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PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL 2 Aol o
O) SOLICITUD DE:
Patente de Invencién [(] Patente de Modelo de Utilidad
X capitulo 1. (] capitulo 1.
Nombre: AC IMMUNE SA IDENTIFICACION.

@

Direccidn: EPFL-PSE Building B, CH-
SOLICITANTE 1015 Lausanne, Suiza. ce. I w~T (O

(71) ce. [ owe []

Nacionalidad o Domigcilio: Lausanne, Suiza.

Lugar de Constitucion:

Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 Namero
E-mail: jlicco@lloredacamacha.com
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE :
cce. X N1 [

Direccion: Calle 72 No. 583 Piso 50 ce. [ owe [
REPRESENTANTE |Bogota, Colombia

O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 6069701 Cual

Numero 39.690.713 TP 53.215

E-mail: jlcco@lloredacamacho.com

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

INVENTOR(ES)
(72) Direccion: Am Ziegelhof 2, 77694 Kehl; Cité St. Michel 12, CH-1635 La Tour de
Tréme; Avenue des Cerisiers 39b, CH-1009 Pully; Route de Fenil 16A, CH-1806
St-Légier y 166 Greenwood Street, Newton, MA 02459 . ‘
Nacionalidad o Domicilio: Alemania, Suiza y Estados Unidos de América.
() PCT (86)
Solicitud Internacional No. _PCT/EP2006/011862 Fecha: _08/12/06
Publicacion Internacional No._WO 2007/068412 A3 Fecha: 21/08/07

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

@ Clasificacién Internacional (51) _A61K 39/395 .

Prioridad (33) Pais de Origen {32) Fecha (31) Numero de¢ Solicitud
EP 12/12/05 05027092.5
sifX] no ] EP 14/07/06 06014729.5
EP 02/10/06 06020766.9
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Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

(]
Documento que acredita la existencia y representacién lega! cuando el salicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesidtn del inventor al solicitante o a su causante.

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

Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

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

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de usc de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o litulos obtenidos en el extranjero por ew

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

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

Otros: Reporte de Busqueda Internacional con su traduccidon, Anexos al Reporte de Busqueda
Internacional, Publicacidn con su traduccion y Listado de Secuencias.
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/011862

A. CLASIFICACION DE MATERIA

INV.. A61K39/395

CO7K16/18 GOIN33/377 A61P25/28

Segan la Clasificacion de Patentes Internacional {CPI) o scgun la clasificacién nacional v la CPI

B. CAMPOS BUSCADQOS

Documentacibn minima buscada (sistema dc clasificacion seguido de simbolos de clasificacion)

CO7K AB1K

Documentacion buscada fucra de documentacién minima hasta donde dichos documentos sc incluyan en los campos

buscados

Base de datos clectronica consultada durante la biisqueda internacional (nembre de la base dé datos y, donde sea
practcu, buscar términos usados)

EPQ-intermo, BIOSIS, EMBASE, WPl Dato, Basqueda de Secuencia

C. DOCUMENTOS CONSIDERANDOS RELEVANTES

Categoria °

Citacion de documento, ¢con indicacion, donde sca apropiado, de los textos
relevantes

Relevante a la reivindicacion
Ne.

US 2003/108551 Al (NICOLAU YVES CLAUDE
[US] ET AL) 12 de Junio de 2003 (2003-06-12)

1-118

parrafo [0011] - parrafo [0018]
parrafo [0077} - parrafo {0103)
parrafo {0108) — parrafo [0115]
reivindicaciones 1-26

X WO 01/18169 A (UNIV RAMOT {IL{;
BEKA [IL]; FRENKEL DAN [IL]; HAN
[IL}) 15 de Marzo de 2001 {2001-03-

reivindicaciones 1-121

X WO 2005/ 105998 A (CHEMO SERO THERAPEUT RES
INST [JP], SUGIMURA KAZUHISA [JP];
NAKASHIMA) 10 de Noviembre de 2005 (2005-11-10})

El documento completo

---/----

pagina 43, linea 4 — pagina 68, linca 25

SOLOMON
AN EILAT
15)

1-118

1-118

@ En el recuadro C s¢c enumeran méas docunientos.

@ En el ancxo se enumeran miembros de la familia de
patenies.

¢ Categorias especiales de documenios citados:

‘A’ documento que define el extado genernl de la téenica ¢l cual no
e considera de relevancia particular

‘E' documento anteriur pera publicado en o después de la fecha de
presentacidn internacional

‘L' documento que puede arrujar dudaua sobre refvindicacioncs de
prioridad o que ac cita para establecer la feche de publicacién de
otra citncion u otra razon especial (segun se especifica)

‘0" decumento que se refiere i una revelacién oral, usw, exhibicion
u otros medios

' decumento publicado antes de la fecha de presentacién
internacionnl pero deepuds de la fecha de prioridad reivindicada

‘T documenio posterior publicado después «e in fecha de
prescntaciin internacional o fecha de prioridad y quce no estd en
conflicto con la solicitud pero citade para entender ¢l principio o
teariz que sustenta la invencidén

'X' documento <le relevancia particular; ta invencién reivindicads no
puede considerarse nucva o no puede considerarse que
comprende un pasn inventivo cuando ¢l documento se toma solo

Y' documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no
puede considerarse que cumprende un paso inventivo cuando el
documento s¢ combing con uno o més documentos, giendo
dicha combinacién obvia para una persnna experta en la téenica

‘&' documento micmbro de la misma familia de patentes

Fecha de la terminacion real de la busqueda internacional

26 de Abril de 2007

Fecha de envio por correo del reporte de hasqueda
internacional

12/06 /2007

Nombre y direccidn de correo de ISA

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk

Tel. {+31-70} 340-2040 Tx 31 6351 epo nl,

Fax: (+31-70) 340-3016

Funcionario autorizado

Ulbrecht, Matthias

Forma FCT ISA 210 (segunda hojaj {Abril 2005)

T 66'%&5 Colis U Y 5
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No,
PCT/EP2006/011862

C. {Continuaciéon) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catcgoria ® | Citacidén de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los Relevante a la reivindicacion No.
textos relcvantes
E -& EP 1 741 783 A (CHEMO SERO THERAPEUT 1-118
RES INST [IPD)
10 de Enero de 2007 (2007-01-10)
¢l documento completo
X LIU RUITIAN ET AL : "Fragmentos variables de cadena sencilla 1-118
contra beta-amiloide (Abeta) pueden inhibir neurotoxicidad inducida
por Abeta”
BIOCHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL SQCIETY.
EASTON, PA, US,
Vol. 43, no. 22, 12 de Mayo de 2004 (2004-05-12),
Paginas 6959-6967, XP002395890
ISSN: 0006-2960
Resumen
Pagina 6960, columna a manu izquicrda, parrafo 3 —
Pagina 6961, columna a mano izquierda, parrafo 2
X SOLOMON B ET AL: "Anticuerpos monoclonales inhiben la 1-118
agregacion fibrilar in vitro del péptido beta-amiloide de Alzheimer”
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF USA, NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCE, WASHINGTON, DC, US,
Vol. 93, Enero de 1996 (1996-01), paginas
452-455, XP(¥)2942850
ISSN: 0027-8424
El documento completo
X WO 2004/071408 A (APPLIED MOLECULAR 21, 23,
EVOLUTION IN (US); DAVIES JULIAN [US]; 24,
TANG YING [US) 26 dc Agosto de 2004 (2004-08-26) gg‘gg»
87-100,
111-118
Secuencias 1, 2
Reivindicaciones 22, 23
X US 2004/043418 A1 (HOLTZMAN DAVID M [US] 21, g3,
ET AL) 4 de Marzo de 2004 (2004-03-04) 24, 50,
52, 54,
76-85,
87-100,
Secuencia 12 111-118

Reivindicaciones 5, 29, 31, 33, 35,37, 39, 41, 43, 45

!
e

Forma POT/1SA7210 Jcordinuacidn de [ haju scgundal Abril 2008)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006,011862

C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorin °

Citacién de documento, con indicaci¢n, donde sea apropiado, de las
textos relevantes

Relevante a la reivindicacion No.

X

DATABASE EMBL [Online]

16 De Julio de 1988 (1988-07-16), "Gen de region-V de cadena
kappa rearreglada V105 de Inmunoglobulina de ratén de
mieloma C.AL20-TEPC-105, exones 1 y 2"

XP002429773

Extraldo del acceso EBI no.

EMBT.: M12183

Databasc acceso no. M12183

El documento completo

DATABASE Genceseq [Onlinc]

15 dc Abril de 1998 (1998-04-15), "Subunidad de cadena L de
secuencia codificante de anticuerpo especifico d¢ Fas”
XP002431264

Extraldo del acceso EBI no.

GSN: AAT88870

Databuse acceso no. AAT88870

El documento completo

DATABASE EMBL [Ounline}

8 dc Febrero de 1999 (1999-02-08), "Anticucrpo mARN anti-
fosforilcolina de baja afinidad de Mus musculus F5.20G3, cds
parciales”

XP002429775

Extraldo del acceso EBI no.

EMBL: AF044238

Database acceso no. AF044238

El documento completo

DATABASE Geneseq [Online]

22 de Abril de 2003 (2003-04-22), "ADN de ratén codificante de
region variable de cadena pesada del anticuerpo 3D8”
XP002429776

Extraido del acceso EBI no.

GSN: ABX16569

Database acceso no. ABX 16569

El documento compleio

WO 96/40731 A (SINAI SCHOOL MEDICINE [US] ;
BONA CONSTANTIN [US]; BRUMEANU TEODOR
DORU) 19 de Diciembre de 1996 (1996-12-19)

Pégina 18, parrafo 3 - pagina 19, parrafo

66, 70, 71

67,70,71

68,70, 71

69-71

65, 86

FParma BCT/ISA/ 210 (eontinuacton de Iu hola scgunda) [AbiE 20035)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/EP2006/011862

Casilla TI Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron ineserutables (Continuacién del Ttem 2 de
la primera hoja)

Este reporte de biisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)(a) por las siguientes razones:

1. [X] Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

ver INFORMACION ADICIONAL hoja PCT/1SA/210

P. [ ] Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una busqueda internacional significativa,
especificamente:

3. [] Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estan disefladas de acuerdo con Ja segunda y tercera
oracion de Ja Regla 6.4(a).

Casilla IIT Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuacién del Ttem 3 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontré invenciones miltiples en esta solicitud internacional, asi:

L. Puesto que todos los derechos de busqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
g po
el solicitante, este informe de busqueda internacional cubre 1odas las reivindicaciones investigables.

2. Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudicron investigarse sin esfuerzo que justifique
q ot B J
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité page de derechos adicionales,

3. D Puesto que sdlo algunos de los dercchos de basqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de basqueda internacional cubre dnicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamentc las reivindicaciones Nos.:

4. D El solicitante no pagé oportunamente los derechos de busqueda adicionales requeridos. Por
consiguiente, este informe de busqueda internacional se restringe a la primera invencion mencionada
en las reivindicacionces; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta D Los derechos de busqueda adicionales estuvieron acompaflados por la
protesta del solicitante.

D El pago de los derechos de biisqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta. '

Forma PCT ISA 210 (continuacion de primera pagina (2)} (Enero 2004)



Solicitud Internacional No.  PCT/EP2006/011862

Continuacién de la Casilla I1.1

Aungue las reivindicaciones 92-99, 112 v 113 estan dirigidas a un meétodo de
tratamiento del cuerpo humano/animal, la blsqueda ha side levada a cabo y

basada en los efectos alegados del compuesto/ composicidn.

Aunque las reivindicaciones 111 y 114-116 estan dirigidas a un método de
diagndstico practicado en el cuerpo humano/animal, la busgueda ha sido llevada

a cabo y basada en los efectos alegados del compuesto/ composicion.

4{/



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
Informe sobre miembros de familia de patentes

Eolicitud Internamonal No.

PCT/EF2006,/011862

Documento de

patente citado en el
reporte de bisqueda

Fecha de publicacion

Miembro(s) de la
familia de patentes

Fecha de
publicacion
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

internationnl appiication No

PCT/EP2006/011862

A. CLASSIACATION OF SUBJECT VATTER

TNV, A61K30/305  CO7K16/18  GOIN33/577

Accordng to InieTationsl Palent Cisssliication {IPC} or to buth nollonal classifation end IPC

p61P25/28

B. FIELDS SEARCHED

irfmum docemaentsion scerehed (classlficatlon system tullovwed by claggiticetion swrhols)

CO7K AB1K

Documentaion searahind othar than minmum documantazion (o the exdent that such dosuments am included In&w flokds saarched

Chooirorlc deta baeo conmiitad during the Interrationa) search (nome o dita D&SE &nd, whoro practies), esarch farma used)

EPO-Internal, BIOSIS, EM3ASE, WPI Data, Sequence Search

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catagoty* | GEgllon ef chourant, wilh Indicaion, whes appropiade, of the relevant peaseges

X US 2003/108551 Al (NICOLAU YVES CLAUDE
[US] ET AL) 12 June 2003 {2003-06-12)
paragraph [0011] - paragraph [0018])
paragraph [0077) -~ paragraph [(103]
paragraph [0108] - paragraph [0115]
claims 1-26

X W0 01/18169 A (UHIV RAMOT {IL]; SOLOMOMN
’ BEKA [IL); FRENKEL DAN [IL]; HANAN EILAT
[I1L]) 15 March 2001 (2001-03-15)
page 43, Tine 4 - pape 68, 1ine 25
claims 1-121
X WO 2005/105998 A (CHEMO SERO THERAPEUT RES
INST [JP]; SUGIMURA KAZUHISA [JP];
NAKASHIMA) 10 November 2005 (2005-11-10)
the whole document y

1-118

1-118

1-118

Raleram to dim Ko, |

m Furthes dasumoets aro ilstod s e contiuatonof Bax C.

E See palent family enrax,

* Special stdggones o cbed daguments

‘A" documant defining thi genaral otte of the art whish Is nut
conekiered t0 be of particular refevance -

“E* amler docarment but published on or &fiar the Intarrctional
1iing dete

“L* docuniont ahieh may throw doubbs an Fﬂndt/ dchmia) of
whicl ta ofiad 10 aetabizh the pustice’ian data of another
citation of olhed epadal rezean (as apocliicey

~C* documant reforsing e en ored disclosuim, g6, exhiition or
oites moars

*P* decument publlshied prior 1o the Intarnational filng dalo but
\etar than the pricrity date clarmed Lt

T~ |ater docurnent publishad eter the Incomational Ming ¢alo
or priority date end no’ Ingopilict with the. epplication taut
as:flnaumerswn tha princicie or theory tndamying the

o}

X document of pariculer reloveras; ths cleimed Iwenion
canmt be considered novel or cannet be considered to
tvoNe ah hveativa elop whan the documand 5 aken alone

v+ cocLment of particubar relavancs; the clalmed Ipventon
cannel be oangiderad to Involve an Ivaniva slap whan tho
documont is comblnod vith ane or more ather such docu—
marts, sith combination being obw'ous to a parson slsiled
T the art.

*a* document member of the sams petent tamily

Date of tha actusl complztion of tha hdermiluna search

26 April 2007

Dato of rmallihg of the nlemecdional zearch repost

12/06/2007

Namo end meling oddrss of the ISA/
European Petert Office, P.E. $31E Petfantlaen 2
AL~ 2203 HY Rleatk
Tal. (+37-70) 340-2040, Tx. 31 851 epo ul,
Fax; $+31-T¢) 340-3018

Authartrad offinor

Ubrecht, Matthias

Fom PCTFEAGI0 £asondohest) {Apf: 2036}




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intematiohel applicstion No

PCT/EP2006/011862
CiContinuation}. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Cassgoey* | Cllation of document, wilth ndicction, whare apzropriate, of the elsvant passagss Anlevant to eian Mo,
£ - €P 1 741 783 A (CHEMO SERO THERAPEUT - 1-118
RES INST [JP])
10 January 2007 (2007-01-10)
the whole docunent
X LIU RUITIAN ET AL: "Single chain variable 1-118
fragments against beta-amyloid (Abeta) can
inhibit Abeta aggregation and prevent
Abeta-induced neurotoxicity”
BIQCHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL SOCIETY.
EASTOM, PA, US, .
vol. 43, no. 22, 12 WMay 2004 (2004-05-12),
pages 6959-6967, XP002395890
ISSN: 0006-2960
abstract
page 6960, left-hand column, paragraph 3 -
page 6961, teft-hand column, paragraph 2
X SOLOMON B ET AL: “MONOCLONAL ANTIBODIES i-il8
INHIBIT EIN VITRO FIBRILLAR AGGREGATION OF
THE ALZHEIMER BETA-ANYLOID PEPTIDE"
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF
SCIENCES OF USA, MATIONAL ACABEMY OF
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ABSTRACT: f-Amyloid (Af) is a major pathological determinant of Alzheimer's disease (AD). Both active
and passive immunization studies have shown that antibodies against AS are effective in decreasing cerebral
Af levels, reducing Af accumulation, and attenuating cognitive deficits in animal models of AD., However,
the therapeutic potential of these antibodics in human AD patients is limited because of adverse

" inflammatory reactions -and-cerebral- hemorrhaging associated with the -treatments. Here.we show .that c., T

single chain variable fragments (scFv’s) represent an attractive altiernative (o more conventional anlibody-
based therapeutics to reduce AS toxicity. The binding affinities and binding epitopes of wwo different
scFv’s 10 AB were characterized using a surface plasmon resonance (SPR) biosensor. An scFv binding
the 17—28 region of AfS effectively inhibited in viro aggregation of A8 as determined by thioflavin T
(ThT) fluorescence staining and atemic force microscopy (AFM) analysis, while an scFy binding the
carboxyl-tcrminal region of Af (residues 29—40) did not inhibit aggregation. The scFv 1o the 17~28
region when co-incubated with Af8 not unly decreased aggrepation b also eliminated any toxic clfects
of aggregated Af on the human ncuroblastoma cell line, SH-SYSY. The ability of scFv's to inhibit both
aggregation and cytotoxicity of Af indicates that scFv’s have potential therapeutic value for treating AD.

Alzheimer's disease (AD).! a widespread aging-related
neurodegenerative disease, is characterized by ncuronal loss
and the presence of amyloid plaques and neurofibriflary
tangles. A primary component of the amyloid plaques is
f-amyloid, a shon natively unfolded protein (40~42 amino
acids), that ¢can assemble into a number of different mor-
phologies including soluble oligomers, protofibnils, and
insoluble fibrils, all of which seem to be-neurotoxic (71—-4),
It is not known what roles the various different morphologies
play in the development of AD, although growing evidence

suggests the soluble oligomers may be a critical component )

in AD pathology (5—8).

Potential therapeutic approaches for AD include reducing )

Af synthesis by targeting the enzymes that process APP o
Af peptide (9= 11), increasing the clearance of AS peplides
from brain (12, /3). inhibiting AS aggregation (14, 15),

T'This work was supported in part by grants from the -MNIH
(AG17984), American Health Assistance Foundation, and Alzheimer's
Association (IIRG-01-2753),
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! Abbrevintions; AD, Alzheimer's disease; AS, B-amyloid; scPv,
single chzin variable fragment; THT, thioNavin T; SDS-PAGE, sodivm
dodecyl sulfate —palyacrylamide gel electrophoresis; AFM, atomic force
microscopy; SPR, surface plasmon resonance; MTT, 3-(4,5-dimethyl-
thiazal-2-yl}-2 Sdiphenyltetrazolium bromide,

10.1021/i0499330 CCC: $27.50

decreasing aggregaie burden in the brain (/3, 76), and
reducing inflammation associated with Af depaosition (17,
18). Active immunization against aggregated Af reduced the
presence of cxisting fibrils and inhibited formation of new
ancs, reducing neuroloxicity {19, 20) and associated nwemory
impairment (2, 2(), 21). Passive immunization with antibod-
ies against AS also reduced amyloid deposition (22249,

cleared existing A8 plaques; reduced - the- concentration of - -« « - - -

soluble peptide (22), and reversed Af-induced memory
deficits (25—27). Antibodies can alter Af aggregation
through scveral different mechanisms including blocking
nucleation sites, disrupting preexisting fibrils, or inhibiting
fibrillogenesis (/9). In addition, antibodies can influence A
equilibrium between brain and plasma by binding plasma
Af (23, 28), indirccily drawing AB from the brain (29, 30).
Finally, since anlibodies have been shown to cross from
periphcry to the brain, they can bind Af aggregates in brain
lissue and stimulate microglial phagocytosis of the bound
AP (13,31-33). Because of these different potential methods
of clearing AB, immunotherapy bas greai potential for
ureating or even preveniing AD (34). Recent clinical wrials
testing aclive immunization of human AD patients were
canccled due to occurrence of meningoencephalitis in 69
of patients (34—38). A recent siudy using intracebroven-
triculer (ICV) injection of ami-Af antibody into ihe third
ventricle reduced cerebral plaques, decreased inflammation,
and did not trigger microhemorrhage in the brain (39),
demonstrating the potential benefits of immunotherapy for
AD patients providing the inflammatory response can be

© 2004 American Chemical Society
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adcquately conirotled. Single chain variable domain antibody
{ragments (scFv's) represent a promising immunotherapeutic
approach since they do not contain the antibody Fc region
responsible for activating the complement response. In
addition 10 a reduced risk of an inflammatory response,
scFv's have a much lower molecular weight than a full
antibody. potentially facilitating transfer into the brain.

Antibodies isolated against the amine terminal of Af were
shown 1o assist in plaque clearance and reduction of neurotic
pathology (22. 24, 40, 41) while antibodies against the central
region of Af do nat recognize amyloid plaques but can
generally bind soluble Af and reduce plaque deposition (23).
Here we show that scFv's isolated from phage display
libraries may be useful altcrnatives to aniibodies as thera-
peutics for AD. We isolated two scFv’'s to non-amino-
terminal regions of Af and show that these scFv’s, particu-
larly the one binding the 17—28 rcgion of Af, can be used
to inhibit both AfS aggregation and cytotoxicity.

-EXPERIMENTAL PROCEDURES

Biopanning Using the ScFy Library. All chemicals were
obiained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) unless other-
wise indicated. A naive human single chain variable domain
(scFv) phage library (42) was obtained from the Medical
Research Council (Cambridge, England). Phage selection was
performed using four rounds of panning with slight modi-
fications to the procedure originally described by Marks (43).
Aminc-binding 96-wel) plaies (Coming Inc., Coming, NY)
were coated with cither ASI1—28 or AF1—-40 at 10 upg/mL.
in 50 mM carbonate—bicarbonate buffer, pH 9.6, overnight
at 4 °C. The platcs were then blocked with 3% milk powder
in PBS (10 mM phosphate, 150 mM NaCl, pH 7.4). Aliqouts
of the phage library, 102 phage titer units, were incubaled
with the immobilized peptides for 2 h at room temperature.
Bound phage were eluted with 7.18 M wiethylamine and
neutralized with 1 M Tris-HCI, pH 7.4, Phage titers were
detcrmined by infeciing Escherichia coli cells and using
serial dilution on apar plates containing ampicillin (100 ug/
mL). Elutcd phage were subsequently amplified by infecting
E coli TGl in the presence of helper phage VCSMI3
(Stratagene, La Jolla, CA) as described (43). The phage were
further purified using poly(ethylene glycol)/NaCl precipila-
tion and resuspended in PBS also cssentially as described
(43).

Screening of Positive Clones by Phage ELISA. individual
clones obtained afier the fourth round of panning were
selected as described (www.mnre,cpe.cam.ac.uk). Amine-
binding 96-weli plates (Comning) were coated with Af1—
28 or AB1=40 at 10 gg/mL in PBS, pH 9.0, overnight a1 4
°C. The plate wells were blocked with 3% milk powder in
PBS. pH 7.4. Aliquots of the supernatant obtained from each
clone (100 uL/well) weic added to individual wells and
incubated at room tcmperature for 2 h. Bound phage were
detected using an anii-M13 antibody conjugated o horse-
radish peroxidase (HRP) (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) at 1:5000 dilution. Substrate. 3.3°.5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB), was added, and the reaction
wys stopped after 30 min with 2 M H;SO. (VWR, West
Chester, PA). Absorbance was calculated as the difference
between QDo and ODgsy values using a Wallac 1420 plate
reader (Perkin-Elmer. Gaithersburg, MD).
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Production of Soluble ScFv and ELISA. Plasmid DNA
from the positive clones identified with phage ELISA was
isolated and uansformed into the nonsuppressor E. coli strain
HB215) (44) for production of soluble scFv. Following the
procedure as described earlier (¢3), clones were grown, and
scFv production was induced by addition of 1 mM isopropyl
B-p-thiogalactopyranoside (TPTG). Supernatant samples were
obtained by centrifugation at 1500g, 30 min at 4 °C. Amine-
binding 96-well plates (Coming) were coated with 10 ug/
mL of Af1—28 or Af1—40. Supernatant was added o the
wells, and the samples were allowed to stand for 2 h at room
temperature. Soluble scFv was detected by an anti-myc
antibody conjugated to HRP (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) at a 1:500 dilution.

The clone with the highest ELISA readings agsinst Af1—
28 (H1) and anothcr against AS1—40 (C1) were sctected
for further study. The affinity of the H1 scFv to Af1—40
was improved through affinity maturation by randomizing
the CDR3 light chain region resulting-in Hiv2,- - -~

Production and Purification of scFuv. Soluble scFv's from
the two sclected clones (Hiv2, C1) were produced from 4
L culture volumes grown in four separate | L shake flasks
as described above. The supemalant and periplasmic fractions
from the culiure were combined, passed through a 0.2 gm
filter (Whatman, Clifton, NJ), and concentrated in a tangen-
Gat flow filter (Millipore, Bedford, MA) using a 10 kDa
cutoff filter (Millipore, Bedford, MA). Concentrated samples
were dialyzed overnight against 0.5 M NaCl—-PBS and
purified either using a HiTrap chelating HP column (Am-
ersham Biosciences, Piscataway, NJ) charged with NiSQ.
or using a proicin A column as described (45). Protein
fractions from the NiSO4 column were eluted with 10—-25
mM imidazole and dialyzed overnight into PBS. The eluates
were analyzed by SDS—PAGE on 15% polyacrylamide gels
(Bio-Rad, Hercules, CA).

AB Fragments. ABL—16, AB1—-28, and Af20—29 were
purchased from Bachem (Torrance, CA). Af1-40,

’

AB17—128, Af29—40,.and- Af25-35. were.from Biosource -

(Camarillo, CA). For aggregation experiments, A1 —40 was
dissolved in 100% 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanal (HFIP)
to 2 mg/mL, senicated in a water bath for 10 min, aliquoted
in microcentrifuge tubes, dried under vacuum, and stored at
—20 °C. Immediately prior to use, the HFIP-treated AS1—
40 was dissolved in dimethy! sulfoxide (DMSO) t0 20 mg/
mL and diluted with PBS o the proper concentration.
Epitope Mapping by Surface Plasmon Resonance (SPR).
SPR binding swudies were performed using a BlAcore X
biosensor (BlAcore, [nc., Uppsala, Sweden). A CMS5 sensor
chip was activated as recommended by the manufacturer
using an cquimotlar mix of NHS (M-hydroxysuccinimide) and
EDC [A-ethyl-V {(dimethylaminopropyl)carbodiimide), coupled
with 20 pg/mL of AB40 in pH 4.8 sodium acetate buffer,
and then blocked with ethanolamine. Samples of AB1—16,
Af17—28, and Af29—40 were each immobilized onto
separale CMS5 sensor chips (BlAcore). Hiv2, CI, and a
control scFv against phosphorylase b (anti-plb) were diluted
to 0.5 mg/mL in the HBS—EP running buffer [0.01 M
HEPES, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% (v/v) surfaclant
P20, pH 7.4) (BlAcore) and injected over the chips contain-
ing immobilized Af1— 16, AB17—28, or Af29—40 al a llow
rate of 10 uL/min. Guanidine hydrochloride (6 M) was used
as a regeneration buffer. Data collected represent the value

PRSP
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of the observed response units (RUJ ablaingd io the sample |
¢gdls minug the RU obtained from a ceference cell,

Binding Kingtics. Allinily measurcments were perdormed
using a Blacore X bicsensor (BLacwe). ScFv samples were
[repared by dilution oo HBS—EP buffer (Blacore) The
association and dissociation rale consanues (& and &) were
detzmaimed using differend Hiv? conceatrations {624, 832,
1248, 1653, 2494, 3325, and 4988 M) and C1 concentra--
tiong (3977, 5170, 6463, 8167, 12931, and 17241 nM) with
HB5—EP a5 a running buffer ai 2 flow rate of 30 gL/min,
Samples of 45 pL were injected. Dissocialion data were
collected while flowing rurming bulfer For 120 5. Kinstic
parameters were evaluated using BLAcvalnation 3.1 soltware
{BLACDM). .

Thigflavin T(ThT} Fluerescence Assay. An aliquot of the
4330 stock solution was diluied 1w 20 4M in PBS, pH 7.4,
and incubated al 37 °C withoul shaking o a 0.5 mi.
Eppendorf PCR ube. For milial studies with scFY mixLuses,
AfHG was mised with-equirmolar concentrations of cach of !
the two diffsrent scFv's 1o a final AR40 concentration, of 20
uM. Fluorescence emission of THT 15 shifled when it binds
io f-sheer aggregate strictuces such as amylold fibeils (450,
Mg agoregation was moasured by perodically removing 0
£L aliquois from the incobation samples and adding them
to 2 mbL of 5 a8 THT scloniod (30 mbd phasphale bufler,
pH 6.5). Fluotescence intensity was monilored @i an excita-
tion wavelength of 450 nm and an emission wavelength of
432 nm by a Shimadzu PF-3501PC spectrofluorphotometer
wsing | cm ight-path quarnez cuvenes with both excilzbon
and emission bandwidths of 5 nm. Readings were the resulis
of the average of threée valnes determingd by 4 Lme scan
afler subtracting out the fluorsscence contribution from oo
ThT. Each experisnent was performed in riplicate. Standard
crrors wWere analyeed using Excel sofbware.

Aromi. Force Microsoape (AFMY Imaging. 13- Amino-
propyllsiiatrane- (APS-) modilicd mica was used as an AFM
subsirate (47, 43). Samples of 5 gL were placed on APS-

- modilied mica-for 2 ming ninsed: with deionized’ warer, and..- .

dried with argun as described earlier {47, 487, Images were
avguired in air using a MulibMode SPM NanoScope [T
system (Yecoo/Dipital Insiruments, Sama Barbara, CA}

pperating in tapping mode using silicon probes (Clympus). -

To determing flament widths, either circular plasmid DNA
was codeposited onle samples or circular plasmid DA
samnles were imaged using g smglé Lip immediuely before
and afier imaging of protofibol samples. DNA is a con-
venicnt standard (2 no widec flaments) to delermine the
filament diamoter of cther ‘sampies from AFM data, Widls
mezsurements were ascertained from the AFM images using
Femtoscan software (Advaneed Technologies Centel, Mos-
oo, Russia). The diamelers of fibrils were ceirieved from
the AFW width data (W) using a simplified expression Far
W and the Mament radii (K, and A, respectivelyy W2 =
{6R\R.. Thi: expression was a simplified version of the
expression obtained in assuming & spherical shape of the
AFM Lp (4. Nanoscope soflware version 5.12 was used

to determine the cent mean squa.r{: {rms] values tor cach of '

the images.

Cyraraxicity Assay. Human oeuroblasiome cells {SH~
SYSY) were mowazined in mediom with 40% miniimal
essential mediom (MEM), 40% Ham's mocification of F-12,
18% feral bovine serum (FBE), 1% L-glutamine (3.6 mid),

SR, ﬁ*‘h .ﬁ*fi-r" TR
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gnd 1% penicillin/strepromycin anikiotics in 5% €09 at 37
“C. Cells were harvested from flasks and plaled in 96-well
palysiyeene plales with approximanely 1 < 10* cells per |00
gk of medivm per well. Plates were incubated a1 37 0 for
24 h to aliow cells 1o attach. AS40 (20 phd} wlone and with
equimolar concentrations of Hiv2, Ci, or control prowin
DSA were preincubaied for 18 days kefore addition w cell

cullures. A samples were diluvsd with frech medium w a

final A840 concentration of 100 nM in the ceil cultare well.
The same volume of medivm was added 10 contrel coltures,
Flates were lben incubated for an additional 72 b at 37 *C.

- Cell viabiliy was determtined using an BTV [3-¢4,5-

dimethplthiazol-2-y1)-2,5-diphenylte raxolium bromide] tox-
1city assay withaddition of 10 gL of 5 ingfml MTT 1o cach
well (31, After incubation Tor 3 h at 37 °C, the plaies were
wenlrifluged, and the medium was aspirated from each well.
BTT dissolvent (100 gL} €00 N HCl in 2-propancl) was

" added 1o each well. Plates were agilated at room emperarure
for 15 min (o dissolve crystals - The absorbance was measyred

at 360 nm using 2 Vicior Wailac multiwell assay plate readec
(Gaithersburg, MD) Avergges ftom six veplicate wells were
sed for cach semple and control, and each experiment was
repepled thres umes. Cell v]ﬂhlllt}' was calcolated by dividing
the absorbance ol wells conaining samples [_wnectm lor
backgraund) by the abserbance of wells containing medium
dlone (comecied for hackgrownd).

RESTILTS

Phoge Sefm.rmn Ujmg fie Sefv Library, Screening of

seFv plape libranes was performed using Af1—28 or AF|—
40, Titer units of the eluled phage penarslly show an increase
from approximalely 10— 107 after the first round 1o 10° aller

the founh round of panning. Phage eluied from the féurth
Tound were used (0 infect £, colf TGL. The strongesi binding
clone apainst AfG4d (1} as wndicated by ELISA ‘wus used

for further studies. H192 was selected on the basis of ELISA

a5 the sirdngest binding clone gencrated af[er ane rDLmd of
" afftnity faaturation of i parent H1, © cos

Bpitape Mapping, Boh purified seFv's showed a single
predomninam 29 kDz band by SDS—PAGE (Figure 14). To
decermine 1o which epitope of A# each of the scFy hinds,
we scparately fined AS1—16, AFI7—28, and AA29—40 10
Ch5 chips and then measured the association of the own
differamt scFy samples to each of 1he peprides. The associa-
vion curves clearly indicate that: HIv2 binds AS17—28
(Figure 1) and 1 binds A539—40 {Figure 10}, while noue
ol the seFy's bound to 481 —16 (Figure 1B).

Binding Kinerics of scFu to Monomsr AR} —40 Ths
assoclation (k) und dissociarion (&) reec constans ¢nd the
dissocistion consianis ( Ky = &/t of H1v2 (Figure 24} and
C1 (Figure 2B) for A0 were determined (Table 1), The
bigher affinity of Hlv2 [Ap = (247 £ 0.122) = 1077 M}
somparcd 1o Ci [Ko = (1.53 £ 0.7d) x 1008 b] is primarly
due @ differsnces in the association rals constaqy, 7 rather
than in the dissociauan rale constang, £,

SeFu Inhibivign of ABI—40 Apgregation, We invest gated
the exwnr 1o which the scbv's ¢ould nhibit aggrepation of
Af using a THT assay to menitor the AJ aggrepation rate
ahd AFM enalysis to follow A3 aggregate morphology. ThT
i5 a floorescent dyz that Specifically binds o Fibriltar
strucures (48). Incubation of AF1—40 alone shows 4 time-
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Acure | S0S—PAGE amalysis of purified recoathingn scFw
aniibedy and epiiope mapping by SPR for scPv. (A) 3DS—PAGE
_analysis of purilied recombmant scFv annbady. (B—DY) Fpunope
mapping by SPR_AZ1I— 6 (B), AF17—28 (C), and AS29—20 (D)
wers coupied Lo CMS ehips, stspactively, Hiv2, C1, and anti-plb
scFv were passed over the surlages of ligands a1 10 ulLimin in
HES—EF runming buffer. Data were collecied foom response units
fR\U} obeaincd in the sample cell ninus RU fron the reference cell.

dependent increase in Muorescencs with a charasteristic lag
time as thc AS40 begins o apgregale (Figure 3} Co-
wicubation of 4 with equimolar concentrations of each of
the two scPy's showed differeniial elfectls on aggregation,
Hiv? inhibiting agmregation, while C had lindc elfect on
aggregation (Figure 1). Comincubation of 20 gM A0 with
cquimalar conce ntrations of either a nonspecilic conirol scFy
or 4 nonspecific contral protein {phosphorylase b) resulied
in rapid presipitition of ‘he prolein mixtures, precluding
determinatien of nggregation aneiics for these control
samples by THT staiming {data nok shown) or by AFM
AFM images were also used o examine motphological
differences in the Af samples. Afier incubation far 30 days,
the sample containing 20 xM Af40 alane formed cligomers

Liu er a.
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FiGurs 2. Binding Kinstics of scFv 1o AF peptide, Binding of scFv
to AFAl was dererrnined by surface plasmon resonence using o
BLAcore X binsenser. Each scfv wat passed cver o COMS sonor
chip ko which AS40 had been coupled m a flow = of I0 glfmin
at.the following concentwations: HIvE (49E8, 3325, 2¢84, 1863,
1208, 832, 624 nd) (A); €1 £17240, 1293), B167, 6465, 5570,
1971 nM} (B). The sssociation and dissocistion eonswnts for the
srFy were calculated by fiving the deia wa a single binding modal.

Forascones Intonaky
S = pd G b o =l BB

0 S 20 30
Ve fdaye)

Figurs 3 Effecu of scPv on aggrepotion of AR40. The kineiies
of AZY—40 (20 ubd)y fibril formadon was monilercd by ThT
flosrescence in the ahsence and preseace of equimolar conceniras
tions (20 pid} of H1v2 pnd Cl, respectively, The mamples weit
incubated at 37 °C, and 30 gl of the =mmples wae removed
pericdically and added 10 2 ml. of 5 gbd THT. Fluoreseence intensiry
was measured al an excitation wavelengih of 430 nm and emission
wavelength of 482 nm. Readings were Lhe resulis of the average
of three values determined by a ime scan afller sublracting out the
fluarescence coninbution from fiee ThT. Edch eaperimenl wos
performed in miplicale,

Totle | Associalion, Distocimion, and Eqeilimmom Constants for
Sciy Binding to AS4D

alfinibes
L (=100Ks™D kg (e 1057y Ky {105 Bd)
Hiv2 .1 £ 4.61 205 20,138 0.247 +£0.122
Ci 215 108 351 £ 063 1.53 =04

and many thin prowofibrils (Figure 4A), in agreement with
nomerous other siudies; however, we did nol detecl the
presence of significant amounts of [brils, likely because of
the lower concenwations and higher iemperatures used here
($2—37), When Af was co-incubated wilh either ol the (wo

= o
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Fizuge 4:  AFM images of A8
by, or with €1 {C, ) for 30 days st 37 °C. (A~C) Scale bars =

seF¥"s, we could net find evidence of any flaments after
M) days (Figuee 4B,C). The aggrepaies lormed in the 4840
sample co-ncubated with €1 were much larger.than hos
formed in the AFH) sample co-incubaled with H 1vZ (Table
2). Even though the total protein conceniration in the AA/
=cFv mixtures was twice sy high as that of A340, the foiat
sarregate formation in the AZ40/scEy mistures was less than
that formed by AH40 alone, confirming that binding of H1v2
0 Af inhibits aggregation of both A0 and Hivd,

Lo -
e N

1=40 aggregation alotee sad with added scEv.
b um. (a—c) Scale harg = 250 am. Z-scale; 100 nm.
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AFN analysis of AZ40 incubited elona (A, a), with Hlv? i{'H,

Cytotoxicity of Afl Incnbated with or withou! scFu
Cytotoxicity toward SH-SYSY cells was measured using
sernples of AS40 alonc (20 i) and equimolar mixmres of
A0 with each of the mwo seFv's after preincubation for
18 days at 37 °C o aliow aggregares-to formy. The samples
were diluted to a final A} concentration of 100 b and
incubated with SF-5Y5Y cells for 72 h, The 'Ag ouly

" aggrepated sample showed arcond a 3065 decrease in MTT

gelivity compared to contrel cells, while the samnple co-
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Table 2: Heighl Distrbution Analyais (n %) ol Aggregaies
THuained hy AFM |Images of Samgles of 20 ub A840 Alane and
wilh £quimalar Sy after Inswbatoa for 30 Days a1 37 *C
T ’ " moléile feight inm)

=05F 3515 145—2% 25-035 1i-435 4.5=535
Agal alone 270 a9 B4 02 ol [i B}

A4l with HI-+2 822 |47 ] 06 LL¥) LLR
ARAD wilh T 587 2040 1%.0 b3 l.a Lt

80 4
B -

41 o

Call viabilkgy

{MTT raduction % control)

4y

-+ —
AbID  HiVErARD Ci+AbdD

FIGURE 5. Cempacison of toxicity of 4540 and AF40 co-incu baed
with HIv2 or CI. 20 gk AfH0 with or without the same
concentration of Hlv2 or C1 was incubaled at 37 2C for 18 days.
13 L ef the samples was sdded to plates with the finad copcentm-
Licn of all samples being 180 rM The ahsorbance of dissolved
crysials was measured af 560 nm. Data shown are expressed aF the
percentage of condnol values from three indocpendent experiments
witt each capermental value being ke averape of six inals.

incubated with H1v2 showed no redociion in MTT activily
and the saaple co-incubated with C1 showed a much smaller
increase (- 109 in MTT aclivity compared 10 AF alene
(Figure 5). These results indicate that the HIvZ scFv can
provide protection from Af-induced toxicity whils ©1 can
provide parlial prolection.

DISCUSSION
A number of different immunization strategies [or clegring
siudied (341 including acnve Af immuenization by cither A2

peptide intervel injection (74, 20, 2/, 38, 39) or nasal
sdrninistration with A peplicde or phage peptide (72, 410,

G0 and passive immunization with monoclonal er paly- .
- clonal antibodies by initavensus or inlrcerehroveniricolar

pecitongal injection (13, 21-25, 37, 39, 81). In general,
adminisiration of A8 antfibodies has decreased cerebral
arayioid bunden and A levels and has also attenuated plaque
deposition, neuritic dystrophy, astrogliosis, behavier defisits,
and memory 1oss. However, immunization Asks potentially
serious side effccts as avidensed by the chinical signs and

. sympioms of meningoen¢ephalitis cxhibited by a significan:

number of AD paienis whe received acrive immunization
Ureatments (32, 623 In addition, peal-morlem examinations
afier sustained systemic wnmunization it animeal models of
vaseular amyloid showed perimicrvascular hemorrhages and
inflammanon (36= 28 likely due to an aulcimmune inflam-
matary response, Inflanwmsatory teactions and cell lysis may
be triggered by T-lymphooyis aclivation aler active im-
munizanon (63, 641 In addieion, ani-Af antibodies may bind
epitopes on CMS nzurons thay ¢an also induee autoimmune
reactions (63), Finally, microglia acivation and phagocytosis
-of inzoluble agpregates may alsp result in inflammatgry
msponses (G6). Single chain variable domain antibody

Liu 2t sl

fragments (scFv's) do nol include the Fe portion ol the
antibody, and therefore these anlibody fragments cannol
initiale the complement cascede and limil the inffamamatory
response upan binding to AF pepdde. Passive immunization
with scFv's also should oot siinulale T-lymphoeyz activity,
which can 1yse cells 1hat overproduce A and rigger an
inflammalgry response (67}, nor should it actjvate microglia
cells, which could alsg resull in a widespread inflammatory
respanse. Here we demonsuate thal scFv's can effectively
inhibii A aggregation and also prevent Af-induced neuro-
{oxicity. The H1v2 scFv (o the centra) section of Af (residues
17—28) inhibited he exient of sppregadon of Af40 as
determined by Th staining (Figure 3], while HIv2 and €1
(binding the Casrminzl region of AfA) both aliered the
morphology of he aggregates. Analysis of the images
indicale that when AS40 is incubated by isell for 30 days,
it overwhelmingly formed iong thin filaments (Figure 4)
having diameters less than 0.5 nm {Teble 2). However, when

and the roughly spherical aggregates lonmed were predoms-
nandy small with over 80% having diameiers less than 0.5
orm and an sdditional 5% with diameters less than 1.5 nm.
When AS4O is co-incubated with Cl, again no Rlamens are
observed; however, the aggregsles were substantially farger
than observed when A was incubated with HIv2, These
results complement and extgnd 2 recent reprort that. inrdicaled
that a monotlonal anlitody direcied apainst the rentral
domain of Af [amine acid residees | X1-=28) appoeured 1o
completsly prevent Lhe formatien of Rbrile, while an aniibndy
directed againgt an M-leominal domain of AF (aming azid
residies §—5) merely decreased the rale of fibrl formation
(65).

Epitope mapping sludies have traditionally employed
immugoblol, ELISA, and impuraprecipitalion assays (69).
Here we show that surface piasmon resonance (5PR) based
optical kicsenzors can be a effecitive method lor epilope
mapping, the resulls cleardy showing thal the Miv2 scFw

binds AF29—40. Unlike 1ypicat EL1SA protocols, SPR does
not fequire a washmg step o remove unbound maderial, and
binding is monnored in the presence of unbound substrate,
making iI possible to characterize [ow-afTinity and Irinsiem
intcractions { 7M.

Previous swedies have indicaied that regiens 17--20 and
30—35 of Aff play critical reles in the aggregsiion and
cylpipxicity of A (71 —77). The resulis hers provide furher
evidence for the impontance of the 17—20 region, showinag
that H 1+2 surongly inhibis aggregalion and 1oxicily of Aff,
While C1 did pot inhibit aggregation, in agreement wilh
previous repors of antibodies w the C-terminal {/3), binding
in this region can sill reduce AS induced roxicity. The
majority of anihedies that reduce plague burden and thal
have been isglared Trom patieas in e immumizalion rials
are directed ioward the M-terminal residues of he peplide
that are exposed and not involved in Gkl structure (43, 22}
However, 3 moenoctonal anobody raised apringt AS16—24
exhihitz high affinity for soluble A and deceases brain Af3
burden in tiouse models (23), svpgesting thal Lhe HIv2 seFv
isolated here, which binds a similar epitope, may alsg be
elfective in clearing Af.

There is some centoversy as w0 whether antibody-
mediated clearaitee is dependent on the aniibody Fe seceplar.

A B0 iz co-incubated with H1v2, no filaments aneobserved,~ -

specifically binds AS17—28 while the 1 scFv specifically .- .
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While some studics have indicated Fe-dependem phage-
cytosis by microglial cells andior macrophages as bemg
imporant in clearance (46, 22), other reports indicae thay g
non-Fe-mediacd disreption of plague structure may also
conifibule 1o clegrance (78, 79). In the laner siudies Flah);
fragments prepared from an ani-Af anlibody reduced
amyloid deposils as effectively as the inct anibody when
applied topically to the cortex of ransgenic mice through a
Cranigiomy. A more receat seporf indicated that well-
characierized FeR-y chain knock-out mice (FoRy ™'} im-
munized with Af42 exhibited & reduclion in A/ accunmla-
tion equivedent to the reduction in deposuion seen in Afid2.
immunized, age-matched,” FcR-suificient Tz2876 mice.,

suggesting that ant-Af antibodies can reduce AB deposition

independent of [FeR-mediatad phagoeylic events {40, Farther
evideiwe for a mechanism other than FeR-mediated clearance
of amyloid is provided by a rocont stuidy showing that
peripheral administration of two Af binding ageats, gelsatin
ang Gid-1 ganglioside, had a modest effect on AS deposition
in fransgenic mice (F47,

Out results indicate thal scFv frapments isolated ggainst

Af can inhibit Af} agpregation and provids protection against

Afl-induced wxicity. There is strong precedent that the scPyv's
isolated herc may have potcatiat application for teating AD
by decreasing amyloid burdens by themselves. In' addition,
however, these soFv fragments can be combinggd with a
sevond scFy Iragment 1o generale bispecific scFv's (81 that
condain an scbv to bind AS and inhibil aggregaiion as shown
here and a second scFy w0 promote cleatance of this bound
_complex from the brain.
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Monoclonal antibodies inhibit in vitro fibrillar aggregation of the

Alzheimer f-amyloid peptide
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ABETRACT The B-amyloid peptide, the hallmark of Alz-
heimer disease, forms fibrillar {oxic ageregates in beain lissue
1hat can be disselved only Ly streng denaturing apents, To
study B-amyloid formation and its inhibition, we prepared
immuye complexes with twe monaclonal antibadies (mdhs),
AMY-11 and &F/3D, raised agaiost J-zmyleid fragments
sponiting aming acid residues 1-28 und 8-17 of the g-amyloid
peptide chain, respectively, In vitre apgregation of B-amyloid
Ftptide was jgduced by incobation fer 3 h at 37°C and
monitored by ELISA, negative stoining electron microscopy,
aod fluorimetric studies. We found that the mAbs prevent the
agaregation of B-amyleid peptide and thut the inhibitory efTect
appeass to be related to the localization of the antibody-
binding sites and the nature of ¢he aggrepating agents. Prep-
aralion of mAhg against “agaregating epitopes,” defined as
sequences relpied to dbe siles where protein egpregation is
initisted, may lead to ke wnderstanding and prevention of
protein aggregation. The vesulls of thizs study may provide =
foundation for using mMABS in vive to prevent the fB-awmybeid
pEplide agarezation that is associzted with Alxheimer disense.

Experimental evidence that S-smyloid pepride (fA4), the
hallmark of Alzheiter disease (1, 2), has opposing neurite-
promoting and neuratoxic properties that are related to pa p-
lide appregation forms (3-3) has Focused the development of
appropiisle therapeutic approaches toward reducing or slim-
inating the extent of amyloid fibrillar depositionin the brain
{6-8). Amyloid insolubility has been one of the mast insur-
mayntable problems in the initizl charscterizition of the
canstituent proteins of the iselaled plague cores from brains
affected by Alzheimer disease. Strang denaturing conditions,
such as high concentrations of urea, guanidine-HCE, or extteme

P, are required 1o break and dissolve such aggregates (2, 9%
Under physielogical conditians, the gmthetic SA4 adopts an.

agpregated Form and also shows a change from a neurite-
promaling to a newrowoxic effect on hippocampal newrons
(3-5, ). Aggregalion of BA4 has heen shown ta depend on
pH, peplide concentration, temperature, and time of incuba-
Loz (11}. The so-called patholegical chaperones (123, as well
as such metal ions as Zn®* apd AF* (12-15) that have been
-proposed as 'Tisk factors” for Alzheimer disease, acceferare
the S-amyloid cascade aggrepation.

The avaitability of monoclonal antibodies (mAbs) that bind
to a specific antigen at distinet, well-defined sites has led w a
better understanding of how mghly specific antigen-aniibody
itteractions ean affect antigen behavior. Like the ubfquitous
clisperones (1), mAbs raised against specific nalve antigens
agtistin aiigen refolding {17-193 by recognizing incompletely
[vlded epitopes and inducing their native conformation. By
approprizic selechon, mabs have been isolated thal bind to

predefined locations on certain protein or peptide molecules

without inhibiting their biological activity (20, 21}

The publication easts of this acticle ware defrayed in part by pege charge
payment, This anlicls muet dhesefore be hereby marked “odvertisemers’ in
eccondance with 18 .50 §1734 sulely 10 indicaie this fac,

Ta this study, we investigared the ability of ynAbs againsl fA4
to suppress the fn vt aggregation of SA4 via immunncom-
plexation. We used 3 sandwich ELISA method and Fluares-
cefce monitoring, a5 well as clectron micrascops siudies, (o
characterize the eftect of two different mahs on g-amylaid
farmation.

MATERIALS AND METHODS

Anlibedies. Rabbit polyclonsl antibodies raised against syn-
thetic SA4-(1-40) were obiained from Boehringer Mannheim.
Agpgregation of gad-{1-40)-peptide was monitored by using
iwo eommercially available mAbs raised againg the tespeciive
peptides B~17 and 1-18 of A4 anli-human S-amyloid mAb
6F /3D (Accarate Chemicals) and mab AMY-33 fZymed}.

BAA Apgregation and immunogomplexation. Synthetic
BA4-(1-40) was obtained from Sigma, For én vifro induced
aggregalion, the resclion mixture tubes containing 200 pl of an
#queous selution of A4 (2.5 % 103 mM}), heparan sulfale (50
M), and/or chloride metai solutians (102 M at pH 6.5} ae
BA4 by ilself were incubated for 3 & ar 37°C. Aprregated
B-amylaid sampics were reémoved by centrifugation for 15 min
at 15,00 x g To determine the soluble gA4 (he supernatants
were lhen incubated for anorher 60 min with an excess of mAh
AMY-33 and/or 6F/30 (as determincd from the following set
of experiments) o produce omunocomplexed fA4. In an-
other set of experiments, mAb at equimalar aotibody/antipen
concenlrations were added tn the reaction mixtures beface the
first incubation period of 3 b at 37°C. The ameunt of A4 left
in solution yrder the various coaditipns eniployed can be
determined from both seis of experiments.

BAd agpregalion was fallowed by three approaches;

{f) ELISA. The ELISA coating procedure, with Bupsrgit-C-
conlaining epoxy groups {Rohm, Germany), using beads ar paper
as the solid phase, has been described (22, 23). [n the present
study, rabbiv enti-B-aniylotd-(1-40% antibody (100 ng/well) was
covalantly attached 1o epoxy-coated Microlder plates for 16 h at
4°C, Alter the'plates were washed with phosphate-buffered suline
(PBS) contgnmg 0.005% Tween 20, the residual epoxy ETGUPS
were blocked by adding 1%% fat jow-fat milk. Before use, the plaie
was thrica washed with PBS/Tween 20 and then drjed. The
soluble immunocoraplex of anti-g-amylold /344 obtained as de-
seribed above wes added o ihe plates for 1 F at 370, and bound
mAb was measured by eaess of horgeradish perogidase-labeled
goat-anti-miuse antibody (Bio-Rad), Degradation of the -
phenylenediamine substrate by HR)PP was monjtored an laps
according 1o manufacturer’s instructions by using an CLISA
reader. The amount of mAb bound was assimed o he PIOpOL-
tionat 1o the amoun! of solubie amyleid peptide that remains in
the reaction tube after incubation at the various agpregation
conditions specificd, The data represent the mean of three
replicates. The standard devialions of the intraassay and ner-
assays were =59 in all cuses,

Abbrevialions: mab, menoclonal entbody; BAd, S-amylaid peptide.
*To whom reprint requests shauld be addresscd.
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Relative amounis of resfdual soluble BAS-(1-40) in 1he

| [P
absence (—}or inthe presence [ +) of mAb AMY.33 (4} or 653D (8],
as measyred by ELISA {as deseribed in Marerialr and Methods), |, BA4;
2, Bad plus 50 mib heparan sulfaie, 3, BAL plus 1072 M AICH 4, fAd
plus 18073 b ZpCh.

(#) Electron micrascopy. Megetively stained smyloid fibrils
were prepared by floating carbon-coated grids on aquecus

Proc. Marl, deed. Sci. USA 93 [1994) 453

peplide solutions {1-2 mg/wml} and air drying. Fibrils of
B-amyloid, either alone or immurocomplexed to mAb AMY-23
tenolar ratio of 4:13 for 3 h at 37°C, weie negaiively stained with
agueous (2% wifvol) uramy acciate and |hen visvatized by using
a JEOL model 1200 EX elecuron micvoscope cperaled at 80 kY
with a magnification of 25000,

{ui) Fluorometry, Flugromelric analysis of soluble g-amy-
loid peptide and the immunocomplex with AMY 33 (mola:
tatio of 4:1) swained with thipflavin T (Rigma) was perlformed
by & standard method (24). Fluorescence was measurcd using
a Perkin-Elmer model LS-50 [luorimeler al an excitaion
wavelength of 450 nm and an emission wavelength of 452 am.
The ageregalion reaction was followed for 7 days a1 7T

RESULTS

Effect of Immunecomplexstion on the i Vifre Apgregation
ol gA4. mAbs were added 1o 1he reaction mivture before or
after he incubation of synthetic AAG undér experimental
aggregation conditions i Lhe presence of heparan sulfate
sndfor such mets) ions as Zn?* and AlP* at recommended
concentralions (13-15, 25), as described in Marerialy ond
Methods. The resulis shown i Fig. 1A indicate that mAb
AMY.23, which recognizes an epilope spanning amine acid
residues 1-28 of JA4, inhibiled the aggregation of peptide in
the presence or absence of heparan suifate. Mo inhibitory
ciect on metal-induced amyloid ageregation was seen wnder
the same experimzntal conditions. The muab 6F/3D, which
tecngnizes an epitope located between residues B and 17 of
BaA4, slighily interfered with Zn?*-induced aggregation but
had no cflect on the sell-aggregation induccd by other aggre-
gation-inducing agents (Fig. 13}

mab-Tnduced Conversion of f-Amyfoid from Fibrillar 1o
Nonfitrillar Conformation. Electron microscopy of negalively
stained f-amyloid and i1s immunocomplex with mAb A M Y-33
(Fig. 2) revealed thal even at a low peptide to anlibody ratio,

Fig. 2. Eleciron micrographs of framylowd aggregates in the sbsence {1 gfr) or presence (Righr) of mAb AMY-33. (Birs = 0.2 pm.)
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Fig. 3. Thisflavin T-based fluarometnis assay af g-amylaid libril
formatinn {4) Emssion spectra of thiaflavin T bound to Obelllar gad
alune [curve 1}, or in the presence of the immunocomplez of BAd with
anlibody A MY-33 (curve 2). (5] Increase in ithioflavin T Hoarescence
bound do A4 () a5 @ funclion of incubstion rinie of the pepode
measured afler 3 by 3 days, and T days, Immunocomplezation with makb
AMY-33 prevems the inercase in thivtlavin T Fuorescencs {0), while
unrelared antibody did wot inkerfere with its fluorescence ().

fibrillar p-amyloid was converted 10 an amorphcus state,
Thieftavia T, a saitable probe for detecting the fibriliar
aggregation of fAd, confirmed the electron microscopy re-
sults, Dilution of the peptide directly from water into dye-
contsining buffer had no effect on dye fluorescence. In the

presence of agpregated SA4-(1-40), however, a change oc-’.

curred in the gxcitation spectrum of thioflavin T', manifested
a8 4 new peak ut 450 nm that was nol seen with the free dys
(see Fig. 34 for a representative emission specirum), Appre-
gaied BAd enhances the Flucrescence emission of thioftavin T
at 482 nm as & function of jscubation fime. Adding mAab
AMY-3] {3 a ratio of 4:1) to the SA4(I-40) solution before
cxposute Lo 37°C praventad he inerease In fluorescenee at 482
nm, wlereas the addition of unrelated antibody did not
Interfers with the flrorescence peaks (Fig 38,

DISCHSSTON

In suppressing S-amyloid aggregation, mAbs AMY-13 and
&F/31, which recognize dufferent cpitopes of the BA4 chain,
exhibiled a select ve ¢haperane-like activity. The immunncom.
plex of mAb AMY-33 and B&4 nol only prevented seff-
agpregation of GA4 but also the aggregation that was induced
In the presence of beparan sulfate, which is thought to affect

- only the aggregation of preexisting smyloid fibers (26). The

inhibitory effect was related tq the localization of ihe antibody-
bunding sites and 1o the natore of the aggregatioy apents, The

A T D
[

Proc. Natk? Acad. Sci. US4 93 (1996)

resulis of ncgative-stafoing eléciron microscopy reveuled that
even af low concenitrations of mAb AMY-13 voly amorphous
agpregates are formed. The ELISA measurements indicated
that increasing the concentration of mAh AMY-_33 o equima-
lat antigen/anibody ratins maintained Bad solubiliny, The
diffuse and amorphous conglomerates of AA4 deposils rhai
were nol detectable by thioflavin T fluarometry or Congs red
stgining are net supposed to be agsocimied with eeuritic
pathology {34). .

The mAb AMY-33 did not exhibit 2 similar Intiibitory effect
on metak-induced amyloid aggregation. The slight inter ference
with Zn**-induced BAY aggregation thet ageurmed using mAb
6F/3D may be due {0 the partial solvation effect of already
aggregated BA4. Aluminum-induced apgregation of 2Ad is
distingyished from that indoced by zinc i rerms of iis roke,
extent, pH, and iemperature dependence (13). Although the
precise site of metal-ion interaction with BA4 has noi yef been
determined, several residues in the fA4 chain are candidates
for metal binding. The 8A4 residues His"? and His™ may be
irmplicated fn fibridl formation, and, conceivahly, Hist* raight
remain available e interinolocular electrastatic interaciions
between antiparaliel chains (25), The site defined by Va2
His'?-His'"*- Glu'*-Lys'®Leu'? js thought 10 provide the cai-
ionic binding sites (hat are exposcd on the same face of the
peptide B-sheet {25).

Because A4 has been shown to be physiclopically produced
in 2 soluble form in normal individuals {27, 28), the apprega-
tion of suluble 344 into inscluble amylaid fitrils is beligved to
be & crucial slep in the pathogenesis of Alzhewmer disesse,
Therefore, to reduce or climinate the extent of pathological
imarein depositions in the brain, much effor has besn focused on
developing poteat and selective indiihitors of S-emyloid afpTepa-

. tion (6-8). Preparing. mAbs against “apgrepating epitopes,”

identihed as sequences related (o the sites where profein aggre-
gation 8 initiated, may provide a tool for prevenling the phe-
nomeenon of profeln agerepation. In previous studies, we showed
that appropnate mAbs inleract ai strategic protein-folding-
initiation siles, leading to a considerable refulding effect of the
already clustered epitopes (19). _ N

The ability of mAbs snd their respeceive genetically engi-
necred antibody fragments (o suppress in Vo agpregation of
FAd m cultured PC-12 neural cells is under investipation.

Reoent advances in antibody engineering have enabled nat
anly the manipulation of antibody genes but abkso the reshaping
and designing of antibody molecules for intracelluiar expres-
sion (29, 30). The ohservation that active antibodies can be
targeted to specific subceltular compariments by linkage o the
appropriale signal sequendes raises the additicnal possibility
that single-chain antibodies can find targcts: inside the cell,
providing a differcat class of active malecules [or gene therapy.
Recent success in producing congophilic amyloid deposits in
rat braios {31) and the murine Alzheimer model system (32)
provlde Lthe rationzle to study the effects of Such anthodies
againgl S-amyloid i brain tissue. These models can provide
the foundation for potential therapeutic approaches targeted
at the Nibrillar g-amyloid accemulation in &lzheimer disease.

We thank [ Or for clectran microscopy pictures, and F. bsrpohn
ind Dr. ¥. Buchnor for editing aad styling the paper
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412183; 8V 1; linear; genomic DNA; STD; MUS: 117 ap.

M12183;

16-JUL-1988
14~-NOV-200§

Mouse immuncglobulin rearranged kappa-chain V-region v1i0% gene from

[Rel. 18, Created)
|Rel. 89, Last updated, Version 9)

C.AL20-TEPC-105 myeloma, oxones 1 and 2.

C-region; immunoglobulin light chain; immenoglobulin-kappa; V-regien.

Hus musculus (house mouse)
Metazoa; Chordata; Craniava; vercebrata; Futelecostomi;

Eukaryota;

Muridae; Murinae; Mus.

111
1-1il17
Moynet D..,

J. lmmunol.

TUGQT/LIGH;
Koy

S0urce

exon

cDs

aXxon

Macl.ean 8,F., Ng K.H., Anctil D., Gibson D.M.:
“Polymorphism of kappa variable region (V-Kappa-l) genes in inbred mice:
Relationship to the lg-kappa-Ef2 serum light chain marker®:

135:727-732(198S) .
412183; M1i2183.
Location/Qualifiers

1..1117

/organism="Mus musculus*
/mol_types*genomic DNA"
/db_xrefs"tazen:10090*
<340..385

/number=]

/notes"kappa-chain v-rogion-
join(340. .385,768..>1117)
/eodon_startesl
/note="kappa-chain V-region*
/protein_id="AAA38850.1"

Mammalia;
Eutheria; Euarchonteoglires; Clires; Rodentia; Seiurognathi; Murcidea;

/translation="HMKLPVRLLVLMPWI PASSSDVVMTQTPLSLEPVSLGIQAST SCRSS
QSLVHSNGNTYLHWYLQK PGOSPRLL I YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKI SRVEA

EDLGVYFCSQSTHVPUWTFGGGTKLETKR"
768. .>1117
/number=2
/note="kappa-chain v-region®

Sequence 1117 Bp; 3C7 A; 225 C; 26% G; 320 T; 0 other:

aagcttacca
atttectttta
Lctgtgaaca
totataacte
ggbgyggccea
cagtgrccte
ttggtgctga
a4gggagcagyg
tgggotcttat
atgggaacat
cctagaagtg
taaaaaaalyg
ttcatgaattg
tgttgtgatyg
ctcttgcaga
cctgcagagy
Logggtecca
cagagtggag
gacgtroggt

ggrtattaac
ttgaggagac
ctctacagca
ttcctrctatl
ceccttactag
aggctgtete
tgttetggat
agcactgaat
cctecageat
gtgctataat
actagacact
gtatgtaaaa
ttgtgtgtaa
acccaaacte
tctagteaga
ccaggeocage
gacaggttca
gctgaggate
ggaggcacca

asdatcgacet
agccctgtge
tagaagaggt
actggcaacac
tctgagacaa
ctcaggttgce
tcelggtygag
cccattgeckce
ggggcetcety
gaagattatg
tgcaatrcac
ataaacatca
ctatgcattu
cactcreccct
gccrrgtaca
ctccaaaget
gtggcagltgg
tgggagtta
agetggaaat

cgcaateglce
gagtcatatt
tecrgLgtcace
teangggagce
aagctcaget
ctcoctecaaaa
gagagaggga
atktccatgta
gggtgaatac
aaatggatge
crrttrcggt
cagttgaaal
cLctcteatl
gceegteage
cagtaatgga
cctgatctac
atcagggaca
cttctgetet
caaacgt

tgggtgaaaa
cctggtatct
ttttaagatce
ttttgcatat
gtotregottc
tgaagligee
agtgagggag
Lcctgecaty
tLgttagagg
ctgggatggt
sagaagagaa
uapaaaaaaa
gtttecagetc
cttggagatc
aacaccratt
aaagtrLcea
gatttcacac
caaagtacacg

araaacatac
cygggtgotta
Leasaccagoe
cgctecceagy
agtgactgat
tgttaggeclg
gagaatggac
ggtgagaaga
gaggttceag
ctaagtaatg
cittaggata
cactaaggatyg
ccagecaghga
aagcctcecat
tacattggta
accgatitlc
tcaagatcag
atgttcegty

780
840
900
960
1020
1080
1117
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AATEEE70 standard; DHA; T17 EP.
EATEEE7D;
15-APR-15988 (EirsE encry)

L chbin svubwunit f Pas specifiec ancibody $eding seguence.

Pa=; antibgdy: human: jmmeroglobuling wariashle region; rheumatiam;
auteimmune disease; rheumetoid arthrikia: cheirapy: CDR; light chain.

romplementaTity determining ragion; ss,

Mus musculusg.,

rey Lacation/Qualifiers
Chis 1.7

ftrag=s a
slg_peptide 1..57

f*cages b
mal_paplide GE.. 714

Jhtoag=s <
ERT99991L-21%
Q8-o0r-19497

27-MAR-1%87; STEE-003062415,

01-mPR-139E; JEJIR-DOBTESID.

[BRAY ¢ mAMEYD 20 LIDB.

Serivawa M, Ichikaws ¥, WNakahanre K, ronehesra 5
WEL: 1937 -J48267T3745.

- PSOB, 28W31752.

Anti-res recgonkinant antibodies - useful for Lresting auto-immune
digeanes, esperially rhoumatold srthribis, :

Tlaim 27: Page 14-35: 71pp. Engl:ieh.

Yhis seguenco reprosents the coding sequenge for the light chain of the
proceln of the laventicon. The prorein of the lnvention is a feconbimant
protein (&), that comprlses ab lessk one rogion corresponding to an
imminoglobulin {ig) variable region whieh enables the protein to
recogrige and specifically bind B¢ ab antigen, preferably humen Fas, and
haz subztantially oo more immenegenlicibty in a2 human pagjpent than a human
antibody. The prateins are useful for treating autoimmune diseases,
gspeclally rheumatism Irheuwnatold srthritisy, (A} 1s based on & murine
monoclonal antikbody. A the preksin lacks the conetant regaon, 1t hLas
subegrankially ne more immunogeniclby in the human patient than a human
ftibody

Segquence 717 BP: 1%4 A; 180 C; 171 G: 172 ‘I: D.Ur 0 ochey,

acgaagLege
qULACoatga
Lcbtacagak
cigcagaagg
ggogtoccag
T8 gy an
Qeatbeggey
= i o i o B
dacaacthor
aatogcdboe
agcaccckboa
actcacaaga

cogtbaggck
GLeEaagLEn
Sshagrasaag
cagoocagtes
acaggbtoag
crgasrarch
gaggoaccad
catccagbgad
aooccaaaga
Egaatag oy
cgttgaccan
catcapgkboc

artggtgckby
ackbgotoocotg
Ccottgtacac
tocasugcke
toggcaglygga
gggagtttak
goligaaasakce
[=od-Ts Fuliol-T- Lol -]
catbcadbgto
gaftgakran
= (oYl ol g ¥ -1
accodabegte

atgtectgga
cotgezagse
agtadtqgas
ctgalctaca
Lcagggacag
ctcbgotote
adacagygaory
Cocrggagata
angkggaaga
gacagcaagaqg
daacdacala
angagertca

tEooEacboe
TEOTsigda Lo
acacchakbt
aagktbtccna
gtEtcacact,
aaaghacaga
abygeharace
coboaglogt
Ecgatggcszng
ET3AACECCLE
aragrlatac
acaggaacga

cagsagbogat
agootcoateo
asatcagac
cocgatttbct
caagatcadge
LgLtoniong
aackglLlakbees
gegotictibg
Lgaacgacaa
caytaboago
ckgegaggcc
gegctagq

al
L20
180
z40
200
380
4210
4080
40
[eli]
Gag
T17

Fage 1 of 1
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AFQ44238: 5V 1; linear; mEMA: STR, HUS; 31235 gy, -
AF0Qd4338;

DE-FEB-1599 [Eal. SH, Creaced;
06-JAM=-2000 [(Rel. €2. Last updated, Version 329

Mua musculus F5.20G3 low-affinity anti-phosphorylchaline Taf antdbody mimd,
percial cds.

Mus musculos [houre mMDUEES] .

Euakarystka; Meeazon; Chordsba; Cranlata; Vercebraca: Eutelsssreomi; Mammalis;
Butheria: EBusrchontoglires: Glires: Rodentia: Sciurognathi; Murcidea,
Muridae; Muarinae; Muc.

111

1-3325

DOI; 140.101l6r50161-5859019900052-8

FUBMED; 10443033.

Buo P.. Eynos M., piamond B.;

"Crossreasiive B cells are present during @ primary but net scecandary
response in BALEfc mice expressing a bel-2 transgens';

Mol., Tmmunsl., 36(7) :471-473(1985) .,

121
1-325%
Fuo P., Diamond B, ; \

Fubmitoed [(23-JAN-129E) co the EMEL/GenPank:/bDs) datshases.
Hicrobloloegy and Tmmuneloegy and Medizine, Albert Binercein tollene aof
Medicine, 1300 Morris Park Ave., Bronx, HY 10481, USA

IMGT/LIAM; ATOQ4Z%8; AFD44234.

VEARSEZ: muaiGHU]1ES,

Key Locationsoualifiers

source 1..385

forganisme "Hug mugssulus”

fsekrain="BRLB/c"

/fmol_bEype="mRHAa"

flones S 24003

fnobe="v7183 family"

fdb_xref="raxon: 1003D*

DS <l..=»32%
foodon_scart=2 .
fproduct="low-Blifiniry anti-phosphorylcioline IgQ antibody?
Jprotelin_id=*"AR0E3134.1"
Jeranglation=" SGEGLYOPGES LKLSCRASGETPS S YEMSWT RO T POKRLELVALT
WSNGGSTYY POSVKGRIFTISEINAFHTLY LGNS S LK SENTAMY YU A RTIG BYWSOSTE W
Thwss-

Segquence 25 BP; TA A; 43 O 87 G: Y6 T O ather;

gtorgaggga gOclragtdc AgCctggagy gbocckbyaan ctckoetghg cagocbotod &
ctbcackttbc agiagoctatg geatgleita ggrtogeogag actocagaca agaggotyga 1Z20
gLEgOLogoa 3CCalCeala JLaatggigg LagcacClat tabtccagaca ghgbgaaggg 180
cogatlcacc abckocagog acaatgocaa gaacacootg Laccigraaas cgagoaghct 244
gaigteigag gacacagococa tgbatbectg tgc@aﬂgga: tatagLogct actgoggiea Jan
aggoacsloca ghcaceglkest ostca 125

Fage 1.of 1
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ABX16569 standard: DNA: 682 BP.

ABX16569;

22-APR-2003 (first entry)

Mouse DNA encoding antibody 3D8 heavy chain variable region.

ds: T-cell receptor: genc; cytostatic: dermatological: neuroprotective;
immunoscimulant; GD3:-ganglioside antigen:; MB1.6; PSMA; vumouy; 3D8: 4D4;
JE1Y; prostate-specific membrane antigen; zeta signalling chain;

CnBalpha hinge: cancer; melanoma; neurcendocrine tumour; prostate cancer;
small cell lung cancer: heavy chain variable region; mouse.

Mus sp.

Key Location/Qualifiers

cDSs 20..418
/*tags a
/product= "°3D8 heavy chain variable region-"-
/partial

/note= "No step codon shown®
US2002132983-41. -
19-SEP-2002.
10-DEC-2001; 2001US-000067731.

30-NOV-2000; 2000Us-0250087P.
30-NOV-2000; 20000S-0250089P.

(JUNG/} JUNGHANS R P.
Junghans RP;

WPI: 2003-208946/20.
P-PSDB; ABG74243.

New chimeric molecule useful in treating patients with disorders, such as
melanoma. neurcendocrine disorders, prostate and small cell lung cancer
comprises GD3 and/or PSMA binding domains of antibody.

Claim 2: Fig 4D; 35pp: English,

The invention relates to a chimaeric moclecule comprising the GD3
(ganglioeide antigen) binding domain of antibody MB3.6, with any of 3}
variablce gene seguences, or the PSMA (prostate-specific membrane antigen)
binding domain of antibody 3D8, 4pR4 and 3El1l, with variable gene
sequences, the zeta signalling chain of the T cell receptor and an
intervening Cbh8alpha hinge in which cysteine residues have been mutaced.
The chimaeric moleculas expressoed in T cells or NK cells or othor
effactor c¢clls are useful in creating paticnts with cancers expressing
the GD} (MB3.6 derivatives) or PSMA antigen (3D8, 4D4, JEll derivatives!},
and/or togecther with cach other or with heterologous constructs8 Lo engage
additional stimulatory and funcrional properties of the effector cells to

enhance the antitumour therapeutic efficacy (claimed).

particularly useful in disorders including melanoma,
tumours and prostate and small cell lung cancer.

They are

neuroendocrine
The present sequence

encodes the mouse antibody 3N8 heavy chain variable region

Sequence 682 BP; 151 A: 184 C; 173 G: 172 T; 0 U; 0 Cther;

tgaacacgga ccectcacgca tgaacttcgg gectcagettg atttbecttg tcetightet 650
aaaaggrgre cagtgtgaag tgaaggtggt ggagtclyggg ggaggettag tgaagcctgg 120
agcgtetctg aaactcbceget gtgcagecotce tggattcact tcecagtaact atggcatgte 180
ttgggricge cagacticag acaagaggct ggagtgogtc gcatccatta gtagtggtgg 240
tgatagcace ttctatgcag acaatgtaaa gggecgatte accatctcca gagagaatgc 300
caagascacc ctgracctygc aaatgagtag tctgaagbtct gaggacacgg ccttgtatta 360
ctgtgcaaga gacgaktctat Ctaactgggg ccanggeacc actctcacag tctcatcage 420
capahcaaca ¢gecccatcgg tctatcocacl ggooceoeghig tgrtggagata caattggetes 480
ctcggtgact ttaggatgcc tggtcaaggg thatttectt gagccagtga ccttgacctyg 540
gaactctgna toecctgbeca gtggtgtgca cabcrLtccca gorguotigc agtctgacct 600
ctacacccle agcagetcag tgactgtaac ctcgagcacce tgggccagcc agtcgatbgac 660
ttgcaatgbg geoccacccgy ca 682

3¢
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Alzheimer (AD).
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ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO BETA 1-42 CON PROPIEDADES
TERAPEUTICAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con métodos y composiciones para uso
terapéutico y diagnostico en el tratamiento de enfermedades y lrastornos
causados por 0 asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide que incluyen
la amiloidosis, un grupo‘de trastornos y anomalias asociados con la prote'ina
amiloide tales como la enfermedad de Alzheimer.

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

(AD).
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ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICO BETA 1-42 CON PROPIEDADES
TERAPEUTICAS

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

La amiloidosis no es una entidad de enfermedad anica sino mas bien un
grupo diversd de procesos de enfermedades progresivas caracterizados por
depositos en el tejido extracelular de una proteina cerosa semejante a almidon
llamada amiloide, que se acumula en uno o més érganos o sistemas corporales.
Una vez que se forman los depositos de amiloide, comienzan a interferir en la
funcion normal del érgano o sistema corporal. Existen por lo menos 15 tipos
diferentes de amiloidosis. Las formas principales son la amiloidosis primaria sin
antecedentes conocidos, la amiloidosis secundaria después de alguna otra
afeccion y la amiloidosis hereditaria.

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

Los depositos de amiloide tipicamente contienen tres componentes. Las
fibrillas de la proteina amiloide, que representan aproximadamente el 80% del
material amiloide, comprenden uno de varios tipos diferentes de proteinas. Estas
proteinas se pueden plegar en las llamadas fibrillas de hojas "beta-plegadas”, una
configuracién proteica Unica que exhibe sitios de unién para el rojo Congo que
producen las propiedades de tincidn Unicas de la proteina amiloide. Ademas, los

depositos de amiloide esté estrechamente asociados con el componente amiloide




F (pantagonal) (AP), una glicoproteina relacicnada con € amiioide P sarico
normal P {SAF), ¥ con dlicosaaminoglicanes sulfatados (GAG), carbohidratos
complejos del tejido conective.

Muchas enfermedades del envejecimiento se basan en o estan asociadas
con protelnas de tipo amilolde v se caracteilzan, en parte, por la formacion de
depdositos extracslulares de material amiloide o de tifo amiloide que contribuyen a
ia patogénesis, ademas del avance de [a epfermedad. Estas enfermedades
Incluyen, pero sin limitaclan, trastornos neurc!bgicos taies como la enfermadad de
Alzheimer {(AD), gue incluyen enfermedades o afecclones cdracterizadas por la
pérdida de la capacidad de mernoria cognitiva tales como, par ejemplo, deterioro
cogritiva leve (MCD, demencle de cuarp;os de Lewy, sindrome de Down,
hemorragia cerebral” hereditaria con amiloidosis {de tipo holandesa); complejo
Parkinson-demencia de Guam, Otras enfermedades que se basan o asogian con
proteinas de tipo amilolde son la pardlisis supranuclear progresiva, esclercsis
maftiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS (esclerosis (aleral amiotrdfica), miosilis con cuerpos de
inclusion {IBM), diabetes de comienzo adulic; amilvidois cardiaca senil, tumores
endocrinos y otros que incluyen degeneracion macular.

Si bien la patogénesis dg- estas enfermedades puede ser diversa, sus
depésitos caracleristicos con frecuencls contienen  rmuchos consliluyentes
moleculares compartidos. En gran medida, esto se pusde atrlbuir a la activacicn
local de las vias pro-inflamatorias que de este modo producen la deposicidn
concurente de los cnmpcnentés del complementa aclivado, reactaniss de fase
éguda, maduladores inmunes y otros mediadores inflamatorios (McGeer et al,
1694),

La enfermedad de Alzheimer (AD} es un trastorno neurologica que 8e

considera que estd causado principalment por fas placas amiloides, una



acurmulaclon de depdsito anormal de proteinas en el cerebro, El tipo de amiloide
haltado con mayor fréecuencia en s! cerebro de los individuos afectados estd
compyecste principalmente de fibrillas AB. Las evidencias cientificas demuesiran
que un aumento de la producciér y acumulacion de proteina beta-amilcide en las
placas conduce a la muerte de la célula nerviosa, lo gue contribuye al desarrollo y
avance de @ AD. La pérdida de células nervicsas en areas cersbrales
gstratégicas, su vez, causs ia reduccion de los neurptransmisores y el delerioro
de la memoria. Las proteinas principalmente responsables de {a formacion de la
placa incluyen la proteina precursora de amilcide (APP) y dos presenilinas
{presenilina | y presenilina 11). La escision secuencial de ta proteina precursora de
amilpide {APP), gue se expresa en forma constilutiva v es catabolizada en la
mayoria de las céiulas por las enzimas P y y secretasa condute a la liberacion de
un péptide Ap de 39 a 43 aminodcidos. La degradacidn de ias AFP
probablemente aumenta su propension a agregarse en placas. El fragmento de
AB(1-42) es el que tiene principalmente una alta prapension a formar agregados
debido & dos residuos de amincdcidos muy hidrofObicos en su extremo C-
terminal. El fragmento A3{1-42) por consiguiente se considera gue esta
principalmente invelucrado y s el responsabie de |z iniciacivn de la formacion de
la placa neuriiica en la AD y tiene, en consecuencia, un slto potencial patologico.
Por lo tanto, se necesitan aﬁticuerpaa eafaecﬁicus que pusedan localizar ¥y
dispersar la formacién de placa amiloide.

Los sintornas de AD se manifiestzn lenfamente v el primer sintema puede
ser sbio 5Ivido leve, En esta efapa, los individvos pueden olvidar eventos
recientes, actividades, los nombres de gente o cosas familiares y pueden no ser
capaces de resolver problemas de matematica simples, Debido a que la
enfermedad avanza, los sintorrss sa advierten méas facllmento vy se convierien en

sullcientemente graves y origing que |la gente con AD ¢ los miembros de su



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

En la actualidad, la Unica manera definida para diagnosticar AD as
identificar las placas y ovillos en el tejido cerebral en una autopsia después de Ia
autopsia del individuo. £n consecuencia, los médicos sélo pueden hacer un
diagnégstico de AD “posible” o "probable” mientras la persona ésta todavia viva.
Mediante los métodos actuales, los médicos pueden diagnosticar AD en forma
cormecta hasta el 90 por ciento de las veces empleando diversas herramientas
para diagnosticar AD "probable”, LLos médicos realizan preguntas acerca de la
salud general de la persona, problemas médicos del pasado y los antecedentes
de cualquier dificultad de la persona para llevar a cabo las actividades diarias.
Las pruebas conductuales de memoria, resolucién de problemas, atencion,
calculo y lenguaje proporcionan informacion sobre la degeneracion cognitiva y
pruebas médicas tales como examenes de sangre, orina o liquido espinal y
barridos cerebrales pueden proporcionar alguna informacion adicional.

El manejo de la AD consiste en tralamientos basados en medicacion y no
medicacion. Los tratamientos destinados a cambiar el curso subyacente de la
enfermedad (retardar o revertir el avance) han sido hasta el momento en gran
parte infructuosos. Los medicamentos que restauran el déficit (defecto), 0 mal
funcionamiento, de los meﬁsa]eros quimicos de las células nerviosas
(neurotransmisores), en particular los inhibidores de colinesterasa (ChEl) tales
como tacrina y rivastigmina, han demostrado mejorar los sintomas. Los ChEI

impiden la degradacion enzimatica de los neurotransmisores, de este modo



aumenta la cantidad de mensajeros quimicos disponibles para transmitir las
sefiales nerviosas en el cerebro. ‘

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

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

£l deterioro cognitivo leve {MCI) es un término general definido mas

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



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

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

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

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

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



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

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

La miositis con cuerpos de inclusién (IBM) es una enfermedad invalidante
que se halla usualmente en gente de mas 50 afos, en la cual as fibras
musculares desarrollan inflamacién y comienzan atrofiarse —pero en la cual el
cerebro estd conservado y los pacientes mantienen su intelecto completo. Se
hallaron dos enzimas comprometidas en la produccion de la proteina 3-amiloide
aumentadas en el interior de Ias_ células musculares de los pacientes con esta
enfermedad muscular progresiva mas comun en personas de edad avanzada, en
la cual la R-amiloide también esta aumentada.

Otra enfermedad que se basa o esta asociada con la acumulacion y
deposito de la protelna de tipo amiloide es la degeneracion macular.

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

sefiales visuales al cerebro). La vision ‘frontal’ clara, aguda esta procesada por le



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

Existen dos formas de degeneracion macular: degeneracién macular seca
y degeneracion macular humeda. La forma seca, en la cual las células de la
macula comienzan a alterarse lentamente se diagnostica en el 85 por ciento de
los casos de degeneracion macular. Usualmente ambos ojos est4 afectados por la
AMD secs, si bien un ojo puede perder vision mientras que el ofro 0jo permanece
sin afectar. Los drusen, que son depdsitos amarilios bajo la retina, son signos
comunes tempranos de la AMD seca. El riesgo de desarrollar AMD seca
avanzada o AMD hdmeda aumenta a mediado que aumenta el nimero o tamafio
de los drusen. Es posible que la AMD seca avance y cause pérdida de vision sin
transformarse en la forma himeda de la enfermedad, también es posible que la
AMN seca en estadio temprano cambie de repsnte a la forma himeda.

La forma humeda, aunque solo representa el 15 por ciento de los casos
causa el 90 por ciento de las cegueras v se la considera AMD avanzada (no hay
estadlo temprano ni intermedio de fa AMD htimeda). La AMD homeda es siempre
precedida por la forma seca de la enfermedad. A medida que la forma seca
empeora, algunas personas comienzan a tener un crecimiento anormal de los

vasos sanguineos detras de la macula. Estos vasos son muy fraglles y filtraran



liquido y sangre (de aqui degensracion macular ‘hiimeda’), lo que provoca un
dafio rapido a la macula.

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

El diagnostico de la degeneracion macular generalmente incluye un
examen de ojo dilatado, prueba de agudeza visual y un examen de la parte
posterior fondo de ojo mediante un procedimiento llamado examen de fondo de
ojo para ayudar a diagnosticar la AMD, y —si se sospecha AMD himeda—
también se puede realizar angiografia con fluoresceina Si la AMD seca lega a los
estadios avanzados, actualmente no existe una tratamiento para impedir la
pérdida de visidon. Sin embargo, una formula de dosis altas de antioxidantes
especificos y zinc puede retrasar o impedir que la AMD intermedia evolucione al
estado avanzado. El Macugen® (inyeccibn de pegaptanib sdédica),
fotocoagulacion laser y la terapia fotodinamica pueden controlar el crecimiento de
los vasos sanguineos y el sangrado en la macula, lo cual es util para algunas de
las personas que tienen AMD homeda; sin embargo, la vision que ya se ha
perdido no se recuperard con estas técnicas. Si la visidbn ya esta perdida, existen
auxiliares de la vision baja que pueden ayudar a mejorar la calidad de vida.

Uno de los signos mas tempranos de la degeneracion macular relacionado
con la edad (AMD) es la acumulacion de depdsitos éxtracelulares conocidos como
drusen entre la lamina basal del epitelio pigmeniado retiniano (RPE) y la

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

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

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

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

También se requieren en consecuencia, composiciones y métodos

efectivos para referirse a las complicaciones asociadas con enfermedades y
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trastornos causados o asoclados con la proteina amiloide o de tipo amiloide que
incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la
formacion de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero sin limitacién,
trastornos neurolégicos tal como enfermedad de Aizheimer (AD) que incluyen
enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (de tipo holandesa ); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas
de otras enfermedades que se basan 0 asocian con proteinas de tipo amiloide tal
como pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis mulliple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusion (IBM), diabetes
de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endocrinos que incluyen
degeneracién macular. En particular se necesitan anticuerpos especializados y
altamente efectivos capaces de contrarrestar las manifestaciones fisiologicas de
la enfermedad tales como la formacién de placas asociadas con la agregacion de
fibras del péptido amiloide o de tipo amiloide.

Se ha demostrado que los anticuerpos antiamiloides estimulados por la
inoculacion de A4, mezclado con adyuvanfe de Freund completo o incompleto
son capaces de reducir la sobrecarga en ratones transgénicos para la enfermedad
de Alzheimer (Schenk et al., 1989).

La inoculacion intraperitoneal de AR4.4s tetrapalmitoilado reconstituidc en
liposomas en ratones transgénicos NORBA estiﬁulé titulos significativos de
anticuerpos anti-amiloides, que también demostré poder solubilizar fibras y

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

La presente invencion proporciona nuevos métodos y corﬁposiciones que
comprenden anticuerpos altamente especificos y altamente efectivos que tienen
la capacidad de reconocsr y unirse espacificamente a los epitopes espacificos a
partir de una variedad de antigenos B-amiloides. Los anticuerpos permitidos por
las descripciones de la presente invencién son particularmente utiles para le
tratamiento de las enfermedades y trastornos causados por o asociados con la
proteina amiloide o de tipo amiloide que incluyen la amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con la formacién de la placa amilcide que
incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis relac’:ion'ada con la edad tal como
enfermedades que incluyen, pero sin limitacién, trastornos neurolégicos tal como
enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen enfermedades o afecciones
caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tal como, por
ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa);
complejo Parkinson-demencia de Guam; ademd&s de otras enfermedades que se
basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal como paralisis supranuclear
progresiva, esclerosis miltiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de

Parkinson, demencia relacionado con VIM, ALS (esclerosis lateral amiotréfica),



13

miositis con cuerpos de inclusién (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois
cardiaca senil, tumores endocrinos que incluyen degeneracién macular, por
nombrar solo unos pocos.

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

BREVE DESCRIPCION DE FIGURAS Y SECUENCIAS

Figura 1: Péptidos derivados de las secuencias 1-15, 1-16 y 1-16(514). 22-
35y 29-40 de AB

Figura 2: Unidn del anticuerpo monoclonal mACi-01-Ab7 C2 a las especies
amiloides en una transferencia Westemn y transferencia en mancha

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

Figura 4. Resultados de un experimento comparativo entre el ensayo de
Th-T fluorescente y RMN en estado solido del péptido 1-42 B-amiloide marcado
con U-3C Tyr10 y Val12. |

SECID NQ: 1: Péptido antigénico Al 1.15
SECID NO: 2: Péptido antigénico AR 1.1g
SEC ID NO: 3: Péptido antigénico AB (.1sa14)
SEC ID NO: 4: Peptido antigénico A 2235
SEC ID NO: 5; Péptido antigénico AB2gao
SECID NO: 6: Peptido antigénico A+
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SEC 10 NG: 7: Secuencia de amincécidos de la regidn variable de la
cadena liviana C2 de raton

SEC ID NO: & Secuencla de aminoacidos da la region variahis de la
cadena pesada G2 de ratdn

SEGIDNOD:9:  Secusncia de nuciéofidos de la region variable de Ia
cadena liviana C2 da raton -

SECIDNO: 10:  Eecuencia de nucléotidos de la regién varable de
cadena liviana C2 de ratdn gue incluye las secuencias sefial

SECIDNO: 11:  Secuencia de nucléotidos de la region variable de la
cadens pesada C2 de raton

SEGIDNO:12:  Secuencia de nucléctidos de la region varabie de
cadena pesada de raton que incluye las secuencias sefal

SEG ID NO: 13-20: Variantes de secuencia de aminoacidos de ia ragidn
apitdpica del péptido AR

SEC IDNO: 21:  Secuencia de aminoécidos de la cadena iiviana ©2 de
raton

SECID NO:22;  Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada G2 de
raton

La presente invencion hace uso de las presentaciones de antigenos que
producen la exposicion vy es’.cbi!izacién aumeniada de ura conformacidn
antigénica preferida, que finalmente origina anticuerpos con propiedades dnicas.

En una resalizacidn des la invencion se proporcicna un anticuerpo que
incluye a cualquier antisuerpo fuhcionzaimente equivalantz o parles funcionales del
mismo o mas particularmente, un anticuerpe monoclonal que incluye a cualquier
anticuerpe funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que ha
sido originado contra una construccion antigénica supramolecular que comprends

un péplido antigénico correspondiente a la secuencia de aminoacidos del péplido
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B-amiloide, particularmente del péptido B amiloide ABs.is, ABi1s Y ABs.1saia)
modificado con un residuo hidrofébico tal camo, por ejemplo, acido palmitico o un
residuo hidrofilico tal como, por ejemplo, polietilenglicol {(PEG) o una combinacion
de ambos donde dicho residuo hidrofébico e hidrofilico, respectivaments, esta
unido en forma covalente con cada uno de estros términos del péptido antigénico
mediante por |0 menos uno, particularmente uno o dos aminoacidos tal como, por
ejemplo, lisina, acido glutamido y cisterna o cualquier otro aminoécido o andlogo
de aminoacido adecuado capaz de actuar como dispositivo conector para acoplar
los residuos hidrofébico e hidrofllico al fragmento del péptido. Cuando se usa PEG
como residuo hidrofllico, los términos de PEG libres estan unidos en forma
covalente con fosfalidiletanclamina o cualquier otro compuesto adecuado para
funcionar como elemento de anclaje, por ejemplo, para insertar la construccion
antigénica en la bicapa del liposoma.

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

En una realizacién adicional de la invencién, se proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monocional, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la
presente invencion y como se describid antes en |la presente memoria, tal
anticuerpo o fragmento se une a un monémero AB con afinidad de unién de por lo
menos aproximadamente 1 x 10® a por lo menos aproximadamente 1 x 10%,
particularmente de por lo menos aproximadamente 1 X 10% a por lo menos
aproximadamente 1 x 107, mas paricularmente de por lo menos

aproximadamente 1 x 107 a por lo menos aproximadamente 1 x 10®, aun més
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particuiammenie de por lo manos zproximadamente 1 x 107 a por o menos
aproximadamente 4 x 107 paro, con preferencia no muesira ninguna reactividad
cruzada con la proteina precursora del amiloide (APP).

En otra realizecion de la invencicn, se proporciona in anticusro,
particularmente un anticuerpo menoclonal, que incluye a cuzlquier anticuerpo
funcichaimente equivalente o partes funcionales dél misma de acuerde con la
presente invencion y como se dascribib antes en la presente memoria, tal
anticuerpo o fragmento se une g upa fibra, fikrila o filemenic de AR con una
sfinidad de por lo menos aproximadamente 1 x 107 o lpn::r lo menos
aproximadamente 1 x 107, particularmente de por o menos aproximadamente 1
x 107 & por io menos aproximadaments 1 x 10® mas particularmente de por o
menos aproximadamente 1 x 107 a por lo menos apreximadamente 1 x 10°°, ain
mas particulzrmente de por lo menos aproximadamente 1 x 10 a por lo menos
aproximadamente 5 x 10°, pera, con preferencia no muestra ninguna reactividad
cruzada significativa con la proteina precursora def amiloide (APP).

En olta realizacidn, el anticuerpo, parH_cuIarmenie un articuerpo
manoclonal, que Incliye a cualquler anticuerpo funcionalmenie equivalents o
partes funcionales del mismo de acuerdo coi la presente invencién y como se
describid antes en la presente memaria exhibe una afinidad de union con una
fibra, fibrilla o filamento de AR que es por o menos 5 veces, particuiarmente par o
menus 10 veces, mas particularmente por lo menos 15 veces, superior 2 la
aﬁmdad te unidn con un monomero de AR.

Los anticuerpos tde acuerda con la iﬁvancién son ¢apaces de inhibir, in vitro
e in wvivo, la agregacion de paptidos monoméricos amiloldogénios,
aspecificamente péplides § amiloides monoméricos tal como, por ejempio, los

paplidos AR monoméricas 1-39; 140, 1-41, 142, 0 1-43, paro especiaimentes
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péptidos rronoméricos ARisx en fibriflas o filamentos amilvides poliméricos da
alto peso molecutar,

En una ealizacién especlfica de la iovencibn  un  anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualguier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, al anticuerpo
después de la co-ncubacion con  péptidos  dmiloides  monomeéricos,
paricularmente péptidos B amiloides monomérices tal como, por ejermplo, los
péplidos AP monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los
péptidos ARi42 Monomericos, inhibe la agregacidn de los monémeros de Af en
fibrillas poliméricas de aito peso molecutar,

En una rsalizacion adicional de la invencidn se proporciona un anticuerpo,
particularmenta un anticuerpe moenaclonal, que incluye a cualguier anticuerpo
funcicnalmente equivalente o pares funcionales del mismo, tal anticuerpo
despues de la co-incubacion, particularmente la co-incubacion en una relaciin de
concentraciones maolares de hasta 1:100, mas particularmente en una relacion de
concentraciones molares entre 1:30 y 1:100, perc especialmente gn una reiacion
de concentraciones molares de 1:100, con los péplidos amiloides monoméricos,
particularmente los peéplidos B amiloldes monoméricos tal como, por ejemplo,
peptidos AP monomericos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o 143, paro especialmente los
pentidos APie: manoméricas, inhibe la agregacidn de los mondmeros de A en
fibrillas poiiméricas de allo peso molecular. En particular, dicha inhibician flega a
por lo menos 50%, particutarmente a por la menos 65%, mas particularmente a
por do menos 75%, aun mas particularmente a por 1o menos 80%, pero
aspacialmente a por |0 menos 85%-90%, o mas en comparacion con los
mondmeras del péptida amiloide respectivo incubado en buffer (control}.

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

con los péptidos amiloides monoméricos sa lleva a cabo durante 24 horag a 60
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horas, particularmente durante 30 horas a 50 horas, mas particularmente durante
48 horas a una temperalura entre 28°C y 40°C, patticularmenie entre 32°C y
38°C, mas particularmenie a 37°C.

En otra realizacién la presente invencién proporgciona un anticuerpo,
particularmente un anficuarpc monoclonal, que induye a cualquier anticuerpo
funciohalm‘ente equivalente o parles funcionales del misme, tal anticuerpo
después de la co-incubacion durante 48 horas a 37°C con una relackdn de
CONGEntraciones molares de 1:100 con un péptido amiloide monomeérico,
especificamente un péptido B-amilcide monomeérico tal comao, por ejempla, el
peptide AR monomérice 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmerte  un
péptido ARz monomeérico, 2s capaz de inhibir la @gregacion de los mordmeros
amfloides, particularmante [a agregacién de los pépt-idos B arnilofdes montméricos
tal come, por efemplo, péptidos AR maonoméricos 1-39; 140, 141, 142 o 1-43,
pero especlalmente del péptido ARy.z monomérico en fivillas o filamentos
poliméricas de zlto peso molecular en por lo menas 85%, particularmente en por
lo menas B9% y mas particularmente en por lc menos 85% en comparacidn con
los monomeros del péptido amiloide incubado en buffer (contiol).

En una realizacion especffica, la invencion proporciona un anticuerpo,
particularmente Gn anticuerpo monocional, que incluye a cualguier anticusipo
funcionalmenie equiveiente o partes funcionales del mismo, que exhibe alta
especificidad con los peptidos monoméricos ARy pero muestra esenclalmente
ninguna o $0lo minima reactividad cruzada con fos péptides monoméricos APy.as,
ABqag, ABrgo, Y0 AB1a, parficularmente un anticuerpo, pero especiaiments un
anticuerpo  monoclonal, que incluye a cualguier antickerpo funcionalmente
equivalente o partes fungionales del mismep, tal anticuemo es hasta 100 veces,
particularmente 50 a 100 veces, mas particularmente 80 a 100 veces, pero

especialmente 100 v ces mds s neible con el poplido amiloide ABis en
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comparacién con ABi.3s, AB1.as, ABi4o, AB141 ¥ hasta 1000 veces, particularmente
500 a 1000 veces, mas particularmente 800 a 1000 veces, pero especialmente
1000 veces mas sensible al péptido amiloide ABi.sz en comparacion con AB+.ag, ¥
de este modo capaz de inhibir, in vitro e In vivo, la agregaciéon de péptidos
monoméricos amiloidogénicos, pero especiaimente de! péptido amiloide AB.42.

En otra realizacion especifica de la invencidn un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que tiene una alta
sensibilidad de unién al péptido amiloide AB1.4; y es capaz de detectar fibras de
ABi42 en una concentracion de debajc de por lo menos 0,001 pg, pero
particularmente en un rango de concentracion de entre 0,5 ug y 0,001 pg, mas
particularmente entre 0,1 pg y 0,001 pg, pero especialmente en una
concentracion de 0,.001 pg.

En una realizacidon muy especifica de la invencion se proporciona un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal
anticuerpo es capaz de detectar una cantidad de fibras de AB42 por debajo de
una concentraciéon minima de 0,001 ug y fibras de APi4p por debajo de una
concentracién minima de 0,1, uyg y fibras de AB+3s por debajo de una
concentraclén minima de 1 pg de fibras.

La union de los anticuerpos de acuerdo con la invencidbn y como se
describi6 antes en la presente memoria a los péptidos monomeéricos
amiloidogénicos pero, particularmente, a la forma amiloide (1-42) conduce a la
inhibicion de la agregacion de los péplidos monomericos amilbidogénicos a las
fibrillas o filamentos de alto peso molecular. Mediante la inhibicion de la
agregacion de los péptidos monoméricos amiloidogénicos los anticuerpos de

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

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

La presente invencion ademas proporciona anticuerpos, que después de la
co-incubacién con fibrillas o filamentos preformados polimericos de alto peso
molecular por la agregacién de los péptidos amiloides monoméricos,
especlificamente péptidos f§ amiloides monoméricos tales como, por ejemplo,
péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especiaimente los
péptidos monoméricos AB1.42 es capz de desagregar dichas fibrillas o filamentos
amiloides poliméricos de alto peso molecular.

En otra realizacién de la invencion se proporciona un anticuerpo, pero
especialmente un anticuerpo monoclonal que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o . partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
después de la co-incubacidn con una relacidn de concentraciones molares de
hasta 1:100, mas particularmente con una relacion de concentraciones molares
entre 1:30 y 1:100, pero especialmente con una relacidn de concentraciones
molares de 1:100, con fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alto peso
molecular formados por la agregacion de péptidos amiloides monoméricos,
particularmente péptidos B amiloides monoméricos tal como, por ejemplo, los
peptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los

péptidos monoméricos APi4; es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
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poliméricos preformados en por lo menos 35%, parlicularmente en por lo menos
40%, mas particularmente en por lo menos 50%, ain méas particularmente en
por lo menos 60%, pero especialmente en por lo menos 70% o mas.

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

En una realizacién especifica, la invencion proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
después de la co-incubacién durante 24 horas a 37°C con una relacion de
concentraciones molares de 1:100 con las fibrillas o filamentos preformados
poliméricos de alto peso molecular formados por la agregacion de péptidos
amiloides monoméricos, particularmente péptidos B amiloides monoméricos tal
como, por ejemplo, péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-43, pero
especialmente los péptidos monoméricos APi42 es capaz de desagregar dichas
fibrilas o filamentos poliméricos de alto peso molecular preformados en por lo
menos 35%, particularmente en.por lo menos 40%, méas particularmente en por
lo menos 50%, alin mas particularmente en por lo menos 60%, pero
espacialmente en por lo menos 70% o mas en comparacion con las respectivas
fibrilas o filamentos amiloides poliméricos preformados incubados con un
vehfculo control (amiloide sola) (control).

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

particularmente por ultracentrifugacion con gradiente de densidad seguida del
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analisls por sedimantacion S0S-PAGE con un gradienie preestablecido y/o por un
ensayo de tioflavina T (Th-T) flucrescente.

Fa presente  invencidn ademas proporciona anticuerpos o partes
funcionales del mismo que son sensbles desde el punto de vista de la
conformacion.

En una realizacion adicional de la invencidn se proporciona un anticuerpe,
pero especialmente un anticuerpo moneclonal que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
ciesp-ués de la co-incubacidn con fibrilas ¢ filamentos preformados poliméricas de
alto peso molecular  formados por la agregacion de péplidos amileides
monomericos, paﬁicularmenle. los péptidos B amilbides monomeéricos tal cormib,
por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 142 o 1-43, pero
especialmente los péplidos monoméricos  APiaz, €5 capaz de inducir una
iransicién de la conformacion de la [dmina $ hacia un una confonmaclan o-halice
ylo de arollamiente al azar, pero particularmente una conformacion de
arrollamiento al azar, adn mas particutarmente una conformacion de arrollamiento
al azar en una localizacién dada en la moiéeula, especialmente en el ambiente de
Val1l2 de la proteina AR, que conduce a un aumento de la conformacién de
arrollamiento al azar a expensas de la conformacicn B-hoja y una solubilizacion
mejorada de las fibrllas o filamentos preformados poliméricos de alte peso
molecular . £n particular Ia disminucidn de la conformacion de ia lamina B llega a
por lo mencs 30%, particularmente a por lo menos 35%, y mas pariculammente &
por lo menos 40% y mas en comparacion con las raspectivas fibrillas o filamentos
amiloicles poliméricos preformados intubadoes en buffer {contral).

En pariicular, el anticuerpo de acusrdo con la invencidn est& co-incubado
con fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alic peso molecular durante

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

En particular, la presente invencién proporCiona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, fal anticuerpo
después de la co-incubacion durante 24 horas a 37°C con una relacion de
concentraciones molares de 1:100 con las fibrillas o filamentos preformados
poliméricos de alto peso molecular formados por la agregacion de péptidos
amiloides monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides monomericos tal
como, por ejemplo, los péptidos AR monomeéricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-43,
pero especialmente los péptidos monoméricos ABi4z, €s capaz de inducir una
transicion de la conformacién de la lamina B hacia un una conformacion a-helice
yio de arrollamiento al azar, pero particularmente una conformacion de
arrollamiento al azar, ain mas particularmente una conformacion de arrollamienta
al azar a una azar en una localizacién dada en la molécula, especialmente en el
ambiente de Val12 de la proteina AB, que conduce a un aumento de la
conformacion de arrollamiento al azar a expensas de la conformacion B-hoja, con
la ultima reducida en por lo menos 30%, paricularmente en por lo menos 35%, y
més particularmente en por lo menos 40% y mas en comparacion con las
respectivas fibrillas o filamentos amiloides poliméricos preformados incubados en
buffer (control).

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

pero especialmente en el péptido monomérico AB.42.
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Mediante la desagregacion de fas fibrillzs o filamentos poiimsricos
amiloidogénicos los anticuerpos de acuerdo con la presente invencian son
capaces de impedir o disminuir lz formacion de placas amiloides que conducen a
un elivio de los sintomas asociados con la enfermedad y un retraso o reversion de
SU gvance.

Por consiguiente, esta es una realizacion adicicnal de la invencian para
proporcionar un anticuerpo, parficufarmente un anlicuerpo  monacional, fue
incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o pantss funcionales del
mismo camo se describié anteriormente en la presente meémoria, tal anticuerpo es
capeza de disminur la cantidad total de AP en el cerebro de un animal,
particiiarmente un mamifero, pero especialmente un ser humano gue padece de
una enfermedad o afsccion que conduce a una concentracion aumentada de AR
&n gl carebro.

En otra realizacion de la invencidn se proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticlerpo mencclonal, que incluye a cualguisr anticuarpo
funcicnalmente equivalente o partes funcionales del misme como se describid
anteriormente en la presente memoria, tal anticuerpo es capaz de alterar las
placas de este mado disminuye la carga de placas en g} cerebro de un animal,
particularmente un mamifero, pere especiaimente un ser humano que sufre de
uina enfermedad o afeccién que conduee a una carga de placas aumentada en el
cerebro. El antlcuerpo de acuerde con la Invencion que incluye a cualquier
anticiierpe funcionalmente equivalents o partes funcionales del mismo  disminuye
la carga de placa en el cerebro 2n por le menos 20 %, particularmente en por o
menos 25%, mas particularments en por {o menos 30%, aﬂ-n mas particularments
mas de 30%.

En aun otra realizacidn de la invencidn se proporciona un anticuerpo,

particularmente un anticuerpe mornocional, que incluye a cualquier anticu rpo
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funcionaimente equivalente o partes funcionales del mismo como se describid
enteriormente en la presente mamorla, tal anticuerpo es capaza de solubilizar
placas que conducen a una reguccidn de la proporeldon de placas el cerebro de
un animal, particularmenie un mamifera, pero especialmente un ser humano que
sufre de ura enfermedad o afeccion que conduce a una carga de placas
aumentada en el cerebro. El anticuerpo de acuerdo con la invencion que incluye a
cuglquter anilicuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo
reduce la proporcion de placas en el cergbrg en por io menos 10%}
particularmente en por lo menos 15%, més parfisularmente en por io mends 20%.

Se considera que el anticuerpo de acuerdo can la invencion pueds exhibir
uno, dos o mas de las propledades especificas descriptas anteriormente eh la
presents memoria en diversas combinaciones.

For ejemplo, en una realizacidn la presente invenclon properciona
anticuerpos, pero especiaimente anticuerpos moncclonales que incluyen &
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismao,
tales anticuerpos son bifuncionales o sea que ellos exhiben una propiedad de
inhibicién de la agregacion ademas de la propiedad de desagregacion como se
definid anteriormente en la presente memoria, particularmente apareado con un
alto grado de sensibilidad conformacional.

En otra realizackin ain de {a invenci¢n se proporciona un anticuerpo
hifuncional gue incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o parles
funcionaies del mismo, pero especiaimente un anticuerpo bifuncional monoclonal
que Mmeluye =@ cualguier anticusrpo funcimnalmente equivalente o parles
funcionales del mismo, tal anticuerpo después de la co-incubacion con péptidos
amiloides monoméricos, particularmante los péptidos B amiloides monoméricos,
tal como, por ejemplo, los peptidos AR menomericos 1-39; 1-40, 1-41, 142, © 1-

43, pero espaciaimente 1os péptidos ARz monoméricos, inhibe la agregacian deo
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los mondmeros de AB en Tibrilas o filamentos poliméricas de alto peso molecular
y ademas, despuss de la co-incubacion con fibrillas o filamentos preformados
polimericos de alto peso molecular formades por la agregacion de péptidos
arniloides monoméricos, particuiarments los péptidos 3 amiloides menoméricos tal
como, por ejemplo, 105 pépiidos AR monoméricos 1-39: 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43,
pero especialments los pépfidos ARy monomérices, es capaz de desagregar las
fibrillas o filarmentos amivides poliméricos preformados.

En una realizacion especifica de la invencldn la co-incubacion del
anticuerpo bifuncional de acuerdo ton la invencion, pero especialmente del
anticuerpo monoclonal bifuncional de acuerde con la invencién con péptidos
amiloides monoméricos y fibrillas o filamentos preformados poliméricos de afto
pesa molecular, respactivamente, tisne lugar con una relacion de concentraciones
molares de hasta 1:100, particularments en una relacién enire 1:30 y 1:100, v
mas particuanmente en una reiacién de 1,100,

En particular, 1a co-incubacion del anticuerpe de acuerde con la invencian
con peplidos amiloides monoméricos se lleva a tabe durante 24 horas a 60 haras,
particulammeante durante 30 horas a 50 horas, rmas particularmente durante 48
horas a una temperaiura entre 28°C y 40°C, paricularmenie entre 32°¢ y 36°C,
mas particularmente a 37°C, -mientras que la co-incubacion con fihbrillas o
filamentos preformados poliméricos de alto peso molecular se leva a cabo
durante 12 horas a 35 horas, particularmente durante 18 horas a 30 horas, més
particularmente duranie 24 huras a una temperatura entre 28°C y 40°C,
particularmente entre 32°C y 38°C, mas particularmente a 37°C.

En ofra realizacion especifica ain de la invencién, el anticuerpo bifuncional
de acuardo con la invencién, partisularmente &l anticuerpe monoclanal bifuncional
de acuerdo con la invencion, que incluye & cualquier anticuerpo funcicnalmente

equivalonta o partes funcionales del mismo, es capaz de desagregar las fibrillas o
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filamentos poliméricos preformades an por lo menos 10%, particularmenie en por
lo mencs 25%, més parficularmente en por lo menos 35%, aln mas
particularmente en por lo menos 50%, pero especialmente en por lo menos 60 -
70% 0 més.

En otra reallzacion espaclifica alin de la invencién, el anticuerpo bifuncicnal
de acuerde con la invencién, particularmente el anticuerpe menoclonal bifuncional
de acuerdo con Ja invencion, que incluye g cuslguier anticuerpo funcionalments
equivalente o partes funcionales del mismo, inhibe la agregacion de los péptidos
amiicides monoméricos, particularmente los pépildos B amiloides monomericos tal
camo, por gjemplo, péptidos AR manomércos 1-3€; 1-40, 1-41, 1-42 0 1-43, pero
especialmente los péplidos APs4x monoméricos, en por lo menos 50%,
particularmante en por lo menos 85%, mas particwiarmente en por lo menos 75%,
ain mas partictlarmenie  en por o menos 83%, pero especialmenie en por o
menns 85-90%, ¢ mas en comparacion con los respeclivos mondmeros. de!
péptido amiloide incubado en buffer (control}.

£n particular, [a presenie invencién proporciona  un  anlicuerpo,
particulzarmentie un antlcuerpo bifuncional, pero especialmente un anficuerpo
monoclonal, paricularmenta un anticuerpo monoclonal bifuncicnal, gue incluye a
cualgquier anticuerpo funcionaimenie equivalente o partes funcionaies del mismo,
tal anticuarpo media la inhiblcidn de fa palimerlzacidn de los péptidos amiloides
monomeéricos, especificamente los péptidos f amiloides mopoméricos tales coma,
por ejerplo, los peptidos AR monornéricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero
especiaimente (08 péptidos ABy42 monomericos, /o mduce la solubilizacién de las
fibrilas o filamentos preéformados poliméricos de ait.o peso moiecular formados
por la agregacitn de los péptidos amioides monomericos, particularmenta
paptidos B amiloides monoméricos tal comp, por ejemplo, los peptidos AR

monoméricos 1-39; 140, 1-41, 142, o 1-43, pero especiaiments oz peplidos
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_AB142 monoméricos mediante la unién especifica y directa del anticuerpo a las
fibras de AB, que conduce a una transicion de la conformacion secundaria.

La presente invencion ademas proporciona un anticuerpo, particularmente
un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un anticuerpo monoclonal,
particularmente un anticuerpo monoclonal bifuncional, que incluye a cualquier
anlicuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal
anticuerpo se une en forma directa y especifica a las fibras B-amlloide tal como,
por ejemplo, fibras que comprende péptidos AR moneméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-
42, o 1-43, pero especialmente a fibra que comprende los péptidos APi:
monomeéricos y/o induce la solubilizacion de las fibrillas o filamentos preformados
poliméricos de alto peso molecular formados por la agregacién de los péptidos
amiloides monoméricos, particutarmente los péptidos $ amiloides monoméricos tal
como, por efemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 141, 1-42, 0 1-43,
pero especialmente los péptidos AB.4; monoméricos, por la localizacion y
especificamente la unién de un epitope en una region epitopica de la proteina B-
amiloide, particularmente una regién epitdpica del polipéptido de AB limitado por
los residuos de aminoAcidos aa,-aam cOn N como un nimero entero entre 2 y 16,
particularmente entre 5 y 16, mas particularmenie entre 8 y 16, alin mas
particularmente entre 10 y 16 y m es un niumero entero entre 3 y 25,
particularmente entre 3 y 23, particularmente entre 3 y 20, particularmente entre
3 y 17, particularmente entre 6 y 17, méas particularmente entre 9 y 17, atin méas
particularmente entre 11 y 17, donde n-y m no pueden ser ndmeros idénticos y n
siempre debe ser un nimero mas pequefio que m, con la diferencia entre n y
mz2.

En una realizacion especifica de la invencion, n es un nimero entero entre
13 y 15, pero especialmente 14 y m es un nimero entero entre 22 y 24, pero

especiatmente 23.
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La union del anticuerpo de acuerdo con la invencion puede inducir una
transicién conformacional de dicha proteina, particularmente una transicion de la
conformacion de la lamina B hacia una conformacién a-hélice y/o de amrollamiento
al azar, pero particularmente una conformacion de arrollamiento al azar , ain mas
particularmente una conformacion de arrollamiento al azar en una localizacion
dada en la molécula, particularmente en el ambiente de Val12 de la proteina AB.

En una realizacién adicional, la invencion proporciona un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo
incorpora por la menos una de las propiedades mencionadas anteriormente en la
presente memoria y seleccionadas del grupo que consiste en inhibicion de la
agregacion, desagregacion, induccion de la transicion conformacional,
reconocimiento de y union directa a un epitope, particularmente un epitope
discontinuo conformacional en la region 14-23, particularmente en 14-20, que
impide o disminuye la formacion de placas amiloides, disminuye la proporcién
total de AR soluble en el cerebro, disminuye la carga de placa en el ceregbro,
reduce la proporcion de las placas en el cerebro, retiene o aumenta la capacidad
de la memoria cognitiva, pero especialmente una combinacion de dos o mas de
dichas propiedades.

En una realizacion espscifica, la invencion se refiere a un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o parles funcionales del mismo, tal anticuerpo
incorpora por lo menos 2, particularmente por lo menos 3, mas particularmente
por lo menos 4, aun mas particularmente por o menos 5, €, 7 u 8, pero
especialmente todas las propiedades anteriormente mencionadas.

En una realizacion especifica, la invencién proporciona un anticuerpo,

particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un anticuerpo
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monoclonal, particularmente un anticuerpo bifuncional monocional, que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
que exhibe alta especificidad con los péptidos ABy.s2 monomericos pero muestra
esencialmente ninguna o solo minima reaclividad cruzada con los péptidos
monoméricos AB1.aa, AB1.3s, AB14o, Y0 AB141, particularmente un anticuerpo, pero
especialmente un anticuerpo monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal anticuerpo es
hasta 100 veces, particularmente 50 a 100 veces, mas particularmente 80 a 100
veces, pero especialmente 100 veces més sensible al péptido amiloide AB142 en
comparacion con AB1.as, AB1-ae, AB14o, AB141y hasta 1000 veces, particularmente
500 a 1000 veces, mas particularmente B00 a 1000 veces, psro especialmente
1000 veces mas sensible al péptido amiloide AB142 en comparacion con ABy.as, Y
de este modo capaz de inihibir, in vitro e in vivo, la agregaciéon de péptidos
monoméricos amiloidogénicos, pero especialmente del péptido amiloide AB14z .

En ofra realizacion especifica de Ila invencibn un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un anticuerpo
monaoclonal, particularmente un anticuerpo bifuncional monoclonal, que incluye a
cualquier anticuerpo funcicnalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
que tiene una alta afinidad de union con el peptido amiloide ABy42 y es capaz de
detectar fibras de AB;42z en una concentraciéon por debajo de por lo menos 0,001
Hg, pero particularmente en un rango de concentracion entre 0,5 pg y 0,001 ug,
mas paricularmente entre 0,1 yg y 0,001 pg, pero especialmente en una
concentracion de 0,001 yg.

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

que incluye & cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o parles
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funcionales del mismo, tal anticuerpo es capaz de detectar las fibras de ARz por
debajo de una concentracién minima da 0,001 g v fibras de ARy por debajo de
una conceniracién minima de 041 pg y fibras AR.was por debaje de una
concentracidn minima de 1 pg de fibras.

En un aspecto especlfico, la Invencion se refiere a un anticuerpo o
fragmento del mismao, que Teconoce y se une pof [0 menos & un sitio de unién
distinto, particlarmenta 2 por ko menos dos sitios de unién distintos en la proteina
B-amiloide.

En una realizacion espacHica, ke invencion se refiare a un anticuerpo gue
ingluye cualguier anticusrpo funcionalmente equivalenta o paries funcionales del
mismo, tal anticuerpo recongce ¥ une a por lo menos un sitio de unlon distinto,
paricutarmente a por !o menos dos sitios de unidn distintos en la protelha -
amiloide donde dicho par lo mengs uno o dichos por lo menos dos sitios de unidn
distinlos comprenden por lo menos un residue de amincacido y por 1o menos dos
residuns de aminoacidos, respectivamante predominanterments invalucrado en la
unian del anticuerpo, donde an una realizacion especifica de la invencisn, el porlo
menos un residug que comprende el primer sitio de union distinto es Leu y los por
lo menos dos residuos de aminoacldos consecutivos, que comprenden el segundo
sitic de unién distinto, son —Phe-Phe- incluidos en el centro de fa siguiente
secuencia nuclear :

— Xaa; - Xaay — Xaas — Leu -Xaa; — Phe — Phe — Xaas; ~ Xaag— Xaar —,

donde

Xaa4 es un residio de aminoécidos seleccionado def grupo gue comprende
His, Asn, Gin Lys, y Arg;

¥aas es un residuo de aminodcidos seleccionado del grupo que comprende

Asny Gln,;
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Xaas es un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que comprende
Lys, His, Asn, Gin y Arg

Xaag es un residuo de aminoécidos seleccionado de! grupo que comprende
Ala, Vali, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

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

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

Xaa; es un residuo de amino4cidos selsccionado del grupo que comprende
Glu y Asp.

En particular, se proporciona un anticuerpo o un fragmento del mismo, que
reconoce y se une por lo menos un sitio de uni6n distinto, particularmente a por lo
menos dos sitios de union distintos en la proteina B-amiloide donde el dicho por lo
menos uno o dichos par lo menos dos sitios de unidn distintos comprenden por lo
menos un residuo de aminoacido y por loc menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, predominantemente involucrado en la unién del
anticuerpo donde, en una realizacién especifica de la invencion, el por [0 menos
un residuo que conslituye el primer sitio de uni6n distinto es Leu y los por lo
menos dos residuos de aminoacidos consecutivos, que constituyen el segundo
sitio de union distinto, son —Phe-Phe- incluidos en la siguiente secuencia nuclear :

— Xaaq — Xaaz — Xaaz — Leu -Xaay — Phe — Phe — Xaas— Xaas— Xaa;—

donde

Xaa4 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
His, Asn, GlnLys, y Arg;

Xaazes un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Asny GIn;



i3

Xaa, es un residuo de aminoacldo seleccionado del grupo que comprende
Lys, His, Asn, Giny Arg

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

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

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

Xaases un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp.

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

Xaas is His o Arg, pero particularmente His;

Xaasis Gin o Asn, pero particularmente Gin;

Xaaais Lys o Arg, pero particularmente Lys

Xaasis Val o Leu, pero particulaimente Val,

Xaasis Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaag is Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaaz is Asp 0 Glu, pero particularmente Asp.

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

anticuerpo.
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En particular, el anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con la
invencion se une a por lo menos dos sitios de uni6n distintos en la proteina p-
amiloide , donde dichos por lo menos dos sitios de union distintos comprenden
cada uno por lo menos dos residuos de amino4cidos consecutivos involucrados
predominantemente en la unién del anticuerpo, donde dichos por lo menos dos
sitios de union distintos estan localizados en estrecha proximidad entre si en el
antigeno, separados por lo menos por un residuo de aminoacido no involucrado
en la union del anticuerpo ¢ en una medida significativamente menor en
comparacién con dichos por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos,
de este modo se forma un epilope discontinuo conformacional.

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

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

Xaaz es un residuo de amino4cido seleccionado del grupo que comprende

Asny Gin;
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Xaas es un residuo de aminoéacido seleccionado del grupe que comprende
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaaq s un residuoc de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle,

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

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

Xaa; es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Gluy Asp,

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

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

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo o un fragmenio del
mismo, que reconoce y se une a por lo menos un sitio de union distinto,
particularmente a por lo menos dos sitios de uni6n distintos, mas particularmente
a por lo menos tres sitios de union distintos en la proteina B-amiloide donde
dichos sitios de unidn distintos comprenden por lo menos uno y por lo menos dos
residuos de aminoacidos :consecutivos respectivamente, involucrados
predominantemente en la unidén del anticuerpo, donde por lo menos los dos
residuos de aminoacidos consecutivos que representan un primer sitio de union
son —Phe-Phe- y por lo menos un residuo de aminoéacido esta —His- incluido
dentro de la secuencia nuclear : A

— Xaay, — His — Xaa; -~ Xaas ~ Xaas — Xaag — Phe — Phe — Xaa; — Xaag —
Xaag —,

donde
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Xaaies un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
His, Asn, GIn, Lys y Arg

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

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu ¢ lle;

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

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

Xaages un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Gluy Asp, y donde dichos residuos de amino&cldos Xaas, Xaas, Xaag Xaaz, Xaas
y Xaag, no estan involucrados en la union del anticuerpo o en una madida
significativamente menor en comparacién con el sitio de union de His y —Phe-
Phe-.

En una realizacion especifica de la invencidn, el primero de por lo menos
los dos residuos de aminoacidos consecutivos involucrados predominantemente
en la unién del anticuerpo incluyen a —Lys- y —Leu-, y el segundo de por lo menos
los dos residuos de aminoacidos consecutivos involucra a —Phe-Phe- incluidos
dentro de la secuencia nuclear ::

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

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

Xaa, es un residuoc de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Asny GIn;

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

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

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

Xaay es un residuo de aminodacido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp, y donde dichos residuos de aminodcidos Xaap, Xaas, Xaas, Xaas,
Xaag, Xaa; no estan involucrados en fa union del anticuerpo o en una medida
significativamente menor en comparacién con el sitio de —Lys-Leu y —Phe-Phe-,

En otra realizacion de la invencién, se proporciona un anticuerpo 0 un
fragmento del mismo, donde

Xaa es His o Arg, pero particularmente His,

Xaa; es Gln 0 Asn, pero particularmente Gin;

Xaas es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaas es Ala 0 Val, pero particularmente Ala;

Xaages Gluo Asp, pero particularmente Glu; y

Xaay es Asp 0 Glu, pero particularmente Asp.

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

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

En una realizacién especifica de la invencion, el primero de por lo menos
dos residuos de aminoacidos consecutivos involucrados predominantemente en la
union del anticuerpo incluye —Lys-Leu- y el segundo de por lo menos dos residuos
de aminoé&cidos consecutivos incluye —Phe-Phe-, y el tercer por lo menos un
residuo de aminoacido incluye -His- incluido dentro de la secuencia nuclear :

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

donde

Xaaz es un residuo de aminodacido ssleccionado del grupo que comprende
Asny Gln;

Xaa,4 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

Xaas es un residuc de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, Ser ¢ lle;

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

Xaa; es un residuo de aminocéacido seleccionado del grupo que comprende
Gluy Asp, y donde dichos residuos de aminoacidos Xaa,, Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas,
Xaa; no estan involucrados en la union del anticuerpo o en una medida
significativamente menor en comparacion con el sitio de union de —His-, the -Lys-

Leu, y ~Phe-Phe-.
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En otra realizacion de la invencién, se proporciona un anticuerpo o un
fragmento de! mismo, donde

Xaa, es GIn o Asn, pero particularmente GIn;

Xaa4 es Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaas es Ala o Val, pero particularmente Ala;

Xaag es Glu o Asp, pero particularmente Glu; y

Xaay es Glu o Asp, pero particuiarmente Asp,;

En una realizacion especifica de la invencion, el primero de por lo menos
dos residuos de aminoacidos consecutivos involucrados predominantemente en la
unién del anticuerpo incluyen —Lys-Leu-, y el segundo de por lo menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos incluyen —Phe-Phe-, y el tercer por lo
menos un residuo de aminoacido -Asp- incluido dentro de la secuencia nuclear:

— Xaa; — Xaas — Lys - Leu -Xaa, ~ Phe — Phe — Xaas— Xaag— Asp —,

donde

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

Xaa, es un residuo de amino4cido seleccionado del grupo que comprende
Asny Gln;

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

Xaas es un residuo de amino4cido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu,‘Ser e lle;

Xaag es un residuo de aminodacido seleccionado del grupo que comprende
Gluy Asp.y donde dichos residuos de aminoacidos Xaaz, Xagaj;, Xaa,, Xaas, Xaas,
Xaa; no estan involucrados en la union del anticuerpo 0 en unaz medida
significativamente menor en comparacion con el sitio de unién —Asp-, -Lys-Leu, y

—Ph -Phe-.
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En otra realizacion de la invencién se proporciona un anticuerpo o un
fragmento del mismo, donde

Xaaqies His o Arg, pero particularmente His;

Xaazes GIn o Asn, pero particularmente Gin;

Xaases Val o Leu, pero particularmente Val;

Xaases Ala o Val, pero particularmente Ala; y

Xaag es Glu o Asp, pero particularmente Glu.

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

En particular, el primero de los dos residuos de aminoacidos consecutivos
involucrados predominantemente en la unién del anticuerpo es —Lys-Leu-, y el
segundo de los por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos son
~Phe-Phe-, el primero de los residuos de aminoéacido Unico es -His- y el segundo
de los residuos de aminoacido Gnico es -Asp- incluido dentro de la secuencia
nuclear:;

— His — Xaaz — Lys ~ Leu -Xaa; — Phe —~ Phe - Xaas— Xaag— Asp -,

donde



41

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

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

Xaas 8s un residuo de aminoécido selecclonado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, Ser e lle;

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

En una realizacién especifica de la invencion, los sitios de reconocimiento y
unién como se definid anteriormente en la presente memoria estan formando un
epitope discontinuo conformacional localizado en una region de la proteina B-
amiloide entre e! residuo de aminoécido 12 a 24, particularmente entre los
residuos 14 a 23, mas particularmente entre los residuos de aminoacidos 14y 20,
donde los tres sitios de reconocimiento y unidn que comprenden 1y 2 residuos
de aminoacidos, respectivamente estén localizados en 1a posicion 16, 17,y enla
posicion 19 y 20, y en la posicion 14, respectivamente, tales residuos estan are
predominantemente involucrados en la union de la proteina B-amiloide y donde
dichos tres sitios de reconocimiento y union estan separados por un residuo de
aminoacido localizado en la posicién 15 y 18, respectivamente, tales aminoacidos
no estén involucrados en la unidn del antigeno o por lo menos en un grado
sustancialmente menor.

En una realizacidn especifica, dichos residuos de aminodcidos

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

unién de la proteina B-amiloide, estan incluidos en la siguiente region del niicleo:

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

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

incluidos en la siguiente region del nucleo:

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

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

Este cambio en al regién epitopica puede haber sido causado por lo menos
parcialmente por el uso de una construccién antigénica supramolecular que
comprende un péptido antigénicb correspondiente a la secuencia de aminoéacidos
del peptido B-amiloide, parlicularmente del péptido B amiloide ABy.1s, modificado
con un residuo hidrofilico tal como, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), donde
dicho residuo hidrofilico esta unido en forma covalente a cada uno de los térmiinos
del péptido antigénico mediante por loc mencs uno, particularmente uno o dos
aminoacidos tal como, por ejemplo, lisina, acido glutémico y cisteina o cualquier
otro aminoacido o analogo del aminoacido capaz de servir como un dispositivo
conector para acoplar el residuo hidrofilico al fragmentc del péptido como se

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

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

En una realizacién especifica de la invencion se properciona un anticuerpo
que comprende la region variable de cadena liviana (LCVR) de la SEC ID NO: 7.

En otra realizacién especifica, la invencion se refiere a la region variable de
cadena liviana (LCVR) de la SEC [D NO: 7.

En otra realizacion especifica aun de la invencion, se proporciona un
anticuerpo que comprende la region variable de cadena pesada (HCVR) de la
SEC ID NO: 8.

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

En una realizacion, la invencion se refiere a un anticuerpo que comprende
tanto la region variable de la cadena pesada de la SEC 10 NO: 8 y la region
variable de la cadena liviana de la SEC ID NO: 7.

Asimismo parte de la invencién es un anticuerpo que comprende una
region variable de cadena liviana (LCVR) o regién variable de cadena pesada
(HCVR) o ambas, una region variable de cadena liviana (LCVR) y una region
variable de cadena pesada (HCVR) que es homologa a cualquier a de los
péptidos proporcionados en tas SEC ID NO: 7 y 8, respectivamente.

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

presente memoria, donde la region variable de cadena liviana (LCVR) tiene una
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secuencia de aminoacido que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
88% o 99% idéntica a la secusncia dada en la SEC ID NO: 7.

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

Ademas, la invencion se refiere a un anticuerpo o un fragmento de! misma,
de acuerdo con la presente invencion y como se describid antes en la presente
memoria donde la regi6n variable de cadena liviana (LCVR) y la regién variable
de cadena pesada (HCVR) juntas tienen una secuencia de aminoéacidos que es
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%. 94%, 85%, 96%, 97%, 98% o
99% idéntica a la secuencia dada en las SEC ID NOs: 7 y 8.

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

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

En ofra realizacion de la invencion, se proparciona un polinucléotido que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica el anticuerpo de acuerdo
con la invencion como se describi6 anteriormente en la presente memorla.

In particular, la invencién se refiere a un polinucléotido que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo de acuerdo con la invencion

que comprende
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a) por lo menos la secuencia de nucledtidos de la regidn variable de
cadena liviana de la SEC 1D NO: 9

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

c) la secuencia complementariacon (a)y (b)o

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

En otra realizacién, la invencion se refiere a un polinucléotido que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo de acuerdo
con fa invencion que comprende '

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

b) una secuencia de nucleédtidos que difiers de ia secuencia de nucledtidos
of (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracion del codigo genético

¢) la secuencia complementan’a con (a)y (b)o

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

contiguos y por lo menos 50 nucleétidos contiguos
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En otra realizacion adn, la invencién se refiere a un polinucledtido que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un anticuerpo de acuerdo
con ia invencion que comprende

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

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

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

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

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

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

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

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

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

consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos
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contiguos, por 1o menos 30 nucledtidos contigucs, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos
contiguos y por lo menos 50 nucleétidos contiguos.

También estd comprendido por la invencién un polinucléotido que
comprende

a) la secuencia de nucleotidos de la SEC ID NO: 9 que codifica la regién
variable de la cadena liviana

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

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

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

También estd comprendido por la invencion un polinuciédtido que
comprande

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

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

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

d) un fragmento de una secuencia de nucledtidos de (a), (b) o (c) que

comprende una extensioén contigua de nucledlidos seleccionados del grupo que
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consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos
contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos
contiguos y por lo menos 50 nucledtidos contiguos.

También estd comprendido por la invencidn un polinuclédtido que
comprende

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

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

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

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

También estd comprendido por la invencion un polinuclédtido que
comprende

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

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

c) la secuencia complementaria con (a)y {b)o
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d) un fragmento de una secuencia de nucledtidos de (a), (b) o (c) que
comprende una extensién contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos
contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos
contiguos y por fo menos 50 nucledtidos contiguos.

£n una reatizacidén adicional, la invencion se refiere a cualquier secuencia
de nuciéotidos que hibridiza a

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

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

nucledtidos de la (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracion dsl

codigo genético
C. la secuencia complementaria con (a)y (b)o
d. un fragmento de una secuencia de nuclettidos de (a), (b) o (c) que

comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos
contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos
conliguos y por lo menos 50 nucleotidos contiguos.

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

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

de nucledtidos que hibridiza a una secuencia de nucleétidos de acuerdo con la

8%
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presente invencion y como la dada en las SEC ID NOs: 9, 10, 11 y 12,
respectivamente, particularmente a la cadena complementaria de la misma, en
condiciones de hibridacion convencional en las cuales se usa SSPE 5x, SDS 1%
, solucidn de Denhardt 1x como solucién y/o temperaturas de hibridacion entre
35°C y 70°C, con preferencia 65°C. Después de la hibridacion, el lavado se
realiza con preferencia primero con SSC 2x, SDS 1% y posteriormente con SSC
0,2x a temperaturas entre 35°C y 70°C, con preferencia a 65°C (con respecto a |a
definicion de SSPE, SSC vy solucion de Denhardts (ver Sambrook et al. loc. cit.).

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

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

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

producido por la linea celular del hibridoma FP 12H3, depositados el 1 de
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diciernbre de 2005 y el 9 de diciembre de 2005, respectivamenie como D3M
ACC2752,

Mas paricularmente, ta invencion se refiere a un anticuerpo maonocional
que incluye a cusiguier anticuerpo funcionalmente gquivaiente o paries
funcionates del mismo producide por la linea celular del hibridoma FP 12H3-C2,
depositades e 1 de diciembre de 2005 y & 0 de diciembre de 2005,
respectivamente como DSM ACC2730.

Mzs parlicularmerta, la invencién se reflers a un anticuerpo moncclonal
gue incluye a cualguier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo prodicido per la linea celular del hibridoma FP 12H3-G2,
depositados el 1 de diciembre de 2005 y el 8 ds diclembre de 2008,
raspectivamente como DEM ACCZ751.

En ofra realizacion especifica la presente invencién proporciona un
anticuerpo, parficularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialimente &
anticuerpe monoclonal, particularmente un anticeerpo bifuncional monoclonal,
que incluye & cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o paries
funcicnales del misma, tal anticuerpo liene las propiedades caracteristicas de un
anticuerpo producido per la inea celular del hibridoma ET 7E3 depositado e! B de
diclembre de 2005 comao DSM ACCZT35.

Mas particularmente, la invencion se refiere @ un anficuerpo monoclonal
qua incluye a cualguier anticuerpo funcionalmente equivalenie o partes
funcionales del mismo producide por la linea celular del hibridoma ET 7ES,
depositado &l 8 de diciembre de 2005 come DEM ACG2755.

En otra realizacidn especiica, |s presente invencion proporciona un
anticlerpo, particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialments un
anticuerpe monoclonal, particularmente un anficusrpe bifuncional manoclonal,

gue incluye a cualguier anficuerpo funcionaimente equivaiente o paries
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funcionales del mismo, tal anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un
anticuerpo producido por la linea celular del hibridoma EJ 7H3 depositado el 8 de
diciembre de 2005 como DSM ACC2756.

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

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

endocrinos que incluyen degeneracion macular, por ejemplo, por inmunizacion
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pasiva de un ser humano o animal con un anticuerpe de acuerdo cen 1a invencion
y como se desctibid anteriorments en la presente memoria .

Otro objeto de la presents invencian s proporcionar un método de usar un
anticuerpo monacional  yfo una parte funcional del mismo de acuerdo con {a
invencién y composicionas que comprenden un antlcuerpo de acuerdo con la
invencién y tal como se describid antes en la presente memaria para la
intarvencion en el diagnéstico vy terapéutica de las enfermedades y trastomos
causados por o asociados con protelnas amilcides o proieinas de tipo amiloide
que ncluyen amiluidnéls, un grupo de enferﬁedades y trasiornos asociados con
1a formacion de la placa amiloide gue incluye la amiloidosis secundaria y
amiloidosis relacionada con 18 edad tales coma enfermedades gue incluyen, pero
sin limitacian, trastornos neurolagicos tal come enfermedad de Alzheimer {AD)
gque incluyen enfermedades o afectlones caracterizadas per la pérdida de la
capacidad de memoria mgniti'va tal como, por ejemplo, deteriora cognitivo leve),
demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemomragia cerebral
hereditaria con amiloidosis {de tipo holandesa ); complejo Parkinson-demencla de
Guam; ademas de ofras enfermedades que se basan o asocian con prolehas de
tipo amiloide t&! como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis molliple;
enfermedad de Creutzieltd Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionado con VIH, ALS {esclerosis lateral amiotrofica), miositis con cuerpos de
inclusidn (IBM), diabetes de comienzo adullo; amiloidois cardiaca senil, tumores
endocrinos y otros que incluyen degeneracion macular,

En particular, un objeto de la presente invencidn es proporcionar un
método de uso de un anticuerpo monogional - yfo una parte funcional del mismo
de acuerdo con la invencidn y composiciones que comprenden un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo biespeclfico y bi-efective pero especialmente un

anticuerpa menoslonal biespecifice y bi-efeciive de acuerdo con 2 invencion vy
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como se describi® antes en la presente memoria para reducir y prevenir la
aparicion de trastornos neurologices, que incluyen pero sin limilacion la
enfermedad de Alzheimer.

Las composiciones de acuerdo con la presente invencion comprenden un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo biespecifico'y bi-efectivo de‘ acuerdo
con la invencién y como se describié antes en la presente memoria que incluye a
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
particularmente en una cantidad terapéuticamente éfectiva o, mas
particularmente, un anticuerpo monoclonal, especialmente un anticuerpo
monaclonal biespecifico y bi-efectivo, de acuerdo con la invencién y como se
describié antes en la presente memoria, que incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, particularments en
una cantidad terapéuticamente efectiva y opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente
y/o excipiente aceptable para uso farmacéutico.

Particularmente, la composicibn de acuerdo con ia presente invencion
comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal que tncluye
a cualquier anticuerpo funcionaimente equivalente o partes funcionales del
mismo, tal anticuerpo es capaz de inhibir la agregacion de los péptidos amiloides
monoméricos , especificamente’. los péptidos B amiloides monomeéricos tal como,
por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-38; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-43, pero
espacialmente los péptidos AB1.42 monoméricos, en fibrillas o filamentos amiloides
poliméricos de alto peso molecular y opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente y/o
excipiente aceptable para uso farmacéutico.

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

partes funcionales del mismo, tal anticuerpo, después de la co-incubacion,
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particularmente después de Ia co-incubacidn con una relacion de
concentraciones molares de hasta 1:100, més paricularmente con una relacion
de conceniracionas molares de entre 1:30 vy 1:100, pero especialmente con una
relacion de conceniraciones molares de 1100, con péptidos amiloides
monomsricos, particularments jos peéplidos B amiloides monomericas tal como,
por ejerplo, los peplidos AR monomericos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero
gspecialmente  los péplidos ABy4» monoméricos, inhiba la agregacion de los
monomeros da A en {ibriflas o flamentos poliméricos de alto peso molecular. En
particular, dicha inhibicidn llega & por lo menos 50%, particularmente a por 1o
menos 65%, mas paricularmante & por [o menos 75%, alin mas padicularmante
a por lo menos 80%, pero especialmente a por lo menos 85%-20%. o mas en
cormparacion con los mondmeros del paptido amilolde respectivo Incubado en
bu-Ffrer (control} vy, opcionalmente, un vehiculo yo diluyente yio excipiente
aceptable para uso fammacéutico.,

En particular, la co-incubacidn del anticusrpo de acuerda con ia invencion
cen jos peptidos amiloides mangmericos se lleva a cabo durante 48 horas a uha
temperatura de 37°C.

L.a inhibicidn de la agregacitn potencial dsl anticuerpo da acuerdo con la
invencién se puede determinar por ultraceninfugzaeion por gradiente de densidad
segida por el andlisis por sedimentacion SDS-PAGE con un gradiente
preestablecido yio por un ensayo de tioflavina T (Th-T) fluorescente.

La presente inven::iri-n ademas properoiona  uUn cOMPposicion  gue
comprende un anficuerpc que es capaz de desagragar fibrillas o fllamentos
amiloides poliméricos de alto peso molecular formados por la agregacian de los
péptidos amiloides monomérices, especiicaments los pépfidos B amiloides
mongrmericos {al coma, por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-

41, 142, 0 143, pars aespecizimente los péplidos Afygz monomeéricos v,
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opcienalmente, un ve‘h’fculo vio diuyente vo excipiente aceptable para uso
farmacsutico, A

Mediante !a desagregacion de las fibrilas o fiamentos polimericos
amiloidogénicos, los anficuerpos de acuerdo con la presente invencidn son
capaces de prevenir o disminuir la formacion de placas amilsides que conducen a
un alivio de los sintormas asociades con la erférmedad vy un retraso o reversion de
SU avance.

En ofra realizacion de la invencidn se proporciona una composicion gue
comprende un anticuerpo, particularmente un antiguenpo maneclonal, que incluye
a cuslquier anticuerpo funcionaimente eguivalente & partes funcionales del
mismo, tal anticuerpo ﬁespués de la co-incubacion con una relacidon de
concentraciones molares de entre 1:30 y 1:100, pariicularmente con una relacidn
de 1:100, con las h fibrilas o filamentos preformados poliméncos de alto peso
molecutar  formados por la agregacion de péplidos amiloides monoméricos,
particularmente ios péplidos B amiloides monoméricos tal como, por ejemplo, los
péptidos AR monoméricos 1-38; 1-40, 1-41, 1-42, c 1-43, pero sspecialmente los
péptidos  AB14z monoméricos, parficularmente después de la co-incubacion
duranie 24 horas a una temperatura de 37°C, gs capaz de desagregar |as fibrillas
o filamentos polimércos preformados en por lo menos 35%, particularmente en
por lo menos 40%, mas particularmente en por o menos 50%, @un mas
patticularmentes en per lg mencs 60%, pero especialmenite en por lo menes 70% o
mas y opsionalmente, un vehiculo yie diluyente yio exciplente aceptable para uso
' farmacéutico. |

La desagregacion polencial del anticusrnpo de acuerde con la Invencidn se
puede determinar por Ultracentrifugacion por gradiente de densidad seguida por

el andlisis por sedimentacion SDS-PAGE con un gradiente preastablecida o por

" R ensayo de tioflavina T (Th-T} fluorescents.
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La presente invencion ademas proporciche una composicidn gue
comprende un anticuerpo o partes funcionales del mismo, tal anfinﬁerpﬂ es
sensible desde el punic de visto de la conformecion, particularmente en una
cantidad efectiva, mas particllarmante en una cantidad terapeuticaments efectiva.

En tna realizacion adicional de la invencidbn se proporciona una
composicidn gue comprende un anticuerpe, pero especialmente un anticuerpo
monoclonal, que incluye a cualguier anticuerpoe funclnalmente equivalente o |
partes funcionales del mismo, tal anticuerpo después de la co-incubacién con
fibrillas o filamenios preformados poliméricos de alto peso molecular  foermados
por la agregacion de los péplidos amiloides monoméricos, parlicularmente los
péptidos §§ amiloides monomericos tal come, por gjemplo, los péplidos AB
monomericos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pere especialmante los péptides
AB14z monomericos, particularmente después de [a co-incubacion durante 24
horas a una temperatura de 37°C, es capaz de inducir una transicion de la
conformacidn ldmina B hacia una conformacion de o-hélice yfo de arrollamiento al
arar , pero particularmente una conformacion de arrollamiento al azar , adin mas
particulamments una conformacion de arrcllamiento al azar en una localizacidn
dada en la makécuia, especigimente en el ambiente de Val12 de ia proteina AR ,
gue conduce a un aumento de la conformacién de arrollamiento. al azar 8
expensas de la conformacion lamina £ y una saluhiilﬁaciﬁrn mejorada de las
fiorillas © filamentos preformados poliméricos de alto pesc molecular v
opcionalmenie, un vehlcule wo diluyente‘ vio excipiente acepiable para uso
farmacé‘utir;c:. En particuiar, la diem/nucién de la conformacion lamina § llega a por
lo menes 30%, paricularmeante s por lo menos 35%, ¥y mas particularmente a por
lo menos 40% y mas en comparagion con las ﬁbrillas. o filamentos amiloides

poliméricas preformados respeciivos incubados an buffer {contrel).
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E! potencial del anticuerpo para inducir una transicion de la estructura
secundaria se determina por espectroscopia RMN 13C en estado solido pero, en
particular, por la medicion de las intensidades integrales de las conformaciones de
Val 12 CB del péptido AB14a.

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

En otra reaiizacion adn de la invencidn se proporciona una composicion
que comprende un anticuerpo bifuncional, pero especialmente un anticuerpo
bifuncional monoclonal, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, fal anticuerpo despuées de la co-
incubacién con péptidos amiloides monomeéricos, particularmente los péptidos B
amiloides monoméricos tal como, por ejemplo, los péptidos AB monomeéricos 1-39;
1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los péptidos ABi42 Mmonoméricos,
inhibe la agregacion de los monomeros de AB en fibrillas poliméricas de alto peso
molecular y ,ademas, después de la co-incubacion con fibrillas o filamentos
preformados polimericos de alto peso molecular formado por la agregacién de
péptidos amiloides monomeéricos, particularmente los péptidos B amiloides
monoméricos tal como, par ejemplo, los péplidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-

41, 1-42, o 1-43, pero especialmente los péptidos ABy42 monomericos, es capaz
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de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados y opcionalmente,
un vehiculo yio dliuyente yfo excipiente aceptable para uso farmaceutico.

Enn una realizacion especlfica de la invencion la co-incubacidn del
aniicuerpo  del anticuerpo bifuncional de acuerdo con la invencion, pero
especialmente del anticuerpo bifuncional monoclonal de acuerdo con la invencion
con péptidos amioides monomérices y fibrilas o filamenlos preformados
poliméricos de allo peso molecular , respectivamente se produce con una relacion
de concentraciones molares de hasta 1:100, pariicularmente con uUna refacion
entre 1:30 y 1:100, y mas particularmente con una relacion de 1:100,

En una realizacion especifica adicional de la invencion la co-incubacion con
pépiidos amlloides monomeéricos y fibrillas o filamentos preformados palimericos
de aito peso molecular se reaiiza durante A8 horas y 24 horas, respectivamente a
una termnperatura de 37°C.

En otra realizacion especifica atn de la invencion se proporciona una
compasiclén que comprende un anticuerpo bifuncional de acuerdo con la
invencién, pero especialmente un anticuerpo bifuncional monoclonal de acuardo
£on la‘invencién que es capar de desagregar las fibrillas o fitamentcs poliméricos
preformados en por lo menos 10%, particularmente en por lo menos 25%, mas
narticularmente en por |0 menos 35%, ain m_:z‘as particularments en por lo menes
50%. pero especialmente en por lo menos 60-70% 0 mas y opcionalmente, un
vehiculo y/o diluyente y/o excipients aceptable para usc farmacéutico.

En otra realizacién especifica aln de la invencion se proporciona una
composicion que comprende un anticuerpe bifuncional de acuerdo con la
invencion, pero especialmente un anticuerpo bifincional monoclonal de acuerdo
con la invencidn, inhibe [a agregacion de peplidos amiloides monomencos
narticularmente fos péplidos B amiloides monoméricas tal como, por sjemplo, los

péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-41, 1-42, 0 1-43, pero espaciaiments los
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pépidos Az monomericos en por lo menos 50%, patticularmente en por lo
menos 65%, mas particularmente en por lo menos 75%, ain mas particularmente
an por lo menos B0%, pero espacialmente enh por lo menos 85-90%, o més en
comparacién con ios monomeros del péptido amiloide respsctivo incubado en
buffer {control} ¥ cpc{nnalménte un vehiculo vfo diluyenie v/o excipiente aceptable
para uso farmacéutico. '

En particular, la presente invencidn proporciona una composicidn aqus
comprende un anticuerpo particularmente un anticuerpe monoclonal, gue incluye
a cualguier anteuarpo funcionalmente equivalente o partes funcicnales del
mismo, la! anticuerpo media !a inhibicion de la polimerizscion de los péptidos
amilpides monomericos, especlficamente las péptidos B amifoldes monomeéricos
tal eamo, por ejemplo, los péptidus AR monomaricos 1-39; 1-40, 1-41, 142, 0 1-
43, pero especialments los péptidos AB1az monoméricos vio nduce la
solubilizacién de fibrillas o filamentos preformados poliméricos de alto peso
molecular  formado por la agregacién de péptidos amiloides monoméricos,
particularmente péptidos B amiloides monomericos &l come, por gjemplo, los
péptidos AP monomericos 1-38; 1-40, 1-41, 1-42, o 1-43, pero especiaiments los
péptidos  Afl.qx monoméricos, mediante @ unién especifica y directa del
anticuerpe 2 las fibras AR, que condice & una fransicion dse la conformacion
secundaria ¥ opcionalmente, un vehlculo y/fa diuyente yo excipiente acepiable
para uso farmacéutico.

l.a presenfe invencidn ademd&s properciona una mmpc:sic]éﬁ gu
comprende un anlicuspo, pariculamente un anticuerpo monoclonal, que incluya
a8 cualquier anticuerpo funcionabmente equivalenle o pares funclonales del
mismo, tal anticuerpo se una directa y especlficamente a las fibras B-amileides 1al
como, por ejemplo, fibras que comprenden péptidos AB moneméricos 1-39; 1-40,

- T-41, 142, 0 1-43, pero especiaiments a fibras que comprenden los péptidos AR+
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1 monomeéricos yfo induce la solubilizacion de las fibrillas o filamantos
preformados poliméricos de alte peso molecular gue sg forman por la agregacion
de péptidos amilcides monoméricos, particularmente los péptidos B amiloides
monoméricos fal coma, por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39; 1-40, 1-
41, 142, o 1-43, perc especlaimente los péptidos AByaz MONOMEricos por a
localizaclon y especificamente la unidn a una regidn epitdpica de la protefna -
amiloide, particularmente una region epitopiea del polipéptido AR limitade por los
residuos de aminodcidos aa,-aam €O N como un nimero enfero entre 2 y 15,
particularmente enire 5 y 15, mas paricularmente entre 8 y 1, adn mas
particulammenie entre 10 y 18 y m como un némerc entero entre 3 y 17,
particulammante enfre 6 y 17, mas particularmenta sntre 9 y 17, aln mas
particularmente entre 11 y 17, donde n y m no pueden ser nimeros idénlicos y n
siempre debe ser Un nimero més pequefio gue m, con (& diferencia entre ny m
22 y , opcionalmante, un vehlculo yio diluyente yio excipiente aceptable para uso
farmacéutico.

La union del anticuerpo de acuerdo con fa invencion puede inducir uns
transicion de conformacién en dicha protelna, particularmente una transicion de la
conformacion lamina B hacia una conformacion a-héllce /o de arrcllamiento af
azar, pero particularmenie una.conformacion de arrollamiente al azar, aln mas
particularmente una conformacion de arroliamiento al azar en una localizacion
dada en la molécula, especialmente en ei ambiente de la Vall2 de la proteina AB.

En una realizacion adicicnal, ka invencién proporciona una composickin gue
comprende un anticuerpe  paricularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye
a cuslquier anticuerpo funcionalmente equivalents o parss funcionales del
mismo, tal aniicuarpo incofﬁara por le. mencs una de las propiedades
mencionadas anteriormente en la presente memorla, © sea Inhibicion de la

agregadion. desagregacion. induscién de la tramsicion de  conformacion,
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reconocimianto de y union directa & la regitn epitdpica 4-16 y/o la 14 a 23, pero
paricularments la 14 & 20, paro especialmente una combinacidon de dos o mas
de dichas propiedades , un vehiculo y/o diluyenta yio excipiente acepiable para
uso farmaceutico. |

En una realizacion aspecifica, la invencidn proporciena una composicion
aque comprende un anticuerpo  particularmente un anticuerpo bifuncicnal, pero
especialmente  un  anticberpo  monoclonal, pariculammeante un  anficuerpo
bifuncicnal monccional, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, que exhibe aliz especificidad a los
péptidos ABi.; monomericos pero muestra asencialmente ninguno o solo wna
minma reactividad cruzada con peptidos monomeéricos APras, AByas, APian, Y
APi4q, parliculammente un  anticuerpo, pero aspecialments un  anticuerpo
monacional, que incluye a cuaiquier anticuerpo funcionalmenie equivalente o
paries funcionales del mismo, tal anticuerpo es hasta 100 veces, particutarmente
50 a 100 veces, mas paricularmente 80 a 100 veces, pero especialmente 100
veces mas sensible al paptido amiloide ABygz en comparacion con APyas, APian
ABiap, AP ¥ hasta 1000 veces, paricularmente 500 & 1000 veces, mas
. particularmente 800 & 1000 véce—s. pero especialmente 1000 veces mas sensible
al paptido amiloide A+ Bn comparacién con Afyae ¥ de este mode capaz de
inhibir, in vifro e in vivo, la agregacion de pépﬁdosmnnufnéricus amiloidogénicos,
pero gspecialments del peptide amilcide ABsaz y opsionalmenta, un vehicllo yo
diluyente yfo excipiente aceptéb!e para uso fammaceutico.

En cira realizacion éspeciﬁca de I|a invencitn se proporciona ura
composicion que comprende un anticuerpo, paricularmente un anticuerpo
bifuncional, pero especiaiments un anticuerpo menoclonal, padicuarmente un
anticuerpo  bifuncional monoclonat, gque ingluye a cualquier anticuerpo

juncionaimente equivalente o partes funcionales det mismo, gue tiene una aita
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sensibilidad da unidn al péptido amilcide ABw4z ¥ 8 capaz de datactar fibras de
APi4z en una concentracidn por debajo de por lo menos 0,001 pg, pero
pariicularmente en una rango de concentracion de 0.5 pg v 0,001 pg, mas
particularmente entre 0,1 pg y 0,001 pg, pero especiglmentsa en una
concentracién de 0,001 pg v opcionalmente, un vehiculo y/o diluyents vio
excipiente aceptable para uso farmacéuiico.

En una realizacion muy especifica de la nvencion se proporcigna una
composicion que comprende un anticuerpo, particularmente un anticusrpo
bifuncional, perc especiaimente un anficuerpo monoglonal, particularmente Ln
anticuerpo  bifuncional monoclonal, gue incluye a cuzlguier antlcuerpo
funcionalmente edquivalente o partes funcionaies del mismo, tal anticuerpo es
capaz de detectar fibras de ARz en una canfidad de fibras por debajo de una
concentracian  minima de 0,001 pg v fibras de AByao por debajo de una
concentracion minima de 0,1 pg y fibras de APsas por debajo de unas
concentracion minima de 1 pg v, opcionalmente, un vehiculo yfo diluyenie yfo
excipiante aceptable para uso farmacéutico, y donde dichos residuos de
aminoacidos Xaas, Xaas, }{aa& Xaa;, Xaage, no estan involucrados an fa unidn del
anticusrpo o en una medida significativamente

Fn una realizacidn especifica la presente invencion se refiere a una
‘composicién que comprende un anlicuerpo monoclonal que incluye a cualguier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo tal
anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuemo producido por
una linea calular del hibridoma selsccionada ded grupo q_uﬁ conslste en FP 12H3,
FP 12H3-C2, y FP 12H3-G2 depositados el 1 de diciembre de 2005 y el 8 de
diciembre de 2005 respectivaments, como DSM ACGC2752, DSWM ACC2750 y
DSKM ACGC2751, y opcionalmente, un vehlculo yio diluyenie yio excipients

aceptable para usec farmacéutico.
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Mas particularmente, la invencién se refiere a una composicion que
comprende un anticuerpo monocional que incluye a cualquler anticuerpe
funcionalmente equivalents o pares funclonales del mismo producido por la lineg
celular del hibridoma FP 12H3, depositada el 1 de diciembre de 2005 y el 8 de
diciembre de 2005 respectivamiante como DSM ACC2752 y opcionaimente, un
vehiculo yto diluyente ylo éxcipiente aceptable para uso farmacéufice.

Mas particularmente, fa invencion se refiere a una composicién gue
comprende un  aniicuerpo i‘nonﬂclunal_ gue incluye a cualquier anticuerpo
fun‘r:ionalmente equivalente o partes funcionales del mismo preducide por la linea
celular dal hibridema FP 12M3-G2, depositado el 1 de diciembre de 2005 y el 8
de diciernbre de 2005 respeclivaments como DSM ACC2750 v, opeionalmente un
vehiculo vio diluyente y/o excipiente aceptable para uso farmacéutico,

La invencién adamas se refiere 8 upa composicién que comprende un
anticuerpe  marodlonal que’ inciuye a cualquier anticuerpo funcionalmente
erjuivalenie o partes funcionales del mismo producido por la linea celular del
hibridoma FP 12H3-G2, depméitadu el 1 de diclembre de 2005 y ol B de diciemkbre
de 2005 respectivamente comp DSM ACC2Z751 v opcionalmente, un vehjoulo wo
diluyente yfo excipiente aceptable para uso farmacéutico.

En ofra realizacion especifica, la presente invencion se refiere a una
composicién que comprende un anticuerpo monocional gue incluye a cualquier
antleuerpo  funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tal
anficuerpe tiene las propiedades caracteristicas de un anticugrpo producido por la
lInea celular del hibridoma ET 7E3 depositado el 8 de diciembre de 2005 comao
DSM ACC2755 y opcionalmente, un vehiculo yo diuyente y/o excipienie
aceptabla para uso farmacéutico.

La invencidn ademas se refiere a una composicion que comprenda un

anticuerpo  moenocienal gue incluye a cualguisr anticuerpo  funcionaimente

£
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equivalerte o paries funcionales del misma producide por 1a linea ceiular de!
hibridoma ET 7E3, depositado el 8 de diciembre de 2005 como DSM ACC2755 v
., opcionalmente, un vehfculo yo diluyente yio excipiente aceptable para uso
farmacautico.

En otra realizacidn especifica, la presente invenclon se refiere a una
cormnposiclon que comprende un anticuerpa moncalonal, que incluyve a cualgular
anticuerpn funcicnalmente eguivalente o partes funcionsies del mismo, tal
anticuerpo tiene las propledades caracteristicas de un anticuerpo producido por (3
linga celular del hibridema EJ 7H3 depositado el 8 de diciembre de 2005 como
DSM ACCZ756 vy opcionalmenie, un vehlcule yo diluyente yo excipiente
acepiable para uso farmaceutlco.

La invencion ademés so refiere 8 una composicion que comprende un
anticuerpe  monocional, gue . incluye a cualquier anlicverpe funcicnalmente
equivalente o partes funcionales del mismo producido por ia linea celular del
hildoma EJ 7H3, depositado el B de diciembre de 2005 como DEM ACC2756 v
cpcionalmente, un vehiculo ylo diluyente y/o excipiente aceptable para vso
farmacautico.

El anticuerpo, parlicularmente &l anticuerpo manoclonal de acuerdo con la
invencion gue incluye a cualquier antlcuerpo funcionzlmente equivalanta o paries
funcionales del mismo se puede administrar er combinaclon con otras sustancias
bicldgicamente activas y procedimientos para el fratamiento de las enfermedades.
Las olras sustancias bioldgicamenie activas pueden ser parte de la misma
composicién que ya comprende al anticuerpo de _acuerdc- con Ia InvenciGn, en
forma de una mezcla, donde el anticuerpo ¥ la otra sustancia bicldgicamente
activa se entremezclan o ¢con el mismo solvente yfo vehiculo aceptable para uso

farmacéutico o se puede proporcignar en forma, separada como parte de una
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composicion separada, gue se pusde ofrecer en forma separacda o conjunia en
fc:rm'a de partes de un Kit.

El anticusrpo, particularmente sl anticuerpe moncclonal de acuerdo con la
invencion gue incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo se puede administrar al mismo tiempo con la ofra sustancia
o susltancias bioldgicamenta activas, en forma intermilenie ¢ secuencial. Peor
gjemplo, el anticuerpo mencclonal de acuerdo con la invencion aue Incluye a
cualquisr anticuerpo funcionalmsnte equivalente o partes funcionales del mismo
se pusde administrar simultdnsarmente con una primer sustancia blotogicamente
activa o en forma secuencial despuss o antes de la administracion del anticuerpo,
Si se elige un esquema de aplicacién en el que ss adminisira mas de sustancia
biclogicamente activa adicional junto con por lo menos un articuerpo de acusrdo
gon la invencién, se pueden administrar parcialmente los compuestos o
sustancias en forms simultanea, parcialmente en forma secuencial en diversas
combinaciones.

Otro objeic de la presente invencién es proporcionar mezclas de
anticuerpos que comprenden por lo menos un anticuerpo de acuerdo con 'a
presente invencion y Dpﬁiﬂn&l“‘l’lﬂﬂiﬁt uno © mas sustancias biologicamenis activas
adicionales, ademas de los métodos de usar anticuerpos individuales, o mézclas
de log mismos que incluyan composiciones que compreandsn dichos anticuerpos o
mezclas de antlicuerpos para la pravencion ylo tratamiento terapéutico yo alivio
ds los efectos de las enfermedades y trastomos causados por D asocisdes con
proteinas amiloides o proleinas de tips amiloids que incluyen amiloidosis, un
grupo des enfermedades vy trastornos asociados con la formacidn de la placa
amiloide que incluye la amiioidosis secundaria y amioidosis relacionada con la
edad ial como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos

neurclogicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen anfermedades
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p afecciones caracterizadas por {a pérdida da la capacidad de memoria cognitiva
tales como, por ejemplo, detaricra cognitivo leve), demsncia de cuerpos de Lawy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidasis {de tipo
holendesa); complejo  Parkinson-demencia de Guam; ademas de olras
enfermedades gue se basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal como
paralisfs supranuclear progresiva, esclerosis maliple; enfermedad de Creulzfeld
Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS {esclerosis
lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de comienzo
adultn; amiloideis cardlaca senll, tumores endocrinos y ciros gue inciuyen
degeneracion macular.

Las mezclas de acuerdo con la invencién pueden comprender, ademas a
un anticuerpe de acuerdo con la invencion, una sustancia bioldgicamente acliva
tal como, por ejemplo, compusstos conccidos usados en al medicacion de
entsrmedades y Irastornos causados por ¢ ascciados con protelnas amiloides o
de tipo amiloide que inchiye amilcidosis, un grupo de enfermedades y trastornos
asociados con protelna amiloide o de tipo amiloide tal como la proteina Ap
involucrada en la enfermedad de Alzhelmer.

En oira realizacion de la invencitn, la ofra sustancia o compuesio
biologicamenie activo fambign puede ser un agente ferapéufico que se puede
usar en ol iratamiento de las enfermedades y vy irastornos causados por o
asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide gue incluye amiloidosis
causada por p-amiloide se puede uszar en la madicacion de otros trastornos
neurologices.

La oira sustancia o compuesto bju[ﬁgicamente aclivo puede ejercer su
efecto bioldgico por un mecanismo igual o similar al del anticuerpa de acuerdo
con {a invencion @ por un mecanismo de accidn no refacionado o por una

multiplicidad de meganismoe da aecidn relaclonades y/o ne relacionados.
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Generalmente, sl otro compuesto bigldgicamente activo puede incluir
potenciadotes de la  transmisidn neutrdnica, farmacos psicoterapéuticos,
inhibidores de actenicolina esierasa, blogueantes de los canales de calcio, aminas
bipgénicas, tranguilizantes benzodiazepinas, potenciadotes de la  sintesis,
consesvacion o liberacion de acetileolinag, agenistas del receptor post-sinaptica de
acetilcoling, inhibidores de monoamina oxidasa A o B, antagonistas del receptor
de N-meti-D-aspartate vg[utamatu, farmacog antinflamatorios no  eslercides,
antioxidantes y antagonistas del raceptor serotonérgico.

En particular, la mezcla de acuerdo con la Invencldn pueden comprender
por [o menos un compuesto bioldgicamente activo diferente seleccionade del
grupe que consiste en {os compuestos cantra el estrés oxidativo, compuestos
anti-apoptaticos, guelantes de metales, inbibidores de la reparacion de ADN tal
como pirenzepina y metabolitos, acide 3-amino-1-propansulfanico (3APS), 1.3-
propandisulfonato {1,3PDS), aclivadores de secretasa, B- ¥ y—inhibidores de
soacretasa, proteinas tau, newrotranemisores, agentes anli-hoja B, moléculas
gnfiinflamatorias o inhibidores de colinesterasa (ChEl) tal como tacrina,
rivastigmins, dnnepezil. yla galantamina y otros farmacos y suplemesntos
nutritivos, junic con un antiﬁuerpa de acuerdo con la presente invencidn y
opcionalmenie, un vehiculo yo diluyente yio un excipiente acepfable para uso
farmacéutico.

En una realizacion adicional, la mezelas de acuerdo con ja invencion
pueden comprender niacing © memantina funto con un anticuerpo de acuerdo con
fa presenfe invenaidn vy, opcionalmente, un vehiculo yio diluyente y/o excipiente
aceplable para uso farmacéutico,

En otra realizacion alin de lz invencion se praporcionan las mezclas que
comprenden "antipsicoticos atipicos® tal como, por ejemplo clozapina, ziprasidona,

risperidong, eripiprazol U olanzapina psra el tratamiento de los sintomas

At
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psictticas positivos v negativos que incluyen alucinaciones, delirios, trastornos del
pensamienio  {manifestado por incoherencia marcada, descartilamiento,
tangencialidad), v conducta extrafia o desorganizada, ademas de anhedonia,
bloguens sfectivo, apatia y aislamiento social junto con un anticuerpo de acuerdo
con la invencion v, opcionalmenie, un vehfculo yfo diluyenie y/o excipiente
aceptable para uso farmacéutico,

En una realizacion especifica de |a invencion, las composiciones y mezclas
de acuerdo con la invencidn y como se describid antes en la presenie memoria
comprenden el antcuerpo v & sustancia blolégicamente activa, respestivaments,
en una cantidad terapéuticamante efectiva,

Otros compuastos que se pueden usar en forma adecuada en mezclas en
combinacion con e} anticuerpo de acuerdo con la presente invenclon estan, por
efemplo, descriptas en WO 2004/058268 (ver especialmente las paginas 16 y 17)
gie incluyen blancos de farmacns terapfuticos ({pagina 36-39), acidos
alcanosulfdnicos vy  acido  alcanosulfirico (paginas 38-51}), Inhlbidores de
colinesterasa (paginas 51-56), antagonistas del recepior de NMMDA {(paginas 56-
58), estrogenos (paginas 58-59), farmacos anti-inflamatorios no  esteroides
(paginas 60-61), antioxidantes {paginas 61-62), agonistag del receptor activedo
por los profiferadotes de peroxisoma (PPAR) (péginas 63-67), agentes reductores
de colesteroil {paginas 68-73); inhibidores de amiloide {paginas 75-77), inhibidores
de la formacion de amiloide (paginas 77-78), quelantes de metal (paginas 78-79),
anti-psicoticos y  anti-depresivos {paginas 80-82), suplementos nufrisionales
(pAginas 83-89) y compuestos que aumentan la disponibilidad de tas sustanctas
biologicamente activas del cersbro (ver paginas 89-93) y profanmacos (paginas
93 y 94), tales documentos estan incorporados en la présente memoria como

referencias.
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Ademas se proporciona un melodo para prodicit un  anticuerpo,
particularments un metodo pa':r"a producir un antlcugrpo monoclonal, que inciuye a
cualquier anticuerpe funcicnakments equivalente o partes funcionaies del mismo
de acuerdo con la invencidn, tal matodo comprende originar compuestos pero
particularmente anticuerpos monoclonales conira una construcclén  antigénica
supramolecular que comprende un peptido antigénico correspondiente a la
secuencis de aminoacidos del peptido B-amiloide, particularmente del péptido B
amiloide APR1is . APi—s y AEFWHF modificado con reslduos hidrofohicos tal
como, por ejemplo, &cido palmitico o un residun hidrofilice tal cemo, por elemplo,
polietilenglicol {PEG) o una combinacién de ambos, donde dicho residuo
hidrofohico e hidrofifico, respectivamente, esté unido en fofma covalente a cada
t&rinino mediente por ko menos uno, particularmente uno o dos aminoacides tal
come, por ajemplo, lising o cualquier otro aminoacido o analogo de aminoacido
aclecuado capaz da actuar cnhu dispositive tle acoplamiento o molécula ligadora
para le acoplamiento de dicho residuo hidrofohbico & hidrofilico tat coma, por
ejemplo, deido glutamico o cisterna,

También es parte de IE’; invencitn el uso de yn anlicuerpo menoclonal y/o
una parte funcional del mismo de acuerdo can la invencion y como se describio
antes en la presente memoria yfo una composicion farmaceufica o una mezcla
que comprende dicho anticuerpo, para la preparacion de un medicamento para
tratar o aliviar log efectos de las enfermedades y traslomos causados por o
ssociados con protelnas amlloides o protethas de tipo amiloids que incluyen
amiloidosis, un grupe de enfermedades y trastomos asociados con la formacian
de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con le edad tal como enfermedades gue incluyen, pero sin limitagion,
trastornos newroldgicos tal come enfermedad de Alzheimer (AD) gue incluyen

gnfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida deé la capacidad de
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memoria cognitiva tal como, por ejemple, deterioro cognitive leve}, demencia de
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidusis (de lipo hefandesa ); complejo Parkinson-demsancia de Guam; ademas
de ofras enfermedades que se basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal
como paralisis supranuclear prograsiva, asclerosis milliple; enfermadad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinscn, demencia relacionado con VIH, ALS
(esclerosis lateral amiofréfica), miositis con cuerpos de Inelusion {IBM), diabetes
da comienzo adullo; amiloidois cardiaca sanil, tumores sndocrings y otros gue
incluyen degeneracidn macular.

En otra realizacion de la presents invencicn se propereiana un meétodo para
la preparacion de una composicion famacsutica gue emplea un anticuerpo de
acuerdo con la invencion yo una parte funcional del mismo pero especialmente
un aniicuerpe monoclonal y/o una parte funcional del mismo o un anticuerpos
funcionalmente equivalente para usar para tratar o aliviar los efectos de las
enfermedadeas y trastomos causados por 0 asociados con proteinas amiloides o
nrotelnas de tipo amiioide que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedad s y
trastornos asociados con la formacitn de la placa amilide que incluye la
amilcidosis sscundaria v amiloidosis relacionada con la edad tal como
enfermedades que incliysn, pero sin limitacion, trastornes neuroldgicos tal coma
enfermedad de Alzheimer {AD) que incluyen enfermedades ¢ afeccionss
caracterizadas por la pérdids de |a capacidad de memoria cognifiva tal como, por
eiemplo, deferioro cognitivo lsve), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemarragia cerebral hereditaria con smiloidosis (de tipo holandesa);
complejo Parkinson-demencia de Guam, ademés de otras enfermedades que se
basan o asocian con protelnas de tpo amiloide tal come paratisis suPranuclear
prograsiva, esclerosis multiple; enferrnedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de

Packinson, demencia relacionado con VIR, ALS {esclerosis lateral amiotréfica),
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“miositis con cuerpos de incluslan (IBM), disbetes de comienzo adulte; amiloidois
cardiaca senil, tumores endnﬁn‘ncs vy otrag que mcliyen degeneracion macular
que ébmprende la formulacién de un anficuerpo de acuerdo ¢on & invencion en
una forma aceptable para uso farmaceutico.

Los anticuerpos o las partés funcionales de los mismos pero
especialmente los anticuerpos monocionales yio partes funcionzles de [os mismos
o un anticuerpos funcicnaimente eguivalente v las composiciones y mezolas gue
comprenden dicho anticuerpo de aduerdo con la presente invencion se puede
usar para la preparacion de un medicamenic para preverir, tratar o afiviar los
efecios los efectos de las enfermedades y trastomos causados por ¢ asociados
con proteinas amilcides o protelnas de fino amifoide aue incluyen amiloidosis, un
grupo de enfennedades y frastornos asociados c:bn Is formacién de la placa
amiloide que incluys la amiloidosis secundaria y amiloidosls relacionada con a
adad tal como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastomos
neurclogicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD) gue incluyen enfermedades
o afscciones caractarizadas por la pérdida de la capacidad de mermnoria cognitiva
tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de cuerpos de Lewy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditara con amiloidosis (de tipo
holandese); complejo  Parkinson-demencia de Guam; ademés de ofras
enfermedades que se basan o asocian con protefhas de tipo amiloide tal como
paralisis supranuciear progresiva, esclerosis _rn[lltiple; enfermedad de Crautzfeld
Jacoh, enfermedad de Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS (esclerosis
jateral amiotrofica), miositis con cuerpos de inclusion {IBM), diabeles de comienzo
adulto; amiloideis cardiaca senii, tumores endocrinos y ofres que incliy n
degeneracion macular,

En una realizacion adicional de Ja invencidn se proporeiona un métode para

reducit ta carga de placa en & cerebro de un animal, padicularmente un
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mamlffero, pero especiaimente un ser humanc qua sufre de una enfermedad o
afeccién que conduce a unz carga de placa aumentzda en el cerebro gue
comprende la administracion a un animal, paricularmente un mamifere, mas
particularmente un ser humant que requiere ta! tratamienio, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo yfo una parte funcional del mismo
pero especialments del anticuerpo monoclonal yo una parte funcional del misrmo
o ds un anticuerpo de acuerdo con la nvencion funcionalmente equivalente v
como se describid anteriormente en Ia presente memoria o una composicion o
una mezcla gue comprende dicho anticuerpo.

En particular, la carga de placa se reduce en por o mencs 20 %,
particularmente en par lc menos 25%, méas particularmente en por lo menos 30%,
alin mas paricularments en mas del 30%.

En una reslizacion adicional de la invencidn un metodo para reducir ia
proporcion de placas en of cerebro de un animal, particularmente un mamifero,
pero especialmente un ser hurano que sufre de una enfermedad o afeccion que
conduce a una carga de placa aumentada en el cerébro cue comprende
adrministrar a un animal, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser
hurnanc gue reguiere tal tratamiento, una cantidad terapéuticaments efsctiva de
un anticuerpo yfo una parte. funcional del mismo pero especiaimenie del
anticuerpo menoclonal  wo uné pare funcional del misme o de un anticuerpo
funcionalmente equivalente de acuerdo con la invencidn y como ce describio
anteriormente en la presente memoria o una composicion & una mezcla que
comprende dicho anticuerpo.

En particular, ia proporcion de placas del cerebro se reduce en par o
menas 10 %, particularmente en por o menos 15%, mas paricularmente en mas

del 15%..
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En otra realizacidon aun de la invencion un metodo para disminuir la
proporcion total de AB soluble en el cerebro de un animal, particularmente un
mamifero, pero especialmente un ser humano que sufre de una enfermedad o
afeccion que conduce a las concentraciones aumentadas de AP soluble en el
cerebro que comprende administrar a un animal, particularmente un mamifero,
més particularmente un ser humano que requiere tal tratamiento, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo y/o una parte funcional del mismo
pero especialmente del anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo
o de un anticuerpo funcionaimente equivalente de acuerdo con la invencion y
como se describid anteriormente en la presente memoria 0 una composicion o
una mezcla que comprende dicho anticuerpo.

Es objeto de la presente invencion proporcionar un método para prevenir,
tratar o aliviar los efectos de las enfermedades y trastornos causados por o
asoclados con proteinas amilcides o proteinas de tipo amiloide que incluyen
amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion
de la placa amiloide que incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad tal como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion,
trastornos neurolégicos tal como enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen
enfermedades o afecciones caracterizadas por-ila pérdida de la capacidad de
memoria cognitiva tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (de tipo holandesa ); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas
de ofras enfermedades que se basan o asocian con proteinas de tipo amiloide tal
como parélisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relaclonado con VIH, ALS
{(esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusion (IBM), diabetes

de comienzo adulto; amiloidcis cardiaca senil, tumores endocrinos y otros que
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incluyen degenerécién macular, por la administracién de un anticuerpo, pero
particularmente un anticuerpo monoclonal o una composicion o mezcla que
comprende tal anticuerpo de acuerdo con la invencion a un animal o a ser
humano afectado por tal trastorno que comprende la administracion a un animal,
particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano que requiere tal
tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo y/o una
parte funcional del mismo pero especialmente del anticuerpo monoclonal y/o una
~ parte funcional del mismo o de un anticuerpo funcionaimente equivalente de
acuerdo con la_invencién y como se describi¢ anteriormente en la presente
memoria o una composicién o una mezcla que comprende dicho anticuerpo

En una realizacion especifica la invencion proporciona un método de para
retener o aumentar la capacidad de memoria cognitiva de un animal,
particularmente un mamifero o un ser humano que padece de deterioro de la
memoria por la administracién a un animal, particularmente un mamifero o un ser
humano que requiere tal tratamiento, un anticuerpo, pero particularmente un
anticuerpo monoclonal de acuerdo con la invencidn 0 una composicion o mezcla
que comprende tal anticuerpo de acuerdo con la invencién tal como se describit
anteriormente en ia presente memoria.

En otra realizacion de la presente invencion se proporciona un método para
la preparacion de una composicion farmacéutica que usa un anticuerpo de
acuerdo con la invencién y/o una parte funcional del mismo pero especiaimente
un anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo o un anticuerpc
funcionalmente equivalente para prevenir, tratar o aliviar los efectos de las
enfermedades y trastornos causados por o asociados con protelnas amiloides o
proteinas de tipo amiloide que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociadas con la formacién de la placa amiloide que incluye la

amiloidosls secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tal como
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enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neurolégices tal como
enfermedad de Alzheimer (AD) que incluyen enfermedades o afecciones
caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tal como, por
ejemplo, deterioro cognitivo leve), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa )
complejo Parkinson-demencla de Guam; ademas de olras enfermedades que se
basan o asocian con proteinas de tipo amilolde tal como paralisis supranuclear
progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de
Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica),
miositis con cuerpos de inclusidn (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois
cardlaca senil, tumores endocrinos y otros que incluyen degeneracion macular.

En una realizacion especifica la invencién proporciona un método para la
preparacion de una composicion farmacéutica que usa un anticuerpo de acuerdo
con la invencion y/o una parte funcional del mismo pero especialmente un
anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo o o un anticuerpo
funcionalmente equivalente para retener 0 aumentar la capacidad cognitiva de un
animal, particularmente un mamifero o un ser humano que padece de deterioro de
la memoria por la administracion a un animal, particulairmente un mamifero o un
ser humano un anticuerpo, pero particularmente un anticuerpo monoclonal o una
composicion o mezcla que comprende tal anticuerpo de acuerdo con la
invencion, tal como se describid anteriormente en la presenie memoria |

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

Los términos “polipéptido”, “péptido”, y “proteina”, como se usan en la
presente memoria, son indistintos y se definen como una biomolécula compuestas

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

Los términos "deteccion” o ‘"detectado" como se usan en la presente
memoria significan el uso de técnicas conocidas para la deieccidn de moléculas
bioldgicas tal como métodos inmunoquimicos o histoldgicos y se refieren a la
determinacion en forma cuglitativa o cuantitativa de la presencia o concentracion
de la biomolécula en investigacion.

“B amiloide, AB o f3-amiloide” es un término reconocido en el arte y se
refiere a las proteinas y péptidos B amiloides, 2 la proteina precursora de la B
amiloide (APP), ademas de las maodificaciones, fragmentos y cuafquiera de los
equivalentes funcionales de los mismos. En particular, por 8 amiloide, como se
usa en la presente memoria, se entiende cualquier fragmento producido por la
escision proteolitica de APP pero especialmente los fragmentos que estan
involucrados o asociados con las patologias amiloideas, que incluyen, pero sin
limitacion, AB1.3s, AB1.2s, AB140 , AB141 AB142 Y AB1as .

La estructura y secuencias de los péptidos B amiloides como se menciond
anteriormente son bien conocidas por los expertos en el arte y los métodos para
producir dichos peptidos o extrqerlos del cerebro y ofros tejidos se describen, por
ejemplo, en Glenner y Wong, Bliochem Biophys Res Comm129, 885-890 (1984).
Ademaés, los péptidos f amiloides estan disponibles en el comercio en varias
formas.

“Fibrilla AB" o “filamento AB" o “fibrillas amiloides” son formas poliméricas
de proteinas monomeéricas que forman fibras en manojos o individuales con un
diametro de fibra constante que son insolubles en medio acuoso y contienen
grandes cantidgdes de una estructura 8 cruzada en su nicleo; en su mayor parte

con cadenas beta perpendicularses al eje 1.2,3 de la fibrilla)

"
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“Af monamérica” o “mendmero AR son proteina p amiloide completamente
solubllizada sin compiejos agregados en medio acuos0.

"amilolde scluble poiimérico” y AR oligoménico’ vy “cligbmero AR” se
refieren @ monémeros agregados mikiples de péptidos amiloides ¢ de pépiidos
tipo amiloide, o de péptidos amilpides truncados o modificados o de otros
derivados de los péptidos amiloides, que forman estructuras ollgoméricas ©
poliméricas que son solubles tanto in vifro Bn med-in acuosc como in vive en el
cuerpo de mamiferos o seres humanos, més paricularmente en el cerabro, pero
particularmenté monémeros agregados multiples de g amiloide (AR} o de péplides
B amilvide meodificados o truncados (AR} o de gerivados de los mismos, gque son
solubles en el cuerpo de mamiferos o sares humanos, Mmas particularmente en &l
cerehro, respectivamente.

Por "aislada’ se entiende una molécula bioldgica libre de por lo menos
alguno de los cempuestos con que se produce en forma natural.

Los térmings “anlicuerpo” o “anticuerpos” como se usan en la presente
memaria son t&rmines reconocidos en el arle y se entiende que se refleran a las
motéculas o fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenas congcidos,
particularmente a2 maléculas  de mmunoglobulinas  y  a  porclones
inmunalégicamente activas de las moléculas de inmunoglobulinas, es decir
moléculas que contienen un sitio de unidn que € une immunoespecificamente a
un antigeno. La inmunoglebulina de &cuerdeo con la invencion pueds ser de
cualkquier tipo (1gG, Igh, 190, IgE, igA ¥ igY) o clase (1gG1, 10G2, 1gGs, 9G4,
lgAd y igA2) o subclases de molécula de inmunoglabulina,

Se entiende que "anticuerpos” dentro del alcance de la presente invencion
incluye anticuerpos monoclonales, poiiclonales, aulméricos, de catlena dnica,
biespecificos o bi-efactivos, simiahizados, humanog ¥ humanizados ademds de

i fragmentes activos del mismo. Los ejemplos de fragmentos activos de (as
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moléculas que se unen a antigenos conocidos inciuye jos fragmentos Fab y
F{ab’); que incluyen losz productos de una genoteca de expresion de
inmunoglobulina Eab v los fragmantos de unldn con el epitope de cualquiera de
los anticierpos v fragmentas mencicnados anieriomente.

Estos fragmentos aclives se pusden deriver de un anticuerpo de la
presente  invencion por varias técnicas. Por efemplo, 105  anticuerpos
monacionales purificados se pueden escindir con una enzima, tal como pepsina, y
someater a filtracién con gen de HPLC. La fraccidn apropiada que centiene los
fragmentos Fab luego se pueden recoger y concentrar por filiracian de
membranas y similares. Para la descripcidn adicional de fas técnicas generales
para aislamiento de lcs fragmentos activos de los antlouerpes, ver por ejemplo,
Khaw, B, A. st al. J. Nucl. Med. 23:1011-1018 (1982), Rousseaux et al. Methods
Enzymology, 121:663-69, Academic Press, 1886,

Un “anticuerpos humarnizado” se reflere a un fipo de anticuerpo manipulado
genéticamente que tiene sus COR derivados de una inmuncglobulina dadora no
humana, las pares de la molécula derivadas de la inmunoglobulina restante
deriva de una (o mas) inmunocglobulina{s) humana(s). Ademds, los residuos del
soporte de e estruclura se pueden alterar para conservar |a afinidad de union.
l.os métodos de obtener “anticuerpos humanizades® son bien conocidos por los
expertos en el arte. (ver, por ej., Queen et al., Proc. Na#t Acad Scf LISA,
86:10028-10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Technoloy, 9:421 {1891)).

Un "anticuerpos humanizade" también se puede obiener por un nuevo
método de ingenierla genética gue permite la produceion de  anticuerpos
policlonales similares a los humanos de afinidad madura en animsales grandes
fales cama, por ejemplo, CONBjos

{hitp:/ivww. rotech.comybioventuresitherapeutic.php).
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El término "anlicuerpo monoclonal” tamblen s bien conocldo an & arde y
=2 refiere 8 un anticuerpo produsido en masa en i ishorataric a pariir de un clor
Onico ¥ que reconoce solo un antigeno. Los anticuerpos meonoclonates se
preparan tipicamente por fusidn de una célula B produciora de anticverpos,
nermalmente de vida corta, a un gélula de crecimiento rapido, tal como una celuia
cancerosa (algunas veces denominada o2lula “inmoral’y. La célula hibrida
resultanta, o hibridoma, se mulfiplica répidamente, crea un clon que produce
grandee cantidades del gnticuerpo.

Para el propdsilo de la presente invencion, se entiende también que
“anticuerpo monoclonal® comprenden a los anficuerpes producides por un clon
madre que no ha alcanzade la monaclenalidad completa.

Se entiende dentro del alcance de la presente invencidn que “anficuerpo
funcicnalmente equivalente” se refisre @ un anlicuerpo que comparte
sustancialmente por lo menos una propiedad funcional principal con un anticuerpo
mencionado anteriormente y descripio en la presente memoeria que comprende: la
especificidad de unidn con 1z pratelna B-amiloide, paricularmente con ia proteina
ARi4z y mas particularmente con a region epitdplea 4-18 de ia proteina AR,
inmuncrreactividad in vifro, inhibicidn de la agregacion de les monémeros de ARy
s en fibrillas poliméricas de alto pesc molecular y/o desagregacion da fibrillas
poliménricas ABj4e preformadas yfo una propiedad anti-lamina § y alivi ode los
efectos de las enfermedades y trastornes causados por o asociados con profeinas
amiloides o proteinas de tipp amilolde gue ncluyen amiloidosis, un grepo de
enfermedades y trastornos asociados ¢on |2 formacion de la placa amiloide que
incluye la amiloidosis secundaria y amiloidosis relactonada can la edad tal como
enfermedades que incluyen, pera sin limitacién, trastornos neuroldgicos tal como
snfermedad de Alzheimer {AD) gue incluyen enfermedsdes o afeccivnes

" caracterzadas por la perdida de [a capacided de memorfa cognitiva 1al como, por
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gjemplo, deterioro cognitive leve), demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hsereditaria con amiinidcrsis (de tipt holandesa J;
complejo Parkinson-demencle de Guam; ademas de otras enfermedades que se
basan 0 asocian con proteinas de tipo amifoide tal coma parlisis supranuctear
progresiva, esclerosis muitiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de
Parkinson, demencia relécionado con ViH, ALS (escierosis lateral amiolréfica),
micsitis con cuerpos de inclusidn (IBM), disbetes de comienzo adulto; amilcidois
cardlaca senil, tumores endocnincs v otrog gue incluyen degeneracion macular,
cuando se administra en forma profilictica o terapéutica. Los antlcuerpos pueden
ser de cualguier clase tal como 1gG, Igh, o IgA, eic o cualquier subclase tal como
IgG1, 1gG2a, etc ¥ otras subclases mencionadas anteriormente en ia presents
memoria o conocidas en el arte pero particilarmente de la clase lgG2. Ademas,
lps anticusrpos s pueden producir por cualquier método tal como desplisgue en
fagos, o producido en cualquier organismo o linea celular, que incluye bacterias,
insecto, mamiferc U etro tipo de células o linea celfular que produce anticuerpos
con caracteristicas deseadas, tal como fos anficuerpos humanizados. Los
anticuerpos también se pueden formar par la eombinacion de una porcion Fab y
una region Fc de diferenies especias.

El térming "biespécfﬁcq‘:‘_ o "bifuncional” v “bi-sfectiva” s usan como
sindnimos dentro del alcance de asta soiiciud para caracierizar un anticuerpo quse
exhibe tanto una propiedad de inhibicion de formacion de la fibra amiloide o de
tipo amiloide ademas de |a propiedad de desagregacion la fibra amiloide o ds tipo
amiloide.

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

mas particularmente un mamifera que incluye un ser humano. El términe incluye a
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los inmunogenos y regiones responsables para antigenicidad o determinanies
antigénicos.

Como se usa en la presente memora, el termino “soluble™ significe
parcialmente o complatamante disuelto sn una soiucidn acuosa.

También como se usa en la presenta memornia, ef lérmino "inmunogeénico”
6 refiers a2 las sustancias que estimulan ¢ aumenian la produccidn de
anlicierpos, células T y ofras células inmunes reactivas dirigidas contra un agenie
inmunogénico y contribuye & una respuesta inmune en seres humaos y animalss.

Una respuesta inmune se praduce cuande un indlvidun produce suficientes
anticuerpos, células T y otras céfulas inmunes reactivas contra composlciones
inmunogénicas administradas en la presente invencion para modera o aliviar af

trastorno tratado,

| “Amiloide polimérice soluble” se refiere a monémeros de péptidos amiloide
agregados mulliples ¢ de péplidos de tipo amiloide © de péptidos amiloide
modificados o truncados o de oiros derivados de péptidos amiigides que forman
estructuras oligopméricas o poliméricas gue son solubles en cuerpos de mamiferos
o humanos mas particularmente en el cerebro, pero partic{,llarmente a mongmeros
de B amiloids {AB) agregados moltiples o péptidos p amiloides modificados o
truncados (AB) o de derivados del mismo, que son solubles en cuerpo de
mamiferos o humanos mas particularmenta en el cerebro .

El terming "hibridema" esta reconocido en el arte ¥ es considerado por los
expartos en el are que sa refiere a una célula producida por la fusion de una
cefula pradtjctcra de anticuerpo vy una célula Inmortal, por &j., una células de
mieloma mikiple. Esta céluls hibrida es capaz de producir un suministro continuoe
de anticuerpo. Wer la dsfinicibn de "anticuerpc monoclonal” anterior v los

siguientes Ejemplos para una mas detallada ;:Iescripciﬁm del métado de fusian,
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El término "vehiculo" come se usa an la presente memoria significa una
estructura en la que el péptido antigénico o construcelén supramoiecular se puede
incorporar o s& puede asociar, de este modo s¢ presenta o exponeg los pepticdos
antigénicos o parle del péptide al sistema inmune de un ser humans o animal,
Cualquier particula que se pueda usar en forma adecuada en terapia animal o
humang tal como, por ejemplo, s2 pusde usar una vesicula o partic:ula_u un
cuerpo particulado como un vehiculo dentre del contexto de la presenie Invencion,

El término "vehiculo” ademas comprende ios métodos de administracion
donde las composiciones de la construccion antigénica supramolecular que
comprende sl peéptido antigenico se pusden transportar a silios deseados por los
meecanismos de adminisiracian. Un ejemple de tal sistema de administracion usa
metales coloidales tal como ore ealoldal, '

Ademas, el término “vehiculp” ademas comprende - mecanismos de
adminiatracion conocidos por los expsrtos en el arte gue incluyen perc sin
limitacion, hemogianing de lapa californiana (KLH), alblmina sérica bovina {(BS5A)
y olros adyuvantes.

En la construccién antigénica supramolecular de acuerde con la presenle
invencion, 2 liposoma pueds taner funcion dual o sea gue s& pueds Lsar comeo un
vehliculo que comprende [a consfruccion supramoiecular, como se describid
anteriormente en la presenie memoria y al mismo tiempe, funcicnar come wn
adyuvante para amentar o estimular ia respuesia inmune en el animal blanco o
ser humano tratado con la vacuna terapéutica de acuerdo con la mnwvencion, Se
considera también que las composiciones de la construccidn anligénica
supramolecular de la presente invencién pueden comprender iambién adyuvantes
adicionales tal como, por ejemplo, llpide A, alumbre, fosfato de calcio,
interleuquina 1, yo microcapsulas de polisacaridos vy proteinas, pero

particularmenta un lipide destoxificade A, tal como monofosforil o difozionl Tipido
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A, 0 alumbre, conservanies adcionales, diluyentes, smulsificanies, estabilizantes y
otros componentes gue son tonocidos y se usan en vacunas en el arte previo.
Ademdas, se puede usai’ cualquier sistema adyuvante conocido en el arte en {a
composicion de la presente invencion. Tales adyuvantes incluyen, pero sin
fimitacion, adyuvante de Freund Incompleto, adyuvante de Freund completo,
manano acetiado unido B~(1,4) polidisperse ("Acemannan™), TIERMAXE
(adyuvantes copolimeros de pﬂlimxietiiano—pnrinxipmpﬂeﬁo de CylRx Corporation),
adyuvantes de lipidos modificados de Chiron Corporation, adyuvantes derivados
de saponina de Cambridge Bintec:h, Bordetella perlussis  muerias,
lipopolisacaridos (LPS) de bacterias gram-negativas, aniones poliméricos grandes
tal como dextran sulfato v gsles inorganicos tales como alumbre, hidrésido de
alumfnic o fosfato de aluminio,

Las proteinas trasportaderas que se pueden usar en las composiciones de
la construccitn antigénica supramolecular de la presente invencién incluyen perg
sin limitacion la proteina de union de maliosa "MEP"; albumina sérica hovina
"BSA", hemocianing de lapa califoniana "KLH", ovalbmina: flageling;
tirogiobuling; albamina sérica de cuaiguiet especie; garmma globulina de cualguier
especie; células singeneicas; células singeneicas portadoras de anfigenos ia y
polimeros de - yo L-aminoacidos.

Ademés el término "vantidad terapé&uticamente efectiva" se refiere a la
cantidad de anticuerpo, que cuando se administra a ser humano o animal,
estimula una respussia inmune que e5 suficiente para producic un efecto
terapéutico en dicho ser humano o animal. La canlidad efectiva es determinada
facilmente por los experios en el arte siguiends procedimientos de rutina,

La "homoiogia® entra dos secuencias redetermina por identidad de
secuencia. 8f dos secuenclas que se comparan entre si differen en longitud, la

ldentidad de secu ncia con preferencia se refisrs al porcenlaje de los residuos de
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nucledtidos de la secuencia mas corta que son idénticos con los residuos de la
secuencia mas larga. La identidad de secuencia se puede dsterminar
convencionalmente con le uso de programas de computacién tal como programa
Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genstics
Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive Madison, Wi
53711). El Bestfit usa el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman,
Advances in Applied Mathematics 2 (1981), 482-489, con el fin de hallar el
segmento que tiene la mayor identidad de secuencia entre dos secuencias.
Cuando se usa Bestfit u otro programa de alineamiento de secuencias para
determinar si una secuencia particular tiene por ejemplo 95% de identidad con un
secuencia de referencia de la presente invencion, los parametros con preferencia
se ajustan de modo que el porcentaje de identidad se calcula sobre la longitud
completa de la secuencia de referencia y que se permitan las brechas de
homologia de hasta 5% del nimero total de nucledtidos con la secuencia de
referencia. Cunado se usa Bestfit, los llamados parametros opcionales se dejan
con preferencia en los valores preestablecidos ("defecto”). Las desviaciones que
aparecen en la comparacion entre una secuencia dada y las secuencias
anteriormente descriptas de la invencion se puede n originar por ejemplo pof
adicion, supresion, sustitucion, insercion o recombinacion. Tal comparacliéon  de
secuencia se puede realizar con preferencia también con el programg
fasta20u66” (version 2.0u66, setiembre 1998 por Wiliam R. Pearson y |z
University of Virginia; ver también W.R. Pearson (1990), Methods in Enzymology
183, 63-98, ejemplos anexos y http:I/workbench‘sdsc.edul). Para este prapésitc
se pueden usar los ajustes parametros en "defecto”.

E{ término "hibridizar” se usa para referirse a condiciones de hibridacién at
convencionales, con preferencia a condiciones de hibridacion en las que se usi

SSPE 5x, SDS 1%, solucién de Denhardt 1x se usada como solucion ylo la
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temperaturas de hibridacién estén entre 35°C y 70°C, con preferencia 65°C.
Después de la hibridacion, el lavado con prefarencia se realiza primero con SSC
2x, SDS 1% y posteriormente con SSC 0,2x a temperaturas entre 35°C y 70°C,
con preferencia a 65°C (con respecto a la definicion de SSPE, SSC y solucién de
Denhardts ver Sambrook et al. loc. cit.). Las condiciones de hibridacion rigurosas
como por ejemplo describio en Sambrook et al, supra, son particularmente
preferidas. .). Las condiciones de hibridacién rigurosas particularmente preferidas
estan presentes por ejemplo si la hibridacién y lavado se producen a 65°C como
se indico anteriorments). Las condiciones de hibridacion no rigurosas, por ejemplo
con hibridacion y lavado realizado a 45°C son menos preferidas y 35°C aun
menaos.

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

La presente invencion proporciona anticuerpos y partes funcionales de los
mismos que son anticuerpos sensibles desde el punto de vista de Ia
conformacion. Estos anticuerpos reconocen epitopes esbeciﬂcos en una amplia
variedad de antigenos proteinicos amiloideos. Los anticuerpos son Utiles para la
intervencion diagnostica y terapéutica en enfermedades y las enfermedades y
trastornos causados por o asociados con la proteina amiloide o de tipo amiloide
que incluye amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastomos asociados con
proteina amilolde o de tipo amiloide tal como la protelna AR involucrada en la
enferrﬁedad de Alzheimer,

Los anticuerpos se administran a individuos para inmunizarlos en forma

pasiva contra una variedad de enfermedades o trastornos, que diluyen pero sin
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limitacion enfermedades asociadas con la protelna amiloide ial como  la
enfermedad de Alzhelmer.

Los anficuerpos preporcionados en la presente memoria  son anticuerpos
moneoclonales o policlonales qus tienen especificidad de unidén para los peplidos
antigénicos repressntativos de diversas enfermedades asociadas con ta proteina
amiloide tales como, por elemplo, la enfermedad de Alzheimer .

Los anticuerpes de acuerde con la invencidn se prepara por la
inmunizacion de un animal, tai come un ratén, rata, conejo u otra espacie animal
que puede producir anticuerpos nativos o humanaos, con una composiclan de una
construccion antigénica supramolecular.

Las construcclones antigénicas supramaleculares comio se describen en ia
presente memoria generalmente comprenden péplidos maodificadps  para
aume‘r-wtar el efecto antigénico donde tales péptidos remedifican por medic de la
peailacion (usando polietilenglicol o polistilenglicol modificado), o modificado por
otros métodos tal como por acido palmitico, poliaminoacidps  (por €f poli-glicing,
poli-histidina), polisacaridos (por ., 4cido poligalacturénico, &cido polilactico,
poliglicdlido, quitina, quifosano), polimeras sintéticos (poliamidas, poliuretanos,
poliésteres) o co-polimeros (por ej., polijacido metacrilico) y N-{2-hidroxjpropil
metacriiamida) y similares.

La madificacion por acide palmitco (palmitollacion}, mientras  que
proporciona un anclaje para el péptide en la bicape del liposoma, debido a la
jongitud reducida relativa del residuo de acide graso Cig;p conduce al néptido que
practicamente se extiende en la superficie de liposoma. Por consiguiente, las
células gue procesan sl antigeno deberan tomar el lippsoma entero con el
péptido, en al cual la mayorla de los casos, produce una respuesta inmune Mas

fenta en terminos relativos,
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En una realizacion de la invencién, se usa un péptido amiloide 1-15
modificado en la preparacion de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal de acuerdo con Ia invencion. El péptido amiloide 1-15 modificado se
puede sintetizar siguiendo el método infirmado en Nicolau et. al. 2002. El método
informado en Nicolau et al implica modificar al péptido antigénico por un trasplante
en la resina de un residuo lipofilico o hidrofébico, a los residuos de aminoacidos
terminales de un péptido preformado que origine un producto de pureza
considerablemente alta. En particular, un aminoécido protegido, particularmente
un aminoacido Fmec-protegido, se une a una resina mediante reacciones
quimicas de acoplamiento conocidas. El grupo protector se elimina y se acopla
una segundo residuo de aminoacido protegido. La sintesis de péptidos
automatizada estandar que usa reacciones quimicas de proteccion conocidas v,
particularmente reacciones quimicas de Fmoc/tBu, y luego se usan grupos
protectores de cadena lateral estandar para sintetizar el péptido antigénico ABy.1s
por acoplamiento de los aminoécidos 1 a 15 de la proteina amiloide A B4z para
producir el fragmento del péptido con una secuencia dada en la SEC D NO: 1.
En un paso final se acoplan dos aminoacidos protegidos adicionai_es al fragmento
del peptido en crecimiento. Los grupos Mtt luego se pueden escindir
selectivamente y acoplar al acido palmitico. Después del lavado de la resina, se
elimina el grupo protector y se retira la resina simultaneamente seguido por las
desprotecciones de la cadena lateral mediante metodologla estandar. El producto
final luego se puede obtener con alta pureza y se confirma su identidad por
métodos conocidos en el arte tal como, por ejemplo, espectrometria de masa por
electroaspersion.

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

carbonado de los acidos grasos tiene por o menos 10 atomos de carbono.
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Particularmente, el residuo lipofilico o hidrofébico es un acido graso con un
carbonado de por lo menos aproximadamente 14 atomos de carbono y hasta
aproximadamente 24 atomos de carbono, con cada numero individual de alomos
de carbono que se incluye en este rango también como parte de la presente
invencion. Mas particularmente, el residuo lipofilico o hidrofébico tiene esqueleto
carbonado de por lo menos 14 &tomos de carbono. Los ejemplos de residuos
hidrofébicos incluyen pero sin limitacién acido paimitico, acido eslearico, acido
miristico, acido laurico, acido oleico, acido linoleico, acido linolénico y colesterol o
DSPE. En una realizacion especifica de la presente invencion el residuo lipofilico
o hidrofébico es acide paimitico.

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

El PEG esta unido en forma covalente al residuo de aminoécido unido a
ambos extremos del péptido, en particular los residuos de aminoacidos Glu, Cys o
Lys o cualquier otro residuo de amino4cido que se puede usar adecuadamente
para unir PEG en forma covalente al péptido. En el otro extremo de la cadena se
puede unir en forma ‘covalente una residuo hidrofébico para actuar como
slemento de anciaje en la bicapa del liposoma tal como, por ejemplo,
foafatidiletanolamina (PEA). De este modo, el liposoma todavia funciona como
adyuvante y el péplido esta suficientements alejado de la bicapa que se puede
pracesar solo y de este modo aumenta su inmunogenicidad en comparacién con
el antigeno palmitoilado.

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

extremo. La longitud de la cadena de PEG (polistilenglicol) puede variarde n = 8 a



n = 150.000 o mas, particulanmente de n = 10 a n = 80.000, mas particularmente
de n=20an = 10.000. En una realizacion especifica de la invencion la longitud
de la cadena de PEG es no mas de n = 45, particulammente enfre n =5y n = 40,
mas particularmente entre n=10y n =30,y ain mas particularmente n = 10.

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

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

Una resina, particularmente una resina 2-clorotritilo, s la mas favorecida,
la cual es sensible al 4cido y de este modo permite el aislamiento de los péptidos
protegidos.

En una realizacion especifica de la invencidn, la reaccién de acoplamiento
se realiza en fase de solucién. La ruptura selectiva de la resina en condiciones
moderadas luego libera los péptidos internamente protegidos.

Los acoplamientos en fase de solucidn se realizaron con éxito con los
péptidos derivados de una secuencia de la proteina B-amiloidetal como, por
ejemplo, una ABi.16 (SEC ID NO: 2) a una molécula de PEG modificada por un
acido graso — fosfatidilcolina tal como, por ejemplo, DSPE. La separacion de los

productos mono- y di-acoplados antes de las desprotecciones de la cadena
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lateral se pueden lograr por medic de una cromatografta de Intercambio catifinico.
Las desprotecciones posteriores de la cadena lateral del péptido conducen &l
aistamientc de los conjugados deseados con una pureza aceplable. La
purificacion se puede lograr por métodos bien conocides en el arte tales como,
par eiemplo, HPLG. etc,

Este métado para la sintesis de los antigenos &-amiloides lipido-PEG N- v
C-terminales que usan _péptidc’:s protegidos es apliceble a una amplia var]edaﬁ de
secuencias de péptidos.

Los antigenos liposomales de acuerdo con la invencian luego se pueden
preparar como Se describe en Nicolau ef al., 2002, Bl péptido anligénico AR
amiloide modifisado, particsarments el péplido antigénico ABr.ys, -ABi1s, AB1
1aeaiay, DB z2a5 ¥ ABzsg palmitoilado y medifleado con PEG se puéde reconstituir
en una construccidn gue consiste en liposomas, particularments liposomas
hechos de  dimiristoll fosfatidilcoling (DMPC), dimiristoil fosfatidil etanatamina
(DMPEA), dimiristoll fosfatidliglicerai (DMPG) y colesterol, opcionalmente que
centiene monofasfaril lipido A.

En una realizacion especifica de la invencion los lippsomnas con lipido A se
usan como adyuvantes para preparar k2 vacuna antl-amiloide. Se mezdan
dimirstoil fosfatidil-colina, -glicerol v colesterol, particularmente en una relacion
de concentracidn molar de 0.9:1.0:0.7. Un inmumodulador pofente tal como, por
ejamplo, monofosforil lipide A luego se agrega &n una concenirasion adecuada,
particularmente en una concentracidn entre 30 y 50 mg por mmol, mas
particularmente 40 mg por mmol de fosfollpides, El péplido antigénico AR
modificado luego se agrega en una relacién molar de péptido a fosfolipidos entre
1:30 y 1:200, particlarmente en una relacion molar entre 1:50 y 1:120, mas

patticularmente de 1:100. Los solventes se eliminan, por ejemple mediants la

N5
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evaporacién y la pelicula hidratada resultante con solucion de buffer estérii tal
como, por ejemnple PBS.

Los llposomas tambign se pueden preparar por la técenica de inyeccion de
flujo cruzade como se describe, por sjemplo, en Wagner et al (2002) Journal of
Liposome Research Yol 12(3), pp 269 — 270. Durante |z inysccién de soluciones
de lipidos en un sistema de buffer acuosp, los lipidos tienden a formar
“precipitados”, seguidos per disposicién propia en vesiculas. El tamarfic de la
vesiclla obtenida depende de faclores tsles como congentracidn de lipidos,
velocidad de agitacion, velocidad de inyeccion v la eleccidn de ios lipidos. El
sistema de preparacion puede consistir en un madulo de inysccion de fiujo
cruzado, recipientes para la fase polar (por 8j., una solucion buffer de PRS), un
recipiente de solucidn de etanolfipidc v un dispositivo de presldn, pero
particularmante un dispositivo de presion de nifrdgano. Si bien la sohucidn acuosa
o polar se bombea & través del modulo de inyeccidn de fluje cruzado, la solucldn
de etanol/lipido se inyecta en la fase poiar con aplicacion de presiones variadas.

El llposoma aln funcione como adyuvante y el péplido que estd
suflcientemente alejado de la bicapa se puede procesar solo y de este modo
aumenta la inmunogenicidad en comparacion con el antigeno ‘palm'rtoilado.

El extrema libre de PEG estd upide en forma covalente a una molécula de
fosfatidil-etanclamina {donda el dcido puede ser: miristico, palmitico, estearico,
oleico etc. o una combinacién de los mismos) para funcionar como elemento de
anclaje. Esta estructura supramolecular se puede anclar por a reconstitucion de
los liposomas que consisien en fosfolipidos y colesternl {fosfatidiletanolamina,
foafatidilgliceral, colesterol en relaciones molares variadas. Se pueden usar otros
fosfolipidos. El fipido A se usa en una concentracion de aproximadamente 40

Ogfpmal de fasfolipidos.
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En ciertas realizaciones, las construcciones antigénicas supramoleculares
pegiladas o palmitoilada compranden un péptido gue tiene la secuencia de
amincacidc del B-amilvide. Los péptidos también pueden comprender o
corresponder al péptido bete amiloide completo y fos fragmentos activas del
mismo. Adlcionalmente, los peéptides dtiles para la presente invencién ademas
comprendan ABy.1c (SEC ID NO: 2); ABwigany (SEC ID NO: 3% ABuis (SEC 1D
NO: 1} v fragmentos activos del misma.

Para estimular v preparar anticuerpos y para  deteminar  la
inmunogenicidad de la construccion antigénica AR modificada, se selecciona un
animal del grupo que consiste en ratones, ratas, conejos, cerdos, pajaros, elc,
pera particularmente ratones, especialmente los ratones CH7BL/6 se inmunizan
con &l péptide antigénlco. La inmunogenicidad de |z construccion antigénica se
determina por la prueba de muestras Sera en intervalos de tiempo adecuades
después de la inmunizacion mediante un inmunosnsayo tal coma, por gjemplo, un
ansayc ELISA.

Los anticuerpos monoclonales de la presenie invencion se pueden
preparar mediante técnicas de clonacién cldsica y fusidn celular bien conocidas
en el arte. El inmundgeno fantigano) de interés, tipicamente se administra (por ],
inysccion intraperitoneal) a ratén de fipo salvaje o sndogamico (por sj., ralones
RALB/c 0 especialmente C57BL/B), ratas, conejos U ofras especies de animales o
raiones transgénicos que pueden producir anticuerpos nativos o humanos. El
inmundgeno se pueds administrar solo 0 mezclado con adyuvante, o axpresado a
partic de un vector {vector del replicon VEE, vaccinia}, o como ADN o comp
proteina de fusion para inducir una respuesta inmune. Las proteinas de fusicn
compranden el péptido contra el cual se desea una respuesta inmune acoplado a
protainas traspertadoras, tal come, por ejemplo, bela.-galactosidasa, glutafion 5-

transferasa, hemocianina de lapa californiana (KLH}, y athimina sérica bovina.
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En estos casos, los péptidos actian como haptenos con lag proteinas
trasportadoras. Después do gque el animal se reforzd, par ejemplo, dos o mas
vaces, sa recogen las celulas del bazo de los animales inmunizados e hibridomas
generados por la fusion de las célufas del bazo sensibilizado con una linea de
célilas de mieloma, tal como células de rmieloma SP2/Q murinas (ATCC,
Manassas, VA) que usan los procesos bien concocidos de Kohler y Milstein
{Nature 25G; 485-497 {1975)) ;-.r' Harlow y Lane (Antibodies: A Leboratory Manual
(Cald Spring Harbor Lakoratory, Mew York 1988)).

En una realizacion especlfica de la invencidn la construccion antig&nica de
acusrdo con la invencidn, particularmenie una composicion de vacuna que
comprende dicha construccidn antigénica en una forma aceptable para uso
fannéﬂéuticn, se administra en dosis repetidas, en particular en 1 a 15 dosis , mas
paticularmente en 2 a 10 dosis | alin mas padicularmente en 3 a 7 dosis pero
especialmente en 4 a 6 dosis, en intervalos de tlempo entre 1 y 10 sermanas,
particiiarmente en intervalos de tiempo entre 1 y 6 semanas, mas particularmente
en intervalos de tiempo entre 1 v 4 semanas y alin mas particularmente en
infervalos de tiempo entre 2 v 3 semanas. La respuesta inmune sa controla por la
toma de muestras Sera en un tiempo adecuado después de del refuerzo,
particularmente 3 a 10 dlas despues del refuerzo, mas particularmente 4 a 8 dias
despues del refuerzo ¥ mas pardicularmente 5 a 5 dlas después del refuerzo y se
determina la inmunogenicidad de la construccion  anligénica mediants
metodologla conceida, padicularmente uno de los inmunoensayos comunmente
usados tal comg, por ejemplo, un ensayo ELISA.

La inmunizacién con la construccidn antigénica de acuerdo con la
invencion, pero particularmente con una compesicion de vacuna que comprende
dicha construccion anfigénica de acuerdo con la invencidn en una forma

aceptable para use farmacéutica conducse a una respussta inmune  significativa



a5

en & animal fratado. Los animalés, pero especialmente los ratones con {fiulos
terapéuticos se seleccionan para la fusidn de las células productoras de
anticuerpos, particularments linfocitos B con un crecimiento continuo o linea
celular inmortal, tal como una Inea celular de migloma. Las célulag se inducen a
fusionar por la adicidn de polietienglicol. Los titulos terapéuticos son los gue
brindan un resultado positivo en un ensayo ELISA en una dllucion entre 1:4000 y
1:6000, particularmente entre 1:4500 y 1:5500, mas particuiarmente de 1:3000.

Las células hibridas resultantes luepe se clonan en forma convencional,
por ej., usando una dilucion Emitante, v los clones resultantes, gue producen oS
anticuerpos moneclonales deseados se cullivan.

Los hibridomas asi obtenidos se seleccionan en forma quimica por I3
incubacién de las celulas en un medio de seleccion que contiene hipoxantina,
aminepterina y timidina (HAT}.

Los hibridomas se seleccionaron posteriormente por la capacidad de
produgir anticuerpos monoclonales gontra las enfermedades o trastornos
agodados con amiloide especificas, Los hibridomas que producen anticuerpos de
interés se clonan, expanden y conservan congelados para la pmduclci‘én futura. El
hibridoma preferido produce un anticuerpe monoclonal gue tiene un isotipo 1gG,
con méas preferencia el isotipo 1gG2.

El anticuerpo policional se prepara para inmunizar a los animales, tal como
ratonas o conejos, o cualquier otro animal con composiciones de la gonstruccicn
antigénica supramoclecular de la presente invencion descripta anteriormeante.
Posteriormente se recoge suero de sangre de los animales y los anlicuerpos e I
suero se selecciona de acusrdo con su reactividad cruzada contra el antlgenc
amilaide.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencidon se pusden preparar en una

formulacion aceptable para uso fisioldgico y pueden compsender un vehiculo,
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diloyente y/o excipiente aceptables pata uso farmaceutico ernpleando fécnicas
conpeidas. Por eiempld. gl anticuerpo de scuerdo con ia invencion y como se
describid antes en la presente memoria, gue incluye a cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalents o partes funcionales de! mismo, en particular, el
articuerpe monocclonal que incluye a cualquier anticuerpo  funcionalments
equivalente 0 partes funcionales del mismo s& combina con  un vehiculo,
diluyente y/o excipiente aceplabiss para uso famacéutico para formar un
compasicion terapéutica. Los vehlculo, diluyentes v/o exciplentes para usos
farmacéutico adecuados son bien conosidos en el arde e incluyen, por ejemplo,
soluciones salinas de de buffar de fosfato, agua, emulsiones tal come emulsiones
aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, soluciones astériles, etc.

| a formulacidn de la compasicion farmacéutica de acugrdo con la invancion
se puede obtener mediante la metodologia esténdar conocida por los experios en
el arte.

Las composiciones de |z presenie invencidon se pueden administrar al
sujeta en forma de un sdlido, liguide o aerosol en Una dosis efectiva para uso
farmacéutice adscuada. Los ejemplos de composiciones sdlidas inciuyen pildoras,
cremnas, y unidades de dosis implantables. Las pidoras se pusden administrar en
forma orel. Las cremas terapéuticas se pusden administrar en forma tapica. Las
unidades de dosis implantables se pueden administrar en forma local, por
gjemplo, en un sitic del tumor, o se pueden implantar para fa liberacidn
sistemaética de la composicion terapédutica, por ejemplo, en forma subcutanea. Los
eiemplos de composiciones liguidas incluyen formulaciones adaptadas para la
inyebsién intramuscular, subcutanea, intravencsa, Intraanterial y las formulaciones
para administracion topica e intraccular. Los sjemplos de fnn'nlulacinnes en
aerosol incluyen formulaciones inhalalorias para la administracion en los

pLIMONSS.
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Las composiciones se pueden administrar por vias estdndares de
administracién. En general, la composicion se puede administrar por vias topica,
aral, reclal, nasal, interdémmica, intraperitonesi, o parenteral (por ejempio,
infravenosa, subculdnea o intramuscutar). Ademas, la composicitn se puede
incorporar en matrices de  liberacion sostenida tal como  polimeros
bicdagradables, los polimeros se implantan en la vecindad de donde se desea i&
administracian, por- ejemplo, en el sitio del fumor. El método incluy e
administracian de una dosis (nica, adminisiracion de dosis repetidas en intervalos
de tiermpo predeterminados, y la administracion sostenida para un perfodo de
tiempo determinado.

IUna malriz de liberacion sostenida, como &g usa en la prasente memorla
es una mafriz realizada de materiales, uéualmenle pollmeros que sor
degradables por hidrdlisis enzimatica o acidofbase o por disolucidn. Uné VEZ
insertada en el cuerpo, la matriz actia sobre las enzimas y liquidos corporal s. Le
malriz de liberacion sostenida se elige en forma deseable por materiale
hiocompatibles tal como liposomas, polilctidos (4cido poliiactico). pofiglicolide
(polimero de acido glicdlic), polilactco co-glicdlido (copolimeros de acido lagtice
y acido ghiclico), polianhidridos, poli{orto)ésteres, polipéptidos, acida hialuronico
colageno, condroilin sulfato, acidos carboxiiicos, acidos grasos, fosfolipidos
polisacarides, acidos nucleicos, é&cidos poliaming, aminoacidos tales comu
fenilalanina,  frosing, iscleucina,  polinuciedtidos,  polivinil  propilenc
polvinilpirrolidona y silicona. Una matviz biodegradable preferida es una matrlz di
unc de cualquier poliactids, poliglicalido o peliactico co-glictlide (co-polimero
de acido lactico y acido glicolico).

Es bian =abido por los sxperios en el arta pertinente que fa dosis de |
compasicion dependera de diversos faciores tal como, por ejemplo, la afeccia

tratada, ta composicion particular usada y otros factores clinicos tai como pesc
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tamafio, sexo y condiciones de salud general del paciente, area de supetficie
corporal, el compuesto o composicién particular administrade, ofros farmacos
administrado en forma concurrents y fa via de administracion.

La composicidn se puede administrear en combinacién con  oftras
composiciones que comprende una sustancia o compuesto bioldgicamente activo,
particularmente por 1o menos un compueste selecclonado del grupo que consiste
en compuestos contra el estrés oxidative, compuestes anti-apoptoticos, quelanies
de metzles, inhibidcres de la reparacidn de ADN tal como pirenzepina v
metabolitos, acido 3-amino-1-propansulfénico  (3APS), 1,3-propandisulfonato
{1,3P03).activadares de secretasa, B- vy y—inhibidores de secretasa, proteinas
tau, neurctransmisores, agentes ant-lamina B, moléculas anfiinflamatorize o
“antipsicoticos afipicos™ ial como, por gjemple clozaping, ziprasidona, risperidona,
aripiprazol 0 olanzaping o inhibidores de colinasterasa (ChEl) tal como  tacrina,
rivastigmina, donepezil, y/o galantamina y ctros famacos y suplemsntos
nutritivos,  tal gomo, por ejemplo, vitamina B12,. cisteina, un precursor de

acetfilcoling, Iecilina, colina, Ginkgo biloba, acieti-L-camitina, idebenona,

propentadilina o un derivade de xantina, junto con un anticuerpo de acuerdo con la

presente invencion y opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente yie un excipiente
acefffable para uso farmaceutico y procedimientos de! ftratamiento de las
enfermedades.

L.a materia proteindcea activa para uso farmacéutico puede estar presente
en canlidades 1 ng y 10 mg por dosis. Generalmente, el régimen de
administracion deberd ser del rango entre 0,1 pg y 10 mg del anticuerpo de
acuerde con la invencién, partoularmente del rango 1.0 pg a 1,0 mg, y més
particularmente en un rango entre 1,0 pg v 100 pg, con todos los nomeres
individuales incluidos en estos renges son parte del la invencion. 5i la

administracian se produce mediants la infusion continua sn una dosis MAs
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adecuada puede estar en el range entre 0,01 pg y 10 mg unidades por kilagramo
de peso corporal por hora con todos lus numeros individuales incluidos en estos
rangos también son parte de la invencion.

La administracion generalmente serd  por via parenteral, por &j.,
intravenosa. las preparaciones para administracion parenteral  incluyen
soluciones acuosa © no acuosas no estériles, suspensiones y emulsianes.- Los
sulventes ho acussos incluyen sin [imitacion & propilenglicol, polietilenglicol, aceite
vegetal tal como aceite de oliva, y ésteres orgénicos inyectables tal como oleats
de efilo. Los solventes acuosos se pueden elegir del grupo que consista en agua
eoluciones alcoholfacucsa, emulsiones o  suspensiones que incluyen medic
salino y bufferizado. Los vehiculos parenterales incluyen solucion de cloruro de
sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloniro de sodio, solucidn de Ringer izctadc
o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen repositoras de liquido
nutrientes, repositores de electrolitos (tal como ios basados en dextrosa de
Ringer) y otros. Los conservantes tamblén pueden esiar nresentes tal como, po
ejemplo, antimicrobianos, anti-oxidantes, agentas guelantes, gases inertes, elc.

La composicion farmacéutica puede comprepder tamblén  vehicuio
proteinaceos tal como, por ejemplo, albniming sérica © inmunoglobuling
particularmenie de origen bumano. Otros agentes biclbgicamente activos pueder
estar presentes en ia cumposic:ic’:.n farmacéutica de la invencion que dependan de
Uso a que esta destinada.

En una realizacion adicional la presente invencidn proporciona métodos
kits para ia deteccion y diagndstico de enfermedades o afecciones asocladas co
amiloide para diagnusiicar una predispasiciﬁn'a una enfermedad o afeccld
asaciada con amiloide o para controlar la enfermedad residual minima de u
paciente o para predecir |a respuesta de un pacienta & un tratamientc con u

anticuarpo o UNa compoglcion de vacuna de acuerdo con la invencion y como B
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describic anteriormente en ia presente memorta. Estos metodos incluyen metodos
inmunolagicos conocidos comOnmente usados para la deteccion o cuantificacion
de sustancias en muestras bicldgicas o en una condicidn i sifus.

El diagndstico de una enfermedades o afecciones asociadas con amiloide o
de una predisposicion a una enfermedad ¢ afeccion asociada con amiloide de un
paciente se puede lograr por la deteccidn de la unién inmunoespecifica de un
anticuerpe monaclonal o de un fragmento aclive del misma con un epitope de 1a
proteina amiloide en una muestra o n sifu, que incluye poner en centacto ia
muestra o parte corporal especifiea o area corporal sogpechada de contener el
antigeno amitoide con un anticuarpe que se une a un epitope de ia proteina
amiloide, 'o cuai permite al anticuerpo unirse al antigeno amiloide para formar un
complejo inmunolagico, detectar la formacion del complejo inmunclogico y
comalacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia
o ausencia del antigeno amiloide en la muestra ¢ parle corporal especifica o area
corporat, que opcionalments compara la cantidad de dicho complejo inmunoldgico
a un valor cantrol normal, dende un aumente de |a proporcion de dicho agregado
an comparacion con un valor normal gue dicho pacienie padece o esta en rlesgo
de desarrollar la enfermedad o afeccion asociada con amilpide |

Contrélar la enfermedad- residual minima de un paciente después del
tratamiento con un anticuerpo o una composicion de vacuna de acuerdo con fa
invancién se puede lograr por la deteccidn de la union inmunoespectfica de un
anticuerpo menoclonal ¢ vp fragmento active del mismo de un epitope  de la
prcteTﬁa amiloide en una muestra o in =iy, que incluye poner en contacto la
muestra o parie corporal especifica o area mfpural sospechada de contener el
anhtigeno amiloide con un anticuerpo que se une a un epitope de la protelna
amiloide, lo cual permite al anticuerpo unirse al antigenc amiloide para formar un

complejo  Inmunclégice, dstectar la formecldn del complejo Inmunoldgico v
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correlacionar ta presencia o ausencia del complejo inmunolégico con {a presencia
o ausencia del antigeno amiloide en ia muestra o parie corporal especifica a area
corporal, opcionalmente comparar la cantidad de dicha complejo inmunologico a
un valor control normat, donde un aumento de la proporcion de dicho agregado en
comparacidn con un valor normal indica que dicho paciente alin puede suirir una
enfermeadad residual minima.

| Le prediccion de la respuesta de un pacisnte a un tratamfantc con una
composisién de vacuna de acuerdo con la invencién se puede obtener pn'r la
deteccion de la de |la unlén inmungespecifica de un aniicuerpo monoclonal o un
fragmenta activo del mismo de un epitope de la proteina amilgide en una
muestra o in sifu, que incluye poner en contacto |a muesira o parte corporal
especifica o area corporal sespechada de contener al antigenc amiloide con un
anticusmod que se une a un epitope de la protelna amiloide, lo cual permite al
anficuarpo unirse al antigeno amileide para formar un complejo inmunclégico,
detectar la formacion del complejo inmunoldgico vy correlacionar la presencia o
ausencia del complejo inmunologico con la presencia ¢ ausencia del antigena
amiloide &n la muestra o parte corporal espacifica o area corporal, cpcionalmente
comparar la cantidad de dicho complejo inmunoligico antes y despucs del
comienzo del tratamierto, donde una disminucién de la proporcion de dicho
agregado indlca que dicho paclente tienen un allo potencial para responder al
tratamiento .

L.as muestras binldgicas que se pueden usar para el diagndstico de de una
enfermedad © afeccidon asoclada con amloide, para diagnoslicar una
predisposicion @ una enfermedad o afeccion asaclada con amiloide o para
controlar ta enfermedad residual minlma deé un paciente o para predecir la
respuesta de un paciente a un tratamiento con un anticuerpo 0 una CoMpPOSICIon

da vasuna de acuserdo con ka invencion y como se describid anteriormente n la
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presente memotia son, por ejemiplo, fluides tal come suero, plasma, saliva,
secreciones gastricas, mi.lcus. Il'qui-dn cefalorraquideo, liguido linfatico y similares
o0 tejido o0 musastras de céluias pbtenidas de un organismo tal como tejido neural,
cerebral, cardiaco o vasculer, Pare determinar la presencia o ausencia del
antigeno amiloide &n Una muestra s& puda usar cualquier inmunoensayo conoclde
por los experios en el atte. (Ver Harlow y Lane, Antibodias; A Laboratory Manual
(Cold Spring Harbor Laboratory, New Yark 1988 555-612) {al como, por ejemplo,
ensayos que utilizan métodos de  deteccion indirecta que emplean reactivos
secundarios para la deteccién, ELISA y ensayos de inmunocprecipitacién y
aglutinacian. Un descripeion defallada de esfos ensayos se brinda, por ejemplo,
en WOSE/13590 en Maeriens v Stuyver, Zrein et al. (1998) y WOO6/28605.

Para el diagnostico In sifu, el anticuerpo o cualguisr parie sctiva y
funcional del misma se puede administrar al organlsmo para su diagnostico por
métodos congcidos en el arte, tal como, por ejempla, inyeccidn intravenosa,
Intranasal, intrapertonesal, intracerebral, intraarterial de modo que se pueda
producir una union especliica entre el anticuerpo de acuerda con la nvencidn con
una region epitdpica de la region amilcide. E! compleje anficuerpo/antigeno ze
uue:::l;eL detectar mediante una marca unida al anticverpo o fragmento funcional del
MISMB.

Los inmunoensayos Usades en aplicacionss dlagnosticas o en aplicaciones
para g diagnosticar una predisposicion a una enfermedad o afeccion asociada con
amiloide © para controlar a enfermedad residueal minima de un paciente o para
predecir respuesta de un paciente al tratamiente con un anticuerpo © una
composicion de vacuha de scuerde con la invencidn y como se describio
anteriommente en la presente memoria tiplcamente dependen de antigenos
marcados, anticuerpes o reactivos secundarios para deteccién. Estas protelnas o

reactivos se puede marcar con compusstos generalmente conocidos por los

139
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expertos en & arle que Incluyen snzimas, radioisotopos v sustanclas
fluorescentss, luminescente y cromoganicas que incluyan particulas coloreadas,
tat como oro coioidal y microssferas de latex. De esios, se pusde usar el marcado
radiactivo en casi todos los tipos de ensayos y con Jas mayeres variaciones. Las
marcas conjugadas con la enzlma son particularmente Oliles cuande se pusde
evitar |13 rediactividad o cuando se necesitan resultados rapidos. Los fluorocromos
si bien requizren eguipamisnio costoso para uso, proporcionan un metodo de
deteccion muy sensible, Los anticuerpos (tlles gn estos ensayes incluyen
anticuerpos monoclonales, enticuerpos peliclonales y anticuerpos mongclonales
de afinidad purificados

Alternativamente, el anficuerpo se puede marcar en forma indirecta por
madio de & reaccion con sustancias marcadas que tisnen una afinidad por la
inmunoglobuling, tal como 1a proteina A o G o segundos aniicuerpos. =
anficuerpo s8 puede conjugar con una segunda sustancia y detectar con una
tercera sustancia marcada gue tisne aflnidad por la segunda sustancia conjugeda
al anticuerpa. Por ejemplo, el anficuerpe se pueds canjugar con bictina y el
conjugado anticuerpo-biclina detectado mediente avidita o actreptavidina. De
modo simlar, el anticuerpo se puede conjugar a un hapteno y &l conjugado
anticuerpo-hapteno se detecta mediante uri anticuerpo anti-haptenc marcado.

Los expertcs en el arte sabran que estas y oltas marcas adecuadas sg
pueden emplear d& acuerde con la presente invencion. La unidn de estas marcas
a los anticuerpos o fragmentos del misrio se pueden lograr empleando téonicas
astandares cominments usadas por los expertos en el arte. Las técnicas tiplcas
estan descriptas por Kennedy, J. H., &t al.,1876 (Clin, Chim. Acta 70:1-31), ¥
Schurs, A. H. W. M., et al. 1977 {Clin. Chirm Acta 81:1-40). Las lécnicas de

acoplamientn en esia Ultima son el método de giutarzldehido, el método de
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peryodata el método de dimaleimida y otros que estan incorporados como
referencla en la presente memoria.

Los inmunoensayos actuales utiifizan un métcdo de doble anlicuerpo para
detectar la presencia ds un analitc, donde el anticuarpo se marca en forma
indirecta por reactividad con un segundo anticuerpo que ha sido marcado con una
marca deteciable. El segundo anticuerpo es con preferencia uno que sé une a los
anticuerpos del animal del cual se deriva e! anticuerpe monoclonal. En otras
palabras, si el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo de ratdn, luege el segundo
anticuarpo marcadc es un anticuerpe anti-ratdn. Para el anticuerpo monoclonal
fjue se usa en el ensayo que se describe a conmtinuacion, esta marca es con
preferencia una microgsfera recublerta con anficuerpo, paricularmente una
microesfera magnética. Para el anticuerpo policlonal gque se emplea en el
inmunoensayo descripto en la presenfe memoria, la mazca es con preferencia una
molécula detectable tal como una sustancia radioactiva, fluorescente o
electroquimicluminiscente.

Un sistema de doble anticuerpo altemativo, con frecuencia mencionado
como sistemas de formato rapido ya que se adaptan a determinaciones rapidas
de la presencia de un analito, también se puede emplear dentra de! alcance de la
invenclon. El sistema requiere alta afinidad entre el anticuerpo v el analiic. De
acuerdo con una realizacién de la prasente invancitn, se determina la presencia
del antigeno amiloide mediante un par de anticuerpos, cada uno especifico para
el anfigeno amiloide. Uno de dichos pares de antficuerpts se menciona en fa
pfesente memoria como un “"anticuerpo detector” ¥ el otro de dicho par de
anticusrppg se menciona en la presenta memoria como un "anticuerpe de
captura”. El anticuerpc monoclonal de 8 presente invencidn se puade usar tanto
como anticuerpo de captura como anticuerpo detector, £l anticuerpo monoclonal

de la presente invencion se puede usar tambilen como anficusmo de captura y
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anficuarpo detector, junios en un ensayo unico. Una realizacion de la presente
invencion ds este modo usa el método sandwich del doble anticuerpo para
detectar antigeno amiloide en una muestra de un fluido bielégice. En esie metodo,
el analito (antigeno amilcide} se coloca a modo de sandwich entre el anticuerpo
detector y el anticuerpo de eaptura, el anticuerpo de captura se inmoviliza &n
forma irraversible en un soporie sélido. El anticuerpo delector debera contener
una marca dotectable, con sl fin de identificar la presencia de! sandwich
anticuerpo-analito y de este modo la presencia del anzlita.

Los ejemplos de sustancias en fase solida incluyen pero sin limitacicn
placas de microtitulacian, twbos de ensayo de poliestireno, microesferas
magnéticas, plésticas o de vidrio y extendidos gue son bien conocidos en al
campa de radioinmunoensayo e inmuncensayo de enzima. Los meétodes para
acoplar anticuerpos en fases sdlidas también son bien conocidos por los expertos
en el arle. Mas recientemente, se ha empleado varios materiales porosos tal
coma tylon, nilrocefulosa, acetalo de celulpsa, fibras de vidria v otros polimeros
pOros0s como soportes solidos.

La presente invencion también se reflers un kit diagnostico para detectar
aptigano amiloide en una muestra bioldgica que comprende una compasicion
coma se definid anteriormente, Adernas, la presente invencion se refiers a este
dltimo kit diagnostico &l que, ademés de una corriposicion como se definle
anteriommente, también comprende un reaciive de deteccidn como se definio
anteriormente. =1 L&rmina "kit diagnostice” se refiere en general a cualgquiera de
los kit diagnosticos conocidos en el arta. Mas especlficamante, el Oftimo término
se refiera @ un kit diagnastico como se describe an Zrein et al. (1998).

Es oiro objeto de la presente invencién proporgionar nuevas pruebas
inmunologicas vy ensayos para deteccion y diagnostico enfermedadas ¥

afecciones gsocladas con amiloide que comprenden anticerpos de acuerde con
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la presents invencion. Para las pruebas Inmunaldgicas, los anticuerpes se unen
an forma directa o indirecta a una molécula indicadors adecuada, por g , ung
enzima o radiorugleido, El kit de ensayo incluye un reclpiente que contiene uno o
mas anticuerpos de acuerdo con la presente invenclon € instrucciones para uso
de los anficuerpos con el propdsite de unirse al antigeno amiloide para formar una
complejo inmunoldgico v detectar la formacion del complejo inmunoldgico de
modo qhe la presencia o ausensia del complajo inmuncldgico se corralacione con
{a presencia o ausencia del antigeno amiloide.

EJEMPLOS

Antigenos usados para originar anticuerpos monaclonales de raton

mAb de ratén Antigeno/Secusncla | Ligador | Anclaje Adjyuvanie
mACI-CT-Ab7 | ABi.1s “JPEG |DSPE = |Lipido A
MAGCH02-Ab6 | AP1.1s ata) 'FEG DSFE Lipido A
mACH-11-AbS | APzaas PEG | DS®E Lipido A
MAC-12-Ab11 | ABoaag PEG DSFE Lipido A
MAGI-24-Abd | ABas - Palm Lipido A

Tabla 1. Anticuerpo y construcciones antigénicas usadas para orlginar

dichos anticuerpos

EJEMPLO 1: Métudoﬁl'-pam preparar construcciones antigénicas
supramoleculares AR, 45 paimitafladas

Sintesis def antigeno peptido tetra{palmiteil-lisina)-AB1-15

El peplido amileide 1-1% palmitoilagd, se sintetizd siguiendo un mélodo
previamente informado mejorado (Nicolau ef. al.' 2002). Este nuevo método
incluye el injerte sobre la resina de acido paimitice a los residuc de Lys lerminales
del péptdo pre-formade més gus la sintesic en fase sdlida escalonada que
incurpora el amincacido modificade S-flucreniimetoxicarbonil (Fmoe)-Lys(Pal)-0H.

Este nuevo método mejora 13 eficacia del acoplamiento y brinda un producio de
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pureza consderablemente mayor. De esle modo, el aminoacido protegido en
forma ofogonal Frmoc-Lys{Mi-OH se unié & una resina YWang mediante la
reaccidn de acoplamients con [hexafluorofosfate de 2-(1 H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluromio] (HBTU). E! grupo Fmoe se retiro mediante piperlding
DMF v se ecopié un segundo residuo de Fmoc-Lys(Mit)-OH. La sintesis
automatizada estandar dei péptido que emplea reacciones quimicas de Fmoc/iBu
grupos protectores de la cadena lateral estandares luego se usaron para acoplar
los proximos 15 aminoécidos para producir una secuensia dei péplido como 1a
dada en SEC /D NOs: 1. Finalmente los dos Uliimos aminodcidos acoplados
fueren Emoc-Lys(Mtt)-OH. Los grupos Mit luego se escindirdn selectivamente
mediante acido trifluoroacético 1% (T FA} gn diclometano para liberar un
fragmenio del péplido v luego acoplarse a acldo palmitico mediante HBTU.
Después del lavade de resing, ¢l grupe Fmoc se elimind con piperidina 20% en
dimelilermamida (DMF} y finalmenie la escision de resina simulfanea y las
desprotecciones de la cadena lateral se realizaron mediante TFA en condiciones
estandares. El ifturado en &er dietilico frio dio el producto como un sélide blance.
La espactrometria de masa por electroasparsién confirmé la identidad de producto
(m/z esperado: 1087.8 {{M]3+), expen‘mentaf 1086.8 ([M-3H)3+). sin otros péplides
tri-, di- @ mono-paimitoilados detectados

EJEMPLC 2: Métodos para preparar construcciones antigenicas
supramoleculares

Sinfesis del antigeno péptido f-amiloide pegifado

Para aumeniar |a respuesta inmune, se ha aplicado otro anclajefespactadar
para reconstituir et peptida en el lipesoma, por ej polietilenglicol (FEG). El PEG se
unid en forma covalente al residuc de lisina unido a ambos extremocs del péptido.
En el otro extremo de la cadena {PEGn=70) el fosfatidilatanolamina (FEA) s8 unid

en forma covalente para actluar como elemeanto de anclaje de (a2 bicana del
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liposoma. De esle modo, & lippsoma actia aun como un adyuvania y el péptida
que esta suficientementa alefddo de la bicapa se puede procesar sclo y ds este
modo aumenta la inmunogenicidad en comparacién con ¢l antigenc palmitoilado.

Las cnlnstrucciunas supramoleculares descriptas en [a presente memaria
se sintetizan Onicamente medianie protecciones estdndares de la cadena lateral
de aminpacidos Fmoc/tBu. Tipicamente {a pegilacion de los péptiﬂns produce
mezclas de regicisémeros. En la presente memeria s& demuestra que un métado
es conveniente para fa unidn .especiﬁcs de sliio de un conjugads PEG-Lipido en
ambos extremos G-y N-de AR mediante péptidos parcialmente protegidos.

Para las sacusncias de peptides que contlenen residuos internos de Lys o
His {1-16, 1-16414, 22-35), se agregt Lys{ivDde) protegido en forma ortogonal a
cada extremo, Se agragd Gly adicional al Cterminal para facifitar la sintesis. Fi
grupo Fmoc se retiid con piperidina 20 % en DMF v se N-acetild mediante
anhidrido aceético. La ruptura seleciiva de los grupos ivDde se obtuvo con hidrato
de hidracing 3 % en OMF durante una hora, La resina  2-clorotritiio es mas
favorable gue la mas ampliamente usada resina Wang va que 2 primeara
demostrd ser mucho mas resislente a la hidracindlisis. Ademas, la resina 2-
clorolritiip es extremadamente sensibie y ::Ie. este moda, a diferenciza de 1a resina
Wang, permite el aistamisnta . de los péptidos protegidos. En realidad, fue
necesatio realizar la reaccién de acoptamiento en la fase de solucion como
acoplamiento del peptido unido a resina al reactivo pre-activado de iipido pegilado
OSPE-PEG-5PA no origind ningdn producto de acoplamienio. De este modo |a
ruptura selectiva de la resina en condiviones moderadas (&cido  acéticol
inifluoroetanol/diclorometano, 1:1:8, 1h, ta) produjo ios péplidos proteglidos
internamente,

.05 acoplamientos en fase de solucidn se lograron con éxito con los

peptidos derivados de la secuencia ARy.45 (SEC 1D NO: 2) a BSPE-PEG-SPA &n
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DMSO vy excesc de base. Las reaccionss luego se inactivaron por la adicion de
excesc de etanolamina durante 2 h y la solucion se liafilizo.

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

La purificacion por HPLC (semi-preparativa columna C, fase reversa)
orodujo entre  50-70% pursza de les conjugados lipido-PEG N-y C- terminal
cuyas identidades se confirmaron por MAALDI {ionizacion por desorcion por 1&ser
asistida con matriz). Cadas secuencla mostrd una considerable variacion en al
facilidad de la reaccién de acoplamiente y las condiciones se ajustaron en
consecusncia {temperatura, nimero de equivalentes molares de DSPE-PEG-
SPA, tiempo).Para la separacidn de axceso de DSPE-PEG-SPA se aplica la
purificacion por HPLC dal products deseado, La sepéraﬂidn de los productos
mono- y di-acoplados antes de las desprotecciones de 2 cadena lateral se
pueden lograr por cromatografia de iniercambio calidnico. Las desproteccicnes
posteriores de la cadena lateral del péptido y la separacion def exceso de DSPE-
PEG-5PA inaclivada condujeron al asilamiento de los conjugados deseados con
una pureza acaplable.

Este método para la sintesls de antigenos B-amiloides de lipido-PEG N-
C-termminal medianie péptidos protegidos es aplicable a una ampha vatiedad de

secuencias peptidicas.

EJEMPLC 3: Anticuerpos estimulados por las construcciones

antlgénicas supramoleculares

Fabricacion de  mab originades confra la  construcsion antigénica
supramoplecular AB4.1s palmitoilada :

El antigeno palmitcilado {ACI-24, ABq1s) se usd para la inmunizacian de
ratones CS57BL/6 en intervalos de 2 semanas. Se inmunizaron 10-12 animaies cen

cada antigeno (voluman de inyeccion: 200pl que contienan B nmeles del péptido).
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La Gltima inyeccion se realizo 4 dias antes del sacrificio de los animales. Después
de 5 refuerzos, se seleccionaron ratones con titulos terapsuticos (cuando una
dilucion 1:5.000 de los sueros fueron positivos en el ELISA) para una fusion. Se
recogisron las células del bazo de los animales inmunizados y los hibridomas
generados por células del bazo sensibilizadas por fusidon con una linea celular de
mieloma. La fusidén de los linfocitos B de los ratones de los bazos se realizo con
células de la linea celular de mieloma SP2-0. (ATCC, Manassas, VA) empleando
los bien conocidos procesos de Kohler y Milsteln (Nature 256: 495-497 (1975)) y
Harlow y Lane (Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory,
New York 1988)).

Las células se inducen a fusionarse por la adicién de polletilenglicol. Las
células hibridas resultantes luego se cultivan durante 10 + 14 dlfas en forma
convencional para permitir el crecimiento clonico. La seleccion clonica inicial se
realizd mediante una dilucion limite. Los clones del hibridoma que producen IgG
se seleccionaron y ensayaron para determinar su unién especifica al péptido ABs.
42 por ELISA y los clones resultantes, que producen los anticuerpos monoclonales
deseados se cultivan.

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

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

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

conservan congelados para la producclon futura
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El anticuerpe se isotipificd con un kit de isctipificacion ronocional de ratdn
dispenible en el caomercio y el clon estable se adaptd al medio fibre de suero y se
caloca en un biorreacior para la produccion de anticuerpos.

E! hibridoma preferido produce un anticuerpo monoclonal que tiene un

isotino lgG, con mas preferencia el isotipo IgG1.

Fabricacion _de _mAbs _originados _copifa construccicnes anfigenicas

supramoleculates PEG-ABy1 ABe 11 ABrzas ¥ Bz 40 pegiadas :

Sg prepararon antigencs liposomales como se describen en {Nicolau et al.,
2002, PNAS, 99, 2332-37). Las secuencias de PEG-ABs.1s, ABa 11, Aazasy ABzaso
(Figure 1) se reconstifuyeron en una construccidon que comprende [fiposomas
hechos de dimirstoil fosfatidilcolina (DMPG), dimiristoil fosfatidilataiolamina
(CMPEA), dimiristoil fosfatidiglicerol (DMPG} y colesterol (realciones molares 0.9:
0.1: 0.1: 0.7) que contienan manofosforil lipido A {fosfelipides 40mg/mM). Estos
antigenos y Afy1e pegilados se usaron para la inmunizacion de rafones C57BL/G
en intervalas de 2 semanas. Se inmunizaron 10-12 con cada antigeno. Después
de 3 s Bae seleccionaron ratones con tliulos terapéuticos (cuando una dilucidn
1-5.000 de ios sueras fueron positivos en el ELISA} para una fusion. Se
recogisron las células del bazo de los animales inmunizados y log hibridomas
generados por células del bazo sensibilizadas por fusidn con una linea celular de
mieloma. La fusion de los linfocitos B de los raiones de los bazos se realizo con
células de la linea celular de mieloma SP2-0. (ATCC, Manassas, YA) empleandy
los bien conccidos procssos de Kohler y Milstein (Nature 256: 485-487 19750 v
Harow y Lane {Antibodies: A Laboratory Manual {Cold Spring Harbor Laboraiory,
New York 1588)).

Las celulas se inducen a fusionarse por la adicion de polietilengiicol. Las

caluias hibrdas resultantss luege se clonan en forms convencional , por ef.,
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mediante una dilucién limite. Los clones del hibridoma que producen 1gG se
seleccionaron vy ensayarﬁn para determinar su unién especifica al péptido Afq4:
por ELISA y los clones resultanies, que producen los anticuerpos monocionales
dessados se cultivan.

Los hibridomas asi obienidos se seleccionan en forma quimica por la
incubacion de las células en un medio de seleccién que contiene hipoxanting,
aminopiering y timidina (HAT).

Los hibridomas se seleccicnaron posteriormente por la capacided de
producir anticuerpos monoclonales contra las  enfermedades ¢ trastornos
asociados con amiloide especificas. Los hibridomas que producen anticusrpos de
interas se clonan, expanden y conservan congelados para la produceién futura. E
hibridoma preferido produce un anticuerpo .rnonnclcma,l que tiene un isatipe 1gG,
con mas preferencta el isotipo 1gG1.

EJEMPLQ 4: Determinacion de especificidad para el anticuarpo mACI-
24-Abh4

Para analizar la especificidad del anticuerpo mACi-24-Abd, se transfireron
concentracionas diferentes de fibrilas de amlloide preformadas 1-42, 4-40y 1-38
en una membrana de nitrocelulosa Hybond ECL {Amersham Biosciences).
Despuds del blogueo con 10% de ieche en povo ¥y Tween 20 0,7 % , Ias
membranas se incubaron con el anticuerpo principal a 20 ug/ml durante 2b a TA.
Después del lavado, las membranas se incubaron cen anticuerpe de 1gG antk
raton de oveja conjugads con peroxidesa de rabana picante {Amersham
Biosciences) durante 1 h a TA, sa lavd e incubo con solucion guimioluminiscente
seguida por la expcsiciéﬁ de la mambrana a.la pelleuls de rayos X

Para medir la unidn del mAb mACI‘Q{I-AbJI a las fibras p amlloide 142, Ap
1-42, 1-40 y fibras de 1-38 se pre-formaron durante siele diag a 37°C y se

transfiieron en la mermbrana. Se usaron 20 pg/ml de anticuerpo para medir fa
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capacidad de union v se detectd el anticuerpo unida por con anlicuerpo de Igi
anti-ratén de ovejs conjugada con peroxidasa de rébano picante duranis 20
minutos de exposicion.

Como se puedo demosirar por anélisis de transferancia de punto, el
anticuerpe MAC!-24-Ab4d sz une a fibras diferentss de AP preformadas con
sencibilidad diferenta. El anticuerpo exhibe mayor sensibilidad de unién a las
fibras de AR+.4z qQUe Apiag0 Afy.ss ES capaz de detectar por lo menos 0,001 ug
de fibras de APiaz mientras que e limite de deteccién dsl anticuerpo para las
fibras de APs4g €5 por lo menos 0,1 pg y para las fibras de APias 1 pg, o que
significa que la sensibilidad es 100 veces & 1000 veces menor para eslos tipos de
fibras amilcides. Los datos demuestran que el anticuerpo ACI-24-Abd4 es por lo
menos 100 veces mas sensible que la forma amiloidea {1-42), la cual se sabe que
s insoluble por cembic de Ia conformacion secundara y es la mayor parle de las
placas amiloideas en los cerebros de ios pacientes de AD.

Ejemplo 5: Unian del anficuerpo monocional mACI-D1-Ab7 C2 del of
AC Immune a especies amiloideas en transferencia Western y transferencia
de punto

Para determinar si la union del anticuerpo de ratén mACI-01-Ab7 C2 es
dependients de la conformacion nativa da A, se realizd una comparacian de ke
unién @l amiloide lineal por transferencia Western o amikoide nalivo por
transferencia de punto {Figuras 2a y 2b)

Se generaron mondmeros de amiloide por disclucidn del peptida ART-42 en
HFIF y el solvente evaporado en argén. La pelicula del pép-tido 5eCO 3¢ CONSend
a -80°C hasta &l uso. Para la preparacion de los mondmerocs, la pelicula del
péplido se resuspendio én DMSO a una concantracion de 2, 75pa/pl ¥ se diluya en
PES a 1pgipl F'EIE;El la preparacion de oligdmeros, 1a pelicula del péplido seco se
resuspendid en DMSO & Sm, se sonicd y se agregd PBS para alcanzar 400uM
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de amiloide seguido por la adicion de SDS a una concentracidn final de 0.2%.
Después de 6 horas de incubacion a 37 °C, el amiloide se diluyo en agua a una
concentracion final de 100pM y se incubd ctras 18k & 37°C. Lﬁs oligdbmeros
amiloides se precipitaron con metanol 33% frlo en hielo, solucion de acido acstico
4% durante 1h a 4°C, se centrifugé a 16200g durante 10 minutos y el sedimento
se resuspendid en Na2HZP0O4 5mM, NaCl 36mi pH 7.4 a una concentraclon final
de Tpofyl. Para la preparacion de fibras, se diluys fa pelicula del péplido en buffer
Tris-HC! 50mMpara obtener una concentracion de img/inl de amilcide e incubd a
37°C durante 5 dias. Les tubos se centrifugaron a 10000g duranie 5 minutas vy el
sedimento se resuspendic en buffer de carbonato 0,1M pH 9.6 para alcanzar
1ug/ul.

Se diluyeron 1 o § Ug de mondmeros, oligdmeros o fibras en PBS y en
buffer de carga y se aplicaron a un SDS-PAGE 12% y sl ge! se transfirio a las
membranas de nitrocelulosa. Alternativamente, se diluyaron 3 o 1pg o 100 y
10ng de especies amiloideas en PBS y se sembraron directamente en la
membrana de nitrocelulosa y las membranas se secaron a TA durante 1 hora.
Después def bloqueo durante 30 minutos con solucién de caseina (Vector), las
membranas s& incubaron durante 30 minutos con s anticuerpos MACI-01-Abv
C2 ¢ 8E10 (Chemicon) diluides.a 1pg/mi eh solucion de caseina. Después da 3
lavados en solucidn de caselnz, lae membranas se incubaron a TA, duraﬁte 30
minutos con 1gG anti-ratén de cabra marcado con HRP {Dako Cytomation) diluida
en sofucion de caseina, se kavaron 3 veces y se desarrollo con sustrato DAB
{Dako Cytomation). _

El anticuerpo monoclonal de  ratdn mACKO1-ABT G2 se  unid
especificarnenta a mondmeros, oligémeros ¥ fibras en un ensayo da transferencia
de punto ta! coma lo hize el anticuerpo de control positivo 6E10. En confraste, el

anticuerpo mACH-01-AbTC2 no delecld especies amiloides lineales por

9]
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transferencia Western en contraste con el anticherpo 6£10 gue reconoce con
claridad todos los péplidos lineales. Ests resultado demuestra gue la union del
mACI-01-Ab7 C2 al amiloide es dependiente de la conformacion nativa del
amiloide.

EJEMPLO &: Interacciones de AC1-01AbT C2 —AR1.42

Las interacciones sntre el anticuerpo lider mACI-01-Ab7 C2 (mC2) con el
péplido amiloide APz se¢ estudiaron madiante laz resonancia del plasmoan
superficlal. Se delerming 2 unicn del anticuerpo de raton mACH01-Ab7 G2 ra cada
uno de los monomeros o fibras da ABy.az.

Tedos los experimentos de SPR se realizaron en un Biacore X instrument
{Biacore AB). Los reactives para lz inmovilizacion (EDC, NHS vy etanolamina}, los
chips de los sensores CM5 y SA ademés de | buffer de corrida y de muestra HBS-
EP se compraron en Biacore AB. Se usé acetaio de sodio (10 mM, pH 5.0} como
buffer de acoplamientc para aumsenlar el rendimiento dsl acoplamiento. Las
fibrillas AR14z (BAchem) se prepararon por la adicion ds buffer de PBS a APBya:
hasta una concertacion final de 3 mg/ml y se dejan los viales a 37 °C durante 7
dias. Las fibriilas de AP1.sz se acoplaron a un chip del sensor CM5 que contiene
una metriz de carboximetil dextrano unide a superficie. El AR4z monomérico
biotinilado (Bachem) s& acopkd & un chip Sensor SA que consiste en una matriz
de carboximefii dexiranc con esireptavidina unida en forma covalente.
Tipicaments 5e ensayaton cuatro o cinco concentraciones de mAb por diluciones
seriadas empieando el buffer de cormida. Las inyecciones se realizaron a partir de
la concentracion mas baje y se pasaron ambos fo 1y 2 con un caudal de flujo de
30 plfmin durante 3 nin. |.a celuia de flujo 2 no se derivatizd v se sustrajeron las
respuestas del fc 1 para corregir el ruido del instrumento y los cambios de nasa
refractarios. Después de que la inyeccion finalizg, se lavaron las supericies

inmedialamente con buffer de corida durante 5§ minuios. Para eliminar el
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anticuerpo unide restante de las fibrillas de AB+.sz, ia regeneracion de superficie se
realizé por inyeccion por pulsos de NaQH 10 mM . El znélisis de la cinética sa
realizé mediante algoritmos para integracién numérica y analisis global mediante
BiAevaluation 3.0. Las curvas oblenidas para las inyecciones del analito a
concentraciones diferentes se superpusieron vy se ajustaron las lineas basales a
cerc. Para el ajusie de la curva; todos los dalos se ajustaron simultaneamente a
un complejo homogéneo 1:1.

La union dei anticuerpo de raton mACLO1-Ab7 C2 al amiloide se detarmind
que era ralativamente potente. Como se demostrd en la Tabla 2, &l anticuerpo de
raton mAGCI-01-AbT C2 se unid especificamente a las fibras de AByys inmovilizadas
con una constanie de asociacién promedio (ha) de 3,8 x 10 M/s, una constante
da disociacion (kd) de 1,1 x 107 &' v en consecuencia con la KD promedio
resultante de 3,5 x 100 M. La asociacian de ios mACLD1-ART C2 & los mondémeros
de Ap fue similar o ligeramente mas rapida con una ka promedic de 1,6 x 107 Mfs

pera la disociacion fue més répida que dio una KD de 2,5x 107 M.

Mondmeros Fibras

ka(1/Ms)  ke(1/8) KD (M}  Ka(1/Ms) ka{1/s) KD (M)
mACI-01-Ak7 C2
axp. 1 1,8E+04 | 2,7E-03  1,5E-07 2 4E+04 9,8E-04 4,1:-08
mACI-01-Ab¥ C2 5,3E-03 : 1,73E-
exfp. 2 1,8E+04 | 3,5E-07 | 580E+04 9,66E-04 08
mAC|-01-Ab7 C2 4 58E-
exp. 3 3,.26E+04  1,489E-03 oA
promedio
mAC-31-ART C2 1,6E+04 40E-03 2 5E-07 3,BE+04 1,1E-03 3,5E-08

10,21 1,84 1,41 1,56 0,3 1,53

EJEMPLO 7: Unlén del anticuerpo mACGI-0%-AbT C2 monoclonal a las

fibras amiloideas
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Para analizar el sitio de unlén molecular del anticuerpo en las fibras
prefonnadas. se realzd microscopia electrdnica de transmision con conirasie
negative (TEM) (Figuras 3z y 3b).

El anticuerpe, mAGI-01-Ab7 G2, se acopld con oro coloidad de 8 nm de
acusrdn con 5. Para la codincubacion de las fibras amiloides 1-42 (Ap1-42)
6.65uM se incubaron durante 24h a TA con el anticherpo marcado con ofo con
una relacion molar de 1:100. Posteriorménte se incubaron 5 }.I.| de muastra en una
grilla de Cu descargada del brillo fresca {200 mesh) cubietta con una peficula
pariodic/C durante 45 segundus. se lavaron 3 veces con agua y 1 vez con acetato
de uranilo 2% fresco diluido y filtrado. Las muestras sé fifieron en acetato de
uranilo 2% durante 15-20 segundos. El exceso de tefiide en las grillas se absorbld
y por consiguiente se seco al aire. $e prepararon tres grillas de cada muestra. As
grilas se analizaron en microscopia electrénica de transmision Hitachi 7000.

E! anticuerpe monoclonal, mACI-01-Ab7 C2, se une directaments a
las fibras Api.z. De modo interesante, el anticuerpo gxhibe una union no siméatrica
al eje de |as fibras (nicas pero se une en particular y no a todas las areas de las
ramas lateralss de la red de fibras. Parece ser que el anticusrpo se dirige &
regiones sspecificas de las ramas lalerales. L& explicacion potencial es una
estructura secundaria especifica que produce Solg en sUs ramas laterales
especlficas. Esta hipolesis ests avalada por los dalos de RMN que demuestran
que el anticuerpe indujo la trensicidn de conformacicn y en consecuencia es
probable que su unidn es dependiente de una confermacion de la fibra amiiokde
gque comprends una estructura de lamina .

EJEMPLO 8: Fraccionamiento de fa uliracentrifugacién por gradiente
de densidad

Las propledades de los anticuerpos monoclonales de inhibir |a

polimerizacion de fibras ABygz v 18 desagregacion de las fibras de ABs.sx- 59
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estudiaran por ultracentrifugacién por gradienie de densidad {Rzepecki st al,,
2004) que se basa en el principio de distribuir entre flbras de péptidos resultantes
de tamaiio diferente tamafio después de la incubacion con y sin anticuerpos
seguidos per el analisis de sedimentacian SD5-PAGE en un gradiente preformado
{OptiPrep™). El anélisis simultaneo de poblaciones de las fibras preformadas de
AB, desagregacion e inhibicidn de las propiedades de agregacion de os
anficuerpcs co-incubados, v Ié unidn de los anticuerpos a las flbras son ventajas
obvias de estos metodos,

l.os anticuerpos monoclonal criginados contra ABy.4g (MACI-01-Ab7 C2),
AB11sa1ey (MACIO2-ADE), AP11s (MAGI-24-Ab4), ABasas (MACI-11-AbT), v ABsaun
(mACY-12-Ab11) se analizaron en ensayos de desagregacion mientras que la
inhibicién de las propiedades de agregacion se estudiaron sclo para el anticuerpo
monoclonal mACI-02-AbG, mACI-24-Ab4, vy mACI-01-AbT7 C2.

Para la inhibicidon de ta agregacion de AR, los mondmeros de ARj4 se
incubaron con los mAb con dos relaciones molares diferentes {re!écic‘:un molar del
monomero ABy4e treinta - o cuarenia veces mayor que mAb) con ia concentracion
final de AR da 50 pM, Daépués de la 24 horas de incubacién a 37°C, las muestras
sa recubrieron sobre un gradiente discontinuo de Optiprep™ vy los fubo se
centrifugaron a 252,000 g durante 3 horas & 4°C. Se recogieron 15 fracciones
(cada una 140 1), la fraccién 1 fue la fracelon mencs densa del exiremo superior
del gradienta y la fraccion 15 es la fraccion mas densa del extremo inferior del
gradiente, También se tomd el sedimento. Las fracciones recogidas se analizaron
par SD3-PAGE con tincién de plata. La concentracion de AR+ para {0s ensayos
de inhibicion fue cinco veces menor que para los ensayos de desagregacion que
disminuyen la ¢inélica de la agregacion de amiloide y asegura la medicion dentro

de la fase lineal.
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Para la desagregacién de fibrillas preformadas de AB142 por co-incubacion
con los mAD (a dos relaciones molares diferentes 1:30 y 1:100, mAb + Monoémero
ABy42 con la concentracion final de Af de 246 pM), las muestras se incubaron
durante 24 horas a 37°C. Después de 24 horas las muestras se fraccionaron por
ultracentrifugacién y se separaron por SDS-PAGE como se describio
anteriormente (Rzepecki et al., 2004).

Ensayo de inhibicion de agregacién de ABi4z

Se puedo demostrar que sin la adicion del mAb, el péptido A3 se agregd
después de 24 horas del tiempo de incubacion y la mayoria de la proteina se hallo
en las fracciones 13-15, lo cual demuestra la polimerizacién completa de los
mondmeros del péptido AB. La inhibicidn significativa y exitosa de Ia agregacion
debera originar fibras mas pequeiias o proteina S amiloide (AB) polimérica
soluble, la cual se debe hallar en las fracciones con menor densidad (10-13). En
forma exacta este cambio de bandas se pudo demostrar en el ensayo de
agregacion que contiene mACI-01-Ab7 C2 gue mostré una distribucion del péptido
AQB sobre las fracciones 11,12y 13.

Eslo se confirmd en un 2% experimento donde mACI-01-Ab7 C2 origind
otra vez un cambio de bandas para la mayoria (banda mas intensa) de 14 a 13 y
una solubilizacién significativa de las bandas que corren de la fraccion 14 al
sedimento. Esto significa que mACI-01-Ab7 C2 exhibe una capacidad importante
para inhibir la polimerizacién de los monomeros del péptido A8 en fibras y
revelaron una unién especlifica a las fibras Af (en la fraccion 13)

Se realizaron observaciones similares cuando se usan los anticuerpos
mACI-24-Ab4 y mACI-02-AbB. Sin la adicién del mAb, el péptido AS se agregd
después de 24 horas del tiempo de incubacion y la mayoria de la proteina se hall
en las fracciones 13 al sedimento (sedimento, muy poco en 12}, lo cual demuestra

la polimerizacién completa de los monémeros del péptide AB. La inhibicidn
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significativa y exitosa de la agregacién debera originar fibras mas pequefias o
proteina § amiloide (AR) polimérica soluble, la cual se debe hallar en las
fracciones con menor densidad. En el ensayo de inhibicidn de agregacion, el
mACI-24-Ab4 caus6é un cambio de las bandas para la mayorfa (banda mas
intensa) de 13 a 11 y 12 y una solubilizacién significativa de las bandas que
corren de {a fraccion 13 al sedimento mieniras que mMACI-02-Ab6 causé un
cambio de las bandas de 13 a 10 pero adicionalmente una inhibicion completa de
las fibras mas iargas (fraccionadas en 13 al sedimento). Estos datos indican que
tanto mACI-24-Ab4 como mACI-02-Ab6 exhiben una capacidad importante para
inhibir la polimerizacién de los monémeros del péptido AB en fibras y revelaron
una union especifica a las fibras AS (en las fracciones 11y 12).

En contraste, el ensayo de agregacion que contiene mACI-11-Ab8, en una
relacion molar de 1:30, mostr6 agregados mas grandes dispersos entre las
fracciones 12-15 y el sedimento. En presencia de mAC!-12-Ab11, en una relacion
molar 1:30, los agregad ose hallaron en las fracciones 11-15 y el sedimento, pero
con la sefial mas intensa en las fracciones 11 y 12. esto significa que los mACI-
01-Ab7 C2 y mACI-24-Ab4 exhiben una capacidad importante para inhibir la
polimerizacion de los montmeros del péptido AB en fibras. El mACI-12-Ab11 tiene
propiedades de inhibicion significativamente menores que mACi-01-Ab7 C2, para
obtener esta actividad inhibitoria débil se requiere una relacion molar tres veces
superior. Se puede observar una inhibicibn aOn menor cuando se compara a
mACI-11-Ab9 que no pudo inhibir la agregacién de fibras del péptido AB. Todos
los mAb revelaron una unidn especifica a las fibras de AR (para mACI-01-Ab7 C2
en la fraccion 11 + 12, para mACI-11-Ab9 en la fraccién 12 y débil en 13; para
mACI-12-Ab11 en la fraccion 11y 12). '

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

del extremo inferior. El mAb no unido (37 kDa, 95 kDa y mayor de 120 kDa)
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aparecieron en la parte media superior del gradiente (fracciones 3-9 v 4-8,
respectivamente).

Ensayo de desagregacion de fibras AB1.42

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

En contraste, la co-incubacién de las fibrillas preformadas ABj42 con
mACI-02-Ab6 no demostraron cambios de las bandas en la fraccion de menor
densidad cuando se incuba con la misma relacion molar de amiloide:anticuerpo
como mACI-01-Ab7 C2. Solo cuando se usd una relacion molar tres veces
superior de 1:30 las fibras amiloides cambiaron de las fracciones 12-15 (amiloide
solo sin co-incubacion del anticuerpo) a las de 11-15. En consecuencia parecio
que mACI-01-Ab7 C2 tiene propiedades de degradacién ligeramente superiores

que mACI-02-AbB.
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La deteccidén de bandas que corresponden a mAb a la mitad inferior de la
fraccion del gradiente demuestra la union de mACI-02-Ab6 y mACI-01-Ab7 C2 a
las fibrillas de Af142 (fraccion 11 a 15 para ambos mADb).

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

La deteccion de bandas que corresponden a mAb en la mitad inferior de las
fracciones del gradiente de muestra la unidon de mACI-01-Ab7 C2 a las fibrillas
AB142 (fraccidn 11 a P) mientras que las bandas correspondientes a mAb en las
fracciones 4a 7 indican anticusrpe no tnido.

Para sintetizar estos resultados, se puedo demostrar con éxito que el
anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2 que se dirige al péptido amiloide Ap se
une a las fibras pre-formadas y es capaz de inhibir in vifro l1a agregacién de los
péptidos monomeéricos de AP a las fibras y se desagregan las fibras pre-formadas.

Se realizaron observaciones similares cuando se usa ¢! mACI-24-Ab4. En
modo similar al ensayo de agregacion, se pudo demostrar la polimerizacion e
fibras completa por la distribucion de las fibrillas de AB4.42 solas en las fracciones
12 a P (sedimento). Aqui los cambios de las fibras hacia las fracciones de menor
densidad indican la actividad de desagregacion del anticuerpo, cuando se co-

incuba a las fibras pre-formadas. La adicion de mACI-24-Ab4 con una relacion
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molar 1:100 mostré un cambio de la mayoria de las fibra amiloideas de 12 a 11.
En consecuencia el mACI-24-Ab4 indica también indica una fuerle actividad de
desagregacion.

EJEMPLO 9: Ensayo fluorescente para medir la inhibicién de la
agregacién del filamento de ABi4. y la desagregacion de los filamentos
preformados de AB,.42 por co-incubacién con mAb

Ensayo fluorescente BIS-ANS

Para evaluar las propiedades de inhibicion del mAb, se usé el ensayo
fluorescents BIS-ANS (LeVine, 2002) que detecta especificamente la poblacion
del mondmero o no fibrillas de los filamentos APRi42. Antes de la medicion de
fluarescencia, los monomeros de ABi42 Se pre-incubaron con cualquier buffer,
actuaron como control, © mAb (relacién molar 1:100, mAb vs. péptido ABy42 }
durante 14 horas a 37°C. Las unidades de fluorescencia relativa se registraron en

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

El mACI-02-Ab6 mostré una habilidad de inhibicion leve cuando se
compara con el control (1258 £ 28,5% vs 100 £+ 28,5%). EI mACI-01-Ab7 C2
parecio tener actividad débil (108. 0 £ 30,0%) y ninguna mejora en comparacion
con el control se puedo observar con los mADb mACI-11-Ab9 y mACI-12-Ab11
(936 £ 219% vy 73.2 + 47,7%). Este resultado confirma los datos
ultracentrifugacion en el cual el mACI-01-Ab7 C2 exhibe una capacidad de
inhibicidn mayor que mACI-11-Ab9 y mACI-12-Ab11.

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

Para medir tanto las propiedades de inhibicion de la agregacién ademas de
la desagregacién de! mAb, se uso el ensayo fluorescente de tioflavina T (Th-T)

que se une especificamente a las moléculas de las fibrilas de ABi4 ¥y
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posteriormente la intensidad de emisién fluorescente se correlaciona con la
cantidad de filamentos de A4, presentes en solucion.

Antes de la medicion de fluorescencia, los monomeros de APBi., Se pre-
incubaron con cualquier buffer, actuaron como control, © mAb (relacién molar
1:100, mAb vs. péptido ABy42) durante 48 horas a 37°C. Las unidades de
fluorescencia relativa se registraron en forma automatica y los resultados se
expresaron como porcentaje respecto del control.

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

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

De acuerdo con los datos de ultracentrifugacion de mACI-01-Ab7 C2 |
también mostraron en el ensayo de desagregacién de Th-T en dos experimentos
independientes las mejores propiedades con 35 + 11% y 64,57 + 13,58% (vs
100,0 £ 15,37%), respectivamente, poder de desagregacién sobre el control.

El mACI|-24-Ab4 también mostrd propiedades de desagregacion
significativas (62,99  10,34% vs 100,0 + 10,03%; p<0,0001) en el ensayo Th-T,



125

£l mACI-11-Ab9 fue algo menos activo con 28 £ 14%, mientras que ACI-
02-Ab6 y ACI-12-Ab11 no exhiben propiedades de desagregacion significativas
(17 £ 12% y 13 + 11% respectivamente).

Cuando se resumen los ensayos de ultracentrifugacion y fluorescente fo s
mACI-01-Ab7 C2, mACI-01-Ab6 y mACI-24-Ab4 mostraron capacidades de
bifuncionalidad para inhibir la agregacion de fibras y acortar los filamentos AB44z-
en experimentos de centrifugacién que se podrian confirmar por un ensayo
fluorescente. Adicionaimente, el experimento de centrifugacién demaostrd union
especifica del mAb a las fibras amiloideas.

El mACI-11-Ab9 mostrd una habilidad de inhibicion significativa menor en al
ultracentrifugacién, cuando se compara con mACI-01-Ab7 C2 aun si estuviera tres
veces mas concentrado, lo cual se pudo confirmar por un ensayo BIS-ANS. Para
el andlisis de desagregacion el mACI-01-Ab7 C2 demostrd en el analisis por
centrifugacion y el ensayo de ThT propiedades para acortar los filamentos
preformados de ABj42. El mACI-02-AbB, tres veces mas concentrado en el
experimento de centrifugacion, también fue positivo en ambos ensayos pero
mucho mas intenso en el experimento de centrifugacion.

A parlir de los resultados anteriores es evidente que mACI-01-Ab7 C2y
mACI-02-Ab6 son los (nicos anticuerpos que muestran actividad en términos de
bi-funcionalidad para interactﬁar con los filamentos APB+.4, Inhibicion de
agregacion y desagregacion de las fibras preformadas.

EJEMPLO 11: RMN vy caracterizgcién de fluorescencia de la
interaccion del anticuerpo monoclonal mACI-O‘I-Ab‘I C2 con el péptido -
amiloide 1-42 marcado con "°C

Para evaluar el mecanismo potencial por el cual el mADb solubiliza las fibras
pre-formadas o inhibe la formacion de fibras, se realizd un experimento de

comparacidn entre el ensayo fluorescente Th-T y RMN en estado solido de U-"C
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Tyr10 y péptido B-amiloide 1-42 marcado con '*C en Val12 (Figura 4). En
consecuencia el proposito de esta investigacion fue seguir la transicldn de Ia
lamina B por espectroscopia RMN en estado sélido en el péptido B amiloide y en
presencia del anticterpo monoclonal y compara directamente este con la
capacidad de desagregacion mediada por un ensayo fluorescente Th-T.

La espectroscopia RMN en estado sélido no solo detecta una transicion de
la estructura secundaria pero también permite localizar los dominios del péptido
ABi42-que domina la transicion estructural. EI RMN en estado sodlido ha
demostrado su aplicabilidad en el problema a medida que ha contribuido a la
determinacion de la estructura de las fibras AB142 (Petkova et al., 2004, Petkova
et al.,, 2002). En particular la correlacion del cambio quimico *C,y '3C; con Ia
eslructura secundaria (Cornilescu et al., 1999, Luca et al., 2001, Iwadate et al,
1999) es una herramienta valiosa para examinar cambios de la estructura
secundaria de un péptido.

La sintesis del péptido marcado que incluye una valina pre-marcada '°C
en la posicion 12 (*val) y una tirosina pre-marcada con ™C en la posicion 10
("*Tyr) se realizd por un protocolo de sintesis Fmoc. Se confirmaron la identidad Yy
pureza del péptido por espectroscopla de masas MALDI. El péptido B amiloide (1-
42) marcado se us6 para generar fibras por la incubacion de la solucién del
peéptido en el buffer de PBS durante 1 semana a 37°C. El problema mayor, la mal
solubilidad de péptido B-amiloide en el buffer de PBS, se puedo resolver de la
siguiente manera: El valor del pH de! buffer PBS aumentd temporariamente en
cantidades diminutos de amoniaco para disolver el péptido B-amiloide. El valor
original del pH del buffer PBS se obtuvo ofra vez por incubacion de la muestra en
presencia de un bafio mayor de PBS que usa el caracter volatil del amoniaco.

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

solucion de fibras se incub6 con el anticuerpo durante 24 horas a 37°C para

0%
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ambos ensayos de RMN y Th-T. Para 1a comparacion en tiempo real se usd una
alicuota de la misma solucidn para el ensayo fluorescente Th-T y la solucién
restante se liofilizd para las mediciones de RMN.

Después de analizar primero las capacidades de desagregacion del mACI-
01-Ab7 C2 por la co-incubacion con fibras preformados B-amiloides marcadas con
BC mediante el ensayo fluorescente Th-T, se pudo demostrar que el mAb
desagregd las fibras en 38%. Luego se realizo el espectro RMN.

Para investigar las diferencias entre PBS (control) y la incubacién con
mAbm, cada espectro descifra mediante PeakFit (http://www.systat.com/-
products/PeakFit). Las lineas se aparearon bien por el empleo de un
procedimiento de ajuste Lorentzian/Gaussian mixto, cuyos resultados se muestran
en la Figura 4. Los resultados se sintetizan en la Tabla 3 pero la diferencia mas
obvio es la intensidades integrales de las dos poblaciones que se necesitan para
ajustar el pico doble alrededor 30-33 ppm. El pico de ¢33 ppm corresponde a la
conformacién de la lamina beta de las fibras mientras que 30 ppm es un resultado
de una conformacién de arrollamiento al azar. La muestra incubada en PBS
mostrd 1a mayoria de la marca en una conformacion de la lamina beta (81,7%)
(Fig. 2 parte superior) que se reduce cuando la muestra se incuba con mACI-01-
Ab7 C2 (53,5%) (Fig. 4 parte inferior). La reduccion de la poblacién de la
conformacion de lamina beta con respecto a la conformacion de arroliamiento al
azar como lo determina por estudio de la Val 12 CB es del orden de 35% y esta en

consecuencia en estrecho acuerdo con esta medicién usando fluorescencia.

PBS "~ mAGI-01-Ab7-C2
Resonancia % de o de
?ppni)SO E\i\é;—m Intensidad ?p ":)SO |(:I-\1Az{;-IH tensidad
integral P integral
orna Vel| 3260 479|817 3309 |366 |535
Val Cp —a1|3027 200 | 18.3 30,27 | 340 | 465
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Tabla 3. Comparacion de los parametros ajustados para las dos
conformaciones de Val 12 CB. Los desplazamientos quimicos ajustados para las
dos conformaciones son bastante similares pero las intensidades integrales son
muy diferentes, lo cual refleja una reduccién de la conformacién de lamina beta
ariginal en aproximadamente un 35% (1-(53,5/81,7)). Esto estd en estrecho
acuerdo con el valor obtenido de la medicitn de fluorescencia.

Para resumir estos resultados se pudo demostrar con éxito que el
anticuerpo monocional mACI-01-Ab7 C2 que se dirige a la region 1-16 N-terminal
del péptido A3 amiloide se une a las fibras pre-fomadas y es capaz de inhibir in
vitro la agregacion de los péptidos AR monoméficos a fibras y fibras preformadas
desagregadas, como lo demostro el experimento de ultracentrifugacion por
gradiente de densidad ademas del ensayo fluorescente Th-T. Ademas por union
de este anticuerpo a las fibras pre-formadas, se pudo inducir una transicion de Ia
mayoria de la lamina beta al ambiente de la conformacién secundaria arrollada al
azar de Val12. Este podria ser el potencial mecanismo por el cual las fibras se
podrian solubilizar por fa unién de! anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2,
también porque el detallado analisis del pico de Val 12 C8 revela la reduccién del
componente de lamina beta en"un 35%, lo cual esta en estrecha concordancia
con los datos de fluorescencia (38%).

Ejemplo 12: Funcionalidad del mACI-01-Ab?7 C2 en las fibras
amiloideas

12.1  Modificacion de fa conformacion de las fibras AB1-42 e iniciacion da
la desagregacion después de la unién del anticuerpo mACI-01-Ab7 C2

Con el fin de evaluar el mecanismo por ef cual el anticuerpo es capaz de
desagregar fibras preformadas beta-amiloides (ABy42) en un ensayo de

comparacién punto a punto, el ensayo de Tiollavina-T (Th-T) fluorescente se
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realizo midiendo la desagregacion y el de Resonancia magnsética nuclear RMN
en estado solido (NMR) de U-"C Tirosina10 y péptido-AB1-42 marcado en la
Valina12 analizando la conformacion sebundar‘la.‘El anticuerpo se solubilizé en
35.4 % de las fibras preformadas AB1-42 y simultaneamente indujo un cambio en
la conformacién secundaria de la lamina beta a enrollada a! azar. La reduccion de
la poblacién de la conformacion lamina beta con respecto a la enrollada al azar es
de | orden del 35% y en consecuencia esta en estrecha concordancia con la que
se mide usando el ensayo de fluorescencia Th-T. Estos datos indican que |a union
del anticuerpo inicia una transicién de la estructura secundaria, la cual
potencialmente causa la desestabilizacién de la disposicion intermolecular
paralela de las laminas beta que afectan la ruptura de de ias fibras elongadas en
fragmentos mas pequenos.

12.2 Afinidad de union dependiente de la conformacion del anticuerpo
mACI-01-Ab7 C2

Ya que es bien conocido en la bibliografia cientifica que una proporcion de
la energla de union del anticuerpo-antigeno se puede usar para una modificacion
de dependiente de energla de la conformacion de un antigenc®, se realizé un
experimento de comparacion de la afinidad de union del anticuerpo mACI-01-Ab?
C2 a la proteina ARy total y aun péptido mas pequefio de nueve aminoacidos de
largo que comprende el epitope del anticuerpo. Para esta comparacion se
analizaron las afinidades del anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 por ELISA usando
péptidos biotinilados que cubren ia secuencia completa de aminoacidos de los
epitopes de mACI-01-Ab7 C2 (aminoacldos 13-21 de la secuencia de ABi.z
producida por Mimotopes y comprada en ANAWA Trading SA) y un péptido AB1.4z
completo biotinilado (Bachem). El anélisis se reaiiz0 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Mimotopes). E! anticuerpo se une con un 38,40% de

mayor afinidad al péptido que comprende su epllope especifico (aminoéacidos 13-
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21 de la secuencia de AB8442) que a la proteina AB1-42 completa. En
consecuencia, se suglere que la diferencia de energia de la afinidad de unién se
uso para la transicion con consumo de energia de la conformacion secundaria de
la protelna amiloide para presentar el antigeno en una posicién méas aceptable
para la interaccion del anticuerpo. Esto puede explicar por qué la afinidad del
anticuerpo es menor para la proteina nativa (la protefna amiloide completa) que
para la subunidad aislada.

Ejemplo 13: Unién especifica de la conformacion del mACI-01-Ab7 C2
a diferentes clases de proteina amiloide

Con el fin de evaluar la especificidad del mACI-01-Ab7 C2 en diferentes
estadios de la proteina amiloide polimerizada, amiloide monomérica y polimérica
soluble, particularmente, proteina i amiloide (AR) y amilloide fibrillar, se realizé un
ELISA recubierto con estos diferentes esladios del beta-amiloide polimérico. Los
mondmeros se prepararon de acuerdo con un método modificado publicado por 7,
amiloide polimérico soluble, particularmente, amiloide & (AR) de acuerdo con 2,
mlentras que las fibras se realizaron por incubacléon del amiloide (Bachem,
Switzerland) con una concentracién final de 1pg/y! en Tris/HCI pH 7,4 a 37°C
durante 5 dias seguido por un paso de centrifugacién (10.000 rpm durante 5
minutos). Luego los polimeros de amiloide se recubrieron en las placas de ELISA
con una concentracion final de 55ug/m! y se realizé una prueba de afinidad de
unidn ELISA por medio de un anticusrpo monoclonal 1gG anti-raton  (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc.) marcado con fosfatasa alcalina. El
anticuerpo se une con mayor afinidad a la proteina 3 amiloide polimérica soluble
(AR) (IC50 = 2,53nM) que a las fibras (IC50 = 5,27nM) y con la menor afinidad a
los monémeros (IC50 = 8,3nM). Estos datos indican que la unién del anticuerpo
estd influenciada ademas de por su epitope por la conformacion de los diferentes

agregados amiloideos.
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Ejemplo 14: Mapeo del epitope del anticuerpo monoclional mACI|-01-
Ab7 C2

El mapeo del epitope del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2 se
realizd por ELISA usando tres genotecas de péptidos diferentes. Una genoteca
comprende un total de 33 péptidos biotinilados que cubren la secuencia de
aminoacidos completa (aa) de AB1-42 (producida por Mimotopes y comprada en
ANAWA Trading SA), las segunda genoteca contiene péptidos biotinilados que
usan el péptido 12 {(aa12-20 de AB) proveniente de la primer genoteca de péptidos
y sustituyendo cada aminoacido de la secuencia por una alanina (ver siguiente
Tabla 41 ), y la tercer genoteca contiene los peptidos biotinilados 13, 14, 0 15
(aa 13-21, 14-22 o 15-23 de AB) y sustituyendo en cada caso el dltimo
aminoacido con una alanina o una glicina para el aa 21 que ya es una alanita (ver
tabla 5 siguiente). Un péptido AB1-42 completo biotinilado se uso como control
(Bachem). El mapeo del epitope se realizo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Mimotopes). Brevemente, las placas recubiertas con estreptavidina
(NUNC) se bloquearon con BSA 0,1% en PBS toda la noche a 4°C. Después del
lavado con PBS-0,05% Tween 20, las placas se incubaron durante 1 hora a TA
con los diferentes péptidos de la genoteca, se diluyd en BSA 0,1% , azida sodica
0,1% en PBS a una concentracion final de 1b pM. Después del lavado, las placas
se incubaron durante 1 hora é TA con el anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 o un
anticuerpo 1gG2b de raton isotipo control diluido a 10 pa/ml en BSA 2%, azida
sodica 0,1% en PBS. Las placas se lavaron otra vez y se incubaron con IgG de
anti-raién de cabra conjugado con fosfatasa alcalina durante 1h a TA. Despueés
del lavado final, las placas se incubaron con el sustrato de fosfatasa (pPNPP)y se
leyeron a 405 nm con un lector de placa de ELISA.

Se demostré que el anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7 C2 se unid

especificamente a los péptidos 12, 13, 14 y 15 de la primer genoteca de péplidos.
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Estos 4 péptidos comprenden los aa 12-20 (VHHQKLVFF), 13-21 (HHQKLVFFA),
14-22 (HQKLVFFAE) y 15-23 (QKLVFFAED) de AB1-42 lo cual sugiere que el
epitope se halla en la regidn de 12-23 de AB. Una segunda genoteca con
sustituciongs de alanina se uso para determinar los aa criticos para la unién al
péptido 12-20 (VHHQKLVFF). La unién del anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 se perdio
completamente cuando los aa 16, 17, 19 o 20 esta suslituidos por una alanina, lo
que indica a estos aa son absolutamente criticos para la union del anticuerpo a
AB. La union del anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 se perdio en forma parcial cuando
se sustituyeron los aa 15y 18.

La unién también se perdi¢ casi por completo cuando el aa 14 se sustituyd
con una alanina, lo que indica que el aa 14 es también muy importante para la
union.

Finalmente, se usd una tercera genoteca para determinar si los aa 21, 22 o
23 son criticos para la union del epitope. La union del anticuerpo al aa 15-23 se
redujo cuando el aa 23 se sustituyé con una alanina, lo cual indica que el aa 23 es
también importante para la unién. La unién se perdié en forma parcial cuando el
aa 21 se sustituyd con glicina y se perdidé en forma leve cuando el aa 2223 se

sustituyé con una alanina.

Tabla 4. Resumen de péptidos usados de la segunda genoteca.
Los aa importantes para la unién estan marcados en itélica y subrayados y
los aa absolutamente criticos importantes para la unién estan marcados en italica,

en negrita y subrayados

p12-20
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A13
A14
A5
A16
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Al”7 V H H Q K A V F F
A8 V H H Q K L A F F
A9 V H H Q K L V A F
A20 V H H Q K L VvV F A
aano. 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tabla 5. Resumen de péptidos usados de la tercer genoteca .
Los aa importantes para ta union estdn marcados en itaiica y subrayados y
los aa absolutamente criticos importantes para la union estan marcados en italica,

negrita y subrayados
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Ejemplo 15: Influencia de la vacunacion pasiva con mACI-01-Ab7 C2
en la carga amiloidea del cerebro en ratones transgénicos hAPP dnico

Para evaluar la capacidad in vivo del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7
C2 para unirse y depurar el amiloide soluble fuera del cerebro, se usaron ratones
hAPP unicos de 6 meses®, apareados en género y sexo para un estudio de
inmunizacion pasiva con diferentes dosis. La carga de amiloide soluble se analizod
en el final del estudio por la recoleccion del cerebro de los animales y por la
realizacion de un ELISA especifico de Ap 1-40y Ap 1-42 (TGC, Germany).

8-13 animales por grupo recibieron en un intervalo de una semana dos
inyecciones de 100, 300 y 1000 ng de anticuerpo monoclonal en 200ul de PBS
mientras que la inyeccion de PBS solo sirvio como control. Un dia después de la
segunda inyaccién los animales se sacrificaron para la realizaron del analisis

bioguimico de la fraccién amiloidea soluble. Para cuantificar la cantidad de AB 1-
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40 humano y AR 142 humano de la fraccion soluble de los homogenizados
cerebros y/o en liquido cefalorraquideo (CSF), se usaron kits de ensayo de
inmunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA) disponibles en el comercio (h
Amyloid B 40 o B 42 ELISA de alta sensibilidad, TGC, Switzerland). El ELISA se
realizé de acuerdo con el prolocolo de los fabricantes. Brevemente, se prepararon
estandares (una dilucion de AB 1-40 o AP 1-42 sintético) y muestras en una
placa de propileno 96 pocillos sin capacidad de unir proteinas (Greiner, Germany).
Las diluciones estandares con concertaciones finales de 1000, 500, 250, 125,
62,5, 31,3 y 15,6 pg/ml y las muestras se prepararon en el diluyente de muestra,
provisto con el kit de ELISA, a un volumen final de 60 pl. Ya que los niveles de
amiloide aumentan con la edad del raton y ya que |a evaluacion real requiere que
las lecturas de las muestras estdn dentro de la parte lineal de la curva del
estandar, las muestras para el andlisis de AP 40 se diluyeron 2:3, las muestras
para el analisis de AB 42 no se diluysron.

L.as muestras, estandares y blancos (50 pl) se agregaron a la placa de
polistirol recubieta con anti- AR (el anticuerpo de captura reconoce
selectivamente el extremo C-terminal del antigeno) ademas de un conjugadc de
anticuerpo anti-A selectivo {anticuerpo de deteccion biotinlado) y se incubd toda
la noche a 4°C para permitir la formacion del complejo anticuerpo-amiloide-
anticuerpo. El dia siguiente, se agregd el conjugado estreptavidina-peroxidasa,
después de 30 mas se agregd la mezcla de TMB/peroxido, lo cual produjo la
conversion del susirae en un producto coloreado y se midid la intensidad del color
por medio de la fotometria con un lector de ELISA con un filtro de 450. 1a
cuantificacion del contenido Ap de las muestras se obtuvo por comparacién de la
absorbancia de la curva estandar realizada con Ap 1-40 o AB 1-42 sintético. Los
dalos se expresaron como cambios individuales del valor control medio (en

porcentaje del control).
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La cantidad total de AB 40 en los homogenizados de cerebro se podria
reducir en forma significativa y aproximadamente en forma no significativa para r
AB 42 cuando los ratones hAPP solos se inmunizaron pasivamente con dos
inyecciones i.p.del anticuerpo monoclonal ACI-01-Ab7 C2 en una dosis de 300ug
(AR 40: -27,3 + 13,9% con p<0,05; Ap 42: -8,6 = 22,4 con p=0,56; prueba T de
Student no apareada), mientras que 100 y 1.000 pg no tuvieron significacion. La
inmunizacién con 100pg condujo a un aumento de AR 40 y AB 42 de los
homogenizados de cerebro (AB 40: 32,3 + 36,8%; AP42: 38,3 £ 51,4%) mientras
que el tratamiento con 1.000pg estimulo la tendencla correcta de reduccion de |a
carga de amiloide y podria ser potenclaimente efectiva con un nimero aumentado
de animales por grupo (AR 40: -2,2 + 26,0%; AB 42: -93 ¢ 15,9%). Estos datos
demuestran que en el protocolo de inmunizaciéon aguda un anticuerpo mACI-01-
Ab7 C2 es capaz de disminuir la cantidad total de A soluble en el cerebro de este
modelo AD murino. De modo interesante, parece ser que la relacion con la dosis
s iransitoria pero se deben realizar mas esludios con grupos més grande para
obtener datos significantes.

Ejemplo 16: Influencia de la administracién pasiva crénica del mACI-
01-Ab7 C2 en la carga de placa en ratones transgénicos hAPPxPS1 dobles

Para evaluar la capacidad_ in vivo del anticuerpo monoclonal mACI-01-Ab7
C2 para unirse y reducir las piacas amiloides del cerebro, se usaron ratones
transgénicos dobles hAPPxPS1'? de 3,5 meses, apareados en género y sexo
para un estudio de inmunizacion pasiva prolongado cronico. Las placas
amiloideas se analizaron en el final del estudio por la histequimica de! cerebro de
los animales por unién con Tioflavina S.

15 animales transgénicos recibieron 16 inyecciones semanales de 500 ng
de anticuerpo monoclonal en PBS. 15 animales se inyectaron con PBS solo,

actuando como controles. Todas las inyecciones se dieron por vla intra-peritoneal.



136

En el momento del sacrificio, los ratones se anestesiaron y se purgd en forma
trans-cardiaca con suerc fislolégico a 4°C para eliminar la sangre de los vasos
cerbrales. Posteriocrmente, se retird el cerebro del craneo y se separaron el
cerebro anterior y posterior con un corte en el piano coronal/frontal. El cerebro
anterior se dividio finalmente en el hemisferio izquierdo y derecho por medio de un
corte sagital de la linea media. Un hemisferio se fij6 posteriormente toda la noche
en paraformaldehido 4% para el estudio histologico. Las secciones del micrétomo
Sagittal (40 pm) se cortaron para las incubaciones flotantes libres y se
conservaron a 4°C hasta la tincidn en PBS con azida sodica 0,1%. Se tifieron
cinco secciones de diferentes niveles de placas densas con Tioflavina S. Las
secciones de todos los animales usados se aleatorizaron para la tincién y
cuantificacién ciega. Las imagenes se obtivusron con un microscopio Leica DMR
equipado con una camara Sony DXC-9100P y sefializaron con una computadora
que empela un programa de computacién Leica Q-Win. La intensidad de luz y los
ajustes del condensador del microscopio se mantuvieron constantes durante todo
el procaso de adquisicion de imagenes. Todas las imagenes abtenidas se
sometieron a 'as mismas subrutinas de computador para minimizar el sesgo del
investigador. El umbral de densidad del extendido se aplico en forma uniforme a
lo largo del andlisis. El drea del subiculum se selecciont para la cuantificacion
automalica de la carga amiloidea en la tincion con Tioflavina S.

La carga total de placa y el numero de placas del area del subiculum se
pudo reducir en forma significativa cuando los ratones hAPP/PS1 dobles se
jnmunizaron pasivamente durante 4 meses como se describid anteriormente. Se
pudo lograr una disminucion significativa de la carga de placa del 31% (mACI-01-
Ab7 C2: 1,11 £ 0,21% y control: 1,61 + 0,35%; p=0,003, Mann-Whitney U-Test)
mientras que la inmunizacidn pasiva cronica redujo en forma significativa la

cantidad de placas en 18% (mACI-01-Ab7 C2: 8,73 £ 1,36 y control: 10,78 1 1,36;
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p=0,006, Mann-Whitney U-Tast), lo que indica que la solubilizacion de las placas
se produjo en una medida ligeramente menor que la ruptura de placa.

Ejemplo 17: Influencia de la vacunacién pasiva con mACI-01-Ab7 C2
sobre la capacidad de memoria de los ratones transgénicos hAPP simples

Para analizar la capacidad in vivo dsl anticuerpo mACI-01-Ab7 C2 para
modificar o aumentar la funcionalidad cognitiva, se usaron ratones hAPP simples
de 9 meses, aparados en género y edad, para un estudio de inmunizacion pasiva.
Se midié la cognicién no espacial en el fin del periodo de inmunizacion evaluado
por el nueva técnica de reconocimiento de objetos (ORT).

12 animales por grupo recibieron dos inyecciones intraperitoneales de
400ug de anticuerpo monoclonal en 200u de PBS mientras que la inyeccién de f
PBS solo sirvid como control. Un dia después de ia segunda inyeccion reesludio
la capacidad cognitiva con la nueva técnica de reconocimiento de objetos
(ORT)'> ¥, Para el enrolamiento ORT, los ratones se colocaron durante 10
minutos en una pista de comportamiento y se los enfrentd con un objeto nuevo
desconocido. Se registrd el tiempo de exploracion. Tres horas después los
mismos animales se re-colocaron en la misma pista para una 2% gesion pero
enfrentado al objeto viejo previamente explorado, y a un objeto nuevo adicional.
De nuevo, se registraron los tiempos de exploracion para ambos objetos y se
calcularon los indices de cognicién resultante como la relacion del tiempo de
exploracién del nuevo objeto con respecto al tiempo de exploracion total y se
expresaron como cambios proporcionales con el control.

La vacunacidn pasiva con mACI-01-Ab7 C2 v condujo a un aumento
significativo de las capacidades de memoria cognitiva en ratones transgénicos
simples AD (mACI-01-Ab7 C2: 131,6 +9,1% y control:100,0 + 9,2% con p<0,05;

prueba T de Student no apareada y n=12 por cada grupo).
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Depositos:

Las siguientes lineas celuiares de hibridoma redepositaron con el

“Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)en

Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, bajo las
disposiclones del Tratado de Budapest:
Designacién de Designacién del Fecha de depbsito | No de acceso
la linea del anticuerpo
hibridoma
01 de diciembre de | DSM
FP 12H3 mACI-01-Ab7 2005; ACC2752
01 de diciembre de | DSM
FP 12H3-C2 mACI-01-Ab7C2
2005 ACC2750
01 de diciembre de | DSM
FP 12H3-G2 mACI-01-Ab7G2 2005 ACC2751
8 de diciembre de | DSM
ET 7E3 mACI-02-Ab6
2005 ACC2755
8 de diciembre de | DSM
EJ 7H3 mACI-24-Ab4
2005 ACC2756
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descripto y determinado la naturaleza de la
presente invencion y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se

declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo

1. Un anticuerpo monaclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
después de la co-incubacion con péptidos monoméricos amiloides, en particular
péptidos B-amiloides taies como, por ejemplo, los péptidos monoméricos AR 1-39,
1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los péptidos monoméricos AB+.4z,
inhibe la agregaciéon de los mondomeros AP a fibrillas poliméricas de alto peso
molecular.

2. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales dal mismo de acuerdo con la
reivindicacion 1, anticuerpo que inhibe la agregacién de loas mondmeros AR a
fibrillas poliméricas de alto peso molecular por io menos un 50%, particularmente
por lo menos un 60%, particularmente por io menos un 85%, més particularmente
por lo menos un 75%, aun mas particularmente por lo menos un 80%, pero
especialmente por lo menos un 85%-90% 0 mas en comparacion con los
respectivos monomeros de péptidos amiloides incubados en buffer (control).

3. :Un anticuerpo  monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con las
reivindicaciones 1 o 2, anticuerpo que se co-incuba con péptidos amiloides
monomericos a una relacion de concentraciones molares de hasta 1:100

4. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la

reivindicacion 3, aniicuerpo que exhibe su propiedad de inhibicion de la
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agregacion después de la co-incubacion con' péptidos amiloides monomeéricos a
una relacidn de concentraciones maolares de entre 1:30 y 1:100.

5. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o pantes funcionales del mismo de acuerdo con la
reivindicacion 3 o 4, anticuerpo que exhibe su propiedad de inhibicién de Ia
agregacién después de la co-incubacion con péptidos amiloides monomericos
durante 48 horas a una temperatura de 37°C.

6. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con ia
reivindicacion 5, anticuerpo que después de la co-incubacion a una relacién de
concentraciones molares de entre 1:30 y 1:100, en particular en una relacion de
1:100 con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular
preformadas formados por la agregacion de peptidos amiloides monoméricos,
particularmente péptidos B-amiloides monoméricos tales como, por ejemplo, los
péptidos AR monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 o0 1-43, pero especialmente los
péptidos AB+.42 monoméricas, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados en por lo menos 35%, particularmente en por lo menos
40%, mas particularmente en por lo menos 50%, auin mas panlicularmente en por
lo menos 60%, pero especialmente en por lo menos 70% o mas.

7. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionaimente equivalente o paries funcionales del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde la inhibicion de la agregacion y el
potencial de desagregacion del anticuerpo, respectivamente, se determina por
ultracentrifugacion en gradiente de densidad seguida de anélisis de
sedimentacion por SDS-PAGE en un gradiente preformado.

8. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo

funcionaimente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con
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cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la inhibicidn de 1a agregacion y el
potencial de desagregacion del anticuerpo, respectivamente, se determina por el
ensayo de tioflavina T (Th-T) fluorescente.

9. Un anticuerpo monoclonai gque incluye cualquier anticuerpe
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que,
después de la co-incubacion con fibrillas o filamentos preformados amiloides
poliméricos de alto peso molecular formados por la agregacién de péptidos
amiloides monoméricos, particularmente péptidos § amiloides monoméricos tales
como, por ejemplo, los péptidos AR monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43,
pero especialmente peptidos ABi42 monoméricos, es capaz de inducir una
transicion de la conformacion de lamina B a una conformacion de arroliamiento al
azar en una localizacién dada de la molécula, que produce un aumento de la
conformacion enrollada al azar a expensas de la conformacion de lamina 8 y una
solubilizacién mejorada de las fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto
peso molecular preformados.

10. Un anticuerpo menoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionaimente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la
reivindicacion 9, anticuerpo que es capaz de inducir un aumento de la
conformacién enrollada al azar a expensas de la conformacidn de lamina  con
reduccion de esta Ultima en po;' lo menos 30%, particulammente en por lo menos
35%, y mas particularmente en por lo menos 40% y mas, en comparacion con las
fibrillas o filamentos amiloides poliméricos preformados respectlivos incubados en
buffer (control).

11.  Un aniicuerpo monoclonal gue fncluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con
cuaiquiera de las reivindicaciones 9 y 10, donde la transicion de la conformacion

secundaria tiene lugar en el ambiente de la Vali12 de la proteina AB.
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12.  Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquisr anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicacionss 6-11, donde la co-incubacion con fibrillas o
filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados se realizd
durante 24 horas a una temperatura de 37°C.

13. Un anticuerpc monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmerite equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la
reivindicacion 8-12, donde el potencial del anticuerpo para inducir una transicion
en la estructura secundaria se determina por espectroscopia RMN en estado
solido.

14,  Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo gue
después de la co-incubacion con péptidos amilpides monoméricos,
particularmente péptidos B-amiloides monomeéricos tales como, por ejemplo, los
péptidos AR monoméricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los
péptidos ABs42 monomeéricos, inhibe la agregacion de los mondmeros AB a
fibrillas o filamentos poliméricos de alto peso molecular y ademas, después de la
co-incubacioén con fibrillas o filamentos preformados amiloides poliméricos de alto
pesc molecular formados por la -agregacion de péptidos amiloides monomeéricos,
particuiarmente péptidos B-amiloides monoméricos tales como, por ejemplo, los
péptidos AB monomeéricos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 o 1-43, pero especialmente los
péptidos ABi42 monomeéricos, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados.

15.  Un anticuerpo monaoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o panes funcionales del mismo de acuerdo con la
reivindicacién 14, donde la co-incubacion con péptidos amiloides monoméricos y

fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de aito psso molecular preformados,
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respectivaments, tiene lugar a una relacion de concentraciones molares de hasta
1:100. |

16. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionaimente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con la
reivindicacion 15, donde la co-incubacion con péptidos amiloides monoméricos y
fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados,
respectivamente, tiene lugar a una relacion de concentraciones molares entre
1:30 y 1:100, particularmente a una relacibn de concentraciones molares de
1:100.

17.  Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con
cuzlquiera de las reivindicaciones 14-16, donde la co-incubacién con peplidos
amiloides monoméricos y fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso
molecular preformados se reaiiza durante 48 horas y 24 horas, respeciivamente, a
una temperatura de 37°C. |

18. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivaiente o partes funcionales del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 14-17, anticuerpo quees capaz de desagregar
las fibrillas o filamentos poliméricos preformados en por lo menos 10%,
particularmente en por lo menos 25%, mas particularmente en por lo menos 35%,
ain mas particularmente en por lo menos 50%, pero especialmente en por lo
menos 60-70% o mas.

19. Un anticusrpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 14-17, anticuerpo que inhibe la agregacion de
péptidos amiloides monoméricos, particularmente péptidos  B-amiloides

monoméericos tales como, por ejemplo, los péptidos AR moncméricos 1-39, 1-40,
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1-41, 142 o 1-43, pero especialmente los péptidos AB44; monomericos en por lo
menos 50%, particularmente en por lo menos 65%, mas particularmente en por lo
menos 75%, ain mas particularmente en por lo menos 80%, pero especialmente
en por lo menos 85-90% o mas, en comparacion con los monomeras del péptido
amiloide respectivo incubados en buffer (control).

20. Un anticuerps monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
incorpora la propiedad de inhibicion de agregaciéon de acuerdo con cualguiera de
las reivindicaciones 1-5 y 14-19 y la propiedad de desagregacion de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 6-8, 12 y 14-19 ademas de la propiedad de
ruptura de la 1amina B de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 9-13.

21.  Un anticuerpo  monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funciocnales del mismo, anticuerpo que se
une en forma directa y especlfica a las fibras A$ por localizacién de una region
epitopica del polipéptido de AB limilada por los residuos de aminoacidos aa,-aanm,
siendo n un namero entero entre 13 y 15, pero especialmente 14 y m un nimero
entero entre 22 y 24, pero especialmente 23, donde n y m no pueden ser nimeros
idénticos y n siempre debe ser un nimero mas pequefio que m, con la diferencia
entre n y ma2.

22. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalents o partes funcionales del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que reconoci¢ ta conformacion
nativa de! amiloide ya que se une especificamente a los oligbmeros y fibras de
amiloide pero no a las especies amilcides no linealizadas.

23. Un anticuerpo monocional, que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones precedentes, anticuerpo o fragmento que se
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une a un monomero AB con una afinidad de union de por lo menos
aproximadamente 1 x 10® a por lo menos aproximadamente 1 x 107
particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 10° a por o menos
aproximadamente 1 x 107, mas particularmente de por lo menos
aproximadamente 1 x 107 a por lo menos aproximadamente 1 x 10°, ain mas
particularmente de por loc menos aproximadamente 1 X 107 a por lo menos
aproximadamente 4 x 107 pero, con preferencia, no muestra ninguna reactividad
cruzada significativa con la proteina precursora amiloide (APP),

24. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, anticuerpo o fragmento que se
une a una fibra, fibrilla o filamento de AB con una afinidad de unidn de por lo
menos aproximadamente 1 x 107 a por lo menos aproximadamente 1 x 10°®,
paricularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 107 a por lo menos
aproximadamente 1 x 10% mas particularmente de por lo menos
aproximadamente 1 x 10" a por lo menos aproximadamente 1 x 10°, aun mas
particularmente de por lo menos aproximadamente 1 x 10® a por lo menos
aproximadamente 5 x 10°%, pero, con preferencia, no muestra ninguna reactividad
cruzada significativa con la proteina precursora amiloide (APP}).

25. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, anticuerpo o fragmento que
presenta una afinidad de unién con una fibra, fibrilla o filamento de AB que es por
lo menos 5 veces, particularmente por lo menos 10 veces, mas particularmente
por lo menos 15 veces, superior a la afinidad de unién de un mondmero de AB.

26. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo

funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
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incorpora por lo menos una de [as propiedades de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 25, o sea inhibicibn de la agregacion, induccion de
desagregacion, induccion de la transicidn conformacional, reconocimiento y union
direcia a una region epitopica del polipéptido AB, pero especialmente una
combinacion de dos o mas de dichas propiedades.

27. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que exhibe alta
especificidad con los péptidos monoméricos AB.42 pero esencialmente no
muestra reacfividad cruzada con los péptidos monomericos AB1.as. AB1.3e, AB1.40
y/o ABy.a1.

28. Un anticuemo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 27 que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, anticuerpo es hasta 100 veces, particularmente 50 a 100 veces, mas
particularmente 80 a 100 veces, pero especialmente 100 veces més sensible al
péptido amiloide AB1.42 @n comparacian con AB1.aa, AB1-3a, AB140. APB1.41Yy es capaz
de inhibir, in vitro e in vivo, la agregacion de peptidos monomericos
amiloidogenicos.

29, Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con las reivindicaciones 27 o
28 que incluye cusiquier anticuerpo funcionalmente equivalenle o parles
funcionales del mismo, anticuerpo que tiene una alta sensibilidad de union al
péptido amiloide AP.42 y es capaz de detectar ias fibras AB:4z en una
concentracion de hasta 0,01 pg, pero particularmente en un rango de
concentraciones entre 0,5 pgly 0,01 pg, mas particularmente entre 0,1 pg y 0,01
g, pero especialmente en una concéntracion de 0,01 pg.

30. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualguiera de las

relvindicaciones precedentes que incluye cualquier anticuerpe funcionalmente
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equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que es capaz de disminuir
la cantidad total de AR soluble en el cerebro de un animal, particularmente un
mamifero, pero especialmente un ser humano que sufre una enfermedad o
afeccidn que conduce a concentraciones aumentadas de AP soluble en el
cerebro.

31.  Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, que incluye a cualquier anticuerpo funcicnalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que es capaz de alterar
las placas, disminuyendo de este modo la carga de placas en el cerebro de un
animal, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que
sufre una enfermedad o afeccién que conduce a una carga de placas aumentada
en el cerebro.

32. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 31 que incluye
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
anticuerpo disminuye la carga de placas en el cerebro en por lo menos 20%,
particularmente en por lo menos 25%, mas particularmente en por lo menos 30%,
adn mas particularmente en mas de 30%.

33. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 31 que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, anticuerpo que es capai de solubilizar las placas, lo cual conduce a la
reduccion de la cantidad de placas en el cerebro de un animal, particularmente un
mamfifero, pero especialmente un ser humano que sufre una enfermedad o
afeccion que conduce a una carga de placas aumentada en el cerebro.

34. El anticuemo de acuerdo con la reivindicacion 31 que incluye
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
anticuerpo que reduce la cantidad de placas en el cerebro en por lo menos 10%,

particularmante en por lo menos 15%, mas parlicularmente en por lo menos 20%.
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35. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
incorpora por lo menos una de las propiedades seleccionadas del grupo que
consiste en inhibicidn de la agregacion, desagregacion, induccion de la transicién
conformacional, reconacimienta y unidn directa a un epitope, particularmente un
epltope discontinuo de la conformacion en la regidn 14-23, particularmente en la
14-20, lo que reduce o disminuye la velocidad de formacion de placas amiloides,
disminuyendo la cantidad folal de AB soluble del cerebro, disminuyendo la carga
de placas en el cerebro, reduciendo la proporcion de placas del cerebro,
reteniendo o aumentando la capacidad de memorla cognitiva, pero especialmente
una combinacion de dos 0 mas de dichas propiedades.

36. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacion 35 que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionalies del
mismo, anticuerpo que incorpora por lo menos 2, particularmente por lo menos 3,
mas paricularmente por lo menos 4, ain mas particularmente por lo menos 5, 6,
7 u 8, pero especialmente todas las propiedades mencionadas anteriormente.

37. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
reconoce y se une a por lo menos un sitio de union distinto, particularmente a por
lo menos dos sitios de unidn distintos en la proteina B-amiloide donde el dicho
por lo menos uno o dichos por lo menos dos sitios de unién distintos comprenden
por lo menos un residuo de aminoacidc y por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutlvoé, respectivamente, involucrados en forma predominante
en la union del anticuerpo, donde, en una realizacién especifica de la invencién, el
por lo menos un residuo que constituye el primer sitio de union distinto es Leu y

los por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos, que constituyen el
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segundo sitio de union distinlo, son —Phe-Phe- incluidos en la siguiente secuencia
nuclear;

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

donde

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

Xaa; es un residuc de aminoacido sseleccionado del grupo que comprende
Asn y Gin;

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

Xaaq es un residuo de aminoécido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, norleucina, Mst, Phe e llg;

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

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

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

38. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
reconoce y se une a por 'o menos un sitio de union distinto, ‘particularmente a por
lo menos dos sitios de union distintos, mas particularmente a por lo menos tres
sitios de union distintos de la proteina B-amiloide, donde dichos sitios de union
distintos comprendsn por lo menos uno y por lo menos dos residugs de
aminoacldos consecutivos, respectivamente, involucrados en forma predominante
en la union del anticuerpo, donde el por lo menos uno y los por lo menos dos

aminoacldos consecutivos, que estan separados por lo menos por un residuo de



168

aminoacido no involucrado en la unién al anticuerpo 0 en una medida
significativamente menor en comparacién con los residuos de aminoacidos
involucrados en forma predominante en la union del anticuerpo, son -His- y —Lys-
Leu-, respectivamente, incluidos en la siguiente secuencia nuclear:

~ His - Xaas - Lys — Leu — Xaaz~ Xaas— Xaas—Xaag- — Xaay; ~ Xaag —,
donde

Xaa; es un rasiduc de aminoacido seleccionade del grupo que comprende
Asny Gin;

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

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

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

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

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

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

y donde dichos residuos de aminoacidos Xaa,, Xaas; Xaag, Xaa;, Xaag no
estan involucrados en la unién al anticuerpo o en una medida significativamente
menor en comparacion con el sitio de union ~His- y —Lys-Leu-.

39. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
recanoce y se une a por lo menos un sitio de unién distinto, particularmente a por

o menos dos sitios de unidn distintos, mas particularmente a por lo menos tres
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sitios de unién distinios de la proteina B-amiloide, donde dichos sitios de unién
distintos comprenden por lo menos uno y por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos, respectivamente, involucrados en forma predominante
en la unién del anticuerpo, donde los por lo menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos que representan un primer sitio de unién son -Phe-Phe- y ¢l por lo
menos un residuo de aminoacido es —His-, incluidos en la siguiente secuencia
nuclear:

— Xaa, — His — Xaay — Xaas — Xaas - Xaag — Phe — Phe — Xaa; — Xaa; —
Xaag -

donde

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

Xaaj es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Asn y Gin;

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

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

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

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Glu y Asp, y donde dichos residuos de aminoacidos Xaa,, Xaa;, Xaas, Xaay, Xaag
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y Xaag no estdn Involucrados en la union al anticuerpo o en una medids
significativamente menor en comparacioén con el sitio de unién His y —Phe-Phe-.

40. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
reconoce y se une a por lo menos un sitio de union distinto, particularmente a por
lo menos dos sitios de unién distintos, mas particularmente a por lo menos tres
sitios de union distintos de la proteina B-amiloide, donde dichos sitios de union
dislintos comprenden por lo menos unc y por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos, respectivamente, involucrados en forma predominante
en la unidén del anticuerpo, donde el primero de los por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos predominantemente involucrados en la union del
anticuerpo son -Lys-y -Leu-, y el segundo de los por lo menos dos residuos de
amino&cidos consecutivos son —-Phe-Phe- incluidos en la siguiente secuencia
nuclear:

— Xaay — Xaaz - Lys ~ Leu — Xaas — Phe — Phe — Xaas — Xaag — Xaay —,

donde

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

Xaa; es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Asn y Gin;

Xaa4 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle;

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende

Glu y Asp;
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Xaaz es un residuo de aminoicido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp, y donde dichos residuos de aminoacidos Xaap Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas,
Xaay no estan involucrados en la union del anticuerpe o en una medida
significativamente menor en comparacion con el sitio de unidn —Lys-Leu y —Phe-
Phe-,

41. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
reconoce y se une a por {o menos un sitio de union distinto, particularmente a por
lo menos dos sitios de union distintos, mas particularmente a por lo menos tres
sitios de union distintos de la proteina f-amiloide, donde dichos sitios de union
distirtos comprenden por lo menos uno y por lo menos dos residuocs de
aminoacidos consecutivaos, respectivamente, involucrados en forma predominante
en la union del anticuerpo, donde el primero de los por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos predominantemente involucrados en la union del
anticuerpo son —-Lys-Leu-, y el segundo de los por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos son ~Phe-Phe-, y el {ercer por lo menos un residuo de
aminoacido es -His- incluido en la secuencia nuclear:

—His - Xaa; ~ Lys — Leu -Xaa, — Phe - Phe — Xaas— Xaag— Xaa7 -,

donde

Xaaj es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Asn vy Gin;

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

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

Xaag es un residuo de aminodacido seleccionado del grupo que comprende

Glu y Asp;



172

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que'comprende
Glu y Asp, y donde los residuos de aminoacidos Xaa,, Xaas;, Xaas Xaas, Xaag,
Xaa; no estan involucrados en la union del anticuerpo © en una medida
significativamente menor en comparacion con el sitio de unién —His-, -Lys-Leu y
—Phe-Phe-.

42. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que
reconoce y se une a por lo menos un sitio de unién distinto, particularmente a por
lo menos dos sitios de unidn distintos, mas particularmente a por lo menos tres
sitios de unidon distintos de la proteina B-amiloide, donde dichos sitios de unién
distintos comprenden por lo menos uno y por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos, respectivamente, involucrados en forma predominante
en la unién del anticuerpo, donde el primero de los por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos predominantemente Involucrados en {a union del
anticuerpo son —Lys-Leu-, y el segundo de los por lo menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos son —Phe-Phe-, v e! tercer por lo menos un residuo de
aminoacido es -Asp- incluido en la secuencia nuclear siguiente:;

— Xaay - Xaa; - Lys - Leu -Xaay — Phe - Phe — Xaas - Xaag— Asp —,

donde

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

Xaaj es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Asny GIn;

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

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado dei grupo que comprende

Ala, Val, Leu, Ser e lig;
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Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp, y donde dichos residuos de aminoacidos Xaaz Xaaj, Xaas, Xaas Xaag,
Xaa; no estan involucrados en la unidn al anticuerpo o en una medida
significativamente menor en comparacién con el sitio de union de -Asp-, -Lys-Leu
y —Phe-Phe-.

43. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionaimente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo gue se
une a 4 sitios de unidn distintos de la proteina f-amiloide donde dichos 4 sitios de
union distintos comprenden un residuo de aminoacido y dos residuos de
aminoacidos consecutivos, respectivamente, residuos que estan involucrados en
forma predominante en la union del anticuerpo, donde dichos 4 sitios de union
distintos se ubican en estrecha proximidad entre sl en el antigeno, separados por
lo menos por un residuo de aminoacido no involucrade en la unién al anticuerpo o
en una medida significativamente menor en comparacién con dicho residuo de
aminoacido y dichos dos residuos de aminoacidos consecutivos de los 4 sitios de
union distintos, formando de este modo un epitope discontinuo conformacional.

44. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacion 43, que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, donde el primero de los dos residuos de aminoacidos consecutivos
involucrados en forma predominante en la union del anticuerpo son —Lys-Leu-, y
el segundo de por lo menos dos residuos de aminoacidos consecutivos es ~Phe-
Phe-, el primero de los residuos de aminoéacidos (nicos es -His- y el segundo de
de los residuos de aminoacidos Unicos es -Asp- incluido en la siguiente secuencia
nuclear:

— His — Xaa; — Lys — Leu -Xaa; — Phe — Phe — Xaas— Xaas— Asp —,

donde

e

U
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Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Asn y Gin;

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que comprende
Glu y Asp, y donde dichos residuos de aminocacidos Xaa,, Xaaa, Xaas Xaas Xaas,
Xaa; no estan involucrados en la unién al anticuerpo o en una medida
significativamente menor en comparaciéon con el sitio de union de —His-, —Asp-,
-Lys-Leu y —Phe-Phe-.

45. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las
relvindicaciones 37-44, que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, donde dichos residuos de
aminoacidos consecutivos, particularmente —Lys-Leu- en posiciéon 16 y 17 y —Phe-
Phe- en posicion 19 y 20, que estan predominantemente involucrados en la union
de la proteina B-amiloide, estdn incluidaos en la siguiente regién nuclear del

péptido B amitoide:

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

46. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-36, que incluye a cuaiquief anticuerpe funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que reconoce y se une a
un epltope discontinuo conformacional como se definié en cualquiera de las

reivindicaclones 37 a 45.
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47. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende la
regién variable de la cadena liviana (LCVR) de la SEC ID NO: 7.

48. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmenie equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende la
region variable de la cadena pesada (HCVR) de 1a SEC ID NO: 8.

49. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionaimente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende tanto
la region variable de la cadena pesada (HCVR) de {a SEC ID NO: 8 como la
region variable de la cadena liviana (LCVR) de la SEC 1D NO: 7.

50. Un anticuerpo monoclonal que incluye cuatquier anticuerpo
funcionalmenie equivalente o partes funcicnales del mismo que comprende una
region variable de la cadena liviana (LCVR) o una regién variable de la cadena
pesada (HCVR) o ambas, una region variable de la cadena liviana (LCVR) y una
region variable de la cadena pesada (HCVR) que es homdloga a cualquiera de los
péptidos proporcionados en las SEC ID NO: 7 y 8, respectivamente.

51.  Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacion 50 que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo donde la region variable de cadena liviana (LCVR) presenta una secuencia
de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 59%
idéntica a la secuencia dada SEC ID NO: 7.

52. Un anticuerpo monaclonal de acuerdo con la reivindicacion 50 que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equ'rva!ente o partes funcionales del
mismo donde la regidén variable de cadena pesada (HCVR) tiene una secuencia
de aminoacidos que es 80%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99%

idéntica a la secuencia dada en la SEC ID NO: 8.
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53. Un anticuerpe moneclonal de acuerdo con la reivindicacion 50 que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo donde la regidn variable de cadena liviana (LCVR) y la regién variable de
cadena pesada (HCVR) juntas tienen una sscuencia de aminoacidos que es
85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o
99% idéntica a la secuencia dada en las SEC ID NOs: 7 y 8.

54. Un anticuerpo mbnoclonal de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 47-53 que incluye a cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que reconoce y se une a
un epitope discontinuo conformacional como se definid en cualquiera de las
reivindicaciones 37 a 45 y exhibe las propiedades especificas de un anticuerpo de
acuerdo con cualqulera de las reivindicaciones 1-36. -

56. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que tiene
las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por la linea celular de
hibridoma FP 12H3, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 9 de diciembre de
20085, respectivamente, como DSM ACC2752.

56. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que tiene
las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por la linea celular de
hibridoma FP 12H3-C2, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 9 de diciembre
de 2005, respectivamente, como DSM ACC2750.

57. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que tiene
las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producide por la linea celular de
hibridoma FP 12H3-G2, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 9 de diciembre
de 2005, respectivamente, como DSM ACC2751.
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58. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que tiene
las propiedades caracterlsticas de un anticuerpo producido por la linea celular de
hibridoma ET 7E3, depositado el 08 de diciembre de 2005 como DSM ACC2755.

59, Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que tiene
las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por la linea celular de
hibridema EJ 7H3, depositado el 08 de diciéembre de 2005 como DSM ACC2756.

60. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo producido por la linea
celular de hibridoma FP 12H3, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 09 de
diciembre de 2005, respectivamente, como DSM ACC2752, incluyendo los
equivalentes funcionales del mismo.

61. Un anticuerpo monoclonal gque incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente ¢ partes funcionales del mismo producido por la linea
celular de hibridoma FP 12H3-C2, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 09
de diciembre de 2005, respectivamente, como DSM ACC2750, incluyendo los
equivalentes funcionates del mismo.

62. Un anticuerpo monoclonaF que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo producido por la linea
celular de hibridoma FP 12H3-G2, depositados el 01 de diciembre de 2005 y 09
de diciembre de 2005, respectivamente como DSM ACC2751, incluyendo los
equivalentes funcionales del mismo. _

63. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo producido por la linea
celular de hibridoma ET 7E3, depositado el 08 de diciembre de 2005 como DSM

ACC2765, incluyendo los equivalentes funcionales del mismo.
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64. - Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funciona'mente equivalente o paries funcionales del mismo producido por la linea
celular de hibridoma EJ 7H3, depositado el o8 de diciembre de 2005 como DSM
ACC2758, incluyendo los equivalentes funcionales del mismo.

65. Un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que se ha
preparado contra una construccion antigénica supramolecular que comprende un
péptido antigénico correspondiente a la secuencia de aminoécidos del péptido B-
amiloide, particuiarmente del péptido B-amiloide ABi.1s, ABi—1s ¥ ABi—16a14)
medificado con residuos hidrofobicos tales como, por ejemplo, acido palmitico o
un residuo hidrofilico tal como, por ejemplo, palietienglicol (PEG) o una
combinacion de ambos, donde dicho residuc hidrofébico y residuo hidrofilico,
respectivamente, estad unido en forma covalente a cade extremo a través de un
aminogcido tal como, por ejemplo, lisina o cualquier aminoacidc o analogo del
aminoacido adecuado capaz de servir como molécula conectora.

66. Un polinucléotido que comprende una secuencia de nucledtidos que
cadifica un enticuerpo  monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, gue comprende

a} por lo menos la secuencia de nucleétidos de la region variable de la
cadena liviana de la SEC ID NO:‘Q;

b) wuna secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de
nucledtidos de (a) en la secuencia de codones debido a la degeneracién del
codigo genético;

c) una secuencia de nucleédtidos con la secuencia complementaria a (a)
y {b)o

d) un fragmento de una secuencia de nucledtidos de (a), (b) o (c) que

comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionada de! grupo gue
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consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por lo menos 25 nucledtidos
contiguos, por lo menos 30 nucleétidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucleodtidos
contiguos y por lo menos 50 nuclebdtidos contiguos.

87. Un polinucléotido que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende

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

b) una secuencia de nucledtidos que difiere de la secuencia de
nucledtidos de (a8) en la secuencia de codones debido a _Ia degeneracion del
cadigo genetico;

¢) una secuencia de nucledtidos con la secuencia complementaria a (a) y
(b)o

d) un fragmento de una secuencia de nucledtidos de (a), (b) o (¢) que
comprende una extensidn contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste en por lo menos 20 nucledtidos contiguos, por Io menos 25 nucledlidos
contiguos, por 1o menos 30 nucledtidos contiguos, por lo menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucledtidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos
contiguos y por lo menos 50 nucleétidos contiguos.

68. Un polinucléatido que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un anticuerpo monoclonal que Incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende

a) porlo menos la secuencia de nucledtidos de la cadena pesada SEC ID
NO: 11;

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

de (a) en ia secuencia de codones debido a la degeneracion del codigo genético;
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c) una secuencia de nucledtidos con la secuencia complementaria a (a) y
(b)o

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

69. Un polinucléotido que comprende una secuencia de nucleodtidos que
codifica un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmenie equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende

a) por lo menos la secuencia de nucledtidos de la cadena pesada de la
SEC ID NO: 12;

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

c) una secuencia de nucledtidos con la secuencia complementaria a (a) y
(b)o

d) un fragmento de una .secuencia de nucledtidos de (a), (b) o (c) que
comprende una extension contigua de nucledtidos seleccionados del grupo que
consiste en por lo menos 20 nucleétidos contiguos, por lo menos 25 nucleétidos
contiguos, por lo menos 30 nucledtidos contiguos, por 1o menos 35 nucledtidos
contiguos, por lo menos 40 nucleotidos contiguos, por lo menos 45 nucledtidos
contiguos y por lo menos 50 nucleotidos contiguos.

70.  Un polinucléotido que comprende una secuencia de nucleotidos que
hibridiza con una secuencia de nucledtidos de cualguiera de las reivindicaciones

66-69.
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71.  Un polinucléotido de acuerdo con la reivindicacion 70, donde dicha
secuencia de nucledtidos que hibridiza en condiciones de hibridacion
convencionales, en particular en condiciones de hibridacion rigurosas, con una
secuencia de nucleolidos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 66-
69.

72. Laregion variable de cadena liviana (LCVR) de la SEC ID NO: 7.

73. Laregion variable de cadena pesada (HCVR) de la SEC ID NO: 8.

74.  Un polinucléotido que codifica 1a region variable de cadena liviana
(LCVR)de la SEC ID NO: 7.

75.  Un polinucléotido que codifica la region variable de cadena pesada
(HCVR) de la SEC ID NO: 8.

76. Una composicion que comprende el anticuerpo monocional que
incluye cualquler anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65 en una cantidad
terapéuticamente efectiva.

77. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 76, que es una
compasicion farmacéutica que opcionalmente comprende fambién un vehiculo
aceptable para uso farmacéutico.

78. Una composicién de scuerdo con la reivindicaciones 77, que
comprende el anticuerpo monoctanal en una cantidad terapéuticamente efectiva.

79. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaclones
76 a 78 para su uso en el tratamiento de enfermedades y {rastornos causados por
0 asociados con proteinas amiloides o de tlpp amiloide, gque incluyen la
amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con proteinas
amiloides o de tipo amiloide tales como la proteina AB involucrada en la

enfermedad de Alzheimer.
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80. Una mezcla que comprende un anticuerpo monocional que incluye
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o parles funcionales del mismo
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65 en una cantidad
terapéuticamente efectiva y, opcionalmente, otra sustancia biolégicamente activa
y/o un vehiculo y/o un diluyente y/o un exclpiente aceptables para uso
farmacéutico.

81. Una mezcla de acuerdo con la reivindicacién 79, donde la.otra
sustancia biolégicamente activa es un compuesto usado en la medicacion de
enfermedades y trastornos causados poer o asociados con proteinas amiloides o
de tipo amiloide que incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide tales como la
proteina AB involucrada en la enfermedad de Alzheimer.

82. Una mezcla de acuerdo con las reivindicaciones 80 o 81 que
comprende ademas del anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo
funcionaimente equivalente o parles funcionales del mismo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65, por lo menocs un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en compuestos contra el estrés oxidativo,
compuestos anti-apoptoticos, quelantes de metales, inhibidores de la reparacién
de ADN tales como pirenzepina y metabolitos, &cido 3-amino-1-prepansulfonico
{3APS), 1,3-propandisulfonato (1,3PDS), activadores de secretasas, inhibidores
de B- y y-secretasas, protelnas tau, neurotransmisores, agentes anti-tamina B,
moléculas antiinflamatorias o inhibidores de colinesterasa (ChEl) tales como
tacrina, rivastigmina, donepezil y/o galantamina y otros farmacos y suplementos
nutritivos, junto con un anticuerpo de acuerdo con la presente invencion vy,
opcionaimente, un vehiculo y/o diluyente y/o un éxcipienté aceptable para uso

farmacéutico.
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83. Una mezcla de acuerdo con la reivindicacion 82, donde el
compuesto es un inhibidor de la colinesterasa (ChEls).

84. Una mezcla de acuerdo con la reivindicacion 82, donde el
compuesto es uno seleccionado del grupo que consiste en tacrina, rivastigmina,
donepezil, galantamina, niacina y memantina.

85. Una mezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 80 a
84 que comprende el anticuerpo monoclonal y/o la sustancia biologicamente
activa en una cantidad terapéuticamente efecliva.

B86. Un meétodo para producir un aniicuerpo que incluye cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65, método que comprende preparar en
un organismo hospedante adecuado anticuerpos pero particularmente anticusrpos
monoclonales contra una construccion antigénica supramolecular qgue comprende
un péplido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido
B-amiloide, particularmente del péptido B-amiloide AB1-15 . ABi~15 ¥ AB1—16(a14),
modificado con residuos hidrofébicos tales como, por ejemplo, acido patmitico o
un residuo hidrofilico tal como, por ejemplo, polietilenglicot (PEG) o una
combinacién de ambos, donde dicho residuo hidrofobico e hidrofliico,
respectivamente, esta unido en forma covalente a cada extremo a través de un
aminoacido tal como, por ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido o analogo de
aminoacido adecuado capaz de servir como molécula conectora, y aislar el
anticuerpo.

87. Uso de un anticuerpo monoclonal y/o una parte funcional del mismo
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65 y/o una composicién
farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 76 a 79, o una
mezcal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 80 a 85 para la

preparacion de un medicamento para tratar o aliviar los efectos de enfermedades
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y trastornos causados por o asociados con protelnas amiloides o de tipo amiloide
que inciuyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados
con la formacion de placas amiloides que incluye la amiloidosis secundaria y
amiloidosis relacionada con la edad tales como enfermedades que incluyen, pero
sin limitaciones, trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad de Alzheimer
(AD) y enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad
de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI),
demencia de cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa); complejo Parkinson-demencia de
Guam; ademas de otras enfermedades que se basan o asocian con proteinas de
tipo amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis mdiliple;
enfermedad de Creutzield Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionado con VIH, ALS (esclerosis lateral amlotréfica), miositis con cuerpos de
inclusion {IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores
endocrinos y olras, que incluyen degeneracion macular.

88. Un método de preparacion de una composicion farmacéutica de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 76 a 79, o una mezcla de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 80 a 85 que emplea un anticuerpo
monoclonal y/o una parte func'ional del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 65 para su uso en el tratamiento o alivio de los efectos de las
enfermedades o trastornos causados por 0 asociados con proteinas amiloides o
de tipo amiloide que incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con la formacién de placas amiloides que incluyen la
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tales como
enfermedades que incluyen, pero sin limitaciones, trastornos neurolbgicos tales
como la enfermedad de Alzheimer (AD) y enfermedades o afecciones

caracterizadas por la pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como,
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por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI), demencia de cuerpos de Lewy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
holandesa);, complejo Parkinson-demencia de Guam, ademas de otras
enfermedades que se basan ¢ asocian con proteinas de tipo amiloide tales como
paralisis supranuclear progresiva, esclerosis muiltiple; enfermedad de Creutzfeld
Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionado con VIH, ALS (esclerosis
lateral amiotrofica), diabetes de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil,
tumores endocrinos y otras, que incluyen degeneracién macular.

89. Un método de preparacion de un medicamento empieando un
anticuerpo monoclonal y/o una pare funcional del mismo o un anticuerpo
funcionalmente equivalente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a
65, una compasion famacéutica de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 76 a 79 o una mezcla de acuerdo con cualguiera de las
reivindicaciones 80 a 85 para prevenir, tratar o aliviar los efeclos de
enfermedades o trastornos causados por o asociados con proteinas amifoides o
de tipo amiloide que incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados con la formacién de placas amiloides que incluyen la
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad tales como
enfermedades que incluyen, pero sin limitaciones, trastornos neurolégicos tales
como la enfermedad de Alzheimer (AD) y enfermedades o afecciones
caracterizadas por |la pérdida de la capacidad de memoria caognitiva tales como,
por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI), demencia de cuerpos de Lewy,
sindrome de Down, hemarragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo
holandesa); complejo Parkinson-demencia de Guam; ademas de otras
enfermedades que se basan o asocian con proteinas de tipe amiloide tales como
parélisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld

Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con VIH, ALS (esclerosis
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lateral amiotrofica), miositis con cuerpos de inclusidn (IBM), diabetes de comienzo
adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores endoctrinos y otras, que incluyen
degeneracion macular.

90. Un método para la preparacion de una composicion farmacéutica de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 76 ‘a 79 empleando un anticuerpo
monoclona! y/o un parte funcional del mismo o un anticuerpo funcionalmente
equivalente de acuerdo con cualquiera de !as reivindicaciones 1 a 65, que
comprende la formulaciéon de dicho anticuempo en una forma aceptable para uso
farmacéutico.

91. Un método de acuerdo con la relvindicacion 90, donde el anticuerpo
esta comprendido en la composicién en una cantidad terapéuticamente efectiva.

92. Un metodo para reducir la carga de placas en el cerebro de un
animal, particularmente un mamifero pero especialmente un ser humano que
sufre de una enfermedad o afeccion que conduce a una carga de placas
aumentada en el cerebro, que comprende administrar a un animal,
particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano que requisre
de tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo
monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65, 0 una composicion de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 76 a 79, o una mezcla de acuerdo
con cualquiera de |as reivindicaciones 80 a 85.

93. Un método de acuerdo con |z reivindicacidn 92, donde la carga de
placas en el cerebro se reduce en por lo menos 20%, particularmente en por lo
menos 25%, mas particularmente en por lo menos 30%, ain mas particularmente
en mas del 30%.

94. Un metodo para reducir la cantidad de placas en el carebro de un
animal, parlicularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que

sufre de una enfermedad o afeccidn que conduce a unma carga de placas

=
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aumentada en el cerebro, que comprende administrar a un animal,
particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano necesitado de
tal tratamiento, una cantidad {erapéuticamente efectiva de un anticuerpo
monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65, o una composicion de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 76 a 78, o una mezcla de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 80 a 85.

95. Un método de acuerdo con la reivindicacién 94, donde la cantidad de
placas en el cerebro se reduce en por lo menos 10%, particularmente en por lo
menos 15%, mas particularmente en por lo menos 20%.

96. Un método para disminuir la cantidad total de AB soluble en el
cerebro de un animal, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser
humano que sufre de una enfermedad o afeccién que conduce a concentraciones
aumentadas de AP soluble en el cerebro, que comprende administrar a un
animal, particularmente un mamlfero, mas particularmente un ser humano que
necesita tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo
monoclonal de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65, o0 una composicién de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 76 a 79, o una mezcla de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 80 a 85.

97. Un método de prevenir, tratar o aliviar los efectos de enfermedades
y trastornos causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amilcide
que incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados
con la formacién de placas amiloides que incluyen la amiloidosis secundaria y
amiloidosis relaciocnada con la edad tales como enfermedades que incluyen, pero
sin limitaciones, trastomos neurolégicos tales como la enfermedad de Alzheimer
(AD) y enfermedades o afecciones caracterizadas por la pérdida de la capacidad
de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI),

demencia de cuerpos de lLewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral



188

hereditaria con amiloidosis (de tipo holandesa); complejo Parkinson-demencia de
Guam; ademas de otras enfermedades que se basan o asocian con proteinas de
tipo amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis mulfiple;
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), miositis con cuerpos de
inclusion (IBM), diabetes de comienzo adulto; amiloidois cardiaca senil, tumores
endocrinos Y otras, que incluyen degeneracion macular, por administracion de un
anticuerpo, pero particularmente un anticuerpo monoclonal o una composicién o
mezcla que comprende tal anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicacicnes 1 a 39 a un animal o un ser humano afectado por tal trastorno,
que comprende administrar a un animal, particularmente un mamifero, mas
particularmente un ser humano gque necesita tal tratamiento, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpe monoclonal de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 65, o una composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 76 a 79, o una mezcla de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 80 a 85.

98. Un método para retener o aumentar la capacidad de memoria
cognitiva en un mamifero que exhibe una enfermedad o afeccién asociada con
amiloide que comprende administrar a un animal, particularmente un mamifero,
mas particularmente un ser humano que necesita tal tratamiento, una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo monoclonal de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 65, o una composicidn de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 76 a 79, o una mezcla de acuerdo con cualqulera de las
reivindicaciones 80 a 85.

98, Un metodo de acuerdo con la reivindicacion 98, donde le anticuerpo
monoclonal o la composicion que comprende el anticuerpo monoclonal se

administra en una cantidad terapéuticamente cfectiva.
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100. Una linea celular de hibridoma caracterizada porque produce un
anticuerpo monoclonal de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 65.

101. Una linea celular de hibridoma caracterizada porque produce un
anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funclonales del mismo, anticuerpo que tiene las propiedades
caracteristicas de un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma FP
12H3, depositado el 01 de diciembre de 2005 como DSM ACC2752.

102. Una linea celular de hibridoma. caracterizada porque produce un
anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que tiene las propiedades
caracteristicas de un anticuerpc producido por la linea celular de hibridoma FP
12H3-C2, depositado el 01 de diciembre de 2005 como DSM ACC2750.

103. Una linea celular de hibridoma caracterizada porque produce un
anticuerpo  monoclonal que incluye -cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que tiene las propiedades
caracteristicas de un anticuerpo producido por Ié linea celutar de hibridoma FP
12H3-G2, depositado el 01 de diciembre de 2005 como DSM ACC2751.

104. Una linea celular de hibridoma caracterizada porque produce un
anticuerpo monoclonal que ,@ncluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuer;)o que tiene las propiedades
caracteristicas de un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma ET
7E3, depositado e! 01 de diciembre de 2005 como DSM ACC2755.

105. Una linea celuiar de hibridoma caracterizada porque produce un
anticuerpo monoclonal que incluye cualquier' anticuerpo  funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, anticuerpo que tiene las propiedades
caracteristicas de un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma EJ

7H3, depositado el 08 de diciembre de 2005 como DSM ACC2756.



190

106. Linea celular de hibridoma FP 12H3, depositada el 01 de diciembre
de 2005 como DSM ACC2752.

107. Linea celular de hibridoma FP 12H3-C2, depositada el 01 de
diciembre de 2005 as DSM ACC2750.

108. Linea celular de hibridoma FP 12H3-G2, depositada el 01 de
diciembre de 2005 como DSM ACC2751.

109. Linea celular de hibridoma ET 7E3, depositada el 08 de diciembre de
2005 como DSM ACC2755.

110. Linea celular de hibridoma EJ 7H3, depositada el 08 de diciembre de
2005 como DSM ACC2756.

111. Método de diagnéstico de una enfermedad o afeccidén asociada con
amiloide en un paciente, que comprende detectar 1a unidén inmunoespecifica de
un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo del mismo a un epitope de la
protelna amiloide en una muestra o in situ, que incluye los pasos de

(8) poner la muestra o parte del cuerpo o area del cuerpo especifica
que se sospecha contiene el antigeno amiloide en contacto con un anticuerpo de
acuerdo con la invencion y como se describid anteriormente en la presente
memoria, anticuerpo que se une a un epitope de [a proteina amiloide;

(b)  permitir que el anticuerpo se una al antigeno amiloide para formar
un complejo inmunolégico;

(c)  detectar la formacién del complejo inmunologico y

(d}  correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunol6gice con
la presencia o ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte o area
especifica del cuerpo.

112. Método para determinar el grado de carga de placas
amiloidogénicas de un tejido que comprende

(a)  obtener una muestra representativa del tejido bajo investigacion,;
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(b) examinar dicha muestra para determinar la presencia del antigen
amiloide con un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
65;

{c) determinar la cantidad de anticuerpo unido al antigeno; y

(d)  calcular la carga total de placas del tejido.

113. Un método de acuerdo con la reivindicacion 112, donde la formacidi
dei comiplejo inmunoldgico en el paso ¢) se determina ds modo tal que |
presencia o ausencia del complejo inmunoldgico se correlaciona con la presenci
0 ausenéia del antigeno amiloide.

114. Un método para diagnosticar una predisposicion a una enfermedac
o afeccion asociada a amiloide en un paciente, que comprende detectar la unidi
inmunocespecifica de un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo del mismo ;
un epitope de la proteina amiloide en una muestra o in situ, que incluye los paso:
de

(@) poner la muestra o parte del cuerpo o area del cuerpo especlfic:
que se sospecha contiene el antigeno amiloide en contacto con un anticuerpo de
acuerdo con la invencidn y como se describio anteriormente en la presents
memaria, anticuerpe que se une a un epitope de la proteina amiloide,

{b) permilir que el anticuerpe se una al anligeno amiloide para forma
un complejo inmunoldgico;

(c) detectar la formacién del complejo inmunologico y

(d)  correlacionar la presencia o ausencia de! complejo inmunoldgico cot
la presencia o ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte o aret
especifica del cuerpo.

(e) comparar la cantidad de dicho compisejo immunologico con un valo

normal de control,
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donde un aumento de la cantidad de dicho agregado en comparacion con
un valor normal de control indica que dicho paciente padece o esta en riesgo de
desarroliar una enfermedad o afeccion asociada con amiloide.

115. Un mélodo para contfrolar la enfermedad residual minima es un
paciente después del tratamiento con un anticuerpo o una composicion de vacuna
de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho
método comprende: .

(a) poner la muestra 0 una parte del cuerpo o éarea del cuerpo
especifica que se sospecha contiene el antlgenoc amiloide en contacto con un
anticuerpo de acuerdo con la invencion y como se describié anteriormente en la
presente memoria, anticuerpo gue se une a un epitope de la proteina amiloide;

(b) permitir que el anticuempo se una al antigenc amiloide para formar
un complejo inmunolégico;

[c) detectar la formacion del complgjo inmunolégico y

(d) correiacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolagico con
la presencia 0 ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte o area del
cuerpa especifica;

() comparar la cantidad de dicho complejo inmunologico con un valor
normal de control,

donde un aumento de la cantidad de dicho agregado en comparacién con
un valor de control normal indica que dicho paciente todavia padece una
enfermedad residual minima.

116. Un metedo para prédecir la respuesta de un paciente tratado con un
anticuerpo 0 una composicion de vacuna de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes, que comprende:

(a) poner la muestra o una parte del cuerpo o0 éarea del cuerpo

especifica que se sospecha contiena el antigano amiloide en contacto con un
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énticuerpo de acuerdo con la invencion y como se describid anteriormente en la
presente memoria, 'anticuerpo que se une a un epitope de la proteina amiloide;

(b) permiiir que el anticuerpo se una al antigeno amiloide para formar
un complejo inmunolégico;

(c) detectar la formacién del complejo inmunolégico y

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con
la presencia o ausencia del antigeno amiloide en la muestra o parte del cuerpo o
area especifica.

(e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico antes y
después del comienzo del tratamiento,

donde una disminucidn de la cantidad de dicho agregado indica que diche
paciente tiene un alto potencial para responder al tratamiento.

117. Kits de ensayo para la deteccion y diagnoéstico de enfermedades y
afecciones asociadas con amiloide que comprenden los anticuerpos de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-65.

118. Kit de ensayo de acuerde con la reivindicacién 117 que comprende
un recipiente que contiene uno o mas anticuerpos de acuerdo con la presente
invencion e instrucciones para utilizar los anticuerpos con el propésito de unirse al
antigeno amiloide para formar un complejo inmunolégico y detectar la formacion
del compleje inmunoidgico de modo que la presencia o ausencia del complejo
inmunoidgico se correlacione con la presencia o ausencia del antigeno amiloide.

p.p de: AC IMMUNE S.A.
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Af 155 (AC1-24) .
HyN-Lys-Lys-Asp(OwBu)-Ala-Glu(OtBu)-Phe-Arg(Pbf)-His(Trt)-Asp(OtBu)-
Ser(1Bu)-Gly-Tyr(tBu)-Glu{OwBu)-Val-His(Trt)-His(Trt)-Gin(Trt) Lys-Lys-OH

Af 1.16(ACI-01)
Ac-Lys-Asp(OtBu)-Ale-Glu(OtBu)-Pne- Arg(Pbf)-His(Trt)- Asp(OiBu)-Ser(tBu)-
Gly-Tyr(tBu)-Glu(OtBu)-Val-His{Tri)-His(Trt)-Gin{Trt)-Lys(Boc)-Lys-Gly-OH

AP 11614 (ACI-02)
Ac-Lys-Asp(OtBu)-Ala-Glu{QiBu)-Phe-Arg(Pbl)-1Tis(Trt)- Asp(OtBu)-Ser(tBu)-
Gly-Tyr(1Bu)-Glu(OtBu)-Val-His( Tri)-GIn(Trt)-Lys(Boc)-Lys-Gly-OH

Ap 13 ACI-11) :
Ac-Lys-Glu{OtBu)- Asp(OtBu)-Val-Gly-Ser{tBu)-Asn(T rt)-Lys(Boc)-Gly-Ala-

Ile-Tie-Gly-Leu-Met-Lys-Gly-OH

A 29..0 (ACI-12)
Ac-Lys-Gly-Ale-lle-lle-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Val-Val-Lys-Gly-OH

FIG 1
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