7 dosis
y aun mas particularmente en 4 a 6 dosis, con intervalos de entre 1 y 10 semanas,
particuiarmente en intervalos de entre 1 y 6 semanas, mas particularmente en
intervalos de entre 1 y 4 semanas, y aun mas particularmente en intervalos de
antre 2 y 3 semanas. La respuesta inmune se monitorea mediante la toma de
muestras de suerc en momentos adecuados después del refuerzo,
particularmente 3 a 10 dias después del refuerzo, més particularmente 4 a 8 dias
después del refuerzo y mas particularmente 5 a 6 dias después del refuerzo y

determinar la inmunogenicidad de la construccién antigénica mediante
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rretodologia conocida, paricularmente uno de ids inmunoensayos de uso comdn
tales como, por eilemplo, un ensayo da ELISA

La inmunizacidn con la construccidn antigénica de acuerdo con la
invencidn, pero parficularmente con una composicién de vacuna gue comprende
la construccién anfigénica de acuerdo con la invencidn en una forma
farmacéuticamente aceptable conduce a una significativa y altamente especifica
respuesta inmune en el animal o humano tratado.

Las composiciones de construccién antigénica supramolecular de ta
presente invencidn se administran a un humano o animal pare inducir inmunidad
para agentes antigénicos tales como organismoes infecciosos o aspecios
antigénicos de otras condiciones patclogicas tales como agregacion de $-amiloide
(enfermedad de Alzheimer) o trastormos hiperproliferativos tales como cancer. El
humaro o animal inmunizade desamolla anticuerpos circulantes contra el
organismo infeccioso, por [0 que reduce o inactiva su capacidad para estimular la
enfermedad.

Las composiciones de la presente invencion también s& puaden usar para
producir anticuerpos dirigidos contra péplidos  antigénicos. Los anticuerpos
ohtenidos se administran a individuos para conferiles inmunizacion pasiva contra
diversas enfermedades ¢ Irastornos, inclusc sin limitaciones, enfermedades
asocigdas con pratelna amiloide.

En consecuencia, en ung forma de realizacidon espacifica de la invencion,
las composicicnes de la construccién antigénica supramolecular de la presente
invencién se usan para producir un pans! de anticuerpos monoclonales o
policlonales especificos para diversos trastornes, incluso por gjemplo, enfermedad
de Alzheimer. Los anticuerpos se preparan por méetodos bien conocidos por los

que tienen experiencia comin en el arte,
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Las composiciones de la presente invencion se administran a un humano o
animal por cualquisr medlo adecuado, de preferencia por inyescian. Por ejempla,
un péptido antigénico modificade reconstituide en liposomas se administra por
inyeccion subcutdnea. Ya sea que se produzcan internamente o se pravean de
fuentes externas, los anticuerpes circulantes se unen al antigeno y reducen ¢
inzetivan su capacidad para estimutar la enfermedad.

En ciertas formas de realizacién, la constroccion antigenica supramaolecular
comprande un péptido con la secuencia de aminoécido de B-amiloide. Los
péptidos fambién pueden comprender o corresponder a péptidos amiloides beta
enteros vy sus fragmentos activos, Ademas, los péptidos de utilidad paras 1s
presante invencién también comprenden AR

Tamhién se provee un metodo para preducir un anticuerpo, inclusﬁ
ﬂualquiér anticuerpo funcichalmente equivalente o sus partes funcicnales de
acuerdo con la presente invencién, particularmente un método para producir un
anticuerpo monoclonal, incluso cualguier anticuerpo funcionalmente aquivalente o
sus partes funcicnales de acuerdo con la invencion, en donde el meiado
comprende elevar anticuerpos pero parlicularmente anticuerpos monoclonaies
contra una constriecidn antigénica supramotecular gua comprenden un péptido
antigénica correspondiente a la secuencia de aminoacido del antigeno peptidico
AR de acuerdo con la invencion y tal como se desoribié antes en la presents, pero
particularmente un anilgeno peptidico AB1-16{A15}, méas paricularmente aniigeno
paptidico  AR1-16(A14} o AR1-16(A13), aun mas padicularmente antigenc
peptidico AB1-14, pero especialmente gl pépiido B-amiloide modificada AR5, con
residuos hidrofébicos tales como, por ejemplo, acido palmitico 0 un residuo
hidrofiiico tal como, por sjemple, polietiienglical (PEG) o una combinacién de
ambos, en donde dicho residub hidrofébico e hidrofilico, respectivamiente, esté

covalentemente unido a cada terminal del peptido antigénico medianie al mencs
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una, perticularmente mediante 1 0 2 aminoacidos acoplade al residus de
aminodcidos terminal en ¢ada extremo del péptido antigénico, tales come, por
ejamplo, lisine o cualquier otro amincacido adecuado o andloge de aminoacido
capaz de servir como dispositivo conector para acoplar el residuc hidrofehico e
hidroffiico al fragmento peptidico tales como, por ejemplo, Acido glutamico y
cisteina.

El anticuerpe, particllammente ef anticuerpo monoclonal, que se ohtiene
mediante dicho métode es capaz, tras la administracién a un animal,
pariicularmente un mamifers o un humano, que padece deterioro de ia memoria,
de retener o aumentar la cepacidad de memoria cegnitiva en el animal, mamifero
o humano tratado. Es olro aspecto de la invencidn proveer un anticlerpo inclusa
cualquier anticuerpo funcionafmente equivalente o sus partes funcionales, o, mas
parijcularmente, un anticuerpo  monoclonal, incluse cualquier anticuerpe
funcionalmente equivalente o sus partes funcionales, que sa han farmade contra
uné construccion antigéntca supramolecular gue comprende un péptido antigénico
que corresponde a la secuencia de aminoacidos del antigenc peptidico Ap de
acuerdo con ia nvencidn vy tal como se describid antes en la pres:amé, pero
particularmente un antigeno peptidico ABT-16(A15), mas particularmente un
antigeno psptidico AB1-16{(A14) o AR1-18{A13), aun mas particularments un
antigeno peptidico AR1-14, pero especiaimente el péptido f-amiloide rmodificado
ABy.4s, con un residuo hidrofdbieo fales come, por efemplo, acida palmitico o un
residuo  hidrefilico tales come, por ejemplo, polietienglicol (PEG}Y o una
combinacion de. ambos, en donde dicho residuc hidrofdbico y hidrofilico,
respectivamente, esté ligado covalentements a cada uno de fos términos del
peptido antigenico mediante un aminoAcido tales como, por ejemplo, lising o
cualguier otro aminoacido o aminoacido analogo adecuado capaz de servir como

molécula ligadora. Cuande se usa un PEG como residuo hidrofllico, los terminales
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PEG libres se unenh covalentemente a fosfatidiletanclamina o cuaiquier otro
compuesto adacuado para actuar como elemento de anclaje para incluir la
construceiin antigénica eri la bicapa de un fiposoma.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Sintesis de antigeno peptidico tetra(palmitoil lisina}-AB1.1s

1.1 Protocole de sintesis 1:

El péptide amilcide palmitoiiado 1-15 se sintetizd segun un método
previamente informado mejorado {Nicolau et. al. 2002). Este nuevo enfoque
incluys un injerto sobre resina de acido palmitico a los residuos terminales Lys del
péptido preformado, en lugar de la sintesis gradual de fase sdlida que incorpora el
aminoacido modificado  Fmoc-Lys{Pal}-OH. Este nuevo enfoque mejora la
gficiencia de aceple y da un producto de considersble mayor pureza. En
consecuencia, &l emincdcide ortogonalmente protegide Fmoc-Lys(Wi)-OH se
adoso a una resina Wang_ por quimica de acople HBTU. El grupo Fmoc se elimind
meadiante 20% de piperidina en DMF y se acopld un sequndo residua de Fmoc-
Lys(Mt}-OH. Luego se ust la sintesis autornética esténdar de péptido medianté
guimica Fmoc/tBu y grupas protectores de cadena lateral estandar para acoplarse
a las siguientes 15 aminoacides. Por -ﬂ!timo. los dltimos dos aminoéacidos
acopiados son Fmoc-Lys(Mtt)}-OH. Los grupos Mt luego se escindieron
selectivamenis mediante 1% de TFA en diclorometano y liego se acoplaron a
acido palmitico con HBTU. Después del lavado de la resina, se exirgjo el grupo
Froc con 20% de piperidina en N, N-dimstiformamida (DMF) y finalmente se
reglizé escision simuitanea de 'a resina y la desproteccién de las cadenas
laterales con TFA en condiciones esténdar. Por trituracion con éter dietilico frio se
obtuvo el producto como sélido blanco. Por espectrometria de masa por

electrospray se confirmo la identidad del preducto {m/z esperado; 1087,9 ([M]3+).
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hallado: 1096,8 ([M-3H]3+), sin detectar otros péplidos ti-, di- o
monopalmitofados.

1.2  Protocole de siniesis 2:

Se pusde usar un enfaqua alternativo para |2 sintegis de antigeno peptidico
tetrafpalmitoil lisina)-AR+.1s basado sobre el injerio sobre resina de acido palmitico
a los residuos de terminal Lisina del péptido prefermado. En consecuencia, scbre
la resina 2-clorofritilc se acepld el aminoacido ortegonalmente protegido Fmoc-
Lys{ivDde)-OH. Después de la desproteccion de Fmac se acopld un segundo
Froee-Lya(ivDde)-OH después de 15 ruedas de sintesis de péplido automatizada
estandar mediante quimica FmoctBu v grupos protectores de cadena lateral
estandar de aminoéacidos. Después de acopfar fos dltimos dos residuos Fmoc-
L ys{ivDde}-COH, se extrajo el grupo Fmoc con 20% de pipericina en DMF y &l N

terminal protegide con un grupo Bee medianie bicarbonato de fer-butilo. Luego se

eliminaron quimioselectivamente los grupes protectores ivlide por traiamiente con,

3% de hidrazina en DMF vy luege se acopld acido palmitico a esios cuatro
residuos de Lisina con HBTU mediante dos acoplamientos de 18h cada uno.
Después del lavado de la resina se desprotegieron las cadenas aterales con TFA
! TIPS en condiciones estandar. Por irituracion con éter dietilico frie se obtuvo el
praducto como sélido blance. MALDI-Tof confirmé la identidad del producto sin
detectar otros péplidos tri-, di- c monopalmiicliados.

Las vacunas de liposomas se prepararon por ui método tal como se

describe en. US6843842 y EP1337322,

EJEMPLO 2: Sintesis de péptido antigénico B-amiloide lipid-PEG N- y ©-

terminal
La palmitoilacion, a la vez de proveer un ancla para el peptido en la bicapa
de! liposoma, debido & la relativamente reducida lengitud del residuc de &cide

grasa Gigo conduce a que el péptido practicamente estd acostado scbre ta

/gg-
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superficie. del lposoma, En consscuencia, las celulas que procesan &l antigeno
captan todo el lippsoma con €l péptido, lo cual podria dar por resultado una
respuesta inmune mas lenta en términos relativos.

Para mejorar |a respuesta inmune, se ha aplicade otfo anclaje/espaciador
para reconsiituir el péptido en el liposoma, por ejemplo polietilenglicol (PEG). PEG
se adosa covalentemente al résiduo de fisina unido en ambos ferminales dal
péptido. En & otro extremo de la cadena (PEGn=70) s& unid fosfaiidiletanclamina
(PEA) covalentemente para actuar como elemente de anclaje en la bicapa del
liposoma. En consecuencia, el liposoma aun actia como ceadyuvante y gl peplido
suficientemante alejade de la bicapa se puede procesar sclo y ast aumenta su
inmunogenicidad, comparade con el antigeno palmitailado.

Las metodologias para fa monopegilacion de péptidos en |8 posicidon N-a
son conocidas de ampllamente usados. También se ha descrito la monopegilacion
especifica de sitio en residucs intemusl de aminoacidos N o C terminales de
péptidas de tamana intermedio segun enfoques de fase sdlids o de injerio de
peptida.

A fin de evitar problemas con el impedimento estérico, ia reaccion se lievo
a cabo en la fase de solucion. Este enfoque exitosc incluye la sintasie de las
secuencias de pépiidos mediante protecciones estandar Fmoc/tBu de cadenas
laterales de aminoacidos. Para las secuencias de péptide que contienén residucs
internos Lys o His (1-16, 1-15}, se agregd un Lys{ivilde) orfagonalmente protegido
a cada terminal. Se agregd un Gly adicional al C terminal para facilitar la sintesis.
Se axfrajo el grupo Fmoc con 20% de piperidina én DMF y se N acelild con
anhidrido acético. Se logro la escision selectiva de los grupos ivDde con 3% de
hidrale de hidrazina en DMF durante 1 h. Se favorecto 1a resina 2-clorotritiio scobre
la mas ampliamente usada resina Wang dado que la primera demoestrd ser mucho

mas resistente a hidrazindlisis. Ademas, la resina 2-clorotritiio es extremadamente

AZE
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sensgible a acidos y en consecuencia, a diferencia de la resina Wang, pemits s
aislamiento de los péptidos protegidos. De hecho, fue necesario realizar la
reaccién de acoplamiento en la fase de sciucion como acoplamiento del peptido
figado a resina dado que el reactivo lipidice preactivado pegilado DSPE-PEG-SPA
no daba origen a ningtn producto de acoplamiente. En consecuencia, la escisitn
selectiva a partir de la resina en condiciones leves (acidc aceticof trifiluoroctanol /
diclorometana, 1:1:8, 1 h, ta) dio los péptidos internamente protegidos.

Los acopiamientos en fase de solucion se obluvieron con éxita con el
péptido derivado de la secuencia 1-16, 1-15 a DSPE-PEG-SPA en DMBO vy
exceso de base. Las reacciones iuego se stemperaron por adicion de exceso de
etanclamina durante 2 h y {a solucion se liofilizod,

La purificacidn per HPLC {columna semipreparada de fase inversa Cq) dio
entre 50-70% de hureza de los conjugades N y C terminal de PEG-lipido, cuyas
idenfidades se confirmaron por MALDI. Cada secuencia mostrd considerable
variacion en la facllidad de la reaccién de acoplamiento y las condiciones se
ajustaron en consecuencia {temperatura, cantidad de eqguivalentes molares de
DSPE-PEG-8PA, tiempe). Para a separacion del exceso de DIPE-PEG-5PA del
producto deseado se aplica purificacion HPLC, La separacidn de los productos
monc y diacoplados antes de las desprolecciones finales de las cadenas laterales
se¢ puede iograr mediante cromatografia de intercambio de cationes. Las
posteriores desprotectiones de cadenas laterales de péptidos v separacién def
exceso atemperado de DSPE-PEG-SPA conduge ai aislamiento de los
conjugados de interés con aceptable pureza.

Antigancs pegllados y palmitcilados

AR 145 (ACI-24)

424
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raconstituida en liposomas se midid mediante dicroismo circular {Figura 1a). El
AJi1-16 PEGifado parece estar en una conformacion de armiiamleﬂto al azar o de
proteina no astructurada (sefial negativa a 210 nm y que s acerca lentameante al
eje cero hasta 260 nm) mientras que el peptido palmitoilade AB1-15 centigne una
proporcion significativa de conformacion de lamina B (sefial poasitiva hacia 210 nm,
que cruza ¢l eie cero 'y se vuelve 2 acercar a 260 nm). En consecuencia parece
que la mayor cercania del péptido paimitcilado a la supetficie liposomal puede
imponer una confermacicn secundaria definida. Esto es potencialmenie debido a
interacciones electrosiaticas del péptido con ia superficie del liposoma, que

aparentemente no es posible con el péptide PEGilado.

32 Andlisis de ssfructura de B-amilcide 1-15 palmitoiiado reconstituide en

livosgmas

Para analizar la influencia de diferentes moléculas llgadoras sobre la
conformacién del péplido p-amiloide 1-15 reconstituido en lippscmas se realizd un
andlisis RMN (Figuras 1b ¥ 1¢). Aqui se usaron &cido palmitellico y polietilenglicol
{PEG con n=77), respeciivamente, como malécula ligadera o ancla para el
liposoma.

Para los esiudios por RMN se homogeneizaron mueastras que abargaban
los péptidos amiloide 1-15 (ACK24} palmitoilado vy antigeno pegilado AB4.15 (ACI-
01) reconstituidos en jiposomas por agitacion fuerte y la concentracion de Ia
solucion se aumentd por centrifugacion (3000 rpm durante 3*20 minutos a 4°C). v
ios sedimentos himedos obtenidos s& transfirieron a rotores MAS. Se prepararon
muestras adicicnales por suspension de las preparaciones de péptidos ACI-01 ¥
ACI-24 a una concentracion de 1 mM &en buffer PBS a pH 7.2, ademas de una
solucion 4 mM en el mismo buffer de la secuencia de pépt{du sin ligador, Se

agregd 10% de D20 a cada muestra.
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Se registraron los espectios de RMN TH HR-MAS en un espectromeiro
Bruker Avance 500 que operaha a una frecuencia de 500,13 MKz {1147}
equlpado con una sonda de 4 mm de triple resonancis {'H/*CAH) HR-MAS. Cada
muestra se introdujo en rotores de 4 mm de ZrO; sjustados con ins rciones
cilindricas de 50pl. Para todos los experimentes de RMN, las muestras se giraron
a una frecuencid fgual al ancho de especiro (6250 Hz) que elimina las bandas
laterales de gim del especlm; Se adquirio el espectro dé RMN de protén de una
dimenston con presaluracion y la secuencia Watergate (Piotto, M. et al (1992)
Piotto, M., et al (2005)) y al acumular 1000-1500 escaneos. La temperaiura de
aire portader que fluia dentro de la sonda se fijo en 285K para asagurar 208K en
la muestra.

Las Figuras 1b y ¢ demuestran las diferencias en el espectro RMN de una
dimension de péptido B-amiloide palmitcilade y pegilado. Se observaron dos
significativas diferencias en 8,00 v 8,25 ppm. Debido al hecho de que ambos
néplidos fienen exactamente la misma secuencia de aminodcidos, con la
excepcion de Lisina 16", estas diferencias en 8,00 y 8,25 ppm indican diferencias
en la estructura secundaria dado que la Lisina no deberia dar una sefal positiva
en ssia zona del especiro de los residuos ardmaticos de aminoacidos.

Se pudo demostrar por espactro de'RMN de protén de una dimension en la
zona de los residucs aromiéticos de eminoécidos que este disefio especifico de la
construccidn supramolecular de acuerda con la presenie invencion da por
restltado un péptido antigénico amilcide con una singutar, allamente especifica y
significativa estructura secundaria cuando esta reconstituida an los liposomas,
que difieren con diferentes meléculas de ligador. Esto podria significar que el
ligador / ancla fuerza y fija el péplido en una determinada o definida estructura
secundaria que depende de [a molécula de ligador usada. En el caso de usar

estas moléeulas como vacuna para la inmunizacidn activa es probable qgue los
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anticuerpos formados contra estos antigenos estructuralmente diferentes sean
especificos de antigeno y de conformacion.

Los datos previos obtenidos por ELISA y ORT (tarea de reconocimiento de
objeto en una prueba de memoria cognitiva) tras la inmunizacion de ratones APP
x PS-1 con antigenos palmitoilado AB+.15 ¥y pegilado APy.4s (ver Ejemplo mas
adelante) demuestran que solo el antigeno palmitoilado restablece el deterioro de
la memoria en este modelo de enfermedad de Alzheimer aunque ambos
demostraron la misma inmunogenicidad. El posible mecanismo por el cual dos
antigenos que presentan el misma péptido forman in vivo dos anticuerpos
funcionales diferentes, muy probablemente esté ligado a la diferente estructura
secundaria del péptido presentado formado por la tecnologla de ligador.
EJEMPLO 4: Cuantificaciéon de péptido reconstituido con orientacion
externa e interna

La cantidad de péptido reconstituidc en ACI-01 y ACI-24 fue establecida
mediante un ensayo basado en fluorescamina (FLA) que reacciona
especificamente con aminas primarias para formar aductos covalentes altamente
fluorescentes (Udenfriend, S. et al, 1972). Se prevé la reaccion de FLA con el N
terminal del péptido Pal1-15 en ACI-24 y con Lys-16 en ACI-01.

A fin de separar los péptidos libres de los de los liposomas, las muestras se
sometieron a ultracentrifugacion y los sobrenadantes obtenidos se analizaron para
determinar el contenido de péptido mediante el ensayo FLA. No se detectaron
péptidos libres en el sobrenadante de ACI-01 o ACI-24. El rotulado de las
fracciones sedimentadas con FLA mostr6 muy elevada selectividad para la
reaccién con el péptido en los liposomas para ACI-24 y ACI-01. A fin de
determinar el total de péptido presente sobre las superficies de los liposomas, se
repitieron los ensayos en presencia de Triton X-100 (2% en PBS) para alterar las

bicapas lipidicas. Esto dio por resultado un significativo aumento del rotulado; lo
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cual reveld que aproximadamente 63 % del péptido estd expuestc sobre la
superficie de la membrana externa. Por ofra parte, el rotulado de ACI-01 con FLA
solo alcanza una meseta en 1,2 mM de FLA, en cuya concentracion la emision es
idéntica cuando el ensayo se realiza en ausencia o presencia de Triton X-100.
Esto demuestra que la totalidad del péptido esta expuesto sobre la superficie de la
vacuna pegilada ACI-01.

EJEMPLO 5: Comparacion de la iInmunogenicidad de antigenos pegilados y
palmitoilados en ratones de tipo salvaje C57BL/6 (ELISA)

Se prepararon antigenos liposomales tal como se describe (Nicolau et al.,
2002). Los antigenos pegilado APiigaie. AB 441 y palmitoilado ABs.as se
reconstituyeron en una construccion que consiste en liposomas preparados de
dimiristoilfosfatidilcolina  (DMPC),  dimiristoilfosfatidiletanolamina  (DMPEA),
dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) y colesterol (relaciones molares 0,9: 0,1: 0,1:
0,7) que contienen monofosforil-lipido A (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.)a
40mg/mM de fosfolipidos.

Los antigenos pegilado AB1.1sa14, AB 411 y palmitollado AB.4.is (ACI-24) se
usaron para la inmunizacion en ratones C57BL/6 con intervalos de 2 semanas. Se
inmunizaron 10-12 animales con cada antigeno. Se tomaron sueros 5 dias
después del refuerzo y se realizaron ELISA con varias diluciones del suero. Se
presentan los resultados comparativos que muestran la inmunogenicidad de los
diferentes antigenos.

Los datos por ELISA demostraron que PEG-APBi.1sa14) liposomal es
significativamente mas inmunogénico que AB1.45 palmitoilado. ALUM adicional no
mejord la inmunogenicidad de PEG-AB1.16a1ay €N los ratones. La respuesta de
anticuerpos inducida por PEG-AB4-11 era mas lenta en comparacion con PEG-AR..

16(a14)-

-
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Debido a la cuestién de la traslacion de ia respuesta inmune més rapida en
una mayor capacidad de memoria, se compard el antigenc pegilado con el
antigeno palmitoilado en un modelo de ratones dobles transgenicos de
enfermedad de Alzheimer.

Se puede usar un método alternativo tal como se describe en US6843942 y
EP1337322. |
EJEMPLO 6: Comparacion de inmunogenicidad de antigenos pegilados
versus palmitoilados en madelo de ratones de enfermedad de Alzheimer

(ELISA)

6.1 Para los estudios de inmunizacién in vivo, ratones APP717 C57BL/6 x PS-1

A24BE FVB (ratones APPxPS-1) se colocaron en_jaulas individuales, se

separaron_en doble ciego aleatorio, se equipararon por edad y se obtuvo el

genotipo por PCR.

Se usaron ratones hembra jévenes (3-4 meses) de una cepa doble
transgénica que expresa la proteina precursora amiloide humano mutante (APP-
V7171) y presenilina-1 mutante humana (PS1-A246E) ambos bajo el control deki
promotor de gen murino thy1 y en antecedentes genéticos F1 (FVB x C57Bl). En
todos los ratones se determiné el genotipo por reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) a la edad de 3 semanas y cada raton se rotuld en forma exclusiva. En
todos los ratones se determiné dos veces el genotipo durante su vida mediante
una segunda PCR realizada al comienzo del estudio, y antes de la separacion por
doble ciego aleatorizado en diferentes grupos experimentales. Los ratones tenian
libre acceso a agua y alimento estandar para ratones (Muracon-G, Trouw Nutrition,
Gent, Belgica). Los ratones se alojaron en jaulas de metal estandar con ritmo
invertido dla-noche, de acuerdo con la legislacion local sobre trato de animales. 5

d antes del inicio de la prueba de comportamiento se enjaularon los ratones en
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jaulas de macrolon Tipd 2 y se transportaron al laboratorio de comportamiento
para aclimatizarse y habituarse al ambiente del laboratorio de pruebas.
6.2 Inmunizacion .

Se usaron liposomas con lipido A como coadyuvante para preparar la
vacuna antiamiloide (Nicolau et al., 2002). Se mezclaron dimiristoilfosfatidilcolina,
dimiristoilfosfatidilglicerol y colesterol en una relacién molar de 0,9:1,0:0,7. Se
agregd monofosforil-ipido A, un inmunmodulador fuerte, en una concentracion de
40 mg por mmol de fosfolipidos. Se agregaron los péptidos palmitoilado y
pegilado en una relacion molar péptido a fosfolipidos 1:100. Se evaporaron los
solventes, y la pelicula obtenida se hidratd con PBS estéril (pH7,3) hasta una
concentracién final de fosfolipido de 4 mmol.

Se usaron los antigenos palmitoilade (ACI-24, ABy.15) y pegilado (ACI-01,
AB1.1) para la inmunizacion en ratones APPxPS-1 con intervalos de 2 semanas (5
bisemanalmente eninoculaciones ip.). En cada grupo experimental se
inmunizaron 10 animales con cada antigeno por inyeccion intraperitoneal (200ul
por inyeccion, que contiene 8 nmoles de los péptidos). Liposomas vacios sirvieron
como control. Se tomaron sueros a intervalos regulares (bisemanalmente) y
también 5 dias despugés del refuerzo y se realizo un ELISA antiamiloide con varias
diluciones del suero. Se presentan resultados comparativos que muestran la
inmunogenicidad de los diferentes antigenos.

Se obtuvo significativa respuesta inmune en los ratones APPxPS-1
inmunizados con liposoma / Ap antigeno palmitoilado y pegilado cinco dias
después de la sexta inoculacién de antigeno, pero en contraste con la respuesta
inmune en ratones C57BL/6 sanos, el antigeno pegilado no generd mayor titulo
de anticuerpos que el antigeno palmitoilado en el modelo de enfermedad.

La respuesta inmune de IgG especifica anti AR aumentd mas rapidamente

con ACI-24, con pico tras 5 semanas. Ambas vacunas generaron clases e isotipos
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significativamente diferentes de inmuncglobulina, donde el antigeno paimilsilado
ACI-24 dio mayores tiulos de 1gG, en oposicion del pegilada ACI-01, que generd
mas anticuerpos de la clase IgM, L.as muestras finales de sangre proveniente de
todos los animales también se analizaron para el isotipo de 1g9G. (Figura 2)

8¢ identificaron los anticuarpos 1gG e IgM especificos para ABi42 por
ELISA. Las placas se recubrieron con 10 pg/ml de amiloide B4z durante la noche
a 4°C. Después de lavar cada cavidad con PBES-0,06% Tween 20 y bloquear con
1%, BSA, se agragaron diluciones seriadas de suaro a tas plagas y se incubaron a
37°C durante 2 horas. Después de lavar, se incubaron las placas con un g
fosfaiasa-conjugade antimuring (1gG, anticuérpa entero, Sigma-Aldrich St | ouis,
MO, EE. UU.) o anticuerpo especifico de isotipa (Igi, 1gG1, 1gG2a ¢ IgG3,
adquiido ds Pharmingen BD, San Diege, CA, EE. UU. & Ig2b de Zymed
L.abaratories, San Francisco, CA) durante 2 h & 37°C. Después del lavado final se
incubaron las placas con PNPP (para-nitrofenitfosfato), el sustrato de fostatasa, y
se leyo a 405 nm can un lector de placas de ELISA. Los resultados se expresaron
en referencia a las dilucionas seriadas de un pool fitllade de suero de ratones
~adulos inmunizados o de diluciores seriadas de un anticuerpe dispanible en el
comercio  (6F10, Chemicon International, Temecula, CA, EE. U]
Alternativamente, se expresan los resultados como DO en una dilucidn en la cual

ningun suero estaba en nivel de safuracion (Tabla 1}

Tabla 1.
IgG1 lg32z lgG2h
Conlrol AGI-01 | AC-24 Control AT ACI-24 Cantral ACI-H AEI-EL
Framedio 2,1 0,11 133 0,1% 0,22 0,55 @52 1,81 288
50 0.0 o002 0,58 0,03 0.03 0,77 012 1,23 q.a2
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1gG3
Contro! | ACI- | ACI-

01 24
Promedio | 0,1 0,63 | 2,05
SD 0,00 0,22 | 0,39

Se hallé ACI-24 principaimente en los isotipos IgG1 e IgG2b, ambos
subtipos predominantemente no inflamatorios Th2, y tambien en IgG3, que es una
suﬁclase de 1gG independiente de las células T. Con la excepcion de un animal
vacunado con ACI-24, ambas vacunas solo indujeron valores muy bajos de IgGZé
(Thi).

Se realizé el mapeo de epitopos de los anticuerpos obtenidos por ELISA
mediante una biblioteca de péptidos que comprende un total de 33 péptidos
biotinilados que cubren la totalidad de la secuencia de aminoacidos de ABR1-42
mientras que un péptido B biotinilado completo sirvié como. control positivo. La
inmunizacién con ambas vacunas, ACI-01 y ACI-24, dio por resultado anticuerpos
anti-Al con los mismos epitopos definidos por los aminoacidos 1-9 de Af
(péptida1). Ademas, se analiz6 la eventual dependencia de conformacion al medir
la union especifica de los antisueros anti-AB obtenidos contra Ap polimérico, al
adaptar el ensayo ELISA a las fibras. AB1-42. La inmunizacion con ACI|-24 elevd
mas significativamente los titulos elevados de anticuerpos anti-AB que reconocen
fibras AB1-42 que los antisueros producidos por ratones inmunizados con ACI-01
(Tablé 2). De los resultados obtenidos surge que la inmunizacién con ACI-01 y
ACI-24 produce respuesta inmune que no sclo difieren en el titulo, las subclases y

los isotipos de g, sino también en su especificidad de conformacion. Tabla 2.

A2E
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Control ACI-01 ACl-24
SEM 20490 x| 3428,2 + | 77706 *
46,7 2218 2080,1
Estadisiica  por p= 0,05 p=< 0,01
 ANOVA

EJEMPLO 7: Gomparacién de antigenos pegilados versus palmitoilados en
su capacidad de reconocimiento ef un modelo de ratdn con enfermedad de
Alzheimer {ORT)

7.1 impacto sobre la mejoria_dé la capacidad de lz memeria no espaglal,

dependiente del hipocampo en el modelo_murino APP x P51 de enfermedad de

Alzheimer

Para analizar st irﬁpamu sobre la mejoria de la capacidad de memofia no
gspacial, dependiente del hipocampo én el modelo murina APF x P81 con
enfermedad de Alzheimer durante el periode de 3 meses de Inmunizacion por
vacunacion activa anti-Ap1-16/1-15 con antigenos paimitoitade (ACI-24, ABq.is) ¥
pegilado (ACI-01, ABq.4g), se realizd una prueba de raconocimiente de objeto
(ORT) esenciaimente tal come se describe (Tang ef a/. 1999, Rampen ef al. 20003,
Se realizd el analisis estadistico mediante la prueba de comparacion multiple
ANOVA de Turkey-Kramer lal como se describe (Moechars, D. et al (1839} y
(1996)). Esta prueba se realizé mediante GraphPad InStat version 3.06 para
Windews, GraphPad Software, San Diego California EE. UL, www.graphpad.com.

Brevemente, se instald un esquerna de tres meses de inmunizacion con
seis inoculaciones bisemanales de ACI-01 y ACI-24. Un grupo de raiones recibié
lippsomas vaclos como control. Los ratones se habituaron durante 1 h a una caja
de campo abierio de Plexiglas {52 x 52 x 40 cm) con paredes verticales negras y

un piso trasi(cido suavemente fluminade por una lampara ubicada debajo de la
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caja. Al dia siguiente se colocaron los animales en la misma caja y se sometieron

a 10 min de prusba de adquisicion. Durante este estudic se colocaron los ratonas

individualmente en et campo abierte en presencia de un objeto A (bolita o dada), y
se midld el tiempo ocupado en explorar el objeto A (cuando la trompa del animal

estaba dirigida hacia el objeto a una distancia < 1 cm). Durante uns prueba de 10

min de retencién (segunda pruéta), realizada 3 h mas tarde, se colocaron uevos

objetos {objeto B: bolita o dade) junto. con el objeto conocido (objeto A)en el
campo abiefto. Se registrd el tiempo (tA v 1B} ocupado por el animal en explorar
los dos objetos, Se usé el indice de reconacimiento (R), definido como la relacion
entre e tiempe ocupado en explorar lcs nuévos objetos respecto del tiempo
ocupado en explorar ambos objetas [((B/AtA + 1B)) x 100] pdra medir |3 memuoria
no espacial. Se realizd el andlisis estadistico mediants ANOVA de factor Unico tat
como se describe ((Moechars et al. 1098; Moechars et al. 1996)).

Se usaron antigenos palmitoilado (ACI-24) y pegilado (ACI-C1} para Ja
inmunizacion en ratones APPXPS-1 con intervales de 2 semanas. Se Inmunizaron
10 animales de 3 meses por i.p. con cada antigeno (200 pi por cada inyeecién i.p.
y 100 pg de péptido) y un liposoma vacio sirvio como contrl, Sé obiuvieron
sueros 5 dias despﬁés de la inmunizacién y se realizd ELISA con varias
diluciones del suero. Los resultados comparativos muestran la inmunogenicidad
de ios diferentes antigenos. |

La capacidad cognitiva de los ratones transgenicos APPxPS-1 inmunizados
gon antigenos AP, palmitoilado (ACf~24)- y pagiladd (ACI-01j, se evalud en un
paradigma de memoria de recenocimiento visual no espacial, al sameterlos a una
tarea de reconocimiento de objeto conocida por depender de la aciividad del
hipocampo ({Tang et al. 1999), (Rampon ef ai. 2000})). Basicamente, lres horas

después de la capacitacion para familiarizar a todos los ratones con deiermninado

4O
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objeto, se analizaron para [a refencion al confrontarios con nuevos objetos, junio y
ademas del conacido.

La capacidad de ratencién o de memoria cognitiva de ratones APP x P3-1
se podia aumentar significativaments por inmunizacian gon antigeno palmitailade
ABi.q5 (ACl-24) comparade con los ratones control APP x P&-1 tratados (76,1 ¢
3,9% versus 48,1 + 4,5% para control; Tabla 3). Esto demuestra que los ratones
ACI-24 inmunizados reconocteron vy recordaron el objate original durante al menes
3 horas, por lo que liberaron su motivacién y su capacidad de exploracion estaba
intacta, @ igual que ralones sanos equiparables en edad, sexo, y ceps,
comparados con ratones de tipo salvaje no tratados y no transgénicos (61,8 £
5,1%). Aungue & péptide ACI-0t solo es un aminogcido mas large an el G
terminal (fisina 16") que el péptide ACI-24 y solo 1a tecnologia del Higadar es
diferente entre astas vacunas, la inmunizacion con antigenc pegilado ARq.qs {(ACI-
01) no demuestra restablecimiento de ia memoria (45,8 * 6,2%) comparable con

ACK24.

Tabla 3.
Control AGI-01 AGI-24 Sanos
SEM 491 +45 45,6 £ 6,2 76,139 61,8 £ 5,1
Estadistica n.s.* versus p< 0,05 | n.s.*  wersus
control vaersus contrel | control

n.s. no significativo

7.2  Potencial contiibuckn de las diferentes clases de anficueroo loM e lac & la
Para analizar la potencial contribucion de las diferentes clases de

-anticuerpo lgM & 1gG a la funcion cognitivo, se realizé un analisis de corrglacién.
Los anticuerpos IgV no sa carrelacionaron con la capacidad de memoria

{?=0,2333) pero los anficuerpos resultantes de ciase 1gG se correlacionaron en

oY
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términios generales (°=0,857) con el grado de capacidad de memoria {Indice ORT)
en dos fasas. Enire un indice ORT de 0 2 20 se observ una relacién mas lineal,

mientras que con un indice ORT superior a 20 la comrelacidn entra eh una fase de

saturacion. Esto podrla indicar que los anticuerpes igh gue no atravesaron la

barrera hematoencefalica no éonfribuyen al restablecimiento de la memoria. En

contraste, los anticuerpos IgG atraviesan la barrera hernatoencefalica segin la

subclase y estan ligados al mejoramiento de la memoria.

Para evaluar |a capacidad de la inmunizacién con ACH-24 a fin de modificar
la cantidad de péplidos de amilcide solubles e insolubles én el cerebro de ratones
APPxPS-1, se midieron AB1-40 y AR1-42 humanos mediante ELISA especlfico en
la fraccion solublé de homogenados de cerebro. Se usaron kits de ELISA
disponibles en & comercio (Amyloid B40 o p42 ELESA, The Genetics Company,
Zurich, Suiza). Se raalizd ELISA de acuerdo con ef protocole del fabricante. La
cuantificacion del contenido de AR de las muestras se obtuve al comparar la

absorbancia con la curva estandar preparada con AR1-40 o AB1-42 sintélico

(Tabla 4)
Tablz 4.

AR Soluble | Ap42 Soluble | AB40 AR42

Insolubie Inscluble

Control 26+06 31+£10 3.0+£01 3.0+0,04
ACI-24 2,108 2,109 2,0%0,1 2,0+ 0,07
ANCVA n.8, p<0,01 p<0,05 p<0,05
estadistica

n.s.* no significativo
Los datos se expresan en promeadio (AB ngfy homogenado de cerebro £ SEM)
La inmunizacién con ACI-24 cendujo a un significative descenso de AB1-40

v AB1-42 insoluble, reiacipnado con placa. Los niveles de AB1-42 scluble tambien
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eslaban signfficativamente reducidos, mientras que los niveles de AB1-40 solubls
solo mosiraron tendencia a descender,
Ejemplo 8: La inmunizacion con ACI-01 ¥ -24 no causa inflamacion

Se evalud 1a seguridad de ambas vacunas iiposomicas, ACI-01 y ACI-24, al
medir 1a produccion local de las citoguinas inflamaterias IL-18, IL-6, IFN-y y TNF &
por ELISA especifico. S& midleron ,[ns.niveles de TNF-a, IFN-y, |L-8 e [L~1 B an
homogenados totales de cersbro mediante ELISA en emparedado, de acusrdo
con los manuales de! fabricante {all R&D Systems, Minngapolis, MN, EE. UUL).
Los resultados se expresan en pg/ml en referencia a las diluciones seriadas de las
citoguinas recombinantes. Se evalué el grado de celulas de la micraglia {MHCII} ¥
astroglicsis (GFAP) activadas en el cerebro en la regién del sublculo, mediante
inmunuhistnq'uimica cuantitativa.

La inmunizacién con ACI-01 o ACI-24 no aumentd significativamente los
niveles de IL-1 B, IL-8, IFN-y ¥ TNF a en el cerebro. De made similar, no se
observaron diferencias en astrogliosis tras la inmunizacion can AC|-24, mientras
aue el grado de microglla activeda rmostrd una tendencia a disminuir despues de
un pericdo de inmunizacion de tres mesas. -

EJEMPLO 7: Fabricacién de mAbs :

Se us¢ antiganc palmitoilado (ACI-24, APy.4s) para la inmunizacién en
ratones C5YBL/G can intervalos de 2 semanas. Se inmunizaron 10-12 animales
ton cada antigena (vol. de inyeccion: 200 pl gue contienen 8 nmoles de peptido).
La dltima inyeccién se aplict 4 dlas antes de sacrificar (s animales. Despues de
5 inmunizaciones se selaccionaron ratones inmunizades con titulos terapéuticos
(cuando una dilucion 1:5.000 del susrc era positiva para ELISA) para una fusidn,
Se cosecharon células de bazo de animales inrmunizados e hibridomas generados
por fusidn de células de bazo sensibilizadas con una linea ceiular de migloma. La

fusion de ios Fnfocitos B de raton provenientes de los bazos se realizd con células

A
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de la linea celular de mieloma’ SP2-0. (ATCC, Manassas, VA) mediante los
procesos bien conocldes de Kohier y Milstein {Naturé 256: 495-497 (1875)} v
Harlow y Lane (Antibogies: A Laboratory Manua! (Cold Spring Harbor Laboratory,
Nueva York 1988))

{ as calulas fueron inducidas para fusionarse por adicién de polietilenglicol.
Las cé&lulas hibridas obtenidas luego se clonarcn de manera convencional, par
ejermplo se seleccionaron madiante dilucidn limitante de clones de 1gG preductora
de hibridoma y se analizaron por su union gspecffica al péplido ABisz por ELISA Y
se cultivaron los clones obtenidos, que produjeron les anticuerpes monoclonales
buscados,

Los hibridomas asi abtenidos se seleccionan quimicamente por plagueado
de |zs células en un medio de ssleccién que contiene hipoxantina, aminopterina y
timidina (HAT). '

Luego se analizan fos hibridomas para la capacidad de fproduce
anticuerpos  monoclonales  contra sspecificas  enfermadades o trastorngs
asociados a amiloide. Se clonan los hibridomas productores de los anticuerpos de
interés, se expanden y se guardan congelados para fa fufura produccian. Ei
hibridorna de preferencia produce un anticuerpo monoclohat con el isoilpo 1gG, de
mayor preferencia ef isotipo 19G2.

EJEMPLO B; Determinacién de especificidad para anticuerpo mAGH-24-Ab4

Para analizar ié aspecificidad del anticuerpo ACI-24-Ab4, se esludiaron
diferentes concentracionas de fibrillas de amiloide 1-42; 1-40 vy 1-38 prefermadas
en Hybond ECL Nitrocefulose Membrane (Amersham Bioscignces). Después de
bloquear con 10% de lechs en poivo y 0,7 % de Tween 20, las membranas se
Incubaron anticuerpo primartic a& 20 pg/ml durante 2h & T, Después de lavar, se
Fncuharc;n las meinbranas con anticugrpo 1gG antimurine de oveja conjugade con

peroxidasa de rabano de cabalio (Amersham Biosciences) durante 1 h a TA, se
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lavaron y se incubaron con solucion quimicluminiscente, seguido de exposicion de
la membrana a pelicula de rayos X,

Para rnedir la unidn de mAb (mACI1-24-Ab4) & fibras de amilcide § 1-42, se
preformaron fibras Ap 1-42, 1-40 y 1-38 durante siete dfas a 37°C y se analizaron
sobre {a membrana. Se usaron 20 pg/ml de anticuerpo para medir la capacidad de
fijacion y se detectd el anticuerpo con anticuerpo 1gG antimurino de oveja
conjugaﬁo con peroxidasa de rabano de caballo duranie 20 miriutos de expesicion.

Tal como se pudo demostrar par andlisis Dot Blot, el anticuerpe mACI-24-
Ab4 se une a diferentes fibras preformadas AP con diferente sensibilidad. El
anticuerpo exhibe mayor sensibilidad de unidn a las fibras ABq42 que ABio oAbz
Puede detectar al menos 0,001 g de fibras APt42z mieniras que el limite de
deteccion del anticuerpo para las fibras ABso €5 al menos de 0,1 ug y para las
fibras APsag de 1 ng, lo cual significa que fa sensibilidad es 100 vecss a 1000
veces inferior para estos tipos de fibras de amiioide. Estas dates demuestran gue
gl aniicuerpo ACI-24-Ab4 es al menos 100 veces mas sensible a la forma de
amiloide {1-42) que es sabido gie se hace insoluble al cambiar Ja conformacian
secundaria y compone la mayor parte de las placas amileides en los cerebros de
pacientes con enfermedad de Alzheimer.

EJEMPLO 9: Fraccionamlento por ultracentrifugaciéon de gradiente de
densidad |

Las propiedades de los anticuerpos monoclonales para  inhibir g
polimenzacion de las fibras APz y desagregar las fibras ABiuz-se estudiaron
mediante ultracenirifugacion de gradiente de densidad (Rzepecki et ai., 2004}
basado en &l principio de distribucidn entre las fibras peptidicas de diferente
tamafio que se obtignen tras |a incubaclidn con y sin anticuerpos, seguido de .
anélisis de sedimentacidn SDS-PAGE en un gradiente preformado (OptiPrep™).

El anaiisis simultaneo de la poblecion de fibras preformadas AR, las propiedades

A5
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de desagregacion y la inhibicidn de la agregacion de [0s anticuerpos coincubados,
Qia fijacion de los anlicuerpes a las fibras son cbvias ventajas de este métedao,

L os anticuerpos monoclonales formados contra AR5 (MAC!-24-Ab4) se
analizaron todos en ensayos de desagregacion € inhibicién.

Para la inhibicion de la agregacion de ARz, se incubaron monémercs de
ARz con mAbs en dds diferentes relaclones molares {relacion molar de
mondmero ARy treinta o cien vecss mayar que MADb) con |a concentracion final
de A de 50 pM. Tras 24 h de incubacion a 37 °C, las muesiras se superpusieron
sobre un gradiente discontinue de Opliprep™ v los tubos se Gentrifugaron & 259
000 g durante 3 h a 4°C. Se cosecharen 15 fracciones (140 pL cada una), en
donde la fraccion 1 era la fraccion menos densa desde la parte superior del
 gradiente y la fraccién 15 era 'a fraccion mas densa de la parte inferior del
| gradiente, También se fomo el sedimento. las fracciones recolectadas se
anafizaron por SDS-PAGE con tincion de plata. La coneentracion de AB+.p para
log ensayos de inhibicidn era cinco veces inferior que pars los ensayos de
desagregacion gue disminuyen la cinética de agregacion de amiloide y aseguran
la medicion dentro de |z fase lineal.

Sin adicién de mAb, se agregod peptido AR tras 24 h de incubacion y se
halld la mayer parte de la proteina en las fraccienes 13 al sedimente (sedimento,
muy poco-en 12), lo cual demuestra la complata polimerizacion de los mMoOnNdmMeras
de péptido AB. La inhibicion exitasa v significativa de la agregacion deberia dar
fibras mas pequefias u oligbmeros, que se deberfan encontrar en las fracciones
con m&s baja densidad. En el ensayo de agregacion mACH-24-Ab4 generaron un
cambio en las bandas para la mayoria {Banda mas fuerte) desde 13 a 11 y 12y
ura significativa solubilizacion de las bandas due comian en la fraccion 13 hasiz el

‘sedimento, Esto significa gue mMACi-24-Ab4 exhibe una fuerte capacidad para
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inhibir lz polimerizasion de mondmeros de péptido AB en fibras y reveld una unign
especifica a las fibras A (en las fracciones 11 y 12).

Para |la desagragacion de las fibrillas preformadas ARz por coincubacion
con MAbs (en dos relaciones molares diferentes 1:30 y 1:100, MAb + Monomero
AP142 Goh la concentracién AR final de 248 pM), se incubaron las muestras
durante 24 horas & 37°C. Después de 24 h se fraccionaron las muestras por
uliracentrifugacidn y se separaron por SDS-PAGE tal como se describid con
anterioridad y antas {(Rzepecki et al., 2004),

De modo similar al ensayo de agregacién, se pude demostrar la completa

polimerizacion de las fibras por la distribucion de fibrillas AB+42 solas en las
fracciones 12 a P {sedimento}. Aqul Jos cambios de las fibras hacia las fraccionss
de manor densidad indicarlan actividad de desagregacién del anticuerpo, cuando
sg coincuban con las fibras prefermadas. La adicién de mACH-24-Ab4 en una
relacion molar 1:100 mostrd un cambio de 1a mayorfa de |las fibras de amilpide de
12 a 11. En consecuencia, mACI-24-Ab4 indica tambien una fuerte actividad de
desagregacion,
Ejemplo 10: Aplicacién comhinada de un antigeno palmitoilado y un
inhibidor de Ja activacion del complemento en un estudio de retencion de la
capacidad de reconocimiento en un modelo muring de enfermedad de
Alzheimer (ORT)

A fin de prevenir potenciales efectos secundarios tales como
complicaciones neurclidgicas causadas por mayor estimulacion por vacunacion de
un sistema de compiemento ya sobreaciivado, ef antigeno patmitollado {(AC1-24,
ABr.s) se administrd en combinacién con un inhibidor de cemplemento
seleccionado del grupo gue consiste en TP10 {receptor 1 de complemento

humano scoluble), Eculizemab (proteina CS de complemento  antihurmano),

AR~
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Pexelizumab {complemento anti-CB), inhibidor natural de 'C1 Cetor® (inhibidor N
de estarasa C1) e inhibidor de C1 natural humano.

| inhibidor de complemenio se administra antes de la vacunacion de un
pacients humano con el antigeno palmitoilado (ACI-24, AB1.4s) 0 poco despues.

En un esquema de aplicacion en donde el inhibidor de complemento se
aciministra antes de la vacunacion con el antlgeno palmitoilado (ACI-24, AR5}, B
compuesto inhibidor se adminisira en una ventana temporal que comienza 20
horas antes de la vacunacion y que termina inmediatamente anies de la
vacunacion, {Esquema de aplicacion 1)

~ En un esguema de aplicacion en el cual el inhibidor de complemento se
administra después de la vacunacién con el antigens palmitoiado (ACH-24, AB+.4s),
el compueste inhibidor se administra en ung ventana tempmﬁl gqus comienza
inmediatamente -después de la vacunacidn y termina 1 dia después de la
aplicacion de la vacuna. {Esquema de aplicacion 2)
10.1 TP10 (receptor 1 de complements soluble humang)

En estudios humanos con TP10 se halld que es preferible mantener una
concentracian de TP10 en un rango de entre 100 pg/mL y 1680 pg/mL durante 24
horas después de CPB. A fin de obtener dicho rango de contentracion es mas
adecuado dar una dosig inicial de 10 mg/kg durante 9,5 horas, seguido de 10
mg/kg durante 23,5 horas (Li JS, Am Heart J. 2004 Jan;147{1):173-80.)

La vacunacion con antigeno paimitollado {(ACI-24, ABy.ss) se realiza
después de obtener una concentracidn deseada de TFP10 después del esquema
de aplicacion 1 o, alternativarhente, antes de aplicar la dosis inicial de 10 mg/kg
TR10 de acuerdu con el esquema de aplicacion 2.

10.2 Eculizumeb (proteina C5 de complemento anti humano)

Eculizumab (800 mg) se administra por infusidon cada semaha durante

cuatro semanas, seguido una semana después por una dosis de 800-ma y uege

AE
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por otras deosis de 800 mg semana de por madio hasta la semanza 12 (Hillmen P,
N Engl J Med. 2004 Fet 5;350{5):552-3.).

Para el iratamlento prolongado se puede administrar Eculizumab en una
dosis de 800 mg cada 12 a 14 dias. {Hill A, Blocd. 2005 Oct 1,106(7 :2559-65.
Epub 2005-Jun 28.)

{a vacunacion con artigeno palmiftoilada (ACI-24, ARy.s) se realiza
después de administrar la primera dosis de 600 mg ds Eculizumab segin &l
esquema de aplicacion 1 o, alternativamente, antes de dar la dosis inicial de 600
mg de Eculizumab, segin el esquama de aplicacion 2.

En algunos casos puede ser mas adecuado aplicar el esquema de
apticacidon 1 solo después de la semana 4, cuando se terminaron de dar ias
primeras cugtro rondag de administracion de Eculizumab y se logra una
concentracion estable de estado estable en el cusrpe humano,

10.3 Pexelizumakl {complemento anti- 05}

Pexelizumab se da por via inlravennsa como belo de 2,0 mg/kg durante 10

minutos en donde la administracion en bolo pusde ser seguida de una infusion de
1.0 mgkg durante 20 horas  (hiip:/circ.ahajournals.org/egifcontent/fullf
106/23/2086-a) o de 0,05 mg/kg/hora durants 24 haras.

La vacunacion cen antigenc palmitvilado {ACI-24, AB4as) se realiza
después de adminisirar el primer bolo de 2.0 mg/kg de Pexelizumab segin el
esquems de aplicacidon. 1 o, alternativamente, antes de dar el bolo inicial de 2,0
mofkg de Pexellzumab de acuerdo con €l esquema de aplicacion 2.

En alguncs casos puede ser mas adecuado aplicar el esquema de
aplicacion solo después des completar la segunda aplicacion por infusidn y obtener
una conceniracion ¢stable de estado estable &n el cuerpo humana.

10.4 [Inhibidor natiral humano 1
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E| inhibidor 1 se administra en dosis de 6,25 a 100 U/kg (vai Doom MB,
Allergy Clin Inmunol. 2005 Oct; 116(4):876:83. Epub 2005 Aug 8.)

Alternativamente, se puede administrar un concentrado de inhibidor
pasteurizado de C1 esterasa en dosis de entre 500-100CQ IU (De Setres J,
Transfus Apher Sci. 2003 Dec;29{3):247-564.); (Bork K, Arch Intarn Med. 2001 Mar
12,161(5):714-8.)

El inhibidor &1 también sé puede dar por via intravenosa en infusién de 1 h,
somenzando con 6000 1V, seguido de 3000 1U, 2000 1L, y 1000 IU con intervalos
de 12 1 {Caligzi C, Crit Care Med. 2002 Aug, 30(8)1722-8.)

Par cltimo, se puede administrar ef inhibldor C1 por via intravenosa cada
tres dlas como concentrado de inhibidor calentado al vapor en una concentraﬁién
de 25 unidades de plasma por kilograma de peso corporal, (Wéytes‘ AT, NEngl J
Med. 1996 Jun 20; 334(25):1630-4.).

La vacunacién con antigeno palmitoilado (ACH-24, AP...s) se realiza
después de administrar inhibidor C1 segan el esquema de aplicacion 1 o,
alternativamente, antes de dar la desis inicial de inhibidor C1 de acuerdo con el
esquema de aplicacion 2.

10.5 [Inhibidor natufal C1 Cetor® finhibidor N de esterasa O1)

El inhibidor N de esterasa C1 o Cetor® se adminisira en una dosis de
1.000 U, 1.500 U 0 2.000 U y més tarde se administra en la mismo dosis del oiro
.producte.

La vacunacisn con antigenc palmitoilado (ACI-24, ABy15) se realiza tras |a
administracion de la 2° dosis segdn et esquema de aplicacion 1 o,
altemativamente, se da antes de la dosis.ini'cial de 1.000 U, 1.500 U 0 2.000 U de

inhibidor N de esterasa C1 @ Cetor® de acuerdo con el'esquema de aplicacion 2.

ASD



107

Figuras

Figura 1a: Disefio y caracterizacion bicfisica de las des vaocunas
lippsomicas gque contienen peplides Inmunégenas con los primeros 15 (ACI-24,
AB1-15) y 18 (ACI-01, AR1-16) aminoacidos del peptido amiloide [1-42 de
longitud total. b) ACI-01 contiene AB1-16 flangueado con un residuo de lisina
pegilado en cada lado que porta DSPE que sirve como ancla liposomal en el ofro
axtremo de la cadena PEG (). Para ACI-24 (b}, dos residuos terminales de lisina
palmitoilados se uniercn covaleniemente a cada extremo de ABR1-145 para
reconsgtituir y anclar en antigeno dentro del liposoma (a). ¢} Espectros CD de los
dos antigenos reconstituidos en el liposoma, ACI-01 exhibe espectros que indican
una confermacion de proteina con enrcllamiente aleatorio o no estructurada
(sefial negativa hasta 210 nm y que se acerca lentamente al eje cero hasia
260nm) mientras que los espectros de ACI-24 contienen una significativa
proparcidn de estructura beta (sefial positiva hasta 210 nm, luego cruza el ge
cero y se vuelve a acercar hasta 260 nm). Para el analisis del espectro CD se
reconstituyeron muestras de beta-amilcide para anailsis (ACI-01 y ACI-24) en el
liposoma y se sometieron a ultrasonida mediante un sonicador de sonda con una
concentracién de péptido de 0,9865 mg/m! {1 m} en PBS). Los espectros CD se
registraran en un Dichregraph (JASCO J-810) con una cubela de celda de cuarzo
de 0,1 cm de longitud de via aptica. La ventana del espectro era de 190-260 nm
con ung velocidad de escanso de Eﬂ nm/min a 25°C vy los datos crudos se
expresaron an slipticidad en unidades @ {mdeg).

Figura 1b: La region espectral 'H que abarca los protones amida del
péptido vy las cadenas laterales aromaticas de los especiraos RMN de angulo de
spin magico de A. la vacuna ACI-01, B. la vacuna ACI-24, C. 1 mii ACI-D1, D. 1
mi ACI-24 ¥ E. 4 mM de péptide Ab1-15 en buffer PBS, pH 7,2.

A
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Figuralc: Especiro unidimensicnal ‘iIH RMN dasde 9 2 5,5 ppm de beta
" amiloide pegllado {negro) v palmitoifada 1-15 {azul). Los péptidos se sintetizaron,
se ligaron covalentemente a dcido palmficc o a PEG, respectivamente y se
reconstituyeron en PBS. Para el andlisis en RMN, las muestras se centrifugaron y
se regisiré un espectro total de 8 a 0,2 ppm.

Figura2:  Andlisis de titulos especificos de amiloide en el suero de
ratones APPxPSY inmunizados con antigenos pegilado (ACI-01) o palmitoilado
(ACI-24} en liposomas, comparade con ratones inmunizados con liposcmas
vaclos (control). a} La inmunizacion con ACI-24 generd niveles elevados de
anticuerpos 1gG especificos de amiloide (a, izquierda) solo después de dos
inmunizaciones y tres semanas después de la primera y alcanzaron un maximo
despuss de 5 semanés. Mientras que:la inmunizacion con ACI-01 generd niveles
sizvados de anticuerpos igh especificos de amiloide {a, derecha) con un maximo
después de 7 semanas pero solo niveles bajos de 1gG, comparado con ACI-24 (a,
izguierda, p<0,5).

Depadsitos:

Las siguienies lineas celularas de hibridoma se depositaron en "Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und  Zellkuituren  GmbH  (DSMZ)  en
Braunschweig, Mascherodar Weg 1 B, 38124 Braunschweig, bajo las provisiones

del tratado de Budapest:

Designacion de la linea | designacian dé | Fecha de | N.° de acceso

de hibridoma anticuerpo deposito

08 de diciembre | DSM

EJ 7H3 MACI-24-Ab4 |
| 2008 ACC2756

AS2-
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211> 16
<212>PRT

<213 Homo sapiens

<2

<223> artigeno peptidico AR 116

<400>2

Asp Ala Gl Phe Arg His Asp SerGly Ty Glu Val His His Gin Lys 16
<210> 3

«211= 15

<212=PRT

<213> Homa saplens

220>

<223> anfigenc peptidico A 1-1a(a14)

<400 3

Asp Ala Glu Phe Arg His Agp Ser Gly Tyr GuVal Hs GinLys 15
<2104

<211>8

212> PRT

213> Homo sapiens

250>

<223> artigeno peptidion AG 411
<004

Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr GLI 8
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<210>5

<211>13
<212=PRT

<213> Homo sapiens

e

<223~ artigeno peptidico AL aa.35

<400>5

Glu Asp Val Gly Ser AsniLys Gly Alaile lle GlyLeu 13
<2i0>6

<211=12

<212=PRT

<213> Homo sapiens

<220=

223> artigano pepticico AB 2040

<400> 6

Cly Ala le lle Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val 12
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descrito y determinado la naturaleza de la presente
invenciéon y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se declara
reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Un método para producir una composicion de vacuna terapéutica
que comprende usar un fragmento peptidico antigénico Ap que consiste en una
extension Gnica o repetida de entre 13 y 15 residuos contiguos de aminoacidos de
la parte N terminal del péptido Ap para el tratamiento de una enfermedad o
condicidon asociada a amiloide.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la
extension contigua de 13 a 15 residuos de aminoacidos se obtiene a partir del
fragmento N terminal 1-16 o 1-17 del péptido AB.

3. Un método de acuerdo con las rei\/indicaciones 162, endonde la
composicion de vacuna terapéutica comprende un fragmento peptidico Ap que
consiste en una extension unica o repetida de entre 13 y 15 residuos contiguos de
aminoacidos de la parte N terminal del péptido Ap seleccionado del grupo que
consiste en los residuos 1-15, 1-14, y 1-13.

4. Un meétodo de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde Ia
composicion de vacuna terapéutica comprende un fragmento unico o repetido de
péptido Ap seleccionado del grupo que consiste en antigeno peptidico AB.1s dado
en SEQ ID NO: 1 y AB+.1a14ydado en SEQ ID NO: 3.

5. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en donde el antigeno peptidico Ap esta modificado de manera tai que es capaz de
mantener y estabilizar una conformacion definida caracterizada por una
proporcién equilibrada de porciones a-helicoidal y/o lamina 8 y/o arrollamientos

aleatorios.
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6. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
en donde el antigeno peptidico AR se presenta reconstituido en un portador tal
como, por ejemplo, una vesicula, un cuerpo particulado o molécula.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el antigeno
peptidico AR se presenta reconstituido en un liposoma.

8. Un método de acuerdo ceon la reivindicacion 7, en donde el antigeno
peptidico AB es modificado por un fesiduo lipofilico o hidrefébico que facilita ia
insercion en la bicapa lipidica de! liposoma portador/coadyuvante.

9. Un método de acuerdoc con la reivindicacion 8, en donde [a
dimensién del residuo lipofilico o hidrofébico en combinacién con la carga neta
global del péptido antigénico y del portador/coadyuvante al que se adosa el
péptido, se incorpara o es reconstituido es tal que el peptido antigenico se expone,
estabiliza y presenta en una conformacion con alta actividad bioldgica, que
permite al sistema inmune del organismo blanco interactuar libremente con los
determinantes antigénicos contenidos en la construccion antigénica en su
conformacion expuesta, estabilizada y con alta activa biologica, lo cual conduce a
una fuerte respuesta inmune.

10.  Un método de acuerdo con cualquiera de ias reivindicaciones 8 a 9,
en donde el residuo lipofilico ¢ hidrofébico es un acido graso, un triglicérido o un
fosfolipido.

11.  Un método de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el residuo
lipofilico o hidrofébico es un acido graso, particularmente un acido graso con un
esqueleto carbonado de al menos 10 dtomos de carbono.

12.  Un métocdo de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el residuo
hidrofébico es &cido paimitico.

13. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12,

en donde la preparacién de liposoma contiene un coadyuvante,
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14.  Un método de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde el
coadyuvante es lipido A, particularmente lipido A detoxificado, tales como
monofosforil o difosforil-lipido A o alumina.

15. Un método para producir una composicion de vacuna terapeutica
que comprende usar un péptido antigénico inmunogénico para el tratamiento de
una enfermedad o condicién asociada a amiloide, en donde el antigeno peptidico
B-amiloide es un péptido antigeno palmitoilado modificado Af4.15 por adosar
covalentemente residuos de aminoacidos palmitoilados, particularmente entre 2 y
4, mas particularmente 4 residuos, reconstituidos en un liposoma.

16.  Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 13, en donde el peptido
antigénico ABi.15 s modificado por dos residuos palmitoilado de aminoacidos
adosado covalentemente al terminal N y C del péptido, respectivamente.

17.  Un método de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde el péptido
antigénico AB4.1s es modificado por 4 residuos de aminoacidos palmitoilados, dos
de los cuales se adosan covalentemente a los terminales N y C del péptido,
respectivamente.

18. Un método de acuerdo con [a reivindicacién 15, en donde dos 0 mas
moléculas de péptido antigénico palmitoilado Api.1s modificado por residuos
palmitoilo adosados covalentemente, particularmente uno o dos residuos, en cada
extremo de! péptido estan reconstituidos en un unico liposoma.

19.  Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18,
en donde la enfermedad o condicion asociada a amilcide es una seleccionada del
grupo que consiste en enfermedades incluyendo, sin limitaciones, trastornos
neurologicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), incluso enfermedades o
condiciones caracterizados por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva
tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI), demqencia de cuerpo de

Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis {de tipo
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Dutch); el complejo de demencia de Parkinson de Guam; ademas de otras
enfermedades basadas sobre o asociadas con proteinas simil amiloide tales
como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), diabetes de inicio en el adulto; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos, y otros, incluso degeneracion macular,

20. Un método de acuerdo con la reivindicacidon 19, en donde la
enfermedad o condicidn asociada a amiloide es enfermedad de Alzheimer.

21.  Un método de acuerdo con ia reivindicacion 19, en donde la
condicién asociada a amiloide se caracteriza por la pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva en un animal, particularmente un mamifero o un humano.

22. Un método de acuerdo con la reivindicacion 21, en donde el
tratamiento de un animal, particularmente un mamifero o un humano, que padece
una condicién asociada con amiloide caracterizada por la péerdida de la capacidad
de memoria cognitiva conduce a un aumento de la retencidn de la capacidad de
memoria cognitiva.

23. Un método de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde el
tratamiento de un animal, particularmente un mamifero o un humano, que padece
una condicién asociada con amilcide caracterizada por la pérdida de la capacidad
de memoria cognitiva conduce al restablecimiento campleto de capacidad de
memoria cognitiva. ‘

24. Una construccién antigénica que comprende un fragmento peptidico
antigénico AB que consiste en una extension Unica o repetida de entre 13 y 15
residuos contiguos de aminoacidos de la parte N terminal del péptide AR para el

tratamiento de una enfermedad o condicidn asociada a amiloide.
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25. Una construccion antigénica de acuerdo con la reivindicacion 24, en
donde la extension contigua de 13 a 15 residuos de aminoacidos se obtiene del
fragmento N terminal 1-16 o 1-17 del péptido Ap.

26. Una construccidn antigénica de acuerdo con la reivindicaciéon 24, en
donde la composicion de vacuna terapéutica comprende un fragmento peptidico
AB que consiste en una extensién Unica o repetida de entre 13 y 15 residuos
contiguos de aminoacidos de la parte N terminal del péptido Ap seleccionado del
grupo que consiste en residuos 1-15,1-14, y 1-13.

27. Una construccion antigénica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 24 a 26, en donde la composicidn de vacuna terapéutica
comprende un fragmento Gnico o repetido de péptido Ap seleccionado del grupo
que consiste en antigeno peptidico AB1.1s dados en SEQ 1D NO: 1 y AB1.4g(a14)
dados en SEQ ID NO: 3.

28. Una construccion antigénica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 24 a 27, en donde el antigeno peptidico Ap esta modificado de
manera tal que es capaz de mantener y estabilizar una conformacién definida
caracterizada por una proporcién equilibrada de las porciones o-helicoidal y/o de
lamina B y/o de arrollamientos aleatorios.

29. Una construccion antigénica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 24 a 28, en donde el antigeno peptidico Ap se presenta adosado
o reconstituido en un portador/coadyuvante tal como, por ejemplo, una vesicula,
un cuerpo particulade o molécula.

30. Una construccion antigénica de acuerdo con la reivindicacion 29, en
donde el antigeno peptidico Ap se presenta reconstituido en un liposoma.

31. Una construccion antigénica de acuerdo con la reivindicacion 30, en
donde el antigeno peptidico AB es modificado por un resto lipofilico o hidrofébico

que facilita la insercién en la bicapa lipidica del liposoma portador.
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32. Una construccion antigénica de acuerdo con la reivindicacion 30, en
donde la dimension del resto lipofilico o hidrofébico en combinacion con la carga
neta globai del péptido antigénico y del portador al que el péptido se adosa,
incorpora o reconstituye de tal manera que el péptido antigénico es expuesto al
solvente y presentado en una conformacién que es biologicamente activa pues
permite al sistema inmune del organismo blanco interactuar libremente con los
determinantes antigénicos contenidos en la construccion antigénica, lo cual
conduce a una fuerte respuesta inmunogénica y en consecuencia, a un elevado
titulo de anticuerpo en el organismo blanco.

33. Una construccion anfigénica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 30 a 32, en donde el resto lipofilico o hidrofobico es un acido
graso, un triglicérido o un fosfolipido.

34. Una construccion antigénica de acuerdo con la reivindicacion 33, en
donde el resto lipofilico o hidrofabico es un acido graso, particularmente un acido
grasa con un esqueleto carbonado de al menos 10 atomos de carbono.

35. Una construccion antigénica de acuerdo con la reivindicacion 34, en
donde el resto hidrofébico es acido palmitico.

36. Una construcci'(bn antigénica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 30 a 35, en donde la preparacion de liposoma contiene un
coadyuvante o un inmunomodulador.

37. Una construccién antigénica de acuerdo con la reivindicacion 36, en
donde el inmunomodulador es lipido A, particularmente lipido A detoxificado tal
como monofosforil o difosforil lipido A o alamina.

38. Una composicién de vacuna que comprende un antigeno peptidico
APB..15 para el tratamiento de una enfermedad o condicion asociada a amiloide.

39. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 38, en

donde el antigeno peptidico ABy.15 es modificado de manera tal que es capaz de



mantener y estabilizar una conformacion definida caracterizada por una
proporcién equilibrada de porciones de arrollamiento aleatorio, hélice a y lamina B.

40. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 38 6 39, en donde el antigeno peptidico AB+.45s se presenta
adosado a un portador tal como, por ejemplo, una vesicula, un cuerpo particulado
o0 molécula.

41, Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 40, en
donde el antigeno peptidico AB+.15 se presenta reconstituido en un liposoma.

42.  Una composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 41, en
donde el antigeno peptidico AB4.15 es modificado por un resto lipofilico o
hidrofébico que facilita la insercion en la bicapa lipidica hidrofdbica del liposoma
portador/coadyuvante.

43. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 42, en
donde la dimensidén dei resto lipofilico o hidrofdbico provee un ancla para el
péptido en la bicapa del liposoma en combinacion con la carga neta global del
péptidc antigénico y del portador al cual el péptido se adosa, incorpora o
reconstituye de manera tal que el péptido antigénico es expuesto al solvente y
presenta una conformacién bioclégicamente activa pues permite que el sistema
inmune del organismo blanco interactie libremente con los determinantes
antigénicos contenidos en la construccién antigénica, lo cual conduce a una fuerte
respuesta inmunogénica y, en consecuencia, un elevado titulo de anticuerpos en
el organismo blanco.

44. Una composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 43, en
donde el resto lipofilico o hidrofébico en un acido graso, triglicérido o fosfolipido.

45. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 44, en
donde el esqueleto carbonado de &cidos grasos tiene al menos 10 atomos de

carbono.
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46. Una composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 45, en
donde el resto hidrofobico es acido palmitico.

47. Una composicién de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 41 a 46, en donde la preparacién de liposoma contiene un
coadyuvante y/o un inmunomodulador.

48. Una composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 47, en
donde el inmunomodulador es lipido A detoxificade, tal como monofosforil o
difosforil lipido A.

49. Una composicion de vacuna que comprende un peptido antigénico
inmunogénico para el tratamiento de una enfermedad o condicion asociada a
amiloide, en donde el antigeno peptidico B-amiloide es un antigeno peptidico
palmitoitado AB1.1s modificado por residuos palmitoilo adosados covalentemente,
particularmente entre 2 y 4, mas paricularmente 4 residuos, en cada extremo del
péptido reconstituido en un liposoma.

50. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 49, en
donde dos o mas moléculas de antigeno peptidico palmitoilado AB4.4s madificado
por residuos palmitoilo adosados covalentemente en cada extremo del peptido
estan reconstituidos en un Gnico liposoma.

51. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en donde, la administracion a un animal,
particularmente un mamifero, pero especialmente un humano, da por resultado
sobre todo la generacion de anticuerpos de subtipos no inflamatorios.

52. Una composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 51, en
donde dichos anticuerpos son de subtipo no inflamatorio Th2, particularmente de
isotipo IgG1 e 1gG2b.

3. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones precedentes, en donde la administracion a un animal,
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particularmente un mamifero, pero especialmente un humano, da por resultado
sobre todo la generacion de anticuerpos de la subclase de IgG independiente de
células T.

54.  Una composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 53, en
donde dichos anticuerpos son de isotipo 1gG3.

55. Una composicién de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en donde, la administracibn a un animal,
particularmente un mamifero, pero especialmente un humano no conduce a un
significativo aumento de marcadores de inflamacion en el cerebro.

56. Una composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 53, en
donde dichos marcadores son seleccionados del grupo que consiste en IL-1 f3, IL-
6, IFN-y y TNF «.

57. Una composicién de vacuna de acuerdo con cualquiera de [as
reivindicaciones precedentes, en donde la administracion a un animal,
particularmente un mamifero, pero especialmente un humano conduce a una
significativa disminucion de AB1-40 y AB1-42 insoluble, relacionada con placa en
el cerebro.

58. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en donde la administracién a un animal,
particularmente un mamifero, pero especialmente un humano conduce a
significativa reduccion del nivel de Ap1-42 soluble en el cerebro.

59. Una composicién de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes para el tratamiento de una enfermedad o condicion
asociada a amiloide en un animal, particularmente un mamifero o un humano, que
padece dicha condicion.

60. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 59, en

donde la enfermedad o condicion asociada a amiloide es una seleccionada del
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grupo que consiste en enfermedades incluyendo, sin limitaciones, trastornos
neurolégicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), incluso enfermedades o
condiciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva
tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI) demencia de cuerpo de
Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
Dutch); el complejo de demencia de Parkinson de Guam; ademas de otras
enfermedades basadas sobre o asociadas con proteinas simil amiloide tales
como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotrofica), diabetes de inicio en el adulto; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos, y otros, incluso degeneracion macular.

61. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 60, en
donde la enfermedad o condicién asociada a amiloide es enfermedad de
Aizheimer.

62. Una composiciéon de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en donde la administracion a un animal,
particularmente un mamifero o un humano, que padece una condiciéon asociada
con amiloide caracterizada por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva
conduce a un aumento en la retencion de la capacidad de memoria cognitiva.

63. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, en donde la administracion a un animal,
particularmente un mamifero, pero especialmente un humano, que padece una
condicién asociada con amiloide caracterizada por la pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva conduce al restablecimiento completo de la capacidad de

memoria cognitiva.
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64. Una composicion de vacuna que comprenden un antigeno peptidico
AP para el tratamiento de una enfermedad o condicion asociada a amiloide junto
con un inhibidor del sistema de! complemento.

65. Una composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 64, en
donde e! antigeno peptidico AB es un antigeno peptidico AB1.1s.

66. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacidon 65 que
comprende un péptido antigénico inmunogénico para el tratamiento de una
enfermedad o condicién asociada a amiloide, en donde el antigeno peptidico B-
amiloide es un antigeno peptidico palmitoilado ABs.4s modificado por residuos
palmitoilo adosados covalentemente, particularmente entre 2 y 4, mas
particular.mente 4 residuos, en cada extremo del péptido reconstituido en un
liposoma junto con un inhibidor del sistema del complemento.

67. Una composicion de vacuna gque comprende un antigeno peptidico
AB para el tratamiento de una enfermedad o condicion asociada a amiloide junto
con un compuesto, particularmente un efector alostérico de hemoglobina, que
desencadena una liberacién aumentada y regulada de oxigeno é los tejidos.

68. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacién 67, en
donde el antigeno peptidica AB es un antigeno peptidico AB1.1s.

69. Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 68 que
comprende un péptido antigénico inmunogénico para el tratamiento de una
enfermedad o condicién asociada a amiloide, en. donde el antigeno peptidico B-
amiloide es un antigeno peptidico palmitoilado ARs.1s modificado por residuos
palmitoflo adosados covalentemente, particularmente entre 2 y 4, mas
particularmente 4 réSiduos, en cada extremo del ‘péptido reconstituido en un
liposoma junto con un compuesto, particularmente un efector alostéerico de
hemoglobina, que desencadena una liberacién aumentada y regulada de oxigeno

a los tejidos.
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70. Una composicién de vacuna que comprende un antigeno peptidico
AP para el tratamiento de una enfermedad o condicion asociada a amiloide junto
con un inhibidor del sistema del complemento y un compuesto, particularmente un
efector alostérico de hemoglobina, que desencadena una liberacidn aumentada y
regulada de oxigeno a los tejidos.

71. Una composicién de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 70, en
donde el antigeno peptidico A es un antigeno peptidico ABi.1s.

72.  Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 71 que
comprende un péptido antigénico inmunogénico para el tratamiento de una
enfermedad o condicion asociada a amiloide, en donde el antigeno peptidico p-
amiloide es un antigeno peptidico palmitoilado AB1.15s modificado por residuos
palmitoilo adosados covalentemente, particularmente entre 2 y 4, mas
particularmente 4 residuos, en cada extremo del péptido reconstituido en un
liposoma junto con un inhibidor del sistema del complemento y un compuesto que
modula la afinidad de Oz/hemoglobina, particularmente un efector alostérico de
hemoglobina, que desencadena una liberacion aumentada y regulada de oxigeno
a los tejidos.

73. Una composicién de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 64 a 66 y 70 a 72, en donde el inhibidor de complemento es un
compuesto seleccionado del grupo que consiste en receptor 1 de complemento
soluble humano, proteina anti-C5 de complemento humano tales como, por
ejemplo, un anticuerpo humanizado anti-C5 monoclonal o un fragmentc de
cadena sencilla de un anticuerpo humanizado monoclonal, inhibidor N de
C1- esterasa e inhibidor C1 natural humano.

74. Una composicién de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 67 a 69 y 70 a 72, en donde el compuesto que modula la afinidad

de 0,/hemoglobina es un compuesto seleccionado del grupo gue consiste en un
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farmaco antilipemiante tal como, por ejemplo, &cido clofibrico o bezafibrato incluso
los derivados bezafibrato LR16 y L35, derivados de urea tales como, por ejemplo,
acido [2-[4[[(arilamino)carbonil]-amino]fenoxi]-2-metilpropiénico, un efector
alostérico de hemoglobina tal como, por ejemplo, 2,3-difosfoglicerato (DPG),
hexakisfosfato de inositol (IHP), y fosfato de piridoxal.

75. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 67 a 69 y 70 a 72, en donde el compuesto que modula la afinidad
de Oz/hemoglobina es un compuesto que comprenden un ligando anidnico para
un sitio alostérico de hemoglobina, en donde el ligando aniénico comprende un
anillo interno de pirofosfato, opcionalmente junto con un catidén no téxico.

76.  Una composicion de vacuna de acuerdo con la reivindicacion 75, en
donde el compuesto que modula la afinidad de O,/hemoglobina es un derivado de
hexafosfato de inositoi (IHP) que comprende al menos un anillo interno de
pirofosfato, opcionalmente junto con un cation no téxico.

77. Una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 64 a 75, en donde el antigenc peptidico 3-amiloide comprende
una construccién antigénica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 24
adi.

78. Uso de un fragmento de antigeno peptidico A} que consiste en
una extension UOnica o repetida de entre 13 y 15 residuos contiguos de
aminoacidos de la parte N terminal del péptido Af} para la preparacion de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad o condicién
asociada a amiloide.

79. Uso de un antigeno peptidico Ap tal como se describe de acuerdo
con las reivindicaciones 2 a 23 ¢ una construccién antigénica de acuerdo con
cualquiera de tas reivindicaciones 24 a 37 para el tratamiento de una enfermedad

o condicion asociada a amiloide.

A0



127

80. Usode un antigeno peptidico A} de acuerdo con la reivindicacion
79, en donde la enfermedad o condicién asociada a amiloide es una seleccionado
del grupo que consiste en enfermedades incluyendo, sin limitaciones,
trastornos neuroldgicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), incluso
enfermedades o condiciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI),
demencia de cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria
con amiloidosis (de tipo Dutch); el complejo de demencia de Parkinson de
Guam; ademas de otras enfermedades basadas sobre o asociadas con
proteinas simil amiloide tales como parélisis supranuclear progresiva,
esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson,
demencia relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), diabetes de
inicio en el adutto; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otros, incluso
degeneracién macular.

81. Uso de un antigeno peptidico Ap de acuerdo con la reivindicacion
80, en donde la enfermedad o condicion asociada a amiloide es enfermedad de
Alzheimer.

82. Uso de un antigeno peptidico AP de acuerdo con ia reivindicacion
80, en donde la condicién asociada a amiloide se caracteriza por la pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tal como, por ejemplo, detericro cognitivo leve
(MCI) en un animal, particularmente un mamifero ¢ un humano.

83. Uso de un antigeno peptidico Ap de acuerdo con la reivindicacion
80, en donde tratamiento de un animal, particularmente un mamifero o0 un humano,
que padece una condicién asociada con amiloide caracterizada por la pérdida de
la capacidad de memoria cognitiva conduce a un aumento de la retencion de la
capacidad de memoria cognitiva.

84. Uso de un antigeno peptidico AR de acuerdo con la reivindicacion

80, en donde el tratamiento de un animal, particularmente un mamifero o un

Vel



humano, que padece una condicién asociada con amiloide caracterizada por la
pérdida de la capacidad de memoria cognitiva conduce al restablecimiento
completo de capacidad de memoria cognitiva.

85. Un método para €l tratamiento de una enfermedad o condicion
asociada a amiloide que comprende administrar a un animal, particularmente a un
mamifero, pero especialmente un humano, que padece dicha enfermedad o
condicion una composicion de vacuna terapéutica tal como se retvindica de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 38 a 7.

86. Un método de acuerdo con la reivindicacion 85, en donde la
composicion de vacuna comprende un antigeno peptidico AB1.4s, particularmente 4
un antigeno peptidico palmitoilado ABs.is.

87. Un método de acuerdo con la reivindicacion 85, en donde la
administracion de dicha composicién de vacuna da por resultado sobre todo la
generacidn de anticuerpos de subtipos no inflamatorios.

88. Un método de acuerdo con la reivindicacion 87, en donde dichos
anticuerpos son de subtipo Th2 no inflamatorio, particularmente de isotipo 1gG1 e
lgG2b.

89. Un método de acuerdo con la reivindicacion 85, en donde la
administraciéon de dicha composicion de vacuna da por resultado sobre todo la
generacién de anticuerpos de la subclase de IgG independiente de células T.

90. Un método de acuerdo con la reivindicacion 89, en donde dichos
anticuerpos son de isotipo 1gG3.

91. Un método de acuerdo con la reivindicacién 85, que no conduce a
un significativo aumento de los marcadores de inflamacion en el cerebro,

92. Un método de acuerdo con la reivindicacion 91, en donde dichos
marcadores son seleccionados del grupo que consiste en IL-1 B, IL-6, IFN-y y

TNF a.
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93. Un método de acuerdo con la reivindicacién 85, en donde la
administracion de dicha composicidon de vacuna conduce a un significativo
descenso de AB1-40 y AB1-42 insoluble, relacionado con placa en el cerebro.

94. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 85, en donde la
administracion de dicha composicién de vacuna conduce a significativa reduccion
de! nivel de Ap1-42 soluble en el cerebro.

85. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 85 a
94 en donde la enfermedad o condicién asociada a amiloide es una seleccionada
del grupo que consiste en enfermedades incluyendo, sin limitaciones,
trastornos neuroldgicos tales como enfermedad de Alzheimer (AD), incluso
enfermedades o condiciones caracterizados por la pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI),
demencia de cuerpo de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (de tipo Dutch); el complejo de demencia de
Parkinson de Guam; ademas de otras enfermedades basadas sobre o
asociadas con proteinas simil amiloide tales como paralisis supranuclear
progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad
de Parkinson, demencia relacionada con ViH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica),
diabetes de inicio en el adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y
otros, inclusc degeneracién macular.

96. Un método de acuerdo con la reivindicacion 95, en donde la
enfermedad o condicion asociada a amiloide es enfermedad de Alzhetmer.

97. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 85 a
94. en donde la administracion de dicha composicion de vacuna a un animal,
particularmente un mamiferc o un humano, que padece una condicion asociada
con amiloide caracterizada por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva

conduce a un aumento de la retencién de la capacidad de memoria cognitiva.
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98. Un meétodo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 85 a
94, en donde la administracion de dicha composicién de vacuna a un animali,
particularmente un mamifero o un humano, que padece una condicion asociada
con amiloide caracterizada por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva
conduce al restablecimiento completo de la capacidad de memoria cognitiva.

99. Un método para aumentar significativamente la retencion o la
capacidad de memoria cognitiva de un mamlfero, por inmunizacién con una
composicién de vacuna terapéutica tal como se reivindica de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 38 a 77.

100. Un método de acuerdo con la reivindicacion 99, en donde la
composicion de vacuna comprende un antigeno peptidico ABy.15, particularmente
un antigeno peptidico palmitoilado AB1.1s.

101. Un método para inducir una respuesta inmune en un animal,
particularmente un mamifero o un humano, que padece una condicion asociada
con amiloide caracterizada por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva
tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI) al administrar a dicho
animal o humano una composicidn de vacuna terapéutica tal como se reivindica
de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 38 a 77 de manera tal que
aumente la retencidn o la capacidad de memoria cognitiva del animal o humano
tratado.

102. Un método para inducir una respuesta inmune en un animal,
particularmente un mamifero o un humano, que padece una condicidn asociada
con amiloide caracterizada por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva
tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCl) al administrar a dicho
animal 0 humano una composicién de vacuna terapéutica que comprende un

antfgeno peptidico ABi.i5, particularmente un antigeno peptidico paimitoilado AB;.
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15 de manera tal que la capacidad de memoria cognitiva del animal o humano
tratado se restablezca por completo.

103. Un método de acuerdo con la reivindicacion 85, en donde una
composicidn de vacuna de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 64 - 77
se administra de manera tal que el inhibidor de complemento y la construccién
antigénica se administran de manera concomitante, intermitente o secuencial.

104. Un método de acuerdo con la reivindicacion 103, en donde el
inhibidor de complemento se administra antes de la vacunacién con la
construccion antigénica, particularmente dentro de una ventana temporal que
comienza hasta 20 horas antes de la vacunacién y que termina inmediatamente
antes de la vacunacion.

105. Un método de acuerdo con la reivindicacion 103, en donde el
inhibidor de complemento se administra después de la vacunacion con la
construccidon antigénica dentro de una ventana temporal que comienza
inmediatamente después de la vacunacién y termina 1 dfa después de la
aplicacién de la vacuna.

106. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 103 a
105, en donde la composicion de vacuna comprendé un antigeno peptidico AB1.1s,
particularmente un antlgeno peptidico palmitoilado AB1.1s.

107. Un método para la preparaciéon de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad o condicion asociada a amiloide que comprende
usar una composicion de vacuna tal como se reivindica de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 38 a 77.

108. Un método para producir un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad o condicion asociada a amiloide que comprende usar un péptido
antigénico inmunogénico, en donde el antigeno peptidicc B-amiloide es un

antigeno peptidico palmitollado ABs.4s modificado por residuos de aminoacidos
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palmitoilados adosados covalentemente, particularmente entre 2 y 4, mas
particularmente cuatro residuos, reconstituidos en un liposoma.

109. Un anticuerpo ¢ una mezcla de anticuerpos que se obtiene de un
animal inmunizado con una composicién de vacuna de acuerdo con cuaiquiera de
las reivindicaciones 31 a 43.

110. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 50 caracterizado
porque es un anticuerpo monoclonal o un derivado del mismo.

p.p.de : AC IMMUNE S.A.
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En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacidn.

Notifigquege el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, liceral
e}, del capitulo guinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.
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