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DESCRIPCION
Vacuna terapéutica

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones para el uso terapéutico y diagnéstico en el tratamiento
de enfermedades y patologias causadas por proteinas amiloides o semejantes a amiloides, o asociadas con ellas,
que incluyen amiloidosis, un grupos de patologias y anomalias asociadas con proteinas amiloides, tales como la
Enfermedad de Alzheimer.

La amiloidosis no es una entidad de enfermedades Unica sino mas bien un grupo diverso de procesos progresivos
de enfermedades caracterizados por depdsitos extracelulares en los tejidos de una proteina cérea, semejante al
almidén, denominada amiloide, que se acumula en uno o mas 6rganos o sistemas del cuerpo. A medida que los
depésitos amiloides se acumulan, comienzan a interferir con la funcién normal del 6rgano o sistema del cuerpo.
Existen al menos 15 tipos diferentes de amiloidosis. Las formas principales son la amiloidosis primaria sin
antecedentes conocidos, la amiloidosis secundaria que sigue a algun otra condicién, y la amiloidosis hereditaria.

La amiloidosis secundaria ocurre en personas aquejadas de una infeccion cronica o de una enfermedad inflamatoria,
tal como la tuberculosis, una infeccion bacteriana denominada fiebre mediterranea familiar, infecciones déseas
(osteomielitis), artritis reumatoide, inflamacion del intestino delgado (ileitis granulomatosa), la enfermedad de
Hodgkin, y la lepra.

Los depodsitos amiloides contienen, tipicamente, tres componentes. fibrillas de proteinas amiloides que representan
aproximadamente el 90% del material amiloide, que comprenden uno o varios tipos diferentes de proteinas. Estas
proteinas son capaces de plegarse dando origen a las fibrillas laminares “beta-plegadas”, una configuracion
proteinica Unica que pone de manifiesto sitios de unién para el rojo congo, dando por resultado las propiedades de
tincién unicas de la proteina amiloide. Ademas, los depdsitos amiloides estan asociados estrechamente con el
componente amiloide P (pentagonal) (AP), una glicoproteina relacionada con el amiloide P sérico normal (SAP) y
con los glucosaminoglucanos sulfatados (GAG), carbohidratos complejos del tejido conjuntivo.

Muchas enfermedades de envejecimiento estan basadas o asociadas con proteinas semejantes a las amiloides y se
caracterizan, en parte, por la acumulacion de depositos extracelulares de material amiloide o semejante a amiloide
que contribuyen a la patogénesis, asi como también a la progresion de la enfermedad. Estas enfermedades
incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD), que incluye
enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tales como, por
ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI),la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch) el complejo de Parkinson- Demencia (Enfermedad de Guam). Otras
enfermedades basadas o asociadas con proteinas semejantes a amiloides tales como la paralisis supranuclear
progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia
relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotrofica (ALS), la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis
cardiaca senil; los tumores endocrinos, y otras, con inclusion de la degeneracion macular.

Aun cuando la patogénesis de estas enfermedades puede ser diversa, sus depositos caracteristicos con frecuencia
contienen muchos constituyentes moleculares compartidos. En un grado importante. esto puede atribuirse a la
activacion local de caminos proinflamatorios que conducen con ella al depésito concurrente de componentes de
complemento activados, reactantes de fases agudas, inmunomoduladores, y otros mediadores inflamatorios
(McGeer et al., 1994).

La Enfermedad de Alzheimer (AD) es una patologia neurolégica que se ha pensado que, principalmente, esta
causada por placas amiloides, una acumulacion de depdsitos anormales de proteinas en el cerebro. El tipo mas
frecuente de depdsito amiloide encontrado en el cerebro de individuos afectados esta compuesto principalmente de
fibrillas AB. La evidencia cientifica demuestra que un aumento de la produccion y acumulaciéon en placas de
proteinas beta-amiloides conduce a la muerte de la célula nerviosa, lo que contribuye al desarrollo y progresion de la
Enfermedad de Alzheimer. La pérdida de células nerviosas en zonas estratégicas del cerebro, ocasiona, a su vez,
disminucion de los neurotransmisores y deterioro de la memoria. Las proteinas principalmente responsables de la
acumulacion de placas incluyen el proteinas de precursores amiloides (APP) y dos presenilinas (presenilina | y
presenilina 1l). La escision secuencial de la proteina de precursor amiloide (APP) que es expresado
constitutivamente y catabolizado en la mayoria de las células por las enzimas (- y y-secretasa conduce a la
liberacion de un péptido AP de 39 a 43 aminoacidos. La degradacion de las APPs incrementa, probablemente, sus
propension a agregarse en placas. Es especialmente el fragmento AB(1-42) el que posee una propension alta a
acumular agregados debido a dos restos de aminoacidos muy hidréfobos existentes en su extremo C-terminal. Se
opina, por consiguiente, que el fragmento AB(1-42) esta implicado principalmente y es responsable de la iniciacion
de la formacién de placas neuriticas en la Enfermedad de Alzheimer, y que tienen, por tanto, un elevado potencial
patolégico. Por consiguiente, existe la necesidad de anticuerpos especificos que puedan hacer blanco y espaciar la
formacion de placas amiloides.

Los sintomas de la Enfermedad de Alzheimer se manifiestan lentamente y el primer sintoma puede ser solamente
una pequenfa falta de memoria. En esta fase, los individuos pueden olvidar acontecimientos y actividades recientes,

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2407429 T3

los nombres de personas o cosas familiares, y no pueden ser capaces de resolver problemas matematicos
sencillos. A medida que la enfermedad progresa, los sintomas se aprecian mas facilmente y llegan a ser lo bastante
graves para hacer que las personas con Enfermedad de Alzheimer o miembros de su familia busquen ayuda
médica. Los sintomas de la fase media de la Enfermedad de Alzheimer incluyen olvido de cdmo realizar tareas
sencillas tales como el cuidado de su aspecto personal, y problemas que se van manifestando con el habla, la
comprension, la lectura o la escritura. Los pacientes en la fase tardia de la Enfermedad de Alzheimer pueden llegar
a ser ansiosos o agresivos, pueden deambular sin rumbo fuera de su domicilio y, en ultimo lugar, pueden necesitar
un cuidado total.

Actualmente, el unico medio definido para diagnosticar la Enfermedad de Alzheimer consiste en identificar placas y
marafnas existentes en el tejido cerebral en la autopsia realizada después de la muerte del individuo. Por tanto, los
doctores solamente pueden establecer un diagnéstico de la Enfermedad de Alzheimer como “posible” o “probable”
mientras la persona esta todavia viva. Empleando los métodos actuales, los médicos pueden diagnosticar
correctamente la Enfermedad de Alzheimer hasta el 90 por ciento de las veces utilizando diversas herramientas
para diagnosticar una Enfermedad de Alzheimer “probable” Los médicos hacen preguntas acerca de la salud
general de la persona, problemas médicos del pasado, y la historia de algunas dificultades que la persona haya
tenido en la realizacién de las actividades diarias. Los tests de comportamiento de la memoria, resolucion de
problemas, atencion, calculo y lenguaje proporcionan informacion sobre la degeneracion cognitiva, y pruebas
médicas tales como analisis de sangre, de orina o del fluido espinal, y exploraciones cerebrales, pueden
proporcionar alguna informacioén adicional..

La terapia de la Enfermedad de Alzheimer consiste en tratamientos con medicaciéon y sin medicacion. Los
tratamientos que aspiran a alterar el curso subyacente de la enfermedad (retardar o invertir la progresion) han sido
hasta la fecha infructuosos en gran medida. Se ha indicado que medicamentos que restauran el déficit (defecto), o
el mal funcionamiento, de los mensajeros quimicos de las células nerviosas (neurotransmisores), tales como los
inhibidores de la colinesterasa (ChEls), mejoran los sintomas. También se encuentran disponibles medicaciones
para tratar las manifestaciones psiquiatricas de la Enfermedad de Alzheimer.

Los inhibidores de la colinesterasa, tales como Tacrina y Rivastigmina, son actualmente la Unica clase de agentes
que estan aprobados por la FDA para el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer. Estos agentes son medicinas
que restauran el defecto, o mal funcionamiento, de la neurotransmision quimica en el cerebro. Los ChEls impiden la
degradacion enzimatica de los neurotransmisores aumentando con ello la cantidad de mensajeros quimicos
disponibles para transmitir las sefiales nerviosas en el cerebro.

Para algunas personas en las fases precoz y media de la enfermedad, los farmacos tacrina (COGNEX®, Morris
Plains, NJ), donepezilo (ARICEPT®, Tokio, JP), rivastigmina (EXELON®, East Hanover, NJ), o galantamina
(REMINYL®, New Brunswick, NJ), pueden ayudar a evitar que algunos sintomas empeoren durante un periodo de
tiempo limitado. Otro farmaco, memantina (NAMENDA ©, New York, NY), ha sido aprobado para el tratamiento de la
Enfermedad de Alzheimer de moderada a grave. Asimismo, algunas medicinas pueden ayudar a controlar los
sintomas de comportamientos de la Enfermedad de Alzheimer tales como insomnio, agitacion, vagabundeo,
ansiedad y depresion. El tratamiento de estos sintomas hace, frecuentemente, pacientes mas cémodos lo que hace
que su cuidado sea mas facil para sus cuidadores. Desgraciadamente, a pesar de avances importantes en el
tratamiento que ponen de manifiesto que esta clase de agentes es consistentemente mejor que un placebo, la
enfermedad continta progresando y el efecto medio sobre el funcionamiento mental solamente ha sido modesto.
Los ChEls tienen también efectos secundarios que incluyen disfunciéon gastrointestinal, toxicidad hepatica y pérdida
de peso.

Los avances en la comprension de las anomalias cerebrales que tienen lugar en la Enfermedad de Alzheimer, es de
esperar que proporcionen el entramado de nuevas dianas de tratamiento mas enfocadas sobre la alteraciéon del
curso y el desarrollo de la enfermedad. Muchos compuesto, con la inclusion de agentes antiinflamatorios, estan
siendo investigados activamente. Ensayos clinicos realizados empleando inhibidores especificos de la
ciclooxigenasa (COX-2) tales como rofecoxib y colecoxib, estan también en camino.

Otras enfermedades basadas o asociadas con la acumulacion y el depdsito de proteinas semejantes a amiloides,
son el deterioro cognitivo leve, la demencia de cuerpos de Lewy (LBD), la esclerosis lateral amiotrofica (ALS), la
miositis de cuerpos de inclusion (IBM) y la degeneraciéon macular, en particular la degeneracion macular relacionada
con la edad (AMD).

El deterioro cognitivo leve (MCI)) es una expresion general definida lo mas cominmente como una patologia de la
memoria, sutil pero que puede medirse. Una persona con MCI experimenta problemas de memoria mayores que los
que normalmente son de esperar con la edad, pero no muestran otros sintomas de demencia tales como juicio o
razonamiento deteriorado. EI MCI es un condicidon que con frecuencia refleja un condicién preclinico de AD.

Se cree que el depdsito de proteinas B-amiloides en el interior de la corteza entorhinal (EC) desempefia un papel
fundamental en el desarrollo del deterioro cognitivo leve (MCI) en la edad avanzada. Este hecho esta en linea con la
observacion de que los niveles de AB(1-42) de CSF-A decaen significativamente una vez que la AD se hace
clinicamente evidente. Al contrario que con los niveles de CSF-AP(1-42), los niveles de CSF-tau estdan aumentados
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significativamente en la fase de MCI, y estos valores continlan siendo elevados después, lo que indica que niveles
aumentados de CSF-tau pueden ayudar a detectar sujetos aquejados de MCI que se pronostica desarrollaran AD.

La demencia de cuerpos de Lewy (LBD) es una patologia neurodegenerativa que puede ocurrir en personas
mayores de 65 afios de dad, que causa sintomas de deterioro cognitivo (pensamiento) y cambios de
comportamiento anormales. Los sintomas pueden incluir deterioro cognitivo, sefiales neuroldgicas, trastorno del
suefio y fallo autonémico. El deterioro cognitivo es la carta de presentacion de LBD en la mayor parte de los casos.
Los pacientes tienen episodios recurrentes de confusion que progresivamente empeoran. La fluctuacion de la
capacidad cognitiva esta asociada frecuentemente con grados de desviacion de la atencion y diligencia. El deterioro
cognitivo y las fluctuaciones de pensamiento pueden variar a lo largo de minutos, horas o dias.

Los cuerpos de Lewy se forman a partir de proteinas neurofilamentosas fosforiladas o no fosforiladas; estos cuerpos
contienen la proteina sinaptica alfa-sinucleina asi como ubiquitina, que esta involucrada en la eliminacién de
proteinas dafadas o anormales. Ademas de los cuerpos de Lewy, pueden estar presentes también, neuritas de
Lewy, que son cuerpos de inclusién en los procesos celulares de las células nerviosas. En los cerebros de los
pacientes aquejados de DLB pueden formarse placas amiloides; sin embargo tienden a ser menores en numero que
las observadas en pacientes con Enfermedad de Alzheimer. Las agrupaciones neurofibrilares, la otra marca
micropatoldgica de AD, no son una caracteristica principal de la DLB pero estan presentes con frecuencia ademas
de las placas amiloides.

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

La miositis de cuerpos de inclusion (IBM) es una enfermedad paralizante que se encuentra habitualmente en
personas de mas de 50 afios, en la que las fibras musculares desarrollan inflamacién y comienzan a atrofiarse, pero
en la que el cerebro esta disponible y los pacientes retienen su intelecto total. Se ha descubierto que dos enzimas
implicadas en la produccion de proteina -amiloide estaban aumentadas en el interior de las células musculares de
pacientes con esta enfermedad muscular progresiva, la mas comun, de gente de edad avanzada, en la que también
esta aumentada la f-amiloide.

Otra enfermedad que esta basada o asociada con la acumulacion y depdsito de proteinas semejantes a amiloides es
la degeneracion macular.

La degeneracion macular es una enfermedad comun del ojo que causa deterioro de la macula, que es la zona
central de la retina (el tejido de delgadez de papel en la parte posterior del ojo donde las células sensibles a la luz
envian sefiales visuales al cerebro).La vision nitida, clara, “todo seguido” es procesada por la macula. El dafio a la
macula da por resultado el desarrollo de manchas de ceguera y vision borrosa o distorsionada. La degeneracion
macular relacionada con la edad (AMD) es una de las causas principales de deterioro visual en los Estados Unidos y
para las personas de mas de 65 afios es la causa principal de la ceguera legal entre los caucasianos.
Aproximadamente, 1,8 millones de americanos de 40 afos y mayores tienen AMD avanzada, y otros 7,3 millones de
personas con AMD intermedia estan en riesgo sustancial de pérdida de visidon. Las autoridades estiman que hacia
2020 podra haber 2,9 millones de personas con AMD avanzada. Las victimas de AMD se encuentran con frecuencia
sorprendidas y frustradas al saber qué poco se sabe acerca de las causas y del tratamiento de esta condicion de
ceguera,

Existen dos formas de degeneracién macular: la degeneracion macular seca y la degeneracion macular himeda. La
forma seca, en la que las células de la macula empiezan a colapsarse lentamente, es diagnosticada en el 85 por
ciento de los casos de degeneracion macular. Ambos ojos estan afectados habitualmente por AMD seca, aun
cuando un ojo puede perder visidn mientras que el otro ojo permanece sin afectar. Driisen, que son depdsitos
amarillos por debajo de la retina, son signos precoces comunes de AMD seca. El riesgo de desarrollar AMD seca o
AMD humeda, en condicién avanzado, aumenta a medida que el nUmero o tamafio de las driisen aumenta. Es
posible que la AMD seca avance y ocasione pérdida de vision sin cambiar a la forma hiumeda de la enfermedad; sin
embargo, también es posible que la AMD seca en su fase precoz, evolucione subitamente a la forma humeda.

La forma humeda, aunque solamente representa el 15 por ciento de los casos, da por resultado el 80 por ciento de
la ceguera, y se considera AMD avanzada (no hay fase precoz o intermedia de AMD humeda) La AMD himeda va
precedida siempre por la forma seca de la enfermedad. A medida que la forma seca empeora, algunas personas
comienzan a tener vasos sanguineos anormales que crecen por detras de la macula. Estos vasos son muy fragiles y
pueden perder fluido y sangre (de aqui degeneracion macular “hiumeda”), lo que causa una dafio rapido a la macula.

La forma seca de AMD inicialmente puede ocasionar con frecuencia vision ligeramente borrosa. El centro de vision,
en particular, puede luego llegar a hacerse borroso y esta regidon se hace mayor a medida que la enfermedad
progresa. No pueden apreciarse sintomas si solamente un ojo resulta afectado. En la AMD humeda, las lineas
rectas pueden aparecer como onduladas y puede tener lugar rdpidamente pérdida de visién central.
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El diagnostico de la degeneracion macular lleva consigo, tipicamente, un examen del ojo dilatado, un ensayo de
agudeza visual, y una exploracién de la parte posterior del ojo empleando un procedimiento operatorio denominado
fundoscopia para ayudar al diagnéstico de MD, y — si se sospecha que es AMD humeda — también puede llevarse a
cabo angiografia con fluoresceina. Si la AMD seca alcanza las fases avanzadas. no existe tratamiento actual para
evitar la pérdida de vision. No obstante, una férmula especifica de dosis altas de antioxidantes y cinc puede retardar
o evitar que la AMD intermedia progrese hasta la fase avanzada. Macugen® (inyeccién de pegaptanib sédico),
fotocoagulacién con laser y terapia fotodinamica, pueden controlar el crecimiento anormal de los vasos sanguineos y
hemorragia en la macula, que sirve de ayuda para muchas personas aquejadas de AMD humeda.; sin embargo, la
vision que ya se ha perdido no puede restaurarse mediante estas técnicas. Si ya se ha perdido visién, existen
ayudas para visiones bajas que pueden ayudar a mejorar la calidad de vida.

Uno de los signos mas precoces de degeneracion macular (AMD) relacionada con la edad, es la acumulacién de
depésitos extracelulares, conocidos como driisen, entre la [amina basal del epitelio retiniano pigmentado (RPE) y la
membrana de Bruch (BM). Estudios recientes llevados a cabo por Anderson et al., han confirmado que los driisen
contienen proteinas beta amiloides (Experimental Eye Research 78 , 243-256 (2004)).

La investigacion en marcha continda con estudios de exploracién de factores medioambientales, genéticos, y
dietéticos, que pueden contribuir a la AMD. También estan siendo exploradas nuevas estrategias de tratamiento,
que incluyen transplantes de células retinianas, medicamentos que pueden prevenir o retrasar el progreso de la
enfermedad, terapia de radiaciones, terapias génicas, un chip de ordenador implantado en la retina que puede
ayudar a estimular la vision, y agentes que pueden evitar el crecimiento de nuevos vasos sanguineos bajo la
macula. La patente de EE.UU. 2002/156.036 describe una vacuna basada en liposomas para el tratamiento de una
enfermedad asociada a amiloide, que comprende un péptido AB 1-16 palmitoilado.

Lo que se necesita, por tanto, son composiciones de vacunas terapéuticas eficaces y métodos eficaces para tratar
las complicaciones asociadas con la amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias asociadas con la
formacion de placas amiloides, que incluyen la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, que
incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la Enfermedad de Alzheimer, e incluyen
enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tales como, por
ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), y el complejo de Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), asi
como también otras enfermedades basadas o asociadas con proteinas semejantes a amiloides, tales como la
paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de
Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS).la diabetes de comienzo en la
edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos y otras, con inclusién de la degeneraciéon macular.
En particular lo que se necesita son vacunas terapéuticas especializadas y altamente eficaces, y composiciones
que comprendan dichas vacunas, que sean capaces de contrarrestar las manifestaciones fisiolégicas de la
enfermedad, tales como la formaciéon de placas, asociada con la agregacion de fibras de péptido amiloide o
semejante a amiloide.

Compendio de la invencion

La presente invencién proporciona nuevos métodos y nuevas composiciones para inducir una respuesta inmunitaria
altamente especifica y altamente eficaz, en un organismo, pero particularmente en un animal, particularmente un
mamifero o un ser humano, que es capaz de prevenir o aliviar la amiloidosis o los sintomas asociados con la
amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias asociadas con la formacién de placas amiloides, que incluyen
la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, y que incluyen, pero no se limitan a patologias
neuroldgicas tales como la Enfermedad de Alzheimer, e incluyen enfermedades o condiciones caracterizadas por
pérdida de capacidad de la memoria cognitiva, tales como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la
demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo
Dutch), y el complejo de Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), asi como también otras enfermedades
basadas o asociadas con proteinas semejantes a amiloides, tales como la paralisis supranuclear progresiva, la
esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con
HIV, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS).la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil,
los tumores endocrinos, y otras, con inclusion de la degeneracion macular

En particular se describen nuevos métodos y nuevas composiciones para retener o mejorar, pero particularmente
para restaurar, mas particularmente para restaurar completamente, la capacidad de la memoria cognitiva de un
mamifero que manifiesta una enfermedad o una condicion asociada a amiloide.

Ademas, se describe en la presente memoria una composicion de una vacuna terapéutica y un método de
produccién de tal composicion, para el tratamiento de enfermedades y patologias causadas o asociadas con
proteinas amiloides o semejantes a amiloides, que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias
asociadas con la formacién de placas amiloides, que incluyen la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada
con la edad, e incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD),
particularmente una enfermedad o condicién caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal
como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), que comprende un fragmento de un péptido que procede del
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extremo N-terminal de un péptido AP, en particular un fragmento de un péptido A que consiste en una extension,
Unica o repetitiva, de entre 13 y 15 restos de aminoacidos contiguos procedentes de la parte N-terminal del péptido
AB, pero particularmente un fragmento de un péptido AP, que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del
grupo que consiste en los restos 1-15, 1-14 y 1-13 desde la parte N-terminal del péptido Af, mas particularmente del
resto 1-15 segun se indica en SEQ ID NO:1, con inclusién de fragmentos del mismo funcionalmente equivalentes,
pero en especial un fragmento de un péptido AB segun se cita anteriormente en la presente memoria, unido a, o
incorporado o reconstituido en una particula/adyuvante de soporte tal como, por ejemplo, un liposoma.

Esta extension de 13 a 15 restos de aminoacidos contiguos puede obtenerse del fragmento del extremo N-terminal
1-16, 1-17, 1-18 6 1-20 del péptido AP, pero particularmente del fragmento del extremo N-terminal 1-16 6 1-17 del
péptido AP, segun indican las secuencias SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO: 5, respectivamente, y puede estar
interrumpido por supresion de uno a tres restos de aminoacidos dando por resultado una extension de entre 13y 15
restos de aminoacidos, en donde los restos de aminoacidos suprimidos pueden ser restos de aminoacidos
adyacentes o restos separados unos de otros por al menos 1 resto de aminoacido, pero particularmente restos de
aminoacidos que son restos no cargados negativamente, si se desea que la carga neta global de la molécula
peptidica antigénica sea negativa, o restos de aminoacidos que no estan cargados positivamente, si se desea que la
carga neta global de la molécula peptidica antigénica sea positiva. Esta extension contigua de 13-15 restos de
aminoacidos puede estar repetida en la construccion antigénica segun se describe en la presente memoria, entre 2 y
50 veces, particularmente entre 2 y 30 veces, mas particularmente entre 2 y 20 veces, todavia mas particularmente
entre 2 y 16 veces, pero especialmente entre 2 'y 10 veces.

La extension de 13 a 15 restos de aminoacidos contiguos puede ser utilizada en forma de un polimero seleccionado
del grupo que consiste en un 2-mero, un 3-mero, un 4-mero, un 5-mero, un 6-mero, un 7-mero, un 8-mero, un
9-mero, un 10-mero, un 12-mero, un 13-mero, un 14-mero, un 15-mero, un 16-mero, un 20-mero, un 30-mero y un
50-mero.

Ademas, se describe en la presente memoria una composicion de una vacuna terapéutica y un método de
produccién de tal composicion, para el tratamiento de enfermedades y patologias causadas o asociadas con
proteinas amiloides o semejantes a amiloides, que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias
asociadas con la formacion de placas amiloides, que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada
con la edad, e incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD),
particularmente una enfermedad o condicién caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal
como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), segun se especifica mas adelante en esta memoria, que utiliza
un fragmento de la parte N-terminal de un péptido AB, pero particularmente un fragmento de un péptido Ap que
consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13;
1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15),
1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), mas
particularmente, un fragmento de un péptido AR que consiste en los restos de aminoacidos 1-15 segun indica la
secuencia SEQ ID NO:1, y 1-16(A14) segun indica la secuencia SEQ ID NO:3.

También se describe en la presente memoria un fragmento de un péptido que es esencialmente idéntico a los
fragmentos anteriormente citados y que posee sustancialmente la misma actividad bioldgica de dichos fragmentos,
pero particularmente un fragmento de un péptido que es una variante de dichos fragmentos modificada
conservativamente, en la que las alteraciones resultan en la sustitucion de uno o mas aminoacidos, particularmente
de entre uno a 10 aminoacidos, mas particularmente de entre uno a 6 aminoacidos, todavia mas particularmente de
entre uno a 4 aminoacidos, pero especialmente de entre uno a 3 aminoacidos, por un aminoacido quimicamente
similar. Tablas de sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares, son bien
conocidas en la técnica y se describen en esta memoria mas adelante. La sustitucién conservativa se lleva a cabo,
preferiblemente, de tal modo que la carga neta global del péptido y también la distribucién de cargas a lo largo de la
molécula del péptido permanece esencialmente la misma.

En particular al menos uno, particularmente 2, mas particularmente 3 6 incluso la totalidad de los restos de
aminoacidos cargados negativamente 1, 3, 7, 11, pueden reemplazarse por un aminoacido cargado negativamente,
quimicamente similar. En particular, el resto Asp situado en las posiciones 1 y 7, respectivamente, puede ser
reemplazado por un resto Glu, y el resto Glu en las posiciones 9 y 11, respectivamente, puede ser reemplazado por
un resto Asp.

En particular se describe una composicion de vacuna terapéutica y un método de produccién de tal composicion,
que comprende un fragmento de un péptido AB, que procede de la parte N-terminal del péptido AB, pero
particularmente un fragmento de un péptido AP que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que
consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10),
1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-
15(A12), 15(A13), 15(A14), un antigeno del péptido AB1.16s15), mas particularmente un antigeno del péptido AB1-16(a14)
0 AB1-16(a13), @Un mas particularmente un antigeno del péptido AB1.14, especificamente un antigeno del péptido ApB+.1s,
pero especialmente un fragmento de un péptido Af que consiste en los restos de aminoacidos 1-15 segun indica la
secuencia SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO:3, para el tratamiento de enfermedades
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y patologias ocasionadas o asociadas con proteinas amiloides o semejantes a amiloides, que incluyen amiloidosis,
un grupo de enfermedades y patologias asociadas con la formacién de placas amiloides, que incluye la amiloidosis
secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, e incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales
como la Enfermedad de Alzheimer (AD), particularmente una enfermedad o una condicién caracterizada por pérdida
de la capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI).

Aun mas, se describe en la presente memoria una composicién de vacuna terapéutica y un método de produccion
de una composicion de vacuna terapéutica para la retencion o la mejoria, en particular para la restauracién completa
de la capacidad de la memoria cognitiva de un animal, particularmente un mamifero o un ser humano, aquejado de
deterioro de la memoria, usando un fragmento de un péptido AB que procede de la parte N-terminal del péptido Ap,
pero particularmente un fragmento de un péptido AB que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo
que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9),
1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9),
1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), particularmente un antigeno del péptido AB1.16(a15, Mas particularmente un
antigeno del péptido AB1-16(a14) © AB1-16(a13), aln mas particularmente un antigeno del péptido AB1.14, especificamente
un antigeno del péptido ABi.15, pero especialmente un fragmento de un péptido AB que consiste en los restos de
aminoacidos 1-15 segun indica la secuencia SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO:3.

Se describe en la presente memoria, ademas, un método para el tratamiento de enfermedades y patologias
causadas o asociadas con proteinas amiloides o semejantes a amiloides, que incluyen amiloidosis, un grupo de
enfermedades y patologias asociadas con la formacion de placas amiloides, que incluye la amiloidosis secundaria y
la amiloidosis relacionada con la edad, e incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas tales como la
Enfermedad de Alzheimer (AD), particularmente una enfermedad o condicion caracterizada por pérdida de
capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), por administracion a un
animal, en particular un mamifero o un ser humano, de una composicion de vacuna segun la invencién y como se
describe en la presente memoria.

Ademas, se describe un método para retener o aumentar la capacidad de la memoria cognitiva pero,
particularmente, para restaurar completamente la capacidad de la memoria cognitiva de un animal, en particular un
mamifero o un ser humano, aquejado de deterioro de la memoria, por administracion a un animal, en particular un
mamifero o un ser humano, de una composicidon de vacuna segun la invencién y como se describe en la presente
memoria.

Aun mas, se describe en la presente memoria una composicion de vacuna terapéutica y un método de produccion
de tal composicioén, asi como un método para el tratamiento de enfermedades y patologias causadas o asociadas
con proteinas amiloides o semejantes a amiloides, que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias
asociadas con la formacion de placas amiloides, que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada
con la edad, e incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD),
particularmente una enfermedad o condicidon caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal
como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), usando un antigeno de un péptido AB como se ha descrito
anteriormente en esta memoria, pero particularmente un fragmento de un péptido AB, que procede de la parte
N-terminal del péptido AP, pero particularmente un fragmento de un péptido AB que consiste en restos de
aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4),
1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4),
1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), en particular un antigeno del péptido
AB1-16(a15), mas particularmente un antigeno del péptido AB1.16(314) O AB1-16(513), 8UN Mas particularmente un antigeno
del péptido AB1.14, especificamente un antigeno del péptido AB+.15, pero especialmente un fragmento de un péptido
AB que consiste en los restos de aminoacidos 1-15 segun indica la secuencia SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como
indica la secuencia SEQ ID NO:3, en donde el antigeno del péptido Ap esta modificado de tal modo que es capaz de
mantener y estabilizar una conformacion definida. caracterizada por una proporciéon equilibrada de porciones
a-helicoidal y/o B-laminar y/o porciones arrolladas al azar, y de inducir en el animal tratado una respuesta inmunitaria
altamente especifica.

La composicién de vacuna segun se ha descrito anteriormente en la presente memoria, por administracion a un
animal, particularmente un mamifero, pero en especial un ser humano, da por resultado principalmente la
generacion de anticuerpos de los subtipos Th2 no inflamatorios tales como , por ejemplo, los isotipos IgG1 e IgG2b
y/o anticuerpos de la subclase de IgG independiente de células T tales como, por ejemplo, la IgG3, y/o no conduce a
un aumento importante de los marcadores de inflamacién existentes en el cerebro, en particular de marcadores de
inflamacion seleccionados del grupo que consiste en IL-18, IL-6, IFN-y y TNF-a.

La vacuna como se describe en la presente memoria, por administracion a un animal, particularmente un mamifero,
pero en especial, un ser humano, conduce a una disminucion importante de AB1-40 y AB1-42, insolubles,
relacionados con la placa, en el cerebro
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En otro aspecto, todavia, la vacuna como se describe anteriormente en la presente memoria, por administracion a
un animal, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano, conduce a una reduccién importante
en el cerebro del nivel de AB1-42 soluble.

Ademas, una vacuna como se describe anteriormente en la presente memoria, que, por administracién a un animal,
particularmente un mamifero o un ser humano, aquejado de una condicién asociada a amiloide, caracterizada por
pérdida de capacidad de la memoria cognitiva, conduce a un aumento de la retencidon de la capacidad de la
memoria cognitiva.

Una vacuna como se describe anteriormente en la presente memoria, que, por administracion a un animal,
particularmente un mamifero o un ser humano, aquejado de una condicién asociada a amiloide, caracterizada por
pérdida de capacidad de la memoria cognitiva, puede conducir a la restauracion completa de la capacidad de la
memoria cognitiva.

En particular, el antigeno de péptido AB como se describe anteriormente en la presente memoria, especificamente
un fragmento de un péptido AB que procede de la parte N-terminal del péptido AP, pero particularmente un
fragmento de un péptido AP que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en 1-15,
2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10), 1-16(A12),
16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12),
15(A13), 15(A14), en particular un antigeno del péptido AB1.1e(a15), mas particularmente un antigeno del péptido AB..
16(a14) O APB1-16(313), aUN mMAs particularmente un antigeno del péptido AB1.14, especificamente un antigeno del péptido
AB1-15, pero especialmente un fragmento de un péptido Ap que consiste en los restos de aminoacidos 1-15 segun
indica la secuencia SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO:3, es presentado a, o
incorporado o reconstituido en un soporte tal como, por ejemplo, una vesicula, un cuerpo en particulas o una
molécula, pero, particularmente, un liposoma.

Las composiciones inmundégenas como se describe en la presente memoria, pueden comprender liposomas
obtenidos por reconstitucién de liposomas en presencia de péptidos antigénicos purificados o parcialmente
purificados o modificados, segun la invencion. Adicionalmente, fragmentos de péptidos pueden ser reconstituidos en
liposomas. Ademas, se describe en la presente memoria fragmentos de péptidos antigénicos modificados para
aumentar su antigenicidad. Por ejemplo, restos antigénicos y adyuvantes pueden fijarse o mezclarse con el péptido.
Como ejemplos de restos antigénicos y adyuvantes se incluyen, pero no se limitan a derivados dipeptidicos
muramilicos lipofilos, polimeros de blogues no iénicos, adyuvante de hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio. y
mezclas de los mismos.

En otro aspecto, el antigeno de un péptido AB, como se describe anteriormente en la presente memoria,
especificamente un fragmento de un péptido AB procedente de la parte N-terminal del péptido AP, pero
particularmente un fragmento de un péptido AB que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que
consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10),
1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-
15(A12), 15(A13), 15(A14), en particular un antigeno del péptido AB1.16a15, Mas particularmente un antigeno del
péptido AB1-16(a14) O AB1-16(x13), @aun mas particularmente un antigeno del péptido AB1.14, especificamente un antigeno
del péptido AB1.15, pero especialmente un fragmento de un péptido A que consiste en los restos de aminoacidos
1- 15 segun indica la secuencia SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO:3, esta modificado
por un resto lipofilo o hidréfobo que facilita la insercidn en la bicapa lipidica del adyuvante de soporte/inmunitario del
liposoma, en particular por un resto lipéfilo o hidréfobo que actia como anclaje para el péptido en la bicapa del
liposoma, y tiene una dimensién que conduce a que el péptido se sitle y se estabilice en proximidad estrecha a la
superficie del liposoma.

Mas especificamente, el resto lipdfilo o hidrofobo es un acido graso, un triglicérido o un fosfolipido, pero
especialmente un acido graso, un ftriglicérido o un fosfolipido, en donde la cadena principal carbonada del acido
graso tiene al menos 10 atomos de carbono. Particularmente, el resto lipofilo o hidréfobo es un acido graso con una
cadena principal carbonada de al menos, aproximadamente, 14 atomos de carbono y hasta aproximadamente 24
atomos de carbono, estando situado dentro de este intervalo cada ndmero individual de atomos de carbono. Mas
particularmente, el resto lipéfilo o hidréfobo tiene una cadena principal carbonada de al menos 14 atomos de
carbono, pero especialmente 16 atomos de carbono. Como ejemplos de restos hidréfobos se incluyen, pero no se
limitan a acido palmitico, acido estearico, acido miristico, &cido laurico, acido oleico, acido linoleico y acido linolénico.
En un aspecto el resto lipdfilo o hidréfobo es el acido palmitico

Aun mas especificamente, el resto hidréfobo es &cido palmitico y la preparacién de liposoma puede contener,
ademas, un adyuvante tal como, por ejemplo, lipido A, alumbre, fosfato calcico, interleuquina 1. y/o microcapsulas
de polisacaridos y proteinas, pero particularmente un lipido A destoxificado, tal como lipido A monofosforilado o
difosforilado, o alumbre.

También se describe en la presente memoria una composiciéon de vacuna terapéutica y un método de produccién
de una composicién tal, usando un péptido antigénico inmunégeno segun la invencién y como se describe
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anteriormente en la presente memoria, para el tratamiento de enfermedades y patologias causadas o asociadas con
proteinas amiloides o semejantes a amiloides, que incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias
asociadas con la formacion de placas amiloides, que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada
con la edad, e incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD),
particularmente para la retencion, aumento o restauracion de la capacidad de la memoria cognitiva de un animal, en
particular un mamifero o un ser humano aquejado de deterioro de la memoria, asi como un método para el
tratamiento de dichas amiloidosis, en donde el antigeno de un péptido B-amiloide es un antigeno de un péptido Ap
palmitoilado, segun la invencién, y como se ha descrito anteriormente en la presente memoria, reconstituido en un
liposoma, especificamente un fragmento de un péptido AP palmitoilado que procede de la parte N-terminal del
péptido Ap, pero particularmente un fragmento de un péptido Ap palmitoilado que consiste en restos de aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6),
1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6),
1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), particularmente un antigeno del péptido APB1.16(s15)
palmitoilado, mas particularmente un antigeno del péptido ABi1ss14) O AP1-16a13) palmitoilado, aun mas
particularmente un antigeno del péptido APi.14 palmitoilado, especificamente un antigeno del péptido APi-1s
palmitoilado, pero especialmente un fragmento de un péptido AB palmitoilado, que consiste en los restos de
aminoacidos 1-15 como indica la secuencia SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO: 3,
modificado por restos palmitoilo enlazados covalentemente, en particular entre 2 y 4 restos palmitoilo, mas
particularmente 4 restos palmitoilo, unidos a cada uno de los términos del antigeno del péptido mediante uno o mas,
pero particularmente mediante uno o dos, restos de aminoacidos adecuados tales como lisina, acido glutamico o
cisteina, o cualquier otro resto de aminoacido que pueda usarse adecuadamente para acoplar un resto palmitoilo al
péptido antigénico.

En particular, 2 o mas de las moléculas de antigeno del péptido AB palmitoilado, modificadas mediante restos
palmitoilo enlazados covalentemente en cada extremo del péptido, estan reconstituidas en un liposoma unico..

Ademas, se describen en la presente memoria nuevos métodos y nuevas composiciones inmundégenas que
comprenden un péptido antigénico inmundgeno, que, por administracion a un animal, particularmente un mamifero o
un ser humano, aquejado de un condiciéon asociado con compuestos amiloides, en particular de una condicion
caracterizada por pérdida de la capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve
(MCI), induce una respuesta inmunitaria en dicho animal o ser humano. El tratamiento con la vacuna terapéutica
como se describe en la presente memoria, conduce a la retencion o a un aumento de la capacidad de la memoria
cognitiva pero, particularmente, a una restauracion completa de la capacidad de la memoria cognitiva.

En un aspecto, se describen una composicién de vacuna terapéutica y un meétodo de produccién de una
composicion tal, empleando un péptido antigénico inmunégeno, para inducir una respuesta inmunitaria en un animal,
particularmente un mamifero o un ser humano, asi como también un método para inducir una respuesta inmunitaria
en un animal, particularmente un mamifero o un ser humano, aquejado de una condicién asociada a amiloide,
caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve
(MCI), por administracion a dicho animal o ser humano de una composicion de vacuna terapéutica que comprende
un antigeno de un péptido AB segun la invencion y como se describe anteriormente en la presente memoria, pero
especificamente un fragmento de un péptido AP palmitoilado que procede de la parte N-terminal del péptido AB, pero
particularmente un fragmento de un péptido AB palmitoilado que consiste en restos de aminoacidos seleccionados
del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-
16(A9), 1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-
15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), particularmente un antigeno del péptido AB1.16(a15) palmitoilado, mas
particularmente un antigeno del péptido AB1.16(a14) 0 AB1-16(a13) Palmitoilado, ain mas particularmente un antigeno del
péptido AB1.14 palmitoilado, especificamente un antigeno del péptido ABi.15 palmitoilado, pero especialmente un
fragmento del péptido Ap palmitoilado que consiste en los restos de aminoacidos 1-15 indicados en la secuencia
SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO: 3, tal que la capacidad de la memoria cognitiva
del animal o ser humano tratado es retenida o aumentada, pero, particularmente, restaurada completamente.

El péptido antigénico como se describe en la presente memoria anteriormente, pero especificamente un fragmento
de un péptido Ap que procede de la parte N-terminal del péptido Ap, pero particularmente un fragmento de un
péptido AP que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14,
2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-
16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14),
particularmente un antigeno del péptido AB1.16(a15), Mas particularmente un antigeno del péptido AB1.16a14) O AB1-
16(a13), aln mas particularmente un antigeno del péptido AB1.14, especificamente un antigeno del péptido AB+.15, pero
especialmente un fragmento de un péptido A que consiste en los restos de aminoacidos 1-15 indicados en la
secuencia SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO: 3, es también parte de la presente
invencion.

Ademas, se describe en la presente memoria un antigeno de un péptido Ap palmitoilado, como se describe
anteriormente en la presente memoria, especificamente un fragmento de un péptido AP palmitoilado que procede
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de la parte N-terminal del péptido A, pero particularmente un fragmento de un péptido AB palmitoilado que consiste
en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2),
1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2),
1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), particularmente un
antigeno del péptido AB1.16(a15) palmitoilado, mas particularmente un antigeno del péptido AB1.16(a14) O AB1-16(s13)
palmitoilado, ain mas particularmente un antigeno del péptido AB1.14 palmitoilado, especificamente un antigeno del
péptido AB1.15 palmitoilado, pero especialmente un fragmento de un péptido AB palmitoilado que consiste en los
restos de aminoacidos 1-15 indicados en la secuencia SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID
NO: 3, modificado por restos palmitoilo enlazados covalentemente, en particular entre 2 y 4 restos palmitoilo, mas
particularmente 4 restos palmitoilo, unidos a cada uno de los términos del antigeno del péptido mediante uno o mas,
pero particularmente mediante uno o dos restos de aminoacidos adecuados tales como lisina, acido glutamico o
cisteina, o cualquier otro resto de aminoacido que pueda usarse adecuadamente para acoplar un resto palmitoilo al
péptido antigénico.

En particular, 2 o0 mas de las moléculas de antigeno del péptido Ap palmitoilado, modificadas por restos palmitoilo
enlazados covalentemente en cada extremo del péptido, estan reconstituidas en un Unico liposoma.

Ademas, se describe en la presente memoria un péptido antigénico presentado fijado, incorporado o reconstituido
en un soporte tal como, por ejemplo, una vesicula, un cuerpo en particulas 0 una molécula pero, particularmente, un
liposoma, como se describe anteriormente en esta memoria, pero especificamente un fragmento de un péptido AB
que procede de la parte N-terminal del péptido AB, pero particularmente un fragmento de un péptido AB que consiste
en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2),
1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2),
1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), particularmente un
antigeno del péptido APi.16a15, mMas particularmente un antigeno del péptido APi.1ea14) O AP1-16a13), @aln mas
particularmente un antigeno del péptido AB1.14, especificamente un antigeno del péptido AB+.15, pero especialmente
un fragmento de un péptido AR que consiste en los restos de aminoacidos 1-15 indicados en la secuencia SEQ ID
NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO: 3, presentado fijado, o incorporado o reconstituido en un
soporte tal como, por ejemplo, una vesicula, un cuerpo en particulas o una molécula como se describe
anteriormente en la presente memoria.

La presente invencion, por tanto, proporciona en una primera realizacion una construccion antigénica que
comprende un fragmento de un péptido antigénico ApB, que consiste en una extension, Unica o repetitiva, de entre 13
y 15 restos de aminoacidos contiguos que proceden del fragmento del extremo N-terminal 1-16 6 1-17 del péptido
AB, para uso en el tratamiento de una enfermedad o una condicién asociada a amiloide, caracterizada por pérdida
de capacidad de la memoria cognitiva de un animal o un ser humano, en donde el antigeno del péptido AB es (a)
formado previamente mediante sintesis peptidica automatizada, estandar, sobre resina, y (b) modificado luego por
injerto sobre resina de un resto lipdfilo o hidrofilo en los restos de aminoacidos terminales del péptido AB formado
previamente, y reconstituido en un liposoma, y en donde la administracién de dicha construccion antigénica en forma
de una composicion de vacuna a un animal o un ser humano aquejado de tal enfermedad o condicién conduce a

a. la generacion de anticuerpos del subtipo Th2 no inflamatorio;

b. la generacion de anticuerpos de la subclase de IgG independiente de células T; y

c. un aumento de la retencion de la capacidad de la memoria cognitiva y/o a la restauracion complete de la
capacidad de la memoria cognitiva.

En la segunda realizacion la invencion proporciona una construccidon antigénica para usar segun la realizacion (1),
que comprende un fragmento de un péptido A que consiste en una extension Unica o repetitiva de entre 13 y 15
restos de aminoacidos contiguos que proceden de la parte N-terminal del péptido AB , seleccionado del grupo que
consiste en los restos 1-15, 1-14 y 1-13.

En la tercera realizacion de la invencion se proporciona una construccion antigénica para uso segun una cualquiera
de las realizaciones 1a 2, que comprende un fragmento de un péptido Ap, Unico o repetitivo, seleccionado del grupo
que consiste en antigeno del péptido AB1.15 segun indica la secuencia SEQ ID NO:1 y AB1.16414 cOmo indica la
secuencia SEQ ID NO: 3,

En la cuarta realizacion, la invencion proporciona, ademas, una construccion antigénica para uso segun una
cualquiera de las realizaciones 1a 3, en donde el antigeno del péptido Ap se presenta fijado a o reconstituido en un
soporte/adyuvante.

En la quinta realizacién especifica de la invencién, se proporciona una construccion antigénica para uso segun una
cualquiera de las realizaciones 1 a 4, en donde el resto lipdfilo o hidréfobo es un acido graso, un triglicérido o un
fosfolipido.

En la sexta realizacién especifica de la invencidén se proporciona una construccién antigénica para uso segun la
realizacién 5, en donde el resto hidréfobo es &cido palmitico.
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También esta comprendida por la presente invencion (realizacion 7) una composicion de vacuna que comprende
una construccion antigénica para uso segun una cualquiera de las realizaciones 1a 6, para el tratamiento de una
enfermedad o una condicién asociada a amiloide, caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva
de un animal o un ser humano aquejado de una condicion tal.

En una realizacion especifica (8) de la invencién se proporciona una composicion de vacuna para uso segun la
realizacién 7, que comprende un antigeno del péptido AB1.1s.

En otra realizacién especifica (9) de la invencidén se proporciona una composiciéon de vacuna para uso segun la
realizacion 8, en donde el antigeno del péptido AB1.15 es presentado reconstituido en un liposoma.

Todavia en otra realizacion especifica (10), la invencién proporciona una composiciéon de vacuna para uso segun la
realizacién 9, en donde la preparacion de liposoma contiene un adyuvante y/o un inmunomodulador.

La invencion se refiere, ademas, a una composicion de vacuna (realizacién 11) para uso segun una cualquiera de
las realizaciones 7 a 10, para el tratamiento de una enfermedad o una condicién asociada a amiloide, en donde el
antigeno del péptido B-amiloide es un antigeno del péptido AB+.15 palmitoilado modificado por entre 2 y 4 restos
palmitoilo enlazados covalentemente en cada extremo del péptido reconstituido en un liposoma.

En la composicién de vacuna (realizacién 12) para uso segun la realizacién 11, 2 o mas moléculas de antigeno del
péptido AB+.15 palmitoilado, modificadas por restos palmitoilo enlazados covalentemente en cada extremo del
péptido, estan reconstituidas en un liposoma unico.

Sin pretender estar sujeto por una hipétesis especifica, es razonable suponer que la respuesta inmunitaria inducida
por la composicién de vacuna terapéutica segun se describe en esta memoria, puede conducir en el animal o ser
humano a una estimulaciéon de las células T y otras células inmunitarias reactivas dirigidas contra un agente
inmunégeno, pero particularmente a la generacion de anticuerpos altamente especificos y altamente eficaces que
poseen la capacidad de reconocer especificamente y unirse a epitopos especificos de una variedad de antigenos
B-amiloides, cuyo anticuerpo, por unién al antigeno, media y/o induce el efecto observable de retencién, aumento vy,
en particular, restauracién completa de la capacidad de la memoria cognitiva del animal o ser humano tratado

Ademas, se describe una composiciéon de vacuna que, por administracion a un animal, particularmente un mamifero
0 a un ser humano, induce la generaciéon de un anticuerpo en el animal o ser humano tratado, que directa y
especificamente se une a fibras p-amiloides tales como, por ejemplo, fibras que comprenden péptidos monoméricos
AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 6 1-43, pero especialmente a fibras que comprenden péptidos monoméricos APB1.42, y/o es
capaz de inducir la solubilizaciéon de fibrillas o filamentos amiloides, poliméricos, de alta magnitud molecular
formados previamente por la agregacion de péptidos monoméricos amiloides, en particular péptidos monoméricos
B-amiloides, tales como, por ejemplo, los péptidos monoméricos AB 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 & 1-43, pero
especialmente los péptidos monoméricos AB1.42, por dirigirse y unirse especificamente a un epitopo situado dentro
de la region epitopica de la proteina B-amiloide, en particular una region epitdpica del polipéptido Ap confinada por
restos de aminoacidos aan-aam, siendo n un numero entero entre 2 y 15, particularmente entre 5 y 15, mas
particularmente entre 8 y 15, todavia mas particularmente entre 10 y 15, y siendo m un ndmero entero entre 3y 17,
particularmente entre 6 y 17, mas particularmente entre 9 y 17, todavia mas particularmente entre 11 y 17, en donde
n y m no puede ser numeros idénticos y n debe ser siempre un numero menor que m, siendo la diferencia entre n 'y
m > 2.

En particular, el anticuerpo se une a un epitopo situado dentro de la region epitopica de la proteina B-amiloide que
comprende restos de los aminoacidos 1-10, pero particularmente restos de aminoacidos 1-9.

Dicho anticuerpo se une especificamente también a péptidos amiloides monoméricos y oligoméricos, solubles, en
particular péptidos p-amiloides monoméricos o poliméricos seleccionados del grupo que consiste en péptidos AB 1-
39; 1-40, 1-41, 1-42 6 1-43, pero especialmente AB1.42, € inhibe la agregaciéon de los mondmeros u oligdmeros Af en
fibrillas poliméricas de alta magnitud molecular.

Ademas, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye cualquier anticuerpo o
partes funcionales del mismo, funcionalmente equivalentes, cuyo anticuerpo incorpora al menos una de las
propiedades seleccionadas del grupo que consiste en inhibicion de la agregacién, desagregacion, inducciéon de
transicion de conformacion, reconocimiento de un epitopo situado en la regién 4-16 y unién directa al mismo,
particularmente en la region 1-9, pero especialmente una combinacién de dos o mas de dichas propiedades. Mas
especificamente, se proporciona un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye cualquier
anticuerpo o partes funcionales del mismo funcionalmente equivalentes, cuyo anticuerpo pone de manifiesto una
reactividad combinada frente a la region 1-16 y 29-40, mas particularmente frente a la region 1-16 y 22-35, dado que
es capaz de reconocer y unirse a ambas de dichas regiones, la region 1-16 y la 29-40 y la regién 1-16 y 22-35,
respectivamente, e incorpora al menos una de las propiedades anteriormente citadas en esta memoria, que es
inhibicion de la agregacion, desagregacion e induccion de transicién de conformacion, pero especialmente una
combinacién de dos o mas de dichas propiedades.
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Los anticuerpos que son inducidos por la composicion de vacuna como se describe en la presente memoria,, y que
pueden obtenerse de un animal inmunizado o de una linea celular de un hibridoma que produce dichos anticuerpos,
son también parte de la invencion.

Ademas, se describe en la presente memoria un anticuerpo que incluye cualquier anticuerpo o partes funcionales
del mismo funcionalmente equivalentes, en particular un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo o
partes funcionales del mismo funcionalmente equivalentes, que puede obtenerse inmunizando un animal adecuado
con una composicién de vacuna segun la invenciéon y como se describe anteriormente en la presente memoria, en
particular una composicion de vacuna que comprende un antigeno del péptido AB1.1611-15, mas particularmente un
antigeno del péptido AP1.16a14) O AP1-16a13), aun mas particularmente un antigeno del péptido APi.14, pero
especialmente un antigeno del péptido AB+.15, cuyo anticuerpo es un anticuerpo bifuncional y, por incubacion
conjunta con péptidos monoméricos amiloides, en particular péptidos monoméricos B-amiloides tales como, por
ejemplo, péptidos monoméricos AB 1-38, 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 6 1-43, pero especialmente péptidos monoméricos
AB1-42, inhibe la agregacion de los mondmeros A en fibrillas poliméricas de alta magnitud molecular y, ademas, por
incubacién conjunta con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alta magnitud molecular formados
previamente, formados por la agregaciéon de péptidos amiloides monomeéricos, en particular péptidos B-amiloides
monomeéricos tales como, por ejemplo, péptidos monoméricos AB 1-38, 1-39; 1-40, 1-41, 1-42 6 1-43, pero
especialmente péptidos monoméricos Af1.42, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos
previamente formados

En un aspecto especifico se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo bifuncional, pero especialmente
un anticuerpo monoclonal, particularmente un anticuerpo monoclonal bifuncional, que incluye cualquier anticuerpo o
partes funcionales del mismo funcionalmente equivalentes, que pone de manifiesto alta especificidad para péptidos
monomeéricos AB142 pero que no manifiesta esencialmente o manifiesta una menor reactividad cruzada para los
péptidos monoméricos AB1.3s, AB1-39, AP14o, Y/O AP141, particularmente un anticuerpo, pero especialmente un
anticuerpo monoclonal, que incluye cualquier anticuerpo o partes funcionales del mismo funcionalmente
equivalentes, cuyo anticuerpo es hasta 100 veces, particularmente 50 a 100 veces, mas particularmente 80 a 100
veces, pero especialmente 100 veces mas sensible a los péptidos amiloides AB1.42, en comparacion con Api.sg,
AB1-30, AP140, Y AB141 ¥ hasta 1000 veces, particularmente 500 a 1000 veces, mas particularmente 800 a 1000
veces, pero especialmente 1000 veces, mas sensible para el péptido amiloide AB1.42, comparado con AB.3s, Y por
tanto capaz de inhibir, in vitro e in vivo, la agregacion de péptidos monoméricos amiloidégenos, pero especialmente
del péptido amiloide Ap.1.42.

Ademas, en otro aspecto especifico de la invencién, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
bifuncional, pero especialmente un anticuerpo monoclonal, particularmente un anticuerpo monoclonal bifuncional,
que incluye cualquier anticuerpo o parte funcional del mismo funcionalmente equivalente, que posee una alta
sensibilidad de unién al péptido amiloide AB1.42 y es capaz de detectar fibras de AB142 en una concentraciéon de
hasta al menos 0,001 ug, pero particularmente en un intervalo de concentraciones de entre 0,5 ug y 0,001 ug, mas
particularmente entre 0,1 ug y 0,001 ug, pero especialmente en una concentraciéon de 0,001 pg.

En un aspecto muy especifico se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, que incluye
cualquier anticuerpo o parte funcional del mismo funcionalmente equivalente, cuyo anticuerpo es capaz de detectar
fibras de AB142 hasta una concentracion minima de 0,001 ug y fibras de AB1.40 hasta una concentracion minima de
0,1 ug y fibras de AB1.3s hasta una concentraciéon minima de una cantidad de 1 ug de fibras.

La unién de los anticuerpos como se describe anteriormente en la presente memoria, a péptidos monoméricos
amiloidégenos pero, particularmente, a la forma amiloide (1-42), conduce a inhibicion de la agregacion de péptidos
monoméricos amiloidégenos en fibras o filamentos de alta magnitud molecular. Por medio de la inhibicion de la
agregacion de péptidos monoméricos amiloidégenos los anticuerpos como se describe en la presente memoria son
capaces de prevenir o retardar la formacion de placas amiloides, particularmente la forma amiloide (1-42) que se
sabe que se hace insoluble por cambio de conformacion y que constituye la parte principal de las placas amiloides
existentes en los cerebros de animales o seres humanos enfermos.

En un aspecto especifico, se describe un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo o parte funcional
del mismos funcionalmente equivalente, cuyo anticuerpo posee las propiedades caracteristicas de un anticuerpo
producido por la linea celular de hibridoma EJ 7H3, depositada el 8 de diciembre de 2005 como DSM ACC 2756

Mas particularmente, el anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo o parte funcional de mismo
funcionalmente equivalente, es producido por la linea celular de hibridoma EJ 7H3, depositada el 8 de diciembre de
2005 como DSM ACC 2756.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a una composiciéon de vacuna (realizacion 13) para uso segun una

cualquiera de las realizaciones 7 a 12, que, por administraciéon a un animal o a un ser humano, da como resultado la
generacion de anticuerpos de subtipos no inflamatorios
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En otra realizacion (14) de la invencion, se proporciona una composicion de vacuna para uso segun la realizacion
13, en donde dichos anticuerpos son del subtipo Th2 no inflamatorio.

En una realizacién especifica (15) de la invencion, se proporciona una composicién de vacuna para uso segun una
cualquiera de las realizaciones 7 a 12, que, por administracion a un animal o a un ser humano, da como resultado
principalmente la generacion de anticuerpos de la subclase IgG independiente de células T.

En otra realizacion especifica (16), la invencién proporciona una composicion de vacuna para uso segun la
realizacién 15, en donde dichos anticuerpos son del isotipo 1gG3.

Todavia en otra realizacion especifica (17) de la invencién, se proporciona una composicidon de vacuna para uso
segun una cualquiera de las realizaciones 7 a 16, que, por administracion a un animal o a un ser humano no
conduce a un aumento importante de marcadores de inflamacion en el cerebro.

En una realizacién (18), la invencion proporciona un anticuerpo o una mezcla de anticuerpos, que puede obtenerse
de un animal inmunizado con una composicion e vacuna segun una cualquiera de las realizaciones 7 a 17,

En otra realizacion (19), la invencién proporciona un anticuerpo segun la realizacion 18, caracterizado porque es un
anticuerpo monoclonal o uno de sus derivados.

Ademas, se describe un método para prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, un grupo de
enfermedades y patologias asociadas con la formacion de placas amiloides, que incluye la amiloidosis secundaria y
la amiloidosis relacionada con la edad, que incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas tales como la
Enfermedad de Alzheimer (AD), e incluyen enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad
de la memoria cognitiva, tales como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy,
el sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo Parkinson-
Demencia (Enfermedad de Guam), asi como también otras enfermedades basadas o asociadas con proteinas
semejantes a amiloides, tales como la paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de
Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotréfica
(ALS).la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y otras, con
inclusion de la degeneracion macular, pero particularmente una enfermedad o una condicién caracterizada por
pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), por
administracion de una construccién antigénica supramolecular como se describe en la presente memoria, pero
particularmente una composicién de vacuna que comprende tales construcciones antigénicas supramoleculares
segun la invencion, a un animal, en particular un mamifero o un ser humano, aquejado por una patologia tal y, por
tanto, necesitado de tal tratamiento.

Ademas, se describe un método de preparaciéon de una composicion de vacuna para inducir una respuesta
inmunitaria en un organismo, en particular un animal o un ser humano aquejado de una patologia, enfermedad o
condicion tal y, por tanto, necesitado de tal tratamiento, para prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis,
un grupo de enfermedades y patologias asociadas con la formacién de placas amiloides, que incluye la amiloidosis
secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, y que incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas
tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD), e incluyen enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de
capacidad de la memoria cognitiva, tales como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de
cuerpos de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo
Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), asi como también otras enfermedades basadas o asociadas con
proteinas semejantes a amiloides, tales como la paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la
enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral
amiotrdfica (ALS),.la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y
otras, con inclusion de la degeneracion macular, pero particularmente una enfermedad o condicion caracterizada por
pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI)

En particular, se describe por tanto un método de preparacion de una composicion de vacuna terapéutica para
prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias asociadas con la
formacion de placas amiloides, que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, y que
incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD), e incluyen
enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva, tales como, por
ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo Parkinson-Demencia, (Enfermedad de Guam), asi
como también otras enfermedades basadas o asociadas con proteinas semejantes a amiloides, tales como la
paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de
Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS),.la diabetes de comienzo en la
edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y otras, con inclusion de la degeneracion macular,
pero particularmente una enfermedad o una condicidon caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria
cognitiva, tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), que comprende formular un anticuerpo segun la
invencién en una forma farmacéuticamente aceptable.
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En un aspecto especifico se describe el uso de una presentacion de antigeno que da por resultado exposicion y
estabilizacion mejoradas de una conformacion preferida del antigeno, que en ultimo lugar conduce a una respuesta
inmunitaria altamente especifica y da por resultado la generacién de anticuerpos con propiedades Unicas.

Todavia en otro aspecto especifico, se describen composiciones inmundgenas que comprenden una construccién
antigénica supramolecular que comprende un antigeno de un péptido B-amiloide como se describe anteriormente en
la presente memoria, representativo de la parte N-terminal del péptido B-amiloide, cuyo péptido antigénico esta
modificado de tal modo que es capaz de mantener y estabilizar una conformaciéon definida del antigeno,
particularmente una conformacién que se caracteriza por una proporcién equilibrada de porciones arrolladas al azar,
a-helicoidales y B-laminares. Esta conformacion definida conduce a la induccién de una fuerte respuesta inmunitaria
y altamente especifica por introduccion en un animal o un ser humano.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona también un método (realizacion 20) de produccién de una
composicion de vacuna terapéutica que comprende usar una construccién antigénica que comprende un fragmento
de un péptido antigénico Ap segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 6 para uso en el tratamiento de una
enfermedad o una condicién asociada a amiloide segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 6.

En otra realizacion (21) de la invencion se proporciona un método de producciéon de una composicion de vacuna
terapéutica que comprende el uso de una construccion antigénica que comprende un péptido antigénico Ap segun
una cualquiera de las realizaciones 1 a 6, para uso en el tratamiento de una enfermedad o una condicién asociada a
amiloide, segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en donde el antigeno del péptido B-amiloide es un
antigeno del péptido ABs.15 palmitoilado, modificado por restos de aminoacidos palmitoilados enlazados
covalentemente, reconstituidos en un liposoma.

En una realizacidn especifica (22) de la invencion se proporciona un método segun la realizacion 20, en donde el
antigeno del péptido AB+.15 esta modificado por 2 restos de aminoacidos palmitoilados enlazados covalentemente a
los extremos N-terminal y C-terminal del péptido, respectivamente.

Todavia en otra realizacion especifica (23) de la invencion, se proporciona un método segun la realizaciéon 21, en
donde el antigeno del péptido AB1.15 estd modificado por 4 restos de aminoacidos palmitoilados, dos de los cuales
estan enlazados covalentemente a los extremos N-terminal y C-terminal del péptido, respectivamente.

En una realizacidon especifica adicional (24) de la invencidn, se proporciona un método segun la realizacion 21, en
donde 2 6 mas moléculas de antigeno del péptido AB+.15 palmitoilado, modificadas por restos palmitoilo enlazados
covalentemente en cada extremo del péptido, estan reconstituidos en un liposoma unico.

La invencion proporciona, ademas, un método (realizacion 25) segun una cualquiera de las realizaciones 21 a 24, en
donde la enfermedad o la condicidon asociada a amiloide, que incluye patologias neuroldgicas y enfermedades o
condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva, esta seleccionada del grupo que
consiste en Enfermedad de Alzheimer (AD), el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el
sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo Parkinson-Demencia
(Enfermedad de Guam), la paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld
Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS),.la
diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y la degeneracion
macular,

En una realizacion (26), la invencion proporciona un método segun la realizacion 25, en donde la enfermedad o
condicion asociada a amiloide es la Enfermedad de Alzheimer.

En una realizacion especifica (27) de la invencidon se proporciona un método segun una cualquiera de las
reivindicaciones 21 a 24, en donde la condicién asociada a amiloide se caracteriza por pérdida de capacidad de la
memoria cognitiva de un animal o un ser humano y en donde el tratamiento de un animal o un ser humano aquejado
de tal condicién asociada a amiloide, conduce a un aumento de la retencion de la capacidad de la memoria cognitiva
y/o a la restauracion completa de la capacidad de la memoria cognitiva.

En otra realizaciéon especifica (28), la invencion proporciona un método segun una cualquiera de las realizaciones
21 a 24, en donde la administracion de dicha composicion de vacuna da por resultado principalmente la generacion
de anticuerpos de subtipos no inflamatorios.

En una realizacion especifica adicional (29) de la invencién, se proporciona un método segun la realizaciéon 28, en
donde dichos anticuerpos son del subtipo Th2 no inflamatorio.

Todavia en otra realizacion especifica (30), la invencién proporciona un método segun la realizacién 28, en donde la
administracion de dicha composicién de vacuna da por resultado principalmente la generacion de anticuerpos de la
subclase IgG independiente de células T.

En otra realizacion (31), la invencidn proporciona un método segun la realizacion 30, en donde dichos anticuerpos
son del isotipo IgG3.
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La presente invencidn proporciona también un método (realizacién 32) segun una cualquiera de las realizaciones 21
a 27, en donde la administracién de dicha composicion de vacuna no conduce a un aumento importante de los
marcadores de inflamacion existentes en el cerebro.

En una realizacion especifica (33), la presente invencion comprende también un método segun una cualquiera de
las realizaciones 21 a 27, en donde la administracién de dicha composicion de vacuna conduce a una disminucién
importante de AB1-40 y AB1-42 relacionados con la placa, insolubles, en el cerebro

En una realizacion adicional (34), la presente invencion proporciona un método segun una cualquiera de las
realizaciones 21 a 27, en donde la administracion de dicha composicion de vacuna conduce a una reduccion
importante del nivel de AB1-42, soluble, en el cerebro.

La composicion de vacuna como se describe en la presente memoria puede comprender, ademas de un antigeno de
un péptido AB, en particular el antigeno del péptido A como se ha descrito anteriormente en la presente memoria,
un inhibidor de activacién del complemento. La invencién se refiere, por tanto, a una composiciéon de vacuna y un
método de produccion de tal composicion para el tratamiento de enfermedades y patologias que estan causadas o
asociadas con proteinas amiloides o semejantes a amiloides, que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y
patologias asociadas con la formacion de placas amiloides que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis
relacionada con la edad, e incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la Enfermedad de
Alzheimer (AD), particularmente una enfermedad o una condicién caracterizada por pérdida de capacidad de la
memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), que comprende un fragmento de un
péptido que procede de la parte N-terminal del péptido Ap, en particular un fragmento de un péptido AB que consiste
en una extensién Unica o repetitiva de entre 7 y 16 restos de aminoacidos contiguos, especialmente de entre 13 y 16
restos de aminoacidos contiguos, particularmente de la parte N-terminal del péptido AB, pero particularmente un
fragmento del péptido Ap que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los restos
1-16, 1-15, 1-14 y 1-13 de la parte N-terminal del péptido Ap, mas particularmente del resto 1-15 segun indica la
secuencia SEQ ID N: 1, con inclusién de fragmentos del mismo funcionalmente equivalentes, pero especialmente un
fragmento de un péptido AB segun se ha citado anteriormente en la presente memoria, enlazado, incorporado o
reconstituido en una particula/adyuvante de soporte tal como, por ejemplo, un liposoma, junto con un inhibidor del
sistema de complemento, particularmente un inhibidor del camino del complemento, seleccionado del grupo que
consiste en versiones solubles de proteinas de membrana reguladoras anticuerpos humanizados para proteinas del
complemento, inhibidores de moléculas pequefias que actian en diversas etapas del camino del complemento y
reguladores del complemento humanos expresados en animales transgénicos.

Esta extension de 13 a 15 restos de aminoacidos contiguos puede estar repetida en la construccion segun la
invencién entre 2 y 50 veces, particularmente entre 2 y 30 veces, mas particularmente entre 2 y 20 veces, aun mas
particularmente entre 2 y 16 veces, pero especialmente entre 2 y 10 veces.

En un aspecto especifico el inhibidor de activaciéon del complemento, como se describe en la presente memoria, que
es un componente de la composicion de vacuna terapéutica segun se ha citado anteriormente en esta memoria, es
un compuesto seleccionado del grupo que consiste en Receptor 1 del complemento, humano, soluble, anti- proteina
C5 humana del complemento, tal como, por ejemplo, un anticuerpo monoclonal anti C5 humanizado o un fragmento
monocatenario de un anticuerpo monoclonal humanizado, inhibidor-N de la C1 esterasa e inhibidor de C1 humano
natural.

En otro aspecto especifico se describe en la presente memoria una composiciéon de vacuna como se ha mencionado
anteriormente en esta memoria, que comprende, ademas de un fragmento de un péptido AB, particularmente el
fragmento del péptido AR como se describe en esta memoria, un efector alostérico de hemoglobina, que una vez en
los hematies de la sangre desencadena una disminucion de la afinidad de la O»/hemoglobina tal que el oxigeno es
distribuido seguidamente a los tejidos de un modo regulado.

En particular se describen en la presente memoria una composicion de vacuna y un método de produccion de tal
composicion para el tratamiento de enfermedades y patologias que estan causadas o asociadas con proteinas
amiloides o semejantes a amiloides que incluyen la amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias asociadas
con la formacion de placas amiloides, que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad,
que incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD),
particularmente una enfermedad o una condicién caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal
como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), que comprende un fragmento de un péptido que procede de la
parte N-terminal del péptido Ap, particularmente un fragmento de un péptido Ap que consiste en una extensién uUnica
o repetitiva de entre 7 y 16 restos de aminoacidos contiguos, especialmente de entre 13 y 16 restos de aminoacidos
contiguos, particularmente de la parte N-terminal del péptido AB, pero particularmente un fragmento de un péptido
ApB que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en restos 1-16, 1-15, 1-14 y 1-13
de la parte N-terminal del péptido AB, mas particularmente del resto 1-15 segun indica la secuencia SEQ ID NO: 1,
incluyendo fragmentos del mismo funcionalmente equivalentes, pero particularmente un fragmento de un péptido Ap
como se menciona anteriormente en esta memoria, que estad modificado por restos palmitoilo enlazados
covalentemente en cada extremo del péptido resultando entre 2 y 4, particularmente 4 restos palmitoilo, pero
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especialmente un fragmento de un péptido A como se ha mencionado anteriormente en esta memoria, unido,
incorporado o reconstituido en una particula/adyuvante de soporte tal como, por ejemplo, un liposoma junto con un
compuesto que desencadena una disminucion de la afinidad de O./hemoglobina tal que el oxigeno es emitido
seguidamente de modo regulado hacia los tejidos organicos. Esta extension de 13 a 15 restos de aminoacidos
contiguos puede estar repetida en la construccion segun la invencion entre 2 y 50 veces, particularmente entre 2 y
30 veces, mas particularmente entre 2 y 20 veces, todavia mas particularmente entre 2 y 10 veces, pero
especialmente entre 2 y 10 veces.

En particular, los compuestos que pueden emplearse adecuadamente en una composicién como se describe en la
presente memoria son aquellos seleccionados del grupo que consiste en un farmaco antilipidémico tal como, por
ejemplo, acido clofibrico o bezafibrato que incluye los derivados de bezafibrato LR16 y L35, derivados de urea tales
como, por ejemplo, el acido [2-[4[[(arilamino)carbonil]-amino]fenoxi]-2-metilpropionico, un efector alostérico de la
hemoglobina.

El compuesto que modula la afinidad de la Oz/hemoglobina puede ser, ademas, un compuesto que comprende un
ligando aniénico para un sitio alostérico de la hemoglobina, en donde el ligando aniénico comprende un anillo interno
de pirofosfato, opcionalmente junto con un catién no téxico tal como, por ejemplo, ca* y Na'.

Mas especificamente, se describe en la presente memoria una composicién de vacuna terapéutica que comprende,
ademas del fragmento de un péptido A como se describe en esta memoria, derivados de inositol hexafosfato (IHP)
qug comprenden un anillo interno de pirofosfato, opcionalmente junto con un catién no téxico tal como, por ejemplo,
Ca’*yNa'.

La composicién de vacuna como se menciona anteriormente en la presente memoria comprende, ademas de un
fragmento de un péptido AR, en particular el fragmento del péptido Ap segun la invencion, una combinacién de un
inhibidor del sistema de activacion del complemento, particularmente un inhibidor del camino del complemento,
seleccionado del grupo que consiste en versiones solubles de proteinas de membrana reguladoras, anticuerpos
humanizados para proteinas del complemento, inhibidores de moléculas pequefias que actian en fases diversas
del camino del complemento y reguladores humanos del complemento expresados en animales transgénicos, y un
efector alostérico de la hemoglobina que reduce la afinidad de la Oz/hemoglobina tal que mas oxigeno es emitido
seguidamente hacia los tejidos, de modo regulado.

Ademas, se describen en la presente memoria, una composicién de vacuna y un método de produccion de tal
composicion para el tratamiento de enfermedades y patologias que estan causadas o asociadas con proteinas
amiloides o semejantes a amiloides que incluyen amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias asociadas con
la formacion de placas amiloides que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, e
incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD), particularmente
una enfermedad o una condicién caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal como, por
ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), que comprende un fragmento de un péptido que procede de la parte N-
terminal del péptido A, en particular un fragmento de un péptido AB que consiste en una extension Unica o repetitiva
de entre 7 y 16 restos de aminoacidos contiguos, especialmente de entre 13 y 16 restos de aminoacidos contiguos,
particularmente de la parte N-terminal del péptido AB, pero particularmente un fragmento de un péptido AB que
consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en restos 1-16, 1-15, 1-14 y 1-13 de la
parte N-terminal del péptido AB, mas particularmente del resto 1-15 segun indica la secuencia SEQ ID N° 1, con
inclusion de fragmentos del mismo funcionalmente equivalentes, particularmente un fragmento de un péptido AB
como se ha mencionado anteriormente en esta memoria, que estd modificado por restos palmitoilo enlazados
covalentemente en cada extremo del péptido resultando entre 2 y 4, particularmente 4, restos palmitolilo, pero
especialmente un fragmento de un péptido Ap como se ha mencionado anteriormente en esta memoria, unido,
incorporado o reconstituido en una particula/adyuvante de soporte tal como, por ejemplo, un liposoma, junto con un
inhibidor del sistema de complemento, en particular un inhibidor de la activacion del complemento, seleccionado del
grupo que consiste en versiones solubles de proteinas de membrana reguladoras, anticuerpos humanizados para
proteinas del complemento, inhibidores de moléculas pequefias que actuan en diversas etapas del camino del
complemento y reguladores del complemento humanos expresados en animales transgénicos, y un compuesto,
particularmente un efector alostérico de la hemoglobina, que disminuye la afinidad de la Oz/hemoglobina tal que se
pone en libertad seguidamente mas oxigeno hacia los tejidos, de modo regulado.

Esta extensién contigua de 13 a 15 restos de aminoacidos puede estar repetida en la construccién segun la
invencién entre 2 y 50 veces, particularmente entre 2 y 30 veces, mas particularmente entre 2 y 20 veces, todavia
mas particularmente entre 2 y 16 veces, pero especialmente entre 2 y 10 veces.

Todavia en otro aspecto se describe un método para el tratamiento de una enfermedad o una condiciéon asociada a
amiloide que comprende administrar a un animal, particularmente a un mamifero, pero especialmente a un ser
humano aquejado de una enfermedad o una condicién tal, una composicién de vacuna terapéutica como se ha
descrito anteriormente en la presente memoria, particularmente una composicion de vacuna que comprende un
antigeno del péptido AB1.15, mas particularmente un antigeno del péptido AB+.15 palmitoilado.
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En un aspecto especifico, la administracion de dicha composicién de vacuna da por resultado, principalmente, la
generacion de anticuerpos de subtipos no inflamatorios, particularmente el subtipo Th2 no inflamatorio tal como, por
ejemplo, el isotipo IgG1 e IgG2b.

En un aspecto adicional, la administracién de dicha composicion de vacuna da por resultado, principalmente, la
generacion de anticuerpos de la subclase IgG independiente de las células T, en particular del isotipo IgG3.

Todavia en otro aspecto, la administraciéon de dicha composiciéon de vacuna no conduce a un aumento importante de
marcadores de inflamacidn existentes en el cerebro, particularmente de marcadores de inflamacion seleccionados
del grupo que consiste en IL-1 B, IL-6, IFN-y y TNF-a.

Todavia en otro aspecto, la administracion de dicha composicion de vacuna conduce a una disminucién importante
de AB1-40 y AB1-42 insolubles, relacionados con la placa, en el cerebro.

Todavia en otro aspecto, la administracion de dicha composicion de vacuna conduce a una disminucién importante
del nivel de AB1-42, soluble, en el cerebro.

En particular, la enfermedad o condicion asociada a amiloide es una seleccionada del grupo que consiste en
enfermedades que incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas tales como la Enfermedad de Alzheimer
(AD), que incluye enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal
como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de Down, la
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de Parkinson-Demencia (Enfermedad de
Guam), asi como también otras enfermedades que estdn basadas o asociadas con proteinas semejantes a
amiloides tales como la paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob,
la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS), la diabetes de
comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y otros, con inclusion de la
degeneracion macular.

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

Todavia en otro aspecto especifico, se describe un método para el tratamiento de una enfermedad o una condicién
asociada a amiloide y como se describe anteriormente en la presente memoria, en donde la administracion de dicha
composicion de vacuna a un animal, particularmente un mamifero o a un ser humano, aquejado de una condicion
asociada a amiloide caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva, conduce a un aumento,
particularmente a la restauracion completa de la retencién de la capacidad de la memoria cognitiva.

Por consiguiente, en otra realizacion (35) de la invencion, se proporciona una composicion de vacuna para uso
segun una cualquiera de las realizaciones 7 a 16 que, por administracion a una animal o un ser humano, conduce a
una disminucién importante de AB1-40 y AB1-42 relacionados con la placa, insolubles, en el cerebro.

En una realizacién especifica (36) de la invencion, se proporciona una composicion de vacuna para uso segun una
cualquiera de las realizaciones 7 a 16 que, por administracién a un animal o un ser humano, conduce a una
reduccion importante del nivel de AB1-42, soluble, en el cerebro.

La invencidon comprende también una composicion de vacuna (realizacidon 37) para uso segun una cualquiera de las
realizaciones 7 a 18, en donde la enfermedad o condicién asociada a amiloide es una seleccionada del grupo que
consiste en la Enfermedad de Alzheimer (AD), el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el
sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de Parkinson-
Demencia (Enfermedad de Guam), la paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de
Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotrofica
(ALS), la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y la
degeneracion macular,

En una realizacion especifica adicional (38) se proporciona una composiciéon de vacuna para uso segun la
realizacion 37, en donde la enfermedad o condicion asociada a amiloide es la Enfermedad de Alzheimer.

Todavia en otra realizacién especifica (39) la invencién proporciona una composicién de vacuna para uso segun una
cualquiera de las realizaciones 7 a 18 que, por administracion a un animal o un ser humano aquejado de una
condicion asociada a amiloide caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva, conduce a un
aumento de la retencion de la capacidad de la memoria cognitiva y/o a la restauracion completa de la capacidad de
a memoria cognitiva.

Todavia en otro aspecto se describe un método para el tratamiento de una enfermedad o una condiciéon asociada a
amiloide que comprende administrar a un animal, en particular a un mamifero, pero especialmente a un ser humano
aquejado de una enfermedad o condicion tal, una composicién de vacuna terapéutica que comprende una
construcciéon antigénica como se describe anteriormente en la presente memoria, y un inhibidor del sistema de
complemento, en donde dicha composicion de vacuna se administra de tal modo que el inhibidor del complemento y
la construccion antigénica se administran simultaneamente, intermitentemente o sucesivamente.
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En particular, el inhibidor del complemento puede ser administrado antes de la vacunaciéon con la construccion
antigénica, particularmente dentro de un periodo de tiempo que comienza hasta 20 horas antes de la vacunacioén y
que termina inmediatamente antes de la vacunacion.

En otro aspecto, el inhibidor del complemento se administra después de la vacunacion con la construccion
antigénica dentro de un periodo de tiempo que comienza inmediatamente después de la vacunacién y que termina 1
dia después de la aplicacién de la vacuna.

Todavia en otro aspecto se proporciona un método de preparacién de un medicamento para el tratamiento de una
enfermedad o condicidon asociada a amiloide que comprende usar una composicion de vacuna segun la invencion y
como se ha descrito anteriormente en esta memoria.

La invencion, por tanto, proporciona ademas un método (realizacién 40) de preparaciéon de un medicamento para el
tratamiento de una enfermedad o condicidon asociada a amiloide, que comprende emplear una composicion de
vacuna segun se proporciona en una cualquiera de las realizaciones 7 a 17

En una realizacién especifica (41) de la invencion, se proporciona un método de produccion de un medicamento
para el tratamiento de una enfermedad o condicién asociada a amiloide, segun la realizacion 40, que comprende
usar un péptido antigénico inmunégeno, en donde el antigeno de un péptido B-amiloide es un antigeno del péptido
AB+-15 palmitoilado, modificado por restos de aminoacidos palmitoilados enlazados covalentemente, reconstituidos
en un liposoma.

Estos y otros objetos, caracteristicas y ventajas como se describe en la presente memoria, llegaran a ser evidentes
después de una revision de la descripcion detallada que sigue de la realizacion y las reivindicaciones anejas que se
describen.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina”’, como se emplea en esta memoria, son intercambiables y se
definen para significar una biomolécula compuesta de aminoacidos ligados por una unién peptidica.

El término “péptidos” significa cadenas de aminoacidos (tipicamente L-aminoacidos) cuyos carbonos en posicion alfa
estan ligados por medio de uniones peptidicas formadas por una reaccion de condensacion entre el grupo carboxilo
del carbono alfa de un aminoacido y el grupo amino del carbono alfa de otro aminoacido. El aminoacido terminal
situado en un extremo de la cadena (es decir, el amino terminal) tiene un grupo amino libre, mientras que el
aminoacido terminal situado en el otro extremo de la cadena (es decir, el carboxilo terminal) tiene un grupo carboxilo
libre. Por tanto, la expresion “término amino” (abreviado, N-término) alude al grupo amino libre en posicion alfa en el
aminoacido situado en el extremo amino terminal del péptido, o al grupo amino en posicion alfa (grupo amino cuando
participa en una unién peptidica) de un aminoacido en cualquier otra posiciéon dentro del péptido. De modo
semejante, la expresion “término carboxi” (abreviado C-término) alude al grupo carboxilo libre sobre el aminoacido
en el término carboxi de un péptido, o al grupo carboxilo de un aminoacido en cualquier otra posicion dentro del
péptido.

Tipicamente, los aminoacidos que constituyen un péptido se numeran por orden, comenzando en el extremo amino
terminal y aumentando en direccion hacia el extremo carboxilo terminal del péptido. Asi pues, cuando se dice que un
aminoacido “sigue” a otro, tal aminoacido esta situado mas proximo al extremo carboxilo terminal del péptido que el
aminoacido precedente.

El término “resto” como se emplea en esta memoria, se refiere a un aminoacido que esta incorporado en un péptido
mediante una unién amidica. Como tal, el aminoacido puede ser un aminoacido natural o, a menos que se indique
de otro modo, puede incluir analogos conocidos de aminoacidos naturales que actuan de un modo similar al de los
aminoacidos naturales (a saber, miméticos de aminoacidos). Ademas, un mimético de uniones amidicas incluye
modificaciones de la cadena principal del péptido bien conocidas por los expertos en la técnica.

La frase “que consiste esencialmente en” se usa en esta memoria para excluir cualquier elemento que pudiera
alterar sustancialmente las propiedades esenciales de los péptidos a los que se refiere la frase. Por tanto, la
descripcién de un péptido “que consiste esencialmente en....” excluye cualesquiera sustituciones, adiciones o
supresiones de aminoacidos que pudieran alterar sustancialmente la actividad bioldgica de tal péptido.

Ademas, los expertos en la técnica podran reconocer que, como se menciona anteriormente, las sustituciones,
supresiones o adiciones individuales que alteran, afiaden o suprimen un solo aminodacido o un pequeio porcentaje
de aminoacidos (tipicamente menos de 5%, mas tipicamente menos de 1%) de una secuencia codificada. son
variaciones modificadas conservativamente en las que las alteraciones dan por resultado la sustitucion de un
aminoacido por un aminoacido similar desde el punto de vista quimico. Tablas de sustituciones conservativas que
proporcionan aminoacidos funcionalmente similares son bien conocidas en la técnica. Los seis grupos siguientes
contienen, cada uno, aminoacidos que son sustituciones conservativas de unos por otros:

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

2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E);
3) Asparagina (N), Glutamina (Q);
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4) Arginina (R), Lisina (K);
5) Isoleucina (1); Leucina (L); Metionina (M), Valina (V); y
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W)-

Las frases “aislado” o “biolégicamente puro” aluden a un material que esta sustancial o esencialmente exento de
componentes que le acompafian normalmente cuando se encuentra en su estado nativo. Asi pues, los péptidos
descritos en la presente memoria no contienen materiales asociados normalmente con su medio ambiente in situ,
Tipicamente, los péptidos inmundégenos aislados, descritos en la presente memoria son, al menos
aproximadamente, 80% puros, habitualmente al menos aproximadamente 90%, y, preferiblemente, al menos
aproximadamente 95%, medido mediante la intensidad de las bandas en un gel tefiido con plata.

La pureza o la homogeneidad proteinica puede venir indicada por diversos métodos bien conocidos en la técnica,
tales como electroforesis en gel de poliacrilamida de una muestra de proteina, seguido de visualizacién por tincién.
Para ciertos fines puede necesitarse alta resolucion y utilizarse HPLC o medios similares de purificacion-

Cuando los péptidos inmundgenos tienen una longitud relativamente corta (a saber, menos de 50 aminoacidos
aproximadamente), con frecuencia son sintetizados usando técnicas estandar de sintesis quimica de péptidos.

La sintesis en fase sdlida en la que el aminoacido del extremo C-terminal de la secuencia es unido a un soporte
insoluble, seguido de la adicién secuencial de los aminoacidos restantes de la secuencia, es un método preferido de
la sintesis quimica de los péptidos inmunogenos descritos en la presente memoria. Procedimientos de sintesis en
fase sdlida son conocidas por los expertos en la técnica.

Alternativamente, los péptidos inmundgenos descritos en la presente memoria son sintetizados empleando
metodologia de los acidos nucleicos recombinantes. Generalmente, ésta implica crear una secuencia de acidos
nucleicos que codifique el péptido, colocar el acido nucleico en una casete de expresioén bajo el control de un
promotor particular, expresar el péptido en un hospedador, aislar el péptido o polipéptido expresado y, si se requiere,
renaturalizar el péptido. Técnicas suficientes para guiar a un experto a través de tales procedimientos operatorios, se
encuentran en la bibliografia.

Una vez expresados, los péptidos recombinantes pueden ser purificados segun procedimientos operatorios
estandar, que incluyen precipitacion con sulfato amoénico, columnas de afinidad, cromatografia en columna,
electroforesis en gel, y similares. Se prefieren composiciones sustancialmente puras de aproximadamente 50% a
95% de homogeneidad, y las mas preferidas para usar como agentes terapéuticos son las de 80% a 95% de
homogeneidad o mayor.

Los expertos en la técnica podran reconocer que después de sintesis quimica, expresion bioldgica o purificacién, los
péptidos inmundgenos pueden poseer una conformacion sustancialmente diferente de las conformaciones nativas
de los péptidos constituyentes. En este caso, es necesario frecuentemente desnaturalizar y reducir el péptido
antiproliferativo y hacer después que el péptido se repliegue a la conformacion preferida. Métodos de reduccion y
desnaturalizacion de proteinas y de induccion de repliegue, son bien conocidos por los expertos en la técnica.

La antigenicidad de la proteina purificada puede confirmarse, por ejemplo, por demostracion de reaccion con suero
inmune, o con antisueros producidos contra la propia proteina.

Los términos “un” “una” y “el o la” como se emplea en esta memoria, se definen para significara “uno(a) o mas” e
incluyen el plural a menos que el contexto sea inapropiado,

Los términos “deteccion” o “detectado” como se emplea en esta memoria, significan usar técnicas conocidas para la
deteccion de moléculas bioldgicas, tales como métodos inmunoquimicos o histolégicos y aluden a determinar
cualitativa o cuantitativamente la presencia o concentracion de la biomolécula investigada.

Por “aislada” se entiende una molécula bioldgica libre de al menos alguno de los componentes con los que se
presenta naturalmente.

El término “anticuerpo” o “anticuerpos” como se emplea en esta memoria, es un término reconocido en la técnica y
se entiende que se refiere a moléculas o fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos conocidos,
particularmente a moléculas de inmunoglobulinas y a partes inmunolégicamente activas de moléculas de
inmunoglobulinas, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién que fija especificamente un antigeno. La
inmunoglobulina segun la invencion puede ser de cualquier tipo (IgG, IgM, IgD, IgE, IgA e IgY) o clase (IgG1, 19G2,
1gG3, 1gG4, IgA1 e IgA2) o subclases de molécula de inmunoglobulina.

Se entiende que “anticuerpos” dentro del alcance de la presente invencion, incluye anticuerpos monoclonales, y
anticuerpos policlonales, quiméricos, monocatenarios, biespecificos, simianizados, humanos y humanizados, asi
como fragmentos activos de los mismos. Ejemplos de fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos
conocidos incluyen los fragmentos Fab y F(ab’)., con inclusion de los productos de una biblioteca de expresion de
inmunoglobulinas de Fab y fragmentos de union a epitopos de cualquiera de los anticuerpos y fragmentos
anteriormente citados.
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Estos fragmentos activos pueden derivarse de un anticuerpo de la presente invencion mediante diversas técnicas.
Por ejemplo, anticuerpos monoclonales purificados pueden ser escindidos con una enzima, tal como pepsina, y
sometidos a filtracién en gel o HPLC. La fraccidn apropiada que contiene fragmentos Fab puede recogerse después
y concentrarse mediante filtracién por membrana y métodos similares. Para una descripcion adicional de técnicas
generales para el aislamiento de fragmentos activos de anticuerpos véanse, por ejemplo, las publicaciones de Khaw,
B. A. et al., J. Nucl. Med. 23:1011-1019 (1982) y de Rousseaux et al., Methods Enzymology, 121:663-69, Academic
Press, 1986.

Un “anticuerpo humanizado” se refiere a un tipo de anticuerpo construido que tiene sus CDRs derivados de una
inmunoglobulina de un donante no humano, habiéndose derivado las partes restantes de la molécula de
inmunoglobulina, de una (0o mas) inmunoglobulina(s) humanas. Ademas, los restos del entramado de soporte
pueden alterarse para preservar la afinidad de union. Métodos de obtencion de “anticuerpos humanizados” son bien
conocidos por los expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, las publicaciones de Queen et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 86:10029-10032 (1989) y de Hodgson et al., Bio/Technology, 9:421 (1991)).

Un “anticuerpo humanizado” puede obtenerse también, mediante un nuevo enfoque de ingenieria genética que
posibilita la produccién de anticuerpos monoclonales similares a los humanos, madurados por afinidad, en animales
grandes tales como, por ejemplo, conejos (http//www.rctech.con/bioventures/therapeutic.php).

La expresion “anticuerpo monoclonal” también esta bien reconocida en la técnica y hace referencia a un anticuerpo
que es producido en masa en el laboratorio a partir de un Unico clon y que reconoce solamente un antigeno. Los
anticuerpos monoclonales se obtienen tipicamente fusionando una célula B que produce anticuerpos, de vida
normalmente corta, con una célula de crecimiento rapido tal como una célula cancerosa (a la que hace referencia a
veces como una célula “inmortal”). La célula hibrida que resulta, o hibridoma, se multiplica rapidamente creando un
clon que produce grandes cantidades del anticuerpo.

“Anticuerpo funcionalmente equivalente” se entiende dentro del alcance de la presente invencion que se refiere a un
anticuerpo que comparte sustancialmente, al menos una propiedad funcional principal con uno de los anticuerpos
anteriormente citados y descritos en esta memoria, que comprende: especificidad de unién a la proteina B-amiloide,
particularmente a la proteina ABi42, Yy mas particularmente a la region epitopica 4-16 de la proteina AB1.2,
inmunorreactividad in vitro, inhibicién de la agregacién de los monémeros de AB+.42 en fibrillas poliméricas de alta
magnitud molecular y/o desagregacion de las fibrillas poliméricas de Ap1.42 formadas previamente, y/o la propiedad
de romper estructuras B-laminares y aliviar los efectos de patologias asociadas con la amiloidosis, un grupo de
enfermedades y patologias asociadas con la formacion de placas amiloides que incluye la amiloidosis secundaria y
la amiloidosis relacionada con la edad que incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la
Enfermedad de Alzheimer (AD), e incluyen enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad
de la memoria cognitiva tales como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy,
el sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo Parkinson-
Demencia (Enfermedad de Guam), asi como otras enfermedades que estan basadas o asociadas con proteinas
semejantes a amiloides tales como la pardlisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de
Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotréfica
(ALS), la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y otras con
inclusion de la degeneracién macular, cuando se administra profilactica o terapéuticamente. Los anticuerpos
pueden ser de cualquier clase tal como IgG, IgM o IgA, etc. o de cualquier subclase tal como 1gG1, 1gG2a, etc., y
otras subclases mencionadas anteriormente en esta memoria o conocidas en la técnica..

Aun mas. los anticuerpos pueden ser producidos por cualquier método tal como exposicion de fago, o producidos en
algun organismo o linea celular, que incluyen células de bacterias, insectos, mamiferos u otro tipo de célula o linea
celular que produzca anticuerpos con las caracteristicas deseadas, tales como anticuerpos humanizados. Los
anticuerpos pueden ser formados también combinando una parte Fab y una region Fc procedentes de especies
diferentes.

El término “antigeno” se refiere a una entidad o fragmento de la misma que puede inducir una respuesta inmunitaria
en un organismo, particularmente un animal, mas particularmente un mamifero con inclusiéon de un ser humano. El
término incluye inmundgenos y regiones responsables de antigenicidad o determinantes antigénicos.

Como se emplea en esta memoria, el término “soluble” significa disuelto parcial o totalmente en una solucion
acuosa.

También como se emplea en esta memoria, el término “inmunégeno” se refiere a sustancias que provocan o
intensifican la produccién de anticuerpos, células T y otras células inmunitarias reactivas dirigidas contra un agente
inmundégeno y que contribuyen a una respuesta inmunitaria en seres humanos o en animales.

Ocurre una respuesta inmunitaria cuando un individuo produce suficientes anticuerpos, células T y otras células
inmunitarias reactivas contra composiciones inmundgenas de la presente invenciéon administradas para moderar o
aliviar la patologia que ha de tratarse.
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El término "hibridoma” esta reconocido en la técnica y se entiende por los expertos en la técnica que se refiere a una
células producida por la fusion de una célula productora de anticuerpos y una célula inmortal, por ejemplo, una
célula de mieloma multiple. Esta célula hibrida es capaz de producir un suministro continuo de anticuerpos. Véase la
definicion de “anticuerpo monoclonal” anterior y los Ejemplos que figuran mas adelante para una descripcion mas
detallada del método de fusion.

El término “soporte” como se emplea en esta memoria, significa una estructura en la que un péptido antigénico o una
construccién supramolecular pueden incorporarse o asociarse, presentando o exponiendo con ello péptidos
antigénicos o parte del péptido, al sistema inmunitarios de un ser humano o un animal. Cualquier particula que
pueda emplearse adecuadamente en terapia humana o animal, tal como, por ejemplo, una vesicula, una particula o
un cuerpo en particulas puede utilizarse como un soporte dentro del contexto de la presente invencion.

El término “soporte” comprende, ademas, métodos de distribucion en donde composiciones de construcciones
antigénicas supramoleculares que comprenden el péptido antigénico, pueden ser transportadas a sitios deseados
mediante mecanismos de distribucion. Un ejemplo de un sistema de distribucion tal utiliza metales coloidales tales
como oro coloidal.

Proteinas transportadoras que pueden emplearse en las composiciones de construcciones antigénicas
supramoleculares como se describe en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a proteina de unién a
maltosa “MBP”, albumina de suero bovino “BSA”, hemocianina de lapa californiana “KLH”, ovoalbumina, flagelina,
tiroglobulina, seroalbumina de algunas especies, gamma globulinas de alguna especies, células singeneicas que
llevan antigenos la, y polimeros de D-. y/o L-aminoacidos.

En la construccion antigénica supramolecular como se describe en la presente memoria, el liposoma puede tener
una doble funcién ya que puede ser empleado como un soporte que comprende la construccién supramolecular
como se ja descrito anteriormente en la presente memoria, y al mismo tiempo, puede funcionar como un adyuvante
para aumentar o estimular la respuesta inmunitaria dentro del animal o ser humano elegido como diana, que ha de
ser tratado con la vacuna terapéutica. Ha de entenderse también que las composiciones de construcciones
antigénicas supramoleculares de la presente invencion pueden comprender, ademas, adyuvantes adicionales que
incluyen, pero no se limitan a hemocianina de lapa californiana (KLH), albumina de suero bovino (BSA) y otros
adyuvantes tales como, por ejemplo, lipido A. alumbre, fosfato calcico e interleuquina 1, y/o microcapsulas de
polisacaridos y proteinas, pero particularmente un lipido A destoxificado. tal como lipido A monofosforilado o
difosforilado, o alumbre, agentes conservantes adicionales, diluyentes, emulsionantes, estabilizantes y otros
componentes que son conocidos y que se emplean en vacunas de la técnica anterior. Ademas, puede emplearse en
la composicién de la presente invencién cualquier sistema de adyuvante conocido en la técnica. Tales adyuvantes
incluyen, pero no se limitan a adyuvante incompleto de Freund, adyuvante completo de Freund, manano acetilado
ligado a p-(1,4) polidispersado (“Acemannan”), TITERMAX® (adyuvantes de copolimeros de polioxietileno-
polioxipropileno, de Cytrx Corporation), adyuvantes lipidicos modificados, de Chiron Composition, adyuvantes de
derivados de saponina, de Cambridge Biotech, Bordetella pertussis muerta, el lipopolisacarido (LPS) de bacterias
gram-negativas, aniones poliméricos grandes tales como sulfato de dextrano, y geles inorganicos tales como
alumbre, hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio.

AuUn mas, la expresién “cantidad eficaz” alude a la cantidad de composicion antigénica/inmundgena que, cuando se
administra a un ser humano o un animal, provoca una respuesta inmunitaria. La cantidad eficaz se determina
facilmente por los expertos en la técnica siguiendo procedimientos operatorios rutinarios.

La expresion “construccién antigénica supramolecular” hace referencia a una construccion antigénica segun la
presente invencion y como se describe anteriormente en la presente memoria. En particular, “construccion
antigénica supramolecular” alude a una construccion antigénica que comprende un antigeno de un péptido Af segun
la invencion y como se describe anteriormente en la presente memoria, especificamente un fragmento de un péptido
ApB que procede de la parte N-terminal del péptido AB, pero particularmente un fragmento de un péptido AB que
consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-
16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-
15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-15(A10); 1-15(A12), 15(A13) y 15(A14), en particular un
antigeno del péptido APB1.16a15, mMas particularmente un antigeno del péptido ABi-1ea14) O AP1-16(a13), aln mas
particularmente un antigeno del péptido AB1.14, especificamente un antigeno del péptido AB+.15, pero especialmente
un fragmento de un péptido AB que consiste en los restos de aminoacidos 1-15 segun indica la secuencia SEQ ID
NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO:3, cuyo péptido antigénico se presenta unido o incorporado
o reconstituido en un soporte tal como, por ejemplo, una vesicula, un cuerpo en particulas o una molécula, pero,
particularmente, un liposoma. Mas particularmente, el péptido antigénico segun la invencion estd modificado por un
resto lipofilo o hidréfobo que facilita la insercidn en la bicapa lipidica de soporte/adyuvante inmunitario del liposoma,
en particular por un resto lipofilo o hidréfobo que incluye, pero no se limita a un acido graso, un triglicérido o un
fosfolipido, pero especialmente un acido graso, un ftriglicérido o un fosfolipido, en donde la cadena principal
carbonada del acido graso tiene al menos 10 atomos de carbono que actia como anclaje del péptido en la bicapa
del liposoma y posee una dimension que conduce a que el péptido se sitle y estabilice en proximidad estrecha con
la superficie del liposoma.
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Por ejemplo, las composiciones de las construcciones antigénicas supramoleculares como se describe en la
presente memoria, pueden ser administradas por via parenteral, pero particularmente por via intraperitoneal,
intravenosa, subcutanea e intramuscular, en un intervalo de, aproximadamente, 1,0 ug a 10,0 mg por paciente, aun
cuando no se pretende que este intervalo esté limitando. La cantidad real de la composicion requerida para inducir
una respuesta inmunitaria puede variar para cada paciente individual dependiendo de la inmunogenicidad de la
composicién administrada y de la respuesta inmunitaria del individuo. Por consiguiente, la cantidad especifica
administrada a un individuo sera determinada por experimentacion rutinaria y basada en el entrenamiento y en la
experiencia del experto en la técnica.

Las construcciones antigénicas supramoleculares como se describe en la presente memoria, pueden utilizarse para
preparar una composicién de vacuna para inducir una respuesta inmunitaria en un organismo, en particular un
animal o un ser humano, para prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y
patologias asociadas con la formacion de placas amiloides que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis
relacionada con la edad, e incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la Enfermedad de
Alzheimer (AD), que incluyen enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria
cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de
Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de Parkinson-Demencia
(Enfermedad de Guam), asi como otras enfermedades que estédn basadas o asociadas con proteinas semejantes a
amiloides tales como la paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob,
la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotrofica (ALS), la diabetes de
comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y otras con inclusion de la
degeneracion macular, pero particularmente una enfermedad o condicion caracterizada por pérdida de capacidad de
la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI).

Ademas, se describe en la presente memoria un método para prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis,
un grupo de enfermedades y patologias asociadas con la formacién de placas amiloides que incluye la amiloidosis
secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad que incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas tales
como la Enfermedad de Alzheimer (AD), e incluyen enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de
capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos
de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de
Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), asi como otras enfermedades que estan basadas o asociadas con
proteinas semejantes a amiloides tales como la pardlisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la
enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral
amiotréfica (ALS), la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y
otras con inclusién de la degeneracion macular, pero particularmente una enfermedad o condicidn caracterizada por
pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), por
administracion de una construccion antigénica supramolecular segun la presente invencion, pero particularmente
una composicion de vacuna que comprende una construccion antigénica supramolecular tal segun la invencién, a un
animal, particularmente un mamifero o un ser humano, aquejado por un patologia tal y, por tanto, necesitado de tal
tratamiento.

En particular, se describe un método de preparacion de una composicion de vacuna para inducir una respuesta
inmunitaria en un organismo, en particular un animal o un ser humano aquejado por una patologia, enfermedad o
condicion tal y, por tanto, necesitado de tratamiento, para prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, un
grupo de enfermedades y patologias asociadas con la formaciéon de placas amiloides que incluye la amiloidosis
secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad que incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas tales
como la Enfermedad de Alzheimer (AD), e incluyen enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de
capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos
de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de
Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), asi como otras enfermedades que estan basadas o asociadas con
proteinas semejantes a amiloides tales como la pardlisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la
enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral
amiotroéfica (ALS), la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y
otras con inclusion de la degeneracion macular, pero particularmente una enfermedad o una condicién caracterizada
por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI).

Todavia, en un aspecto adicional se describe, por tanto, un método de preparacion de una composicidon para
prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias asociadas con la
formacion de placas amiloides que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, que
incluyen, pero no se limitan a patologias neuroldgicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD), que incluyen
enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal como, por
ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), asi
como otras enfermedades que estan basadas o asociadas con proteinas semejantes a amiloides tales como la
paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de
Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS), la diabetes de comienzo en la
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edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos, y otras con inclusién de la degeneracion macular,
pero particularmente una enfermedad o una condiciéon caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria
cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), que comprende formular un anticuerpo como se
describe en la presente memoria, en una forma farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto se describe el uso de una presentaciéon de un antigeno, que redunda en la exposicién y estabilizacion
intensificadas de una conformacién preferida del antigeno, que en ultimo lugar conduce a una respuesta inmunitaria
altamente especifica y da por resultado la generacion de anticuerpos con propiedades Unicas.

En otro aspecto se describe una composicion inmundégena que comprende una construccion antigénica
supramolecular que comprende un antigeno de un péptido B-amiloide como se describe anteriormente en la
presente memoria, representativo de la parte N-terminal del péptido B-amiloide, cuyo péptido antigénico esta
modificado de tal modo que es capaz de mantener y estabilizar una conformacion definida del antigeno,
particularmente una conformacion que esta caracterizada por una proporcion equilibrada de porciones arrolladas
aleatoriamente, o-helicoidales y B-laminares. Esta conformacion definida conduce a la induccion de una fuerte
respuesta inmunitaria y altamente especifica por introduccion en un animal o un ser humano.

Un modo de conseguir la formacion y estabilizacion de la conformacion deseada del péptido antigénico es mediante
presentacion del péptido antigénico unido, incorporado o reconstituido, parcial o totalmente, en un soporte tal como,
por ejemplo, una vesicula, un cuerpo en particulas o una molécula o cualquier otro medio que pueda servir
adecuadamente como soporte/adyuvante del péptido antigénico. El péptido antigénico se une, o incorpora o
reconstituye en el soporte por medio de interacciones débiles tales como, por ejemplo, fuerzas de van der Waals,
interaccion hidrofébica o electrostatica, o una combinacion de dos o mas de dichas interacciones, de tal modo que el
péptido es presentado con una conformacion especifica que es mantenida y estabilizada por restriccion de dicho
péptido antigénico en su libertad tridimensional de movimiento, por lo que se evitan o restringen en gran medida los
cambios de conformacion.

Cuando una vesicula, una particula o un cuerpo en particulas se usa como soporte/adyuvante tal como, por ejemplo,
un liposoma, la composicién del péptido antigénico puede escogerse de modo que su carga neta global sea idéntica
a la de la superficie del soporte/adyuvante a la que esta unido el péptido. Fuerzas electrostaticas de repulsion, que
son eficaces, entre la superficie del soporte/adyuvante y el péptido antigénico, cargadas negativamente, pero
particularmente la superficie de soporte cargada idénticamente y los restos de aminoacidos que constituyen el
péptido antigénico mas particularmente la superficie de soporte cargada idénticamente y los restos de aminoacidos
cargados idénticamente comprendidos en el péptido antigénico, pueden conducir a que el péptido antigénico tome
una conformacion definida, altamente especifica y estabilizada que garantiza una elevada actividad biolégica. Como
resultado, el péptido antigénico es expuesto y presentado en una conformacién que es altamente activa desde el
punto de vista biolégico ya que permite que el sistema inmunitario del organismo diana interaccione libremente con
los determinantes antigénicos contenidos en la construccion antigénica en la conformacion bioldgicamente activa, lo
que lleva a una fuerte respuesta inmunitaria, especifica de la conformacion, que da por resultado, por ejemplo, un
alto titulo de anticuerpos en el organismo diana.

Mediante la coordinacion cuidadosa de las cargas netas globales del péptido antigénico, por una parte, y del soporte
al que el péptido llega a quedar unido, incorporado o reconstituido, por otra, el péptido antigénico es presentado
sobre la superficie del soporte o en estrecha proximidad con ella, en una conformaciéon que esta inducida y
estabilizada mediante fuerzas electrostaticas de repulsion que son eficaces, entre la superficie del soporte y el
péptido antigénico cargados idénticamente, pero particularmente la superficie del soporte y los restos de
aminoacidos que constituyen el péptido antigénico idénticamente cargados, y mas particularmente la superficie del
soporte y los restos de aminoacidos que comprenden el péptido antigénico idénticamente cargados. Esto da por
resultado una presentacion de la construccién antigénica tal e es accesible libremente a la maquinaria inmunitaria de
defensa del organismo diana vy, por tanto, es capaz de inducir una fuerte respuesta inmunogénica y altamente
especifica por administracion a un animal o0 a un ser humano. La respuesta inmunogénica puede aumentarse
adicionalmente usando un liposoma como soporte, cuyo liposoma puede funcionar como adyuvante para aumentar o
estimular la respuesta inmunitaria dentro del animal o ser humano diana que ha de tratarse con la vacuna
terapéutica como se describe en la presente memoria. Opcionalmente, el liposoma puede contener, ademas, otro
adyuvante tal como, por ejemplo, lipido A, alumbre, fosfato calcico, interleuquina 1, y/o microcapsulas de
polisacaridos y proteinas, pero particularmente un lipido A destoxificado, tal como lipido A monofosforilado o
difosforilado, o alumbre.

En un aspecto especifico se describe en la presente memoria un péptido antigénico, particularmente un péptido
antigénico cuya carga neta global es negativa, que se emplea reconstituido en un liposoma, particularmente un
liposoma cuyos constituyentes se escogen de tal modo que la carga neta global del grupo principal del liposoma sea
negativa. En particular el liposoma esta compuesto de constituyentes seleccionados del grupo que consiste en
dimiristoil fosfatidil colina (DMPC), dimiristoil fosfatidil etanolamina (DMPEA), dimiristoil fosfatidil glicerina (DMPG) y
colesterol y, opcionalmente, contiene, ademas, lipido A monofosforilado o cualquier otro adyuvante que pueda
emplearse adecuadamente tal como, por ejemplo, alumbre, fosfato calcico, interleuquina 1 y/o microcapsulas de
polisacéridos y proteinas.
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En otro aspecto especifico, se describe un antigeno de un péptido modificado, como se describe anteriormente en la
presente memoria, enlazado covalentemente a una molécula de anclaje que es capaz de insercion en el
soporte/adyuvante fijando con ello el péptido al soporte/adyuvante y presentandole sobre la superficie de una
molécula del soporte/adyuvante o en estrecha proximidad con ella, por lo que las fuerzas electrostaticas pueden
llegar se ser eficaces, como se describe anteriormente en la presente memoria,

Cuando se utilizan liposomas como soporte/adyuvante, la construcciéon de péptido antigénico tiene, en general, una
cola hidrofébica que se inserta en la membrana del liposoma a medida que se forma.

Adicionalmente, los péptidos antigénicos pueden ser modificados para que contengan una cola hidrofébica para que
puedan ser insertados en el liposoma.

Las construcciones antigénicas supramoleculares como se describe en la presente memoria comprenden,
generalmente, péptidos modificados para intensificar el efecto antigénico, en donde tales péptidos pueden ser
modificados mediante pegilacién (usando polietilenglicol o polietilenglicol modificado) o modificado por otros
métodos tales como por acido palmitico, como se describe anteriormente en la presente memoria, poliaminoacidos
(p.€j. poliglicina, polihistidina), polisacaridos (p.ej. acido poligalacturénico acido polilactico, poliglicolida, quitina,
quitosan), polimeros sintéticos (poliamidas, poliuretanos, poliésteres) o copolimeros (p.ej. poli(acido metacrilico) y
N-(2-hidroxil)propil metacrilamida) y similares.

En un aspecto especifico, se describen péptidos antigénicos como se describe anteriormente en la presente
memoria, que estan modificados para que contengan una cola hidrofébica de modo que dichos péptidos puedan ser
insertados en el liposoma. En particular, el péptido B-amiloide puede ser modificado por un resto lipdfilo o hidréfobo
que facilita la insercion en la bicapa lipidica del soporte/adyuvante. Los restos lipdfilos o hidréfobos como se
describe en la presente memoria, pueden ser acidos grasos, triglicéridos y fosfolipidos, particularmente acidos
grasos, triglicéridos y fosfolipidos, en los que la cadena principal carbonada del acido graso tiene al menos 10
atomos de carbono, particularmente restos lipéfilos que tienen &cidos grasos con una cadena principal carbonada de
al menos, aproximadamente, 14 atomos de carbono y hasta aproximadamente 24 atomos de carbono, mas
particularmente restos hidréfobos que tienen una cadena principal carbonada de al menos 14 atomos de carbono.
Los ejemplos de restos hidréfobos incluyen, pero no se limitan a acido palmitico, acido estearico, acido miristico,
acido laurico, acido oleico, acido linoleico, acido linolénico y colesterol o DSPE. En un aspecto especifico el resto
hidréfobo es el acido palmitico.

La palmitoilacion, al tiempo que proporciona un anclaje para el péptido en la bicapa del liposoma, debido a la
longitud relativamente reducida del resto de acido graso de C1e.0, conduce al péptido a estar presentado expuesto
sobre la superficie del liposoma o en estrecha proximidad con ella. Por consiguiente, las células que procesan el
antigeno tendran que captar el liposoma con el péptido, entero.

En otro aspecto, se emplea PEG para la preparacion de una construccién supramolecular en donde el término de
PEG libre esta enlazados covalentemente con una moléculas de fosfatidiletanolamina (donde el acido graso puede
ser miristico, palmitico, estearico, oleico, etc., o combinaciones de los mismos). Esta estructura supramolecular
puede ser reconstituida en liposomas que consisten en fosfolipidos y colesterol (fosfatidiletanolamina,
fosfatidilglicerina, colesterol) en diversas proporciones molares. Pueden emplearse otros fosfolipidos. Se emplea el
lipido A en una concentracion de aproximadamente 40 pg/pmol de fosfolipido.

Todavia en otro aspecto se describen en la presente memoria composiciones de vacuna que comprenden
construcciones antigénicas supramoleculares que comprenden un péptido antigénico como se describe
anteriormente en la presente memoria, cuyo péptido estd modificado a fin de intensificar el efecto antigénico, en
donde tal péptido, particularmente un fragmento de un péptido Ap que procede de la parte N-terminal del péptido AB,
pero particularmente un fragmento de un péptido AB que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo
que consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9),
1-16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-
15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), un antigeno del péptido ABi.16(a15, Mas particularmente un antigeno del
péptido AB1-16(a14) O AP1-16(a13), @aun mas particularmente un antigeno del péptido AB1.14, especificamente un antigeno
del péptido AB1-15, pero especialmente un fragmento de un péptido AP que consiste en restos de aminoacidos 1-15
segun indica la secuencia SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO:3, modificado por medio
de pegilaciéon (empleando polietilenglicol o polietilenglicol modificado) o modificado por otros métodos tales como por
poliaminoacidos (p.ej. poliglicina, polihistidina), polisacaridos (p.ej acido poligalacturénico, acido polilactico, quitina,
quitosan) polimeros sintéticos (poliamidas, poliuretanos, poliésteres) o copolimeros (poli(acido metacrilico)) y N-(2-
hidroxi)propil metacrilamida) y similares.

En otro aspecto, el antigeno de un péptido B-amiloide como se describe anteriormente en la presente memoria, es
un fragmento de un péptido AB palmitoilado que procede de la parte N-terminal del péptido AB, pero particularmente
un fragmento de un péptido Ap palmitoilado que consiste en restos de aminoacidos seleccionados del grupo que
consiste en 1-15, 2-15, 3-15, 1-14, 2-14, 1-13; 1-16(A2), 1-16(A4), 1-16(A5), 1-16(A6), 1-16(A8), 1-16(A9), 1-
16(A10), 1-16(A12), 16(A13), 16(A14), 1-16(A15), 1-15(A2), 1-15(A4), 1-15(A5), 1-15(A6), 1-15(A8), 1-15(A9), 1-
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15(A10); 1-15(A12), 15(A13), 15(A14), particularmente un antigeno del péptido Afi.1ea15) palmitoilado, mas
particularmente un antigeno del péptido AB1.16(a14) 0 AB1-16(a13) palmitoilado, aun mas particularmente un antigeno del
péptido AB1.14 palmitoilado, especificamente un antigeno del péptido Ap+.15 palmitoilado pero especialmente un
fragmento de un péptido Ap palmitoilado que consiste en restos de aminoacidos 1-15 segun indica la secuencia
SEQ ID NO: 1, y 1-16(A14) como indica la secuencia SEQ ID NO:3, modificados por restos palmitoilo enlazados
covalentemente en cada extremo del péptido, resultando entre 2 y 4, particularmente 4 restos reconstituidos en un
liposoma. Esta construccion antigénica palmitoilada puede emplearse para el tratamiento de una amiloidosis, un
grupo de enfermedades y patologias asociadas con la formacion de placas amiloides, que incluye la amiloidosis
secundaria , y con objeto de aliviar los sintomas asociados con la enfermedad o restaurar una condiciéon encontrada
en individuos sanos que no estan afectados por la enfermedad.

Adicionalmente, las construcciones antigénicas supramoleculares como se describe en la presente memoria,
comprenden una secuencia de un péptido antigénico como se describe anteriormente en la presente memoria,
enlazada covalentemente a lisina pegilada al menos una en cada extremo terminal pero particularmente 1 6 2 en
cada término. La longitud de la cadena de PEG (polietilenglicol) puede variar desde n = 8 a n = 150.000 o mas,
particularmente desde n = 10 hasta n = 80.000, mas particularmente desde n = 10 hasta n = 10.000. En un aspecto
especifico, la longitud de la cadena de PEG es no mas que n = 45, particularmente entre n = 5 y n = 40, mas
particularmente entre n = 10 y n = 30, y todavia mas particularmente, n = 10.

Los liposomas que pueden emplearse en las composiciones como se describe la presente memoria, incluyen los
conocidos por los expertos en la técnica. Puede emplearse cualquiera de los lipidos estandar utiles para preparar
liposomas. Liposomas estandar, bicapas y multicapas pueden ser empleados para preparar composiciones de la
presente invencién. Si bien puede emplearse cualquier método de preparaciéon de liposomas conocido por los
expertos en la técnica, los liposomas mas preferidos se preparan segun el método de Alving et al., Infect Immun.
60:2438-2444, 1992, incorporado en esta memoria por referencia. El liposoma puede contener, opcionalmente, un
adyuvante o un inmunomodulador o ambos. Un inmunomodulador preferido es el lipido A, particularmente un lipido
A destoxificado tal como, por ejemplo, lipido A monofosforilado o difosforilado.

El liposoma puede ejercer una doble funciéon ya que puede ser empleado como un soporte que comprende la
construcciéon supramolecular como se describe anteriormente en la presente memoria, y al mismo tiempo actuar
como adyuvante para aumentar o estimular la respuesta inmunitaria dentro del animal o ser humano que ha de ser
tratado con la vacuna terapéutica como se describe en la presente memoria. Opcionalmente, el liposoma puede
contener, ademas, un adyuvante adicional y/u otro inmunomodulador, o ambos, tal como, por ejemplo, lipido A,
alumbre, fosfato calcico, interleuquina 1, y/o microcépsulas de polisacaridos y proteinas, pero particularmente un
lipido A, mas particularmente un lipido A destoxificado, tal como lipido A monofosforilado o difosforilado, o alumbre.

En particular, la amiloidosis relacionada con la edad. que incluye patologias neurolégicas tales como la Enfermedad
de Alzheimer (AD), e incluye enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria
cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de
Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de Parkinson-Demencia
(Enfermedad de Guam), asi como otras enfermedades que estan basadas o asociadas con proteinas semejantes a
amiloides tales como la pardlisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob,
la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotrofica (ALS), la diabetes de
comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos y otras, con inclusién de la
degeneracion macular, pero particularmente una enfermedad o una condicién caracterizada por pérdida de
capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), se trata administrando
una construccion antigénica supramolecular como se describe en la presente memoria, pero particularmente una
composicién de vacuna que comprende una construccidon antigénica supramolecular tal como se describe en la
presente memoria, a un animal, particularmente un mamifero o un ser humano aquejado por una patologia tal y por
tanto, necesitado de tal tratamiento, pero especialmente la Enfermedad de Alzheimer, cuya manifestacion
sintomatica es puesta de evidencia por ligera falta de memoria hasta una pérdida total de la memoria.

La composicion como se describe en la presente memoria, que comprende una construccion antigénica
supramolecular como se describe anteriormente en la presente memoria, puede prepararse en forma de una
solucion liquida o de una suspension inyectable, o también en un forma sélida adecuada para solubilizar antes de la
inyeccion, en el contexto de, por ejemplo, un kit para hacer uso de la presente composicidon, como se describe mas
adelante.

La composicion como se describe en la presente memoria, que comprende una construccién antigénica
supramolecular, se administra a una ser humano o a un animal que padece una enfermedad asociada a amiloide
para inducir una respuesta inmunitaria en dicho ser humano o dicho animal para aliviar los sintomas asociados con
la enfermedad o para restaurar la condiciéon encontrada en individuos sanos que no estan afectados por la
enfermedad.

Las composiciones como se describe en la presente memoria, pueden administrarse a un ser humano o a un animal
por cualquier via de administracién estandar adecuada. En general, la composicién puede administrada por via
tépica, oral, rectal, nasal o parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea o intramuscular). Ademas, la
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composicion puede incorporarse en matrices de cesion prolongada tales como polimeros biodegradables,
implantandose los polimeros en la proximidad del sitio en que se desea la aplicacion, por ejemplo, en el sitio de un
tumor. EI método incluye la administracién de una sola dosis, la administracion de dosis repetidas en intervalos de
tiempo predeterminados, y la administracion prolongada durante un periodo de tiempo predeterminado

En particular, la composicién de péptido antigénico como se describe en la presente memoria, puede ser
administrada mediante inyeccion parenteral, particularmente por via intraperitoneal, intravenosa, subcutanea e
intramuscular.

La dosificaciéon de la composicion dependera de la condicion que esta siendo tratada, de la composicién particular
empleada y de otros factores clinicos tales como el peso, el tamafio y el estado del paciente, la superficie corporal,
el compuesto o composicidon particular que ha de administrarse, otros medicamentos que estan siendo
administrados simultdneamente, y la via de administracion.

La composicion de vacuna terapéutica como se describe en la presente memoria, puede ser administrada en
combinacién con otras sustancias biolégicamente activas y otros procedimientos operatorios para el tratamiento de
enfermedades. Las otras sustancias biolégicamente activas pueden formar parte de la misma composicion que
comprende la vacuna terapéutica segun la invencion, en forma de una mezcla, en la que la vacuna terapéutica vy la
otra sustancia bioldgicamente activa se mezclan entre si o con el mismo disolvente y/o excipiente
farmacéuticamente aceptable, o pueden proporcionarse por separado como parte de composiciones separadas, que
pueden facilitarse por separado o juntamente, en forma de un kit de partes.

La composicion de vacuna terapéutica como se describe en la presente memoria, puede ser administrada
simultdneamente con la otra u otras sustancias biolégicamente activas, intermitentemente o sucesivamente. Por
ejemplo, la composiciéon de vacuna terapéutica como se describe en la presente memoria, puede ser administrada
simultdneamente con una primera sustancia biol6gicamente activa, adicional, o sucesivamente después o antes de
administrar la vacuna terapéutica. Si se escoge un plan de aplicacion en el que se administra mas de una sustancia
biolégicamente activa junto con la, al menos una, vacuna terapéutica segun la invencién, los compuestos o
sustancias pueden administrarse en parte simultaneamente y en parte sucesivamente, en diversas combinaciones.

En otro aspecto se proporcionan mezclas de una vacuna terapéutica como se describe en la presente memoria vy,
opcionalmente, una o mas otras sustancias bioldgicamente activas, asi como métodos para utilizar una vacuna
terapéutica como se describe en la presente memoria, o sus mezclas, que incluyen composiciones que comprenden
dicha vacuna terapéutica o mezclas de vacunas terapéuticas para la prevencion y/o el tratamiento terapéutico y/o el
alivio de los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias asociadas con la formacién de placas
amiloides. que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, que incluyen, pero no se
limitan a patologias neuroldgicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD), e incluyen enfermedades o
condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tales como, por ejemplo, el deterioro
cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), asi como otras enfermedades
que estan basadas o asociadas con proteinas semejantes a amiloides tales como la paralisis supranuclear
progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia
relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS), la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis
cardiaca senil, los tumores endocrinos y otras, con inclusion de la degeneracion macular,

Las mezclas como se describe en la presente memoria pueden comprender, ademas de una vacuna terapéutica
como se describe en la presente memoria, una sustancia biolégicamente activa tal como, por ejemplo, compuestos
conocidos utilizados en la medicacion de las amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias asociadas con
proteinas amiloides o semejantes a amiloides tales como la proteina Ap implicada en la Enfermedad de Alzheimer,
que incluye un anticuerpo generado contra a un antigeno de un péptido antigénico, particularmente un anticuerpo
generado contra un antigeno inmundgeno presentado en forma de una construccién antigénica supramolecular, mas
particularmente un anticuerpo segun la presente invencion y como se describe en la presente memoria.

En otro aspecto, la otra sustancia o compuesto biolégicamente activo puede ser también un agente terapéutico que
puede emplearse en el tratamiento de enfermedades y patologias que estan causadas o asociadas con proteinas
amiloides o semejantes a amiloides que incluyen la amiloidosis causada por proteinas p-amiloides, o pueden
emplearse para la medicacion de otras patologias neurolégicas.

La otra sustancia o compuesto biolégicamente activo, puede ejercer su efecto biologico mediante el mismo
mecanismo o un mecanismo similar al de la vacuna terapéutica como se describe en la presente memoria, o
mediante un mecanismo de accion no relacionado, o mediante una multiplicidad de mecanismos de accion
relacionados y/o sin relacionar.

Generalmente, el otro compuesto biolégicamente activo puede incluir intensificadores de la transmision de
neutrones, farmacos psicoterapéuticos, inhibidores de la acetilcolinesterasa, bloqueantes de los canales del calcio,
aminas biogénicas, tranquilizantes del grupo de las benzodiacepinas, intensificadores de la sintesis,
almacenamiento o liberacién de acetilcolina, agonistas de receptores postsinapticos de la acetilcolina, inhibidores de
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la monoaminooxidasa A o B, antagonistas del receptor de N-metil-D-aspartato glutamato, farmacos no esteroideos y
antiinflamatorios, antioxidantes y antagonistas de receptores serotoninérgicos.

En particular, la mezcla como se describe en la presente memoria, puede comprender al menos otro compuesto
biolégicamente activo seleccionado del grupo que consiste en compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos
antiapoptéticos, agentes quelantes metalicos, inhibidores de reparacion del DNA tales como pirencepina y
metabolitos, acido 3-amino-1-propanosulfonico (3APS), 1,3-propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de secretasa,
inhibidores de la B- y y-secretasa, proteinas tau, neurotransmisores, quebrantadores de arrollamientos B-laminares
moléculas antiinflamatorias o inhibidores de la colinesterasa (ChEls) tales como tacrina, rivastigmina, donepezilo, y/o
galantamina y otros farmacos y suplementos nutritivos, junto con una vacuna terapéutica segun la invencion v,
opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente y(o un excipiente, farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto adicional, las mezclas como se describe en la presente memoria, pueden comprender niacina o
memantina junto con una vacuna terapéutica como se describe en la presente memoria y, opcionalmente, un
vehiculo y/o un diluyente y/o un excipiente, farmacéuticamente aceptable.

Todavia en otro aspecto, se describen mezclas que comprenden “antipsicéticos atipicos” tales como, por ejemplo,
clozapina, ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina, para el tratamiento de sintomas psicéticos positivos y
negativos que incluyen alucinaciones, ilusiones, trastornos del pensamiento (manifestados por incoherencia
acusada, descarrilamiento, tangencialidad), y comportamiento extrafio o desorganizado, asi como anhedonia,
afecto aplanado, apatia y aislamiento social, junto con una vacuna terapéutica como se describe en la presente
memoria, y, opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente y(o un excipiente, farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones y mezclas como se describe anteriormente en la presente memoria, comprenden la vacuna y la
sustancia biolégicamente activa, respectivamente, en una cantidad eficaz terapéutica y profilacticamente .

Otros compuestos que pueden emplearse adecuadamente en mezclas, en combinaciéon con la vacuna como se
describe en la presente memoria, por ejemplo, en el documento WO 2004/058258 (véanse en especial las paginas
16 y 17) que incluye dianas terapéuticas de farmacos (paginas 36-39), acidos alcanosulfénicos y acido
alcanolsulfurico (paginas 39-51), inhibidores de la colinesterasa (paginas 51-56) antagonista del receptor de NMDA
(paginas 56-58), estrogenos (paginas 58-59), farmacos no esteroideos antiinflamatorios (paginas 60-61),
antioxidantes (paginas 61-62), agonistas de receptores activados de proliferadores de peroxisoma (PPAR) (paginas
63-67), agentes de disminucion del colesterol (paginas 68-75), inhibidores amiloides (paginas 75-77), inhibidores de
la formacién de amiloides (paginas 77-78), agentes quelantes metalicos (paginas 78-79) antipsicoticos y
antidepresivos (paginas 80-82), suplementos nutricionales (paginas 83-89) y compuestos que aumentan la
disponibilidad de sustancias biolégicamente activas en el cerebro (véanse las paginas 89-93) y profarmacos
(paginas 93 y 94), cuyo documento se incorpora en esta memoria por referencia, pero especialmente los
compuestos terapéuticos citados en las paginas anteriormente indicadas.

Se sabe desde hace largo tiempo que la vacunacion de un hospedador, animal o humano, con una proteina normal
huésped puede conducir al desarrollo de autoanticuerpos dirigidos contra la proteina huésped , y dar por resultado
patologias conocidas colectivamente como patologias autoinmunitarias. Las proteinas A y su proteina precursora
APP son proteinas normales tales. El uso de estas proteinas huésped en una vacunacion posee, por tanto, el
potencial de crear efectos secundarios indeseados. Existe alguna evidencia en la bibliografia de que las proteinas
AB pueden activar una respuesta neuroinflamatoria que puede ser causada parcialmente por una sobreactivacion del
sistema de complemento, que ya esta activado altamente en pacientes aquejados de la Enfermedad de Alzheimer u
otras enfermedades neurodegenerativas.

ApB humana en su conformacion B-laminar es un potente activador del sistema de complemento humano. Se une
fuertemente al extremo de colageno del complemento humano C1q. La sobreactivacion del sistema de complemento
puede dar por resultado que el sistema de defensa natural del hospedador gire y conduzca a la autodestruccion de
células y tejidos con inclusién de neuronas y sus procesos, Por ejemplo, el complejo de ataque de la membrana
(MAC) que forma parte del sistema de defensa natural del hospedador y protege al hospedador contra la invasion de
bacterias y virus insertandose por si mismo en dichas bacterias o virus, por sobreactivacion puede insertarse por si
mismo en células huésped y causar autodestruccion. La sobreactivacion puede llevar, ademas, a la estimulacion de
microglias produciendo compuestos toxicos tales como radicales libres de oxigeno y proteasas perjudiciales.

Por tanto, es un aspecto adicional prevenir los efectos secundarios potenciales tales como las complicaciones
neuroldgicas ocasionadas por la vacunacién de un animal o un ser humano aquejado de una enfermedad
autoinmunitaria, con un autoantigeno, que posee el potencial de estimular aun mas un sistema de complemento ya
sobreactivado. Esto puede conseguirse dentro del alcance de la presente invencion administrando un antigeno de
un péptido AB, particularmente un antigeno de un péptido AB palmitoilado, més particularmente el antigeno del
péptido AP1.16 palmitoilado, pero especialmente el antigeno del péptido AB+.15 palmitoilado (ACI-24, AB1.16) en
combinacién con un inhibidor del complemento.
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Por tanto, es otro aspecto proporcionar una composicion de vacuna que comprende, ademas de un antigeno de un
péptido AB, particularmente el antigeno del péptido AR como se describe anteriormente en la presente memoria, un
inhibidor del sistema de complemento

El inhibidor del complemento puede ser un compuesto seleccionado del grupo que consiste en Receptor 1 del
complemento humano soluble, anti-proteina C5 del complemento humano tal como, por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal humanizado anti C5 o un fragmento monocatenario de un anticuerpo monoclonal humanizado, inhibidor
N de C1-esterasa e inhibidor natural de C1 humana.

Enfasis reciente sobre la relacién de la morbosidad de Ap y la enfermedad cerebral vascular, la conexién entre Ap y
la aterosclerosis, el deterioro cognitivo asociado con angiopatia amiloide, la patologia microvascular cerebral
importante, y el deficiente despeje de AB por medio del latido hematoencefalico en la Enfermedad de Alzheimer,
todos ellos indican que la patologia vascular es una caracteristica importante de una condicién crénica de
neurodegeneracion en la Enfermedad de Alzheimer (Ziokovic, B.: (2005) Trends in Neurosciences 28, 202-208). Por
tanto, la disfuncién neurovascular podria desempefiar un papel principal en la patogénesis de la Enfermedad de
Alzheimer.

Hay una extensa evidencia de una fuerte asociacioén existente entre la decadencia cognitiva en la Enfermedad de
Alzheimer y la patologia cerebrovascular (Torre, de la, J.C.: (2004) Neurol. Res. 26, 517-524, Gorelick, P. B.: (2004)
Stroke 35, 2620-2622). Una densidad microvascular reducida, un numero aumentado de vasos fragmentados, el
cambio acusado de los diametros de los vasos, etc. han sido descritos en la Enfermedad de Alzheimer (Bailey, T.L.
et al., (2004) Neurol. Res. 26, 573-578; Farkas, E., y Lulten, P.G.: (2001) Prof. Neurobiol. 64, 575-611).

Diversos estudios, que incluyen el estudio Rotterdam basado en una gran poblacion (Greenberg, S. M et al., (2004)
Stroke 35, 2616-2619) han indicado que los factores de riesgo vasculares pudieran ser responsables de la
decadencia cognitiva en la edad avanzada, conduciendo a la denominada “demencia vascular”. Varios factores de
riesgo de la Enfermedad de Alzheimer y la demencia vascular se solapan, e incluyen los ataques transitorios de
isquemia, la aterosclerosis, la enfermedad cardiaca, la alta viscosidad del suero, etc.

Ocurre demencia vascular como resultado de dafio al tejido cerebral después de privacion de oxigeno ocasionada
por vasos sanguineos del cerebro estrechados o bloqueados y es la segunda forma mas frecuente de demencia,
Los pacientes sufren frecuentemente tanto Enfermedad de Alzheimer como demencia vascular, ambas. Se estima
que 1,7 millones de personas en la Comunidad Europea y 55.000 personas en Estados Unidos padecen demencia
vascular.

Una terapia que restablezca la presion normal de O en el cerebro, a pesar del deterioro del flujo sanguineo, posee
el potencial de influir significativamente en la evolucion de la Enfermedad de Alzheimer y de reducir
espectacularmente la demencia vascular.

En un aspecto se describe una composicion de vacuna que comprende, ademas de un antigeno de un péptido Ap,
particularmente el antigeno del péptido Ap como se describe anteriormente en la presente memoria, un compuesto
que desencadena una disminucion de la afinidad de la hemoglobina para el O, de modo que el oxigeno se libera y
distribuye seguidamente a los tejidos organicos.

En particular, el compuesto que modula la afinidad de O,/hemoglobina puede ser un compuesto seleccionado del
grupo que consiste en un farmaco antilipidémico tal como, por ejemplo, el acido clofibrico o el bezafibrato, que
incluye los derivados de bezafibrato LR16 y L35, derivados de urea tales como, por ejemplo, el &cido [2-[4-
[[(arilamino)carbonil]l-amino]lfenoxi]]-2-metilpropidnico, un efector alostérico de la hemoglobina tal como, por ejemplo,
el 2,3-difosfoglicerato (DPG) el hexakisfosfato de inositol (IHP), y el fosfato de piridoxal.

Mas particularmente, el compuesto que modula la afinidad de O./hemoglobina puede ser un compuesto que
comprende un ligando aniénico para un sitio alostérico de la hemoglobina, en donde el ligando aniénico comprende
un anillo interno de pirofosfato, junto, opcionalmente, con un catién no téxico.

Aun mas particularmente, el compuesto que modula la afinidad de Oz/hemoglobina es un derivado del inositol
hexafosfato (IHP) que comprende al menos un anillo interno de pirofosfato, junto, opcionalmente, con un catién no
téxico.

Con objeto de captar los efectos beneficiosos ofrecidos por un inhibidor del complemento y un compuesto que
modula la afinidad de Oy/hemoglobina, para aliviar los efectos potencialmente perjudiciales de un sistema de
complemento sobreactivado y de patologias cerebrovasculares, respectivamente, se describe adicionalmente en la
presente memoria una composicion de vacuna en la que estd comprendido un antigeno de un péptido AP,
particularmente el antigeno de un péptido Af descrito anteriormente en la presente memoria, en combinacién con un
inhibidor del sistema de complemento y un compuesto que modula la afinidad de Oz/hemoglobina, particularmente
un efector alostérico de la hemoglobina.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2407429 T3

La composicion de vacuna como se describe en la presente memoria, que comprende un antigeno de un péptido A,
particularmente el antigeno de un péptido AR como se describe anteriormente en, la presente memoria, puede
administrarse simultaneamente, intermitentemente o sucesivamente, con un inhibidor del complemento y/o un
compuesto que modula la afinidad de Oz/hemoglobina, para aliviar los efectos potencialmente perjudiciales de un
sistema de complemento sobreactivado y de patologias cerebrovasculares, respectivamente. Por ejemplo, la
composicion de vacuna puede ser administrada simultaneamente con un inhibidor del complemento o
sucesivamente, después o antes de la administraciéon de la vacuna. Si se escoge un esquema de aplicacion en el
que un inhibidor del complemento y un compuesto que modula la afinidad de Oz/hemoglobina, particularmente un
efector alostérico de la hemoglobina, se administran junto con la, al menos, una vacuna como se describe en la
presente memoria, los compuestos o sustancias pueden ser administrados en parte simultaneamente y en parte
sucesivamente, en diversas combinaciones.

En otro aspecto se proporcionan mezclas de una vacuna como se describe en la presente memoria y un inhibidor
del complemento y/o un compuesto que modula la afinidad de O./hemoglobina, particularmente un efector alostérico
de la hemoglobina, asi como también métodos de empleo de una vacuna como se describe en esta memoria, o sus
mezclas, que incluyen composiciones que comprenden dicha vacuna o mezclas de una vacuna como se describe en
la presente memoria, y un inhibidor del complemento y/o un compuesto que modula la afinidad de Oz/hemoglobina,
particularmente un efector alostérico de la hemoglobina, para la prevencion y/o el tratamiento terapéutico y/o el alivio
de los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y patologias asociadas con la formacion de placas
amiloides que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad que, incluyen, pero no se
limitan a patologias neuroldgicas tales como la Enfermedad de Alzheimer (AD), e incluyen enfermedades o
condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro
cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de Down, la hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), asi como otras enfermedades
que estan basadas o asociadas con proteinas semejantes a amiloides tales como la pardlisis supranuclear
progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob, la enfermedad de Parkinson, la demencia
relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS), la diabetes de comienzo en la edad adulta, la amiloidosis
cardiaca senil, los tumores endocrinos y otras. con inclusion de la degeneracion macular,

El péptido amiloide 1-15 modificado puede ser sintetizado siguiendo el método indicado por Nicolau et al. (2002)
Proc. Natl. Acad. Sci USA, 99, 2332-2337. El enfoque indicado en la publicacion de Nicolau implica modificar el
péptido antigénico por injerto en resina de un resto lipdfilo o hidréfobo. en los restos de aminoacidos del extremo N-
terminal de un péptido previamente formado. En particular un aminoacido protegido, particularmente un aminoacido
protegido con Fmoc. se fija en una resina usando quimica de acoplamiento conocida. Se separa el grupo de
proteccién y se une un segundo resto de aminoacido protegido. Después se emplean procedimientos estandar
automatizados de sintesis de péptidos usando quimica de proteccion conocida, en particular quimica de Fmoc/tBu, y
grupos tipo de proteccion de las cadenas laterales, para sintetizar el péptido antigénico AR, en particular el péptido
antigénico AB1.15 por acoplamiento sobre los aminoacidos 1 a 15 de la proteina amiloide ABs.42 para producir el
fragmento de péptido con una secuencia indicada en SEQ ID NO: 1. En una etapa final dos aminoacidos protegidos
mas se unen al fragmento del péptido en crecimiento. Los grupos Mtt pueden escindirse selectivamente luego y
unirse a acido palmitico. Después de lavar la resina se separa el grupo de proteccion y simultaneamente se escinde
la resina, seguido de desprotecciones de las cadenas laterales usando metodologia estandar. Luego puede
obtenerse el producto final con alta pureza y confirmarse su identidad mediante métodos conocidos en la técnica
tales como, por ejemplo, espectrometria de masas de electropulverizacion.

El resto lipdfilo o hidréfobo como se describe en la presente memoria, puede ser un acido graso, un triglicérido o un
fosfolipido en donde la cadena principal carbonada del acido graso tiene al menos 10 atomos de carbono.
Particularmente, el resto lipdfilo o hidréfobo es un &cido graso con una cadena principal carbonada de al menos
aproximadamente 14 atomos de carbono y hasta aproximadamente de 24 atomos de carbono, estando situado
dentro de este intervalo cada numero individual de atomos de carbono. Mas particularmente, el resto lipdfilo o
hidréfobo posee una cadena principal carbonada de al menos 14 atomos de carbono, pero especialmente de 16
atomos de carbono. Como ejemplos de restos hidréfobos se incluyen, pero no se limitan a acido palmitico, acido
estearico, acido miristico, acido laurico, acido oleico, acido linoleico, y acido linolénico, El resto lipofilo o hidréfobo es
acido palmitico.

Después pueden prepararse antigenos liposomales segun la invenciéon, como ha sido descrito por Nicolau et al.,
2002. El péptido antigénico amiloide AR modificado, en particular el péptido antigénico AB1.1s modificado, puede ser
reconstituido en una construccion que consiste en liposomas, particularmente liposomas preparados con
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPEA), dimiristoilfosfatidilglicerina (DMPG) y
colesterol, conteniendo opcionalmente lipido A monofosforilado.

En un aspecto especifico se emplean liposomas con lipido A como adyuvante para preparar la vacuna anti-amiloide.
Se mezclan dimiristoilfosfatidil-colina, -glicerina y colesterol, particularmente en una razén molar de 0,9:1,0:0,7. Un
inmunomodulador fuerte tal como, por ejemplo, lipido A monofosforilado, se afiade luego en una concentracion
adecuada, particularmente en una concentracion de entre 30 y 50 mg por mmol, mas particularmente 40 mg por
mmol de fosfolipidos. Se afiade después el péptido antigénico Ap modificado en una razén molar de péptido a
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fosfolipidos de entre 1:30 y 1:200, particularmente en una razén molar de entre 1:50 y 1:120, mas particularmente de
1:100. Se separan los disolventes, por ejemplo, por evaporacion, y la pelicula que resulta se hidrata con solucién
tampodn estéril tal como, por ejemplo, PBS.

También pueden prepararse liposomas mediante la técnica de inyeccion a contracorriente segun ha sido descrito,
por ejemplo, por Wagner et al., en Journal of Liposome Research, Vol 12(3), paginas 259-270 (2002). Durante la
inyeccion de soluciones de lipidos en un sistema tampdn acuoso, los lipidos tienden a formar “precipitados” seguido
de autocolocacion en vesiculas. El tamafio de las vesiculas obtenidas depende de factores tales como la
concentracion del lipido, la velocidad de agitacion, la velocidad de inyeccion y la eleccion de lipidos. El sistema de
preparacion puede consistir en un modulo de inyeccidon a contracorriente, recipientes para la fase polar (p. €j. una
solucion tampdn de PBS), un recipiente con solucion etanol/lipido y un dispositivo de presion, pero particularmente
un dispositivo de presion de nitrégeno. Mientras la soluciéon acuosa o polar se bombea a través del médulo de
inyeccion a contracorriente, la solucién etanol/lipido se inyecta en la fase polar variando las presiones aplicadas.

Para determinar la inmunogenicidad de la construccién antigénica Ap modificada un animal adecuado, seleccionado
del grupo que consiste en ratones, ratas, conejos, cerdos, aves, etc., pero particularmente ratones, especialmente
ratones C57BL/6, se inmuniza con el péptido antigénico. La inmunogenicidad de la construcciéon antigénica se
determina examinando muestras de los sueros a intervalos de tiempo adecuados después de la inmunizacion,
utilizando un procedimiento de ensayo inmunoenzimatico tal como, por ejemplo, un ensayo ELISA.

La construccion antigénica modificada, particularmente la construccion antigénica palmitoilada y mas
particularmente, la construccion AB1.15s palmitoliada, se emplea para la inmunizaciéon de un animal, particularmente
un mamifero o un ser humano, aquejado de sintomas asociados con amiloidosis, un grupo de enfermedades y
patologias asociadas con la formacion de placas amiloides que incluye la amiloidosis secundaria y la amiloidosis
relacionada con la edad, que incluyen, pero no se limitan a patologias neurolégicas tales como la Enfermedad de
Alzheimer (AD), e incluyen enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de capacidad de la memoria
cognitiva tales como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI), la demencia de cuerpos de Lewy, el sindrome de
Down, la hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo de Parkinson-Demencia
(Enfermedad de Guam), asi como otras enfermedades que estan basadas o asociadas con proteinas semejantes a
amiloides tales como la paralisis supranuclear progresiva, la esclerosis multiple, la enfermedad de Creutzfeld Jacob,
la enfermedad de Parkinson, la demencia relacionada con HIV, la esclerosis lateral amiotrofica (ALS), la diabetes de
comienzo en la edad adulta, la amiloidosis cardiaca senil, los tumores endocrinos y otras, con inclusién de la
degeneracion macular, pero particularmente una enfermedad o condicion caracterizada por pérdida de capacidad de
la memoria cognitiva tal como, por ejemplo, el deterioro cognitivo leve (MCI) o cualquier otra enfermedad asociada a
amiloide.

La construccién antigénica supramolecular como se describe en la presente memoria, pero particularmente una
composicion de vacuna que comprende una construccién antigénica supramolecular tal, como se describe en la
presente memoria, se administra a un animal, particularmente un mamifero o un ser humano, mediante cualquier
via normal de administracion apropiada. En general la composiciéon puede administrarse por via topica, oral, rectal,
nasal o parenteral (por ejemplo, via intravenosa, subcutanea o intramuscular). Ademas, la composicion puede
incorporarse en matrices de cesion prolongada, tales como polimeros biodegradables, implantandose los polimeros
en la proximidad del sitio en que se desea realizar la distribucién, por ejemplo, en el sitio de un tumor. EI método
incluye la administracion de una sola dosis, la administracion de dosis repetidas a intervalos de tiempo
predeterminados, y la administracion prolongada durante un periodo de tiempo predeterminado.

En un aspecto especifico, la construccién antigénica como se describe en la presente memoria, particularmente una
composicion de vacuna que comprende dicha construccién antigénica en una forma farmacéuticamente aceptable,
puede ser administrada en dosis repetidas, en particular en 1 a 15 dosis, mas particularmente en 2 a 10 dosis, mas
particularmente en 3 a 7 dosis y aun mas particularmente en 4 a 8 dosis, en intervalos de tiempo de entre 1 y 10
semanas, particularmente en intervalos de tiempo de entre 1 y 6 semanas, mas particularmente en intervalos de
tiempo de entre 1 y 4 semanas, y aun mas particularmente, en intervalos de tiempo de entre 2 y 3 semanas. La
respuesta inmunitaria se verifica tomando muestras de sueros en un momento adecuado después de revacunar,
particularmente 3 a 10 dias después de revacunar, mas particularmente 4 a 8 dias después de revacunar y mas
particularmente 5 a 6 dias después de revacunar, y determinando la inmunogenicidad de la construccion antigénica
utilizando metodologia conocida., particularmente uno de los inmunoensayos enzimaticos comunmente utilizados tal
como, por ejemplo el ensayo ELISA.

La inmunizacién con la construccion antigénica como se describe en la presente memoria, pero particularmente con
una composicion de vacuna que comprende la construccién antigénica como se describe en la presente memoria en
una forma farmacéuticamente aceptable, conduce a una respuesta inmunitaria importante y altamente especifica en
el animal o ser humano tratado.

Las composiciones de construcciones antigénicas supramoleculares, pueden administrarse a un ser humano o a un
animal para inducir inmunidad a agentes antigénicos tales como organismos infecciosos o a aspectos antigénicos de
otras condiciones patolégicas tales como la agregacion B-amiloide (Enfermedad de Alzheimer), o patologias
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hiperproliferativas tales como el cancer. El ser humano o el animal inmunizado desarrolla anticuerpos en circulacion
contra el organismos infeccioso, reduciendo o inactivando con ello su capacidad de estimular una enfermedad.

Las composiciones como se describe en esta memoria, pueden emplearse también para producir anticuerpos
dirigidos contra péptidos antigénicos. Los anticuerpos que resultan se administran a individuos para inmunizarles
pasivamente contra una diversidad de enfermedades que incluyen pero no se limitan a enfermedades asociadas con
proteinas amiloides.

Por tanto, en un aspecto especifico, las composiciones de construcciones antigénicas supramoleculares como se
describe en la presente memoria, pueden emplearse para producir un grupo de anticuerpos monoclonales o
policlonales que son especificos para diversas patologias, que incluyen por ejemplo, la Enfermedad de Alzheimer.
Los anticuerpos se preparan mediante métodos bien conocidos por los expertos en la técnica.

Las composiciones, como se describe en la presente memoria, pueden ser administradas a un ser humano a un
animal por cualesquiera medios apropiados, preferiblemente por inyeccion. Por ejemplo, un péptido antigénico
modificado, reconstituido en liposomas, se administra por inyeccién subcutanea. Tanto si han sido producidos
internamente o proporcionados desde fuentes externas, los anticuerpos en circulacion se unen al antigeno vy
reducen o inactivan su aptitud para estimular enfermedades.

En ciertos aspectos, las construcciones antigénicas supramoleculares pueden comprender un péptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de un péptido B-amiloide. Los péptidos pueden comprender o corresponder también a un
péptido beta-amiloide completo y a fragmentos activos del mismo. Adicionalmente, los péptidos utiles para la
presente invencion comprenden ademas A

Se describe, ademas, un método de produccion de un anticuerpo que incluye cualquier anticuerpo o partes del
mismo funcionalmente equivalentes, como se describe en la presente memoria, en particular un método de
produccién de un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo o partes del mismo funcionalmente
equivalentes, como se describe en la presente memoria, cuyo método comprende generar anticuerpos pero
particularmente anticuerpos monoclonales contra una construccién antigénica supramolecular que comprende un
péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos de un antigeno del péptido Ap como se describe
en la presente memoria, pero particularmente un antigeno de un péptido AB1-16(A15), mas particularmente un
antigeno de un péptido AB1-16(A14) o AB1-16(A13), aun mas particularmente un antigeno de un péptido Ap1-14,
pero especialmente el péptido B-amiloide AB+.15, modificado con restos hidréfobos tales como, por ejemplo, acido
palmitico, o un resto hidrofilo tal como, por ejemplo, polietilenglicol (PEG) o una combinaciéon de ambos, en donde
dicho resto hidréfobo o hidréfilo, respectivamente, esta enlazado covalentemente a cada término del péptido
antigénico a través de al menos uno, particularmente a través de 1 6 2 aminoacidos unidos al resto de aminoacido
terminal situado en cada extremo del péptido antigénico, tal como, por ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido o
analogo de aminoacido adecuado, capaz de servir de dispositivo de conexion para fijar el resto hidréfobo e hidréfilo
al fragmento de péptido tal como , por ejemplo, acido glutamico y cisteina.

El anticuerpo, particularmente el anticuerpo monoclonal, que puede obtenerse por dicho método, es capaz, por
administracion a un animal, particularmente un mamifero o un ser humano, aquejado de deterioro de memoria, de
retener o aumentar la capacidad de la memoria cognitiva en el animal tratado, mamifero o humano. Es un aspecto
adicional proporcionar un anticuerpo que incluye cualquier anticuerpo o partes funcionales del mismo funcionalmente
equivalentes, o, mas particularmente, un anticuerpo monoclonal que incluye cualquier anticuerpo o partes
funcionales del mismo funcionalmente equivalentes, que ha sido generado contra una construcciéon antigénica
supramolecular, que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del antigeno
de un péptido Ap como se describe anteriormente en la presente memoria, pero particularmente un antigeno de un
péptido AB1-16(A15), mas particularmente un antigeno de un péptido AB1-16(A14) o AB1-16(A13), aun mas
particularmente un antigeno de un péptido AB1-14, pero especialmente el péptido B-amiloide Ap1.15, modificado
con un resto hidréfobo tal como, por ejemplo, acido palmitico, o un resto hidréfilo tal como, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG) o una combinaciéon de ambos, en donde dicho resto hidréfobo o hidrofilo, respectivamente, esta
enlazado covalentemente a cada uno de los términos del péptido antigénico por medio de un aminoacido tal como,
por ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido o analogo de aminoacido adecuado, capaz de servir como molécula
de engarce. Cuando se emplea PEG como el resto hidrofilo, los términos de PEG libres estan enlazados
covalentemente a fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto adecuado para actuar como elemento de anclaje
para incrustar la construccion antigénica en la bicapa de un liposoma.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Sintesis de antigeno del péptido tetra(palmitoil lisina)-AB1.15

1.1 Protocolo de sintesis 1:

El péptido amiloide 1-15 pamitoilado fue sintetizado siguiendo un método mejorado indicado anteriormente, (Nicolau
et al., 2002). Este nuevo enfoque llevé consigo el injerto en resina de acido palmitico a los restos de lisina terminales
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del péptido previamente formado en vez de la sintesis en fase sdélida por etapas, incorporando el aminoacido Fmoc-
Lys(Pal)-OH modificado. Este nuevo enfoque mejora la eficacia de acoplamiento y proporciona un producto de
pureza considerablemente mayor. Asi, el aminoacido Fmoc-Lys(Mtt)-OH protegido ortogonalmente. fue fijado a una
resina Wang usando quimica de acoplamiento HBTU. El grupo Fmoc fue separado usando piperidina al 20% en el
seno de DMF y se unid un segundo resto de Fmoc-Lys(Mtt-OH. Después se utilizd sintesis de péptidos
automatizada, estandar, usando quimica de Fmoc/tBu y grupos tipo de proteccion de las cadenas laterales, para
enlazar los 15 aminoacidos que siguen. Finalmente, los dos ultimo aminoacidos unidos fueron Fmoc-Lys(Mtt)-OH.
Los grupos Mtt fueron escindidos selectivamente luego empleando TFA al 1% en el seno de diclorometano y unidos
a acido palmitico usando HBTU. Después de lavar la resina, se separ6 el grupo Fmoc con piperidina al 20% en
N,N-dimetilformamida (DMF) y finalmente se llevaron a cabo simultaneamente despegue de la resina y
desproteccion de las cadenas laterales usando TFA en condiciones estandar. Por trituracion con éter dietilico frio se
obtuvo el producto en forma de una sélido blanco. Por espectrometria de masas de electropulverizacién se confirmo
la identidad del producto (m/z esperada: 1097,9 ([(M]3+); encontrada: 1096,8 ([M-3H)3+), sin detectar otros péptidos
tri-, di-. o mono-palmitoilados.

1.2 Protocolo de sintesis 2:

Puede emplearse un enfoque alternativo para la sintesis del antigeno del péptido tetra(palmitoil-lisina)-Ap+.15 basado
en el injerto en resina de acido palmitico en los restos de Lisina terminales del péptido formado previamente. Asi,
sobre la resina de 2-clorotritilo se fij6 el aminoacido Fmoc-Lys(ivDde)-OH protegido ortogonalmente. Después de
desproteccion del Fmoc se enlazé un segundo Fmoc-Lys(ivDde)-OH seguido de 15 ciclos de sintesis de péptidos
automatizada, estandar, usando quimica de Fmoc/tBu y grupos tipo de proteccion de las cadenas laterales de los
aminoacidos. Después de acoplamiento de dos ultimos restos Fmoc-Lys(ivDde)-OH se separ6 el grupo Fmpc
usando piperidina al 20% en el seno de DMF y el extremo N-terminal protegido con un grupo Boc, usando
dicarbonato de terc-butilo. Después los grupos de proteccion ivDe fueron separados quimioselectivamente por
tratamiento con hidrazina al 3% en DMF y luego se uni6 acido palmitico a estos cuatro restos de lisina usando HBTU
empleando dos acoplamientos de 18 h cada uno. Después de lavar la resina, las cadenas laterales fueron
desprotegidas utilizando TFA/TIPS en las condiciones normales. Por trituracion con éter dietilico frio se obtuvo el
producto en forma de un sélido blanco. MALDI-Tof confirmd la identidad del producto sin detectar otros péptidos tri.,
di-o mono-palmitoilados.

Las vacunas de liposomas se prepararon utilizando un método descrito en el documento US6843942 y en la patente
europea EP1337322.

EJEMPLO 2: Sintesis de antigeno de péptido B-amiloide lipido-PEG N-y C-terminal

La palmitoilacién, al tiempo que proporciona un anclaje para el péptido en la bicapa del liposoma, debido a la relativa
longitud reducida del resto de acido graso de Cie lleva a que el péptido se instale practicamente sobre la superficie
del liposoma, Por tanto, las células que procesan el antigeno tendran que tomar el liposoma entero con el péptido, lo
que podria dar como resultado una respuesta inmunitaria mas lenta en términos relativos.

Para intensificar la respuesta inmunitaria ha sido aplicado otro anclaje/espaciador para reconstituir el péptido en el
liposoma. p.ej. polietilenglicol (PEG). Se enlazé covalentemente PEG con el resto de lisina unido en ambos extremos
terminales del péptido. En el otro extremo de la cadena (PEGn=70) se enlazé covalentemente fosfatidiletanolamina
(PEA) para que actuara como elemento de anclaje en la bicapa del liposoma. Asi, el liposoma actia todavia como
un adyuvante y el péptido, que esta suficientemente alejado de la bicapa, puede ser procesado solo aumentando de
este modo su inmunogenicidad en comparacion con la del antigeno palmitoilado.

Metodologias para la mono-pegilacion de péptidos en la posicion N-a son conocidas y empleadas ampliamente.
También se ha descrito mono-pegilacion especifica del sitio en restos de aminoacidos del extremo N- o C-terminal,
internos, de péptidos de tamafo medio, después de enfoques o bien de fase sdlida o de injerto de péptidos.

Con objeto de evitar problemas de impedimentos estéricos, la reaccion se llevo a cabo en la fase de solucién. Este
enfoque exitoso implicé la sintesis de las secuencias peptidicas usando protecciones estandar Fmoc/tBu de las
cadenas laterales de los aminoacidos. Para aquellas secuencias de péptidos que contienen restos Lys o His internos
(1-16, 1-15) se afiadié6 a cada término un Lys(ivDde) protegido ortogonalmente. Se afiadié un Gly adicional al
extremo C-terminal para facilitar la sintesis. Se separ6 el grupo Fmoc con piperidina al 20% en DMF y se N-acetilo
utilizando anhidrido acético. La escision selectiva de los grupos ivDde se consiguié con hidrato de hidrazina al 3% en
el seno de DMF durante 1 hora. La resina de 2-clorotritilo fue favorecida con respecto a la resina Wang mas
ampliamente usada, dado que la primera puso de manifiesto que era mucho mas resistente a la hidrdlisis con
hidrazina. Ademas, la resina de 2. clorotritilo es sumamente sensible a los acidos y por tanto, a diferencia de la
resina Wang, permite el aislamiento de péptidos protegidos. Sin duda, fue necesario realizar la reaccion de
acoplamiento en fase de solucién ya que el acoplamiento del péptido unido a resina al reactante lipidico pegilado
preactivado DSPE-PEG-SPA no gener6 producto alguno de acoplamiento. Por tanto la separacién selectiva desde la
resina en condiciones moderadas (acido acético/trifluoroetanol/diclorometano, 1:1:8, 1 hora, temperatura ambiente)
proporcioné los péptidos protegidos interiormente.
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Acoplamientos en fase de solucidn fueron conseguidos con éxito total con el péptido que procede de la secuencia
1-16, 1-15 para DSPE-PEG-SPA en le seno de DMSO y base en exceso. Las reacciones fueron apagadas luego
mediante la adicidén de exceso de etanolamina durante 2 horas vy liofilizacién de la solucién.

La purificacion por HPLC (semipreparativa, columna C4 de fase invertida) proporcioné una pureza de entre 50-70%
de los conjugados PEG-lipido de los extremos N- y C-terminal cuyas identidades fueron confirmadas por MALDI,
Cada secuencia mostraba una variacion considerable en la facilidad de la reaccion de acoplamiento y, por
consiguiente, se ajustaron las condiciones (temperatura, nimero de equivalentes molares de DSPE-PEG-SPA,
tiempo). Para la separacion del exceso de DSPE-PEG-SPA del producto deseado, se empled purificacion por HPLC.
La separacion los productos mono- y di-enlazados antes de las desprotecciones finales de las cadenas laterales,
puede conseguirse utilizando cromatografia de intercambio iénico. Las desprotecciones subsiguientes de las
cadenas laterales de los péptidos y la separacion del DSPE-PEG-SPA en exceso, apagado, conducen al aislamiento
de los conjugados deseados con una pureza aceptable.

Antigenos pegilados y palmitoilados

AR 545 {AC]-24)
HZM-Lys-Lys-AsplOtBu)-Ala-Glu (OtBu)-Phe-Arg{Pbf)-His{Tr)-Asp(O1Bu}-SeriiBu)-
Gly-Tyr [(tBul-Glu{OtBu)-val-His{ Tr)-His{ Trt)-GIn{Trt)-Ly=(Boc)-Lys-Lys-OH

AR g (ACIDT)
Ac-Lys-AsplOBU)-Ala-Gu{OtBu)-F he-Arg{Pbl)-His(Trj-Asp{OtBu)-Ser{tBu)-Gly-
Tyr{tBul-Glu(OBu - VakHis(Tm)-His [ Tr)-Gin Trt)-Lys (Boc)-Lys-Gly-OH

AB | 15810 (AC1-02) _
Ac-Lys-Asp{OtBu)-Ala-Glu{OtBu}-Phe-Arg(Pbf}-His({Tr}-Asp(OtBu}-Ser (tBu)-Gly-
Tyr(1Bu}-Glu(O1Bu}-Val-His(Tr)-GIn(Tr)-Lys(Boc)-Lys-Gly-OH

AR z3.35{ACI-11)
Ac-Lys-Glu{OtBu)-Asp{OtBu)-Val-Gly-Ser(iBu)-Asn{Tri)-Lys{Boc)-Gly-Ala-lle-lle-
CGly-Lau-Met-Lys-Gly-OH

AL 2545 (ACH12}
Ac-Lys-Gly-Aladle-lle-Gly-Leu-Met-Val-Gly-Gly-Valk-ValLys-Giy-OH

EJEMPLO 3. Andlisis de estructuras y conformacién

3.1 Andlisis de conformacién del antigeno reconstituido

Para fijar el antigeno del péptido AB 1-15 en la superficie del liposoma, se usé un tandem de lisina palmitoilada en
cada extremo del péptido, como se ha descrito anteriormente (Nicolau, C. et al., 2002).

El acido graso del acido palmitico contiene 16 atomos de carbono que se ha indicado que posee la longitud
apropiada para obtener una insercion estable en la bicapa liposomal. En esta construccion el péptido esta
practicamente instalado sobre la superficie del liposoma debido a la longitud del resto de acido graso de 16 atomos
de carbono. En un intento para disponer el péptido antigénico asociado con liposoma-lipido A en una conformacion
diferente, se ha utilizado otro anclaje/espacidor para reconstituir el péptido Ap 1-16 (ACI-01) en liposomas, a saber,
polietilenglicol (PEG con 77 unidades repetitivas). La influencia del espaciador entre el anclaje liposomal y el péptido
Ap sobre la conformacion secundaria de la secuencia amiloide reconstituida en liposomas, se midié por Dicroismo
Circular (Figura 1a). El péptido AB1-16 PEGilado aparece en forma de un arrollamiento aleatorio o conformacion
proteinica sin estructurar (sefial negativa en 210 nm, y que se aproxima lentamente al eje del cero hasta 260 nm)
mientras que el péptido AB1-15 palmitoilado contiene una proporcién importante de conformacién p-laminar (sefial
positiva hasta 210 nm, cruzando luego el eje del cero y aproximandose de nuevo hasta 260 nm). Parece, por
consiguiente, que la estrecha proximidad del péptido palmitoilado a la superficie del liposoma puede imponer una
conformacioén secundaria definida. Esto es debido, potencialmente, a interacciones electrostaticas del péptido con la
superficie del liposoma, lo que, aparentemente, no es posible que ocurra con el péptido PEGilado.
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3.2 Analisis de la estructura del péptido 3-amiloide 1-15 palmitoilado reconstituido en liposomas.

Para analizar la influencia de diferentes moléculas de engarce sobre la conformaciéon del péptido -amiloide 1-15
reconstituido en liposomas, se llevd a cabo un analisis de NMR (Figuras 1b y 1c¢). En este analisis se emplearon
acido palmitoilico y polietilenglicol, (PEG con n=77), respectivamente, como la molécula de engarce o anclaje al
liposoma.

Para los estudios de NMR muestras que incluian el péptido amiloide 1-15 palmitoilado (ACI-24) y péptidos
antigénicos ApP1.15 pegilados (ACI-01), reconstituidos en liposomas, se homogeneizaron por agitacion con formacion
de voértice, se aumentd la concentracion de la solucion por centrifugacion (3000 rpm durante 3*90 minutos a 4°C) y
los aglomerados humedos resultantes fueron transferidos a rotores MAS. Se prepararon muestras adicionales
suspendiendo las preparaciones de los péptidos ACI-01 y ACI-24 en una concentracion 1 mM en solucién tampoén
PBS a pH 7,2, asi como en una solucién 4 mM en el mismo tampén, de la secuencia peptidica sin engarce Se
afiadio a cada muestra D20 al 10%.

Se registraron los espectros NMR 'H HR-MAS en un espectrometro Bruker Avance 500 que operaba en una
frecuencia de 500,13 MHz (11,4T) provisto de una sonda HR-MAS de 4 mm de triple resonancia (1H/1BC/2H). Cada
muestra se introdujo en rotores de ZrO, de 4 mm provistos de inserciones cilindricas de 50 ul. Para todos los
experimentos de NMR las muestras fueron hechas girar en una frecuencia igual a la anchura espectral (6250Hz) lo
que elimina del espectro las bandas secundarias que giran. Los espectros NMR del protén monodimensionales
fueron obtenidos con presaturacion y con la secuencia Watergate, ambas (Piotto, M. et al., (1992); Piotto, M., et al.,
(2005)) y acumulando 1000-1500 escaneres. La temperatura del aire de transporte que fluia hacia la sonda, se fijé
en 295K para asegurar 298K en la muestra.

Las Figuras 1b y 1c demuestran las diferencias en los espectros NMR monodimensionales del péptido B-amiloide
palmitoilado y pegilado. Pudieron observarse dos diferencias significativas en 8,00 y 8,25 ppm. Debido al hecho de
que ambos péptidos poseen exactamente la misma secuencia de aminoacidos, con excepcién de la Lisina 16,
estas diferencias en 8,00 y 8,25 ppm indican diferencias de la estructura secundaria debido a que la Lisina no podria
dar una sefal positiva en esta zona de los especctros de restos de aminoacidos aromaticos.

Pudo demostrarse mediante los espectros de NMR del protdn monodimensionales en la zona de restos de
aminoacidos aromaticos, que el disefio especifico de la construccion supramolecular segun la presente invencion da
por resultado un péptido antigénico amiloide con una estrucrura secundaria altamente especifica y significativa
cuando esta reconstituido en liposomas, que difiere con diferentes moléculas de engarce. Esto podia significar que
el engarce/ancla fuerza vy fija el péptido en una estructura secundaria cierta o definida que depende de la molécula
de engarce empleada. En el caso de utilizar estas moleculas como vacuna para una inmunizaciéon activa, es
probable que los anticuerpos generados contra estos antigenos estructuralmente diferentes, puedan ser especificos
del antigeno y de la conformacion.

Resultados previos obtenidos mediante el ensayo ELISA y ORT (tarea de reconocimiento de objetos, un ensayo de
la memoria cognitiva) después de inmunizacion de ratones APP x PS-1 con antigeno del péptido AB+.15 palmoitoilado
y del péptido A B1.16 pegilado (véase el Ejemplo que figura mas adelante), indican que solamente el antigeno
palmitoilado restaura el deterioro de la memoria en este modelo de Enfermedad de Alzheimer, aunque ambos
demuestran la misma inmunogenicidad. EI mecanismo potencial mediante el cual dos antigenos que presentan el
mismo péptido generan in vivo dos anticuerpos funcionales diferentes, esta ligado, lo mas probablemente, a la
diferente estructura secundaria del péptido presentado, ocasionada por la tecnologia del engarce.

EJEMPLO 4: Cuantificacion de péptido reconstituido orientado al exterior y al interior

La cantidad de péptido reconstituido en ACI-01 y ACI-24 se establecié mediante un ensayo basado en fluorescamina
(FLA) que reacciona especificamente con las aminas primarias formando aductos covalentes altamente
fluorescentes (Udenfried, S. et al, 1972). Es de esperar la reaccion de FLA con el extremo N-terminal del péptido
Pal1-15 en ACI-24 y con Lys-16 en ACI-01 .

Con objeto de separar los péptidos libres de los existentes en los liposomas, se sometieron muestras a
ultracentrifugacion y se analizaron los sobrenadantes que resultaron para determinar el contenido de péptidos
utilizando el ensayo de FLA. No se detectaron péptidos libres ni en el sobrenadante de ACI-01 ni en el de ACI-24.

La marcacién con FLA de las fracciones de los agregados, puso de manifiesto muy alta selectividad de reaccion con
el péptido fijado en los liposomas, tanto para el ACI-24 como para el ACI-01. Con objeto de determinar la cantidad
total de péptido presente sobre las superficies de los liposomas, se repitieron los ensayos en presencia de TritonX-
100 (al 2% en PBS) para deshacer las capas lipidicas. Esto di6 por resultado un aumento importante de la
marcacion, lo que revel6 que aproximadamente el 63% del péptido esta expuesto sobre la superficie externa de la
membrana. Por otra parte, la marcacién de ACI-01 con FLA alcanza solamente una meseta en 1,2 mM de FLA, en
cuya concentracion la emisidon es idéntica cuando el ensayo se realiza o bien en ausencia o bien en presencia de
Triton-X-100. Esto demuestra que todo el péptido esta expuesto sobre la superficie del ACI-01 pegilado de la vacuna
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EJEMPLO 5: Comparacion de la inmunogenicidad de antigenos pegilados y palmitoilados en ratones
C57BL/6 de tipo salvaje (ELISA)

Se prepararon antigenos liposomales segun se ha descrito (Nicolau et al., 2002). Los antigenos AB1.16(a14),y AP4-11
pegilados y el AB1.15 palmitoilado, fueron reconstituidos en una construccién que consistia en liposomas obtenidos
con dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPEA), dimiristoilfosfatidilglicerina (DMPG) y
colesterol (razones molares 0,9: 0,1: 0,1: 0,7), que contenia lipido A monofosforilado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE.UU.) y fosfolipidos, 40 mg/mM.

Los antigenos de los péptidos ABi1-16(a14), ¥ APs-11 pegilados y del péptido AB+.15 palmitoilado, se emplearon para
inmunizar ratones C57BL/6 con intervalos de 2 semanas. 10-12 animales fueron inmunizados con cada antigeno. Se
recogieron sueros 5 dias después de las dosis de refuerzo y se realizaron ensayos ELISA con diluciones diversas de
los sueros. Se presentan resultados comparativos que indican la inmunogenicidad de los diferentes antigenos.

Los resultados obtenidos en los ensayos ELISA indicaron que el PEG-AB1.16414) €S significativamente mas
inmunogeno que el AB1.15 palmitoilado. Una adicion de alumbre no intensifico la inmunogenicidad del PEG-AB1-16(514)
en los ratones. La respuesta de anticuerpos inducida por PEG-AB4.11 fue mas lenta en comparacion con la del PEG-
AB1-16(a14)..

Debido al interrogante de la traduccion de la respuesta inmunitaria mas rapida en una mayor capacidad de memoria,
el antigeno pegilado se comparé con el antigeno palmitoilado en un modelo doble de Enfermedad de Alzheimer en
ratones transgénicos.

Puede utilizarse un modelo alternativo como se describe en el documento US6843942 y en la patente europea
EP1337322.

EJEMPLO 6: Comparacion de la inmunogenicidad de antigenos pegilados frente a antigenos palmitoilados
en un modelo de Enfermedad de Alzheimer en ratones (ELISA)

6.1 Para estudios de inmunizacién in vivo ratones APP717 C57BL/6 x PS1 A246E FVB (ratones APPxPS1)
fueron estabulados individualmente, distrbuidos al azar al doble ciego, igualados por edad y tipificados de genotipo

por PCR.

Se utilizaron ratones hembra jévenes (3-4 meses) de una raza de ratones transgénicos doble que expresa la
Proteina Precursora Amiloide humana mutante (APP-V71171) y la presenilina-1 humana mutante (PS1-A246E),
ambas bajo el control del promotor del gen thy1 del ratén y fondo genético F1 (FVB x C57BI). Se determiné el
genotipo de todos los ratones por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en la edad de 3 semanas y cada raton
fue marcado unicamente. El genoripo de todos los ratones se determind dos veces durante su periodo de vida
mediante una segunda PCR realizada al comienzo del estudio y antes de la distribucion al azar al ciego en
diferentes grupos experimentales. Los ratones tenian libre acceso a agua y a pienso estandar para ratones
(Muracon-G, Trouw Nutrition, Gent, Bélgica). Los ratones fueron estabulados bajo un ritmo invertido de dia-noche en
jaulas metalicas estédndar, conforme a la legislacion local sobre el bienestar de los animales. 5 dias antes del
comienzo del ensayo de comportamiento, los ratones fueron colocados en jaulas de macroldn Tipo 2 y transportados
al laboratorio de realizacion del ensayo de comportamiento para aclimatizarlos y habituarlos al medio ambiente del
laboratorio de ensayo.

6.2 Inmunizacion

Se emplearon liposomas con lipido A como adyuvante, para preparar la vacuna anti-amiloide (Nicolau et al., 2002).
Se mezclaron dimiristoilfosfatidil-colina, -glicerina y colesterol en la relacion molar de 0,9:1,0:0,7. Se afiadio lipido A
monofosforilado, un fuerte inmunomodulador, en una concentracion de 40 mg por mmol de fosfolipidos. Los péptidos
palmitoilados y pegilados fueron afiadidos en una razén molar de péptido a fosfolipidos de 1:100. Se evaporaron los
disolventes y la pelicula que resulté se hidraté con PBS estéril (pH 7,3) hasta obtener una concentracion final de
fosfolipidos de 4 mmol.

Se utilizaron el antigeno palmoilado (ACI-24, AB1.15) y el antigeno pegilado (ACI-01, AB1.16) para la inmunizacion, en
ratones APPxPS-1 con intervalos de 2 semanas (5 inoculaciones i.p. bisemanalmente). En cada grupo experimental,
10 animales fueron inmunizados con cada antigeno mediante inyeccion intraperitoneal (200 pl por inyeccion, que
contenia 8 nmoles de los péptidos). Liposomas vacios sirvieron como controles (testigo). Se obtuvieron sueros a
intervalos regulares (bisemanalmente) y también 5 dias después de la repeticion de las dosis y se llevé a cabo un
ensayo ELISA anti-amiloide con diversas diluciones de los sueros. Se exponen resultados comparativos que ilustran
la inmunogenicidad de los diferentes antigenos.

Pudo conseguirse una respuesta inmunitaria importante en los ratones APPxPS-1 inmunizados con antigeno de A /
liposoma palmitoilado asi como pegilado, cinco dias después de la sexta inoculacion de antigeno. Pero en contraste
con la respuesta inmunitaria en ratones C57BL/6, sanos el antigeno pegilado no gener6 en el modelo de
enfermedad un titulo de anticuerpos mayor que el del antigeno palmitoilado.
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La respuesta inmunitaria de IgG especifica anti A, aumenté mas rapidamente con ACI.24 alcanzando un maximo
después de 5 semanas. Ambas vacunas indujeron clases e isotipos de inmunoglubulinas significativamente
diferentes, resultando con el antigeno ACI-24 palmitoilado titulos de IgG mas altos, en oposicion al ACI-01 PEGilado
que generé mas anticuerpos de la clase IgM. Las muestras finales de sangre procedentes de todos los animales
fueron analizadas también para determinar su isotipo de IgG. (Figura 2).

Los anticuerpos IgG e IgM, especificos de AP1.2, fueron identificados por ELISA. Se revistieron placas con 10 ug/ml
de Amiloide B1.42 durante la noche, a 4°C. Después de lavar cada pocillo con Tween 20 al 0,05% en el seno de PBS
y bloquear con BSA al 1%, se afiadié a las placas diluciones en serie de los sueros y se incubd a 37°C durante 2
horas. Después de lavar, se incubaron las placas con una Ig anti-ratén conjugada a fosfatasa (IgG, anticuerpo total,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) o anticuerpos especificos de los isotipos (IgM, IgG1, IgG2a e IgG3,
adquiridos de Pharmingen BD, San Diego, CA, EE.UU. e Ig2b de Zymed Laboratories, San Francisco, CA), durante
2 horas a 37°C. Después del lavado final, las placas fueron incubadas con PNPP (para-nitrofenil-fosfato), el sustrato
de fosfatasa, y leidas a 405 nm usando un lector de placas de ensayos ELISA. Los resultados se expresaron por
referencia a diluciones en serie de una combinacion titulada de suero procedente de ratones adultos inmunizados o
de diluciones en serie de un anticuerpo del que se dispone en el comercio (6E10, Chemicon International, Temecula,
CA, EE.UU.). Alternativamente, los resultados se expresaron como densidaddes 6pticas (D.O.) en una dilucién en la
que no habia sueros al nivel de saturacion (Tabla 1)

Tabla 1

IgG1 IgG2a IgG2b 19G3
Control | ACI-01 | ACI-24 | Control | ACI-01 | ACI-24 | Control | ACI-01 | ACI-24 | Control | ACI-01 | ACI-24

Media 0,1 0,11 1,33 0,15 0,22 0,55 0,59 1,81 2,88 0,1 0,63 2,05

D.T.* | 0,01 0,02 0,98 0,03 0,03 0,77 0,12 1,23 0,82 0,00 0,22 0,39

*Desviacion Tipica

ACI-24 dio por resultado, principalmente, el isotipo IgG1 e IgGG2b, ambos subtipos de Th2 predominantemente no
inflamatorios. y también I1gG3, que es una subclase de IgG independiente de células T. Con excepcion de un animal
vacunado con ACI-24, ambas vacunas indujeron solamente niveles muy bajos de IgG2a (Th1).

Se llevo a cabo el mapeo de epitopos de los anticuerpos resultantes mediante ensayo ELISA usando una coleccion
de péptidos que comprendia un total de 33 péptidos biotinilados, que cubre la secuencia completa de aminoacidos
de AB1-42, al tiempo que un péptido B biotinilado, completo, servia de control positivo. La inmunizacion con ambas
vacunas, ACI-01 y ACI-24,. dio como resultado anticuerpos anti-AB con los mismos epitopos definidos por los
aminoacidos 1-9 de AP (péptido 1). Ademas, se analizé la eventual dependencia conformacional midiendo la union
especifica de los antisueros anti-Ap resultantes, a Af polimérico, por adaptacion del ensayo ELISA aobre fibras de
AB1-42. La inmunizacién con ACI-24 generd titulos de anticuerpos anti-AB significativamente mas altos,
reconociendo fibras de AB1-42, que los antisueros producidos por ratones inmunizados con ACI-01 (Tabla 2). De los
resultados obtenidos se deduce que la inmunizacion con ACI-01 y ACI-24 producia respuestas inmunitarias que
diferian no solamente en su titulo, las subclases y los isotipos de Ig, sino también en su especificidad
conformacional.

Tabla 2
Control ACI-01 ACI-24
SEM 2049,0 £ 3426,2 + 7770,6 £
46,7 2219 2090,1
Estadistica ANOVA p<0,05 p<0,01

EJEMPLO 7: Comparacion de antigenos pegilados frente a antigenos palmitoilados en capacidad de
reconocimiento en un modelo en ratén de Enfermedad de Alzheimer (ORT)

7.1 Impacto sobre la mejoria_de la capacidad de memoria no espacial, dependiente del hipocampo, en el
modelo de ratén de Enfermedad de Alzheimer APPxPS1.

Para analizar el impacto sobre la mejoria de la capacidad de memoria no espacial, dependiente del hipocampo, en el
modelo de raton de Enfermedad de Alzheimer APP x PS1 a lo largo de un tiempo de inmunizaciéon de 3 meses,
mediante vacunacion activa anti-Ap1-16/1-15 utilizando el antigeno palmitoilado (ACI-24, AB+.15) y el antigeno
pegilado (ACI-01. AB1.16), se llevo a cabo un ensayo de reconocimiento de objetos (ORT) esencialmente como se ha
descrito (Tang et al., 1999; Rampon et al., 2000). El andlisis estadistico se efectu6 empleando el Ensayo de
comparacion multiple de Turkey-Kramer ANOVA como se ha descrito (Moechars, D. et al.,(1999)). Este ensayo se
realiz6 empleando GraphPad InStat version 3.06 para Windows, GraphPad Software, San Diego, California,
EE.UU., www.graphpad.com.
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Brevemente, se instalo un plan de inmunizacion de tres meses, de seis inoculaciones bisemanalmente con ACI-01 y
ACI-24. Un grupo de ratones recibié liposomas vacios como control (testigo). Los ratones fueron habituados durante
1 hora a una caja de Plexiglas de campo abierto (52 x 52 x 40 cm) con paredes verticales negras y un piso
translucido iluminado débilmente por una ldmpara colocada por debajo de la caja. El dia siguiente los animales
fueron colocados en la misma caja y sometidos a un ensayo de adquisicion de 10 minutos. Durante este ensayo los
ratones fueron colocados individualmente en el campo abierto en presencia del objeto A (bola o dado) y se midié el
tiempo invertido en la exploracion del objeto A (cuando el hocico del animal estaba dirigido hacia el objeto a una
distancia < 1 cm). Durante un ensayo de retencion de 10 minutos (segundo ensayo), que se efectué 3 horas mas
tarde, un nuevo objeto (objeto B: bola o0 dado) se coloco junto con el objeto familiar (objeto A) en el campo abierto.
Se registré el tiempo (tA y tB) que el animal invirtid en explorar los dos objetos. El indice de reconocimiento (RI),
definido como la razén del tiempo invertido explorando el nuevo objeto con respecto al tiempo invertido explorando
ambos objetos [(tB/(tA + tB)) x 100], se usé para medir la memoria no espacial. El analisis estadistico se efectuo
usando factor tnico de ANOVA como se ha descrito ((Moechars et al., 1999; Moechaars et al., 1996)).

El antigeno palmitoilado (ACI-24) y el pegilado (ACI-01) se emplearon para inmunizar ratones APPxPS-1 con
intervalos de 2 semanas. 10 animales de tres meses de edad fueron inmunizados por via i.p. con cada antigeno
(200 pl por cada inyeccion i.p. y 100 ug de péptido) sirviendo de control liposomas vacios. Se recogieron sueros 5
dias después de administrar las dosis de refuerzo y se llevaron a cabo ensayos ELISA con diversas diluciones de los
sueros. Resultados comparativos ilustran la inmunogenicidad de los diferentes antigenos.

La capacidad cognitiva de ratones transgénicos APPxPS-1 inmunizados con antigenos A, palmitoilado (ACI-24) y
pegilado ACI-01, se aprecioé en un paradigma de memoria de reconocimiento visual, no espacial, sometiéndolos a
una tarea de reconocimiento de objetos que se sabe que depende de la actividad del hipocampo ((Tang et al., 1999),
(Rampon et al., 2000)). Basicamente, tres horas después de entrenarlos para que todos los ratones se familiarizaran
con un objeto determinado, fueron sometidos a ensayo para determinar la retenciéon enfrentandolos con un objeto
nuevo, proximo al objeto familiar y ademas de éste.

La retencion de la capacidad de la memoria cognitiva de ratones APPxPS-1 pudo aumentarse de modo importante
por inmunizacion con el antigeno AB1.15 palmitoilado (ACI-24) comparada con la de ratones APP x PS-1 tratados
con el control (76,1 + 3,9% frente a 49,1 + 4,5% para el control; Tabla 3). Esto comprueba que los ratones
inmunizados con ACI-24 reconocian y recordaban el objeto original durante 3 horas por lo menos, deduciendo por
ello que su motivacién y su capacidad de exploracion estaban intactas, similares a las de ratones sanos de la misma
edad, género y raza, en comparacion con ratones de tipo salvaje, no transgénicos, sanos, sin tratar (61,8 + 5,1%).
Aun cuando el péptido ACI-01 es solo un aminoacido mas largo en el extremo C-terminal (la Lisina 162) que el
péptido ACI-24 y solamente es diferente entre esas vacunas la tecnologia de engarce, la inmunizacién con el
antigeno de AB1.16 pegilado (ACI-01) no demuestra restauracion alguna de la memoria (45,8 + 6,2%) comparable a la
de ACI-24.

Tabla 3
Control ACI-01 ACI-24 Sanos
SEM 491+45 456 +6,2 76,1+ 3,9 61,8 +5,1
Estadistica n.s.* frente p<0,05 frente n.s.* frente
al control al control al control
n.s” : no significativo
7.2 Contribucidén potencial de las clases diferentes de anticuerpos, IgM e 1gG, a la funcionalidad cognitiva

Para analizar la contribucién potencial a la funcionalidad cognitiva de las clases diferentes de anticuerpos IgM e
IgG, se llevo a cabo un andlisis de correlacion.

Los anticuerpos de IgM no se correlacionaron con la capacidad de la memoria (r2=0,2333) pero los anticuerpos
resultantes de la clase de IgG se correlacionaron toscamente (r2=0,857) con el grado de capacidad de la memoria
(indice ORT), en dos fases. Entre un indice ORT de 0 a 20, se observd una relacién mas lineal, mientras que en un
indice ORT mayor que 20 la correlacion entra en una fase de saturacion. Esto pudo indicar que los anticuerpos de
IgM que no atraviesan la barrera hematocerebral no contribuian a la restauraciéon de la memoria. Al contrario, los
anticuerpos de IgG cruzan la barrera hematocerebral dependiendo de su subclase y estan vinculados a la mejoria de
la memoria.

Para evaluar la capacidad de la inmunizacion con ACI-24 para modificar la cantidad de péptidos amiloides, solubles
e insolubles, en el cerebro de los ratones APPxPS-1, se midieron los AB1-40 y AB1-42 humanos mediante ensayo
ELISA especifico realizado en la fraccion soluble de homogeneizados del cerebro. Se emplearon kits de ELISA de
que se dispone en el comercio (Amyloid 40 6 p42 ELISA, The Genetics Company, Zurich, Suiza). El ensayo ELISA
se llevé a cabo segun el protocolo del fabricante. Se obtuvo la cuantificacion del contenido de AB de las muestras
comparando las absorbancias con la curva patron obtenida con AB1-40 6 AB1-42, sintéticos (Tabla 4).

37



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2407429 T3

Tabla 4
ABsoluble AB42 soluble AB40 insoluble AB42 insoluble
Control 26+0,6 3,1+£1,0 3,0+0,1 3,0£04
ACI-24 21+0,8 21+0,9 20+0,1 2,0£0,07
Estadistica n.s p<0,01 p<0,05 p<0,05
ANOVA

n.s* no significativo

Los resultados estan expresados como media (Ap ng/g de homogeneizado de cerebro + error tipico de la media
(SEM))

La inmunizacién con ACI-24 condujo a una disminucién importante de AB1-42 y AB1-42 insolubles, relacionados con
la placa. Los niveles de AB1-42 soluble tambian se habian reducido significativamente, mientras que los niveles de
AB1-40 soluble mostraban solamente tendencia a disminuir.

EJEMPLO 8: La inmunizacién con ACI-01 y ACI-24 no causa inflamacién

La seguridad de ambas vacunas liposomales, ACI-01 y ACI-24, se verificdé midiendo la produccién local de las
citoquinas inflamatorias IL-1p, IL-6, IFN-y y TNF-a mediante ensayos ELISA especificos. Los niveles de TNF-q,
IFN-y, IL-6 e IL-1B se midieron en homogeneizados de cerebro total empleando ELISA en sandwich segun los
manuales del fabricante (todo R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.). Los resultados se expresan en pg/ml por
referencia a diluciones en serie de las citoquinas recombinantes. La extension de las células microgliales activadas
(MHCII) y de la astrogliosis (GFAP) del cerebro en esta region del subiculo,. se determind por inmunoquimica
cuantitativa.

La inmunizacién con ACI-01 o con ACI-24 no aument6 significativamente los niveles de IL-1B, IL-6, IFN-y y TNF-a. en
el cerebro. De modo semejante, no se observaron diferencias de astrogliosis por inmunizaciéon con ACI-24, mientras
que la extension de las células microgliales activadas indicé tendencia a disminuir después de un periodo de
inmunizacion de tres meses.

EJEMPLO 9: Fabricacion de mAbs.

Se us6 un antigeno palmitoilado (ACI-24, AB1.15) para inmunizar ratones C57BL/6 con intervalos de 2 semanas. 10-
12 animales fueron inmunizados con cada antigeno (volumen de inyeccion: 200 ul que contenian 8 nmoles de
péptido). La ultima inyeccioén se efectud 4 dias antes de sacrificar a los animales. Después de 5 dosis de refuerzo se
seleccionaron ratones con titulos terapéuticos para realizar una fusiéon (cuando una dilucion 1:5.000 de los sueros
era positiva en el ensayo ELISA). Se recolectaron células de bazo de los animales inmunizados y se generaron
hibridomas fusionando células de bazo sensibilizadas, con una linea celular de mieloma La fusion de los linfocitos B
de los ratones procedentes de los bazos, se llevé a cabo con células de la linea celular de mieloma SP2-0 (ATCC,
Manassas, VA) empleando los procedimientos bien conocidos de Kohler y Milstein (Nature 256:495-497 (1975)) y
Harlow y Lane (Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York, 1988)).

Las células son inducidas a fusionarse mediante la adicién de polietilenglicol. Las células hibridas que resultan son
clonadas luego del modo convencional, p.ej. usando dilucién limitante. Se seleccionaron clones de hibridoma
productores de IgG, se ensayaron para determinar su capacidad especifica de union al péptido AB+.42 por ELISA y se
cultivaron los clones resultantes que producen los anticuerpos monoclonales deseados.

Los hibridomas obtenidos de este modo se seleccionan quimicamente cultivando las células en placas en un medio
de seleccion que contenia hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT)

Seguidamente se seleccionan los hibridomas por su aptirud para producir anticuerpos monoclonales contra
enfermedades o patologias especificas asociadas a amiloides. Los hibridomas que producen los anticuerpos de
interés son clonados, expandidos y mantenidos congelados para producciones futuras. El hibridoma preferido
produce un anticuerpo monoclonal que posee el isotipo IgG, mas preferiblemente el isotipo 1gG2.

EJEMPLO 10: Determinacion de la especificidad del anticuerpo mACI-24-Ab4

Para analizar la especificidad del anticuerpo ACI-24-Ab4, concentraciones diferentes de fibrillas de Amiloide 1-42, 1-
40 y 1-38, previamente formadas, fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL (Amersham
Biosciences). Después de bloquear con leche desecada al 10% y Tween 20 al 0,7%, se incubaron las membranas
con anticuerpo primario a 20 pg/ml, durante 2 horas, a temperatura ambiente. Después de lavar, se incubaron las
membranas con anticuerpo de oveja anti-lgG de ratén (Amersham Biosciences) conjugado con peroxidasa del
rabano picante, durante 1 hora, a temperatura ambiente, se lavaron y se incubé con soluciéon quimiluminiscente
seguido de exposicion de la membrana a pelicula de rayos X.
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Para medir la unién del mAb (mACI-24-Ab4) a fibras de Amiloide 8 1-42, se formaron previamente fibras de AB 1-42,
1-40 y 1-38 durante siete dias a 37°C e hibridaron en la membrana. Se us6 20 ng/ml de anticuerpo para medir la
capacidad de unién y se detecté el anticuerpo unido mediante anticuerpo de oveja anti-IgG de ratén conjugado con
peroxidasa del rabano picante, durante 20 minutos de exposicion.

Como pudo demostrarse por analisis de hibridacion puntual, el anticuerpo mACI-24-Ab4 se une a diferentes fibras de
Ap formadas previamente, con diferentes sensibilidades. El anticuerpo manifiesta la maxima sensibilidad de unién
para las fibras de AB142 en vez de para las de AB140 0 AB1-3s. .Es posible detectar al menos 0,001 pg de fibres de
AB142 mientras que el limite de deteccion del anticuerpo para las fibras de AB1.40 es al menos 0,1 ug y para las fibras
de AB13s 1 ng, lo que significa que la sensibilidad es 100 veces a 1000 veces menor para estos tipos de fibras
amiloides. Estos resultados demuestran que el anticuerpo ACI-24-Ab4 es al menos 100 veces mas sensible para la
forma amiloide (1-42) que se sabe llega a hacerse insoluble por cambio de conformaciéon secundaria y que
constituye la parte principal de las placas amiloides existentes en los cerebros de pacientes de Enfermedad de
Alzheimer.

EJEMPLO 11: Fraccionamiento por ultracentrifugacion en gradiente de densidad

Las propiedades de anticuerpos monoclonales para inhibir la polimerizacién de fibras de AB1.42 y la desagregacion
de fibras de AB1.42 fueron estudiadas por ultracentrifugacion en gradiente de densidad (Rzepecki et al., 2004), que se
basa en el principio de distribuicion entre fibras de péptidos que resultan de tamarfos diferentes después de
incubacién con o sin anticuerpos, seguido de un analisis de sedimentacion por SDS-PAGE sobre un gradiente
previamente formado (OptiPrep™). El analisis simultaneo de la poblacién de fibras de AB previamente formadas,
desagregacion e inhibicién de propiedades de agregacion de los anticuerpos incubados conjuntamente, y la unién de
los anticuerpos a las fibras, son ventajas obvias de estos métodos.

Los anticuerpos monoclonales generados contra AB1.15 (MACI-24-Ab4) fueron analizados todos en ensayos de
desagregacion y de inhibicion.

Para la inhibicidon de agregacion de AP1.s2, se incubaron monémeros de ABi42 con mAbs en dos razones molares
diferentes (razén molar de mondémero Af1.42 treinta o cien veces mayor que Mab) con la concentracién final de Ap
de 50 uM. Después de 24 horas de incubaciéon a 37°C, las muestras fueron superpuestas sobre un gradiente
discontinuo de Optiprep™ y se centrifugaron los tubos a 259.000 g durante 3 horas a 4°C- Se recogieron 15
fracciones (140 pl cada una). La fraccion 1 era la fraccidn menos densa desde la parte mas alta del gradiente y la
fraccion 15 es la fraccion mas densa desde la parte mas baja del gradiente. También se tomo el glébulo de
agregado. Las fracciones recogidas fueron analizdas por SDS-PAGE con tinciéon con plata. La concentracion de
AB142 para los ensayos de inhibicion era cinco veces menor que para los ensayos de desagregacion que disminuyen
la cinética de agregacion de amiloides y aseguran una medida dentro de la fase lineal.

Sin adicion de mAb, el péptido Ap se habia agregado después de 24 horas de tiempo de incubacion y la mayor parte
de la proteina se encontraba en las fracciones 13 a glébulo de agregado (agregado, muy pequefio en 12), lo que
demuestra polimerizacion completa de los monémeros de péptidos AB. Una inhibicién de la agregacion, exitosa e
importante, daria por resultado fibras u oligémeros de menor tamafio que los que podrian encontrarse en fracciones
de menor densidad. En el ensayo de agregacion el anticuerpo mACI-24-Ab4 ocasion6 un desplazamiento de bandas
para la mayoria (banda mas fuerte) desde 13 a 11 y 12 y una solubilizaciéon importante de las bandas que iba desde
la fraccidon 13 hasta el glébulo de agregado. Esto significa que el mACI-24-Ab4 manifiesta una fuerte capacidad para
inhibir la polimerizacion de mondmeros de péptidos AP en fibras, y revel6 una unién especifica a las fibras de AB (en
las fracciones 11y 12).

Para la desagregacion de fibrillas de ABi.42 previamente formadas, por incubacion conjunta con MAbs (en dos
razones molares diferentes, 1:30 y 1:110, Mab + Mondmero AB1.42 con la concentracion final de AB de 246 uM), se
incubaron las muestras durante 24 horas a 37°C. Después de 24 horas, las muestras fueron fraccionadas por
ultracentrifugacion y separadas por SDS-PAGE como se describe en esta memoria y se ha descrito anteriormente
(Rzepecki et al., 2004).

De modo semejante al del ensayo de agregacion, pudo demostrarse polimerizacién completa de fibras por la
distribucién de fibrillas de Af1.42 solas en las fracciones 12 a P (globulo de agregado). En este caso, el
desplazamiento de fibras hacia fracciones de menor densidad indicaria actividad de desagregacion del anticuerpo,
cuando se incubd conjuntamente con fribras previamente formadas. La adiciéon de mACI-24-Ab4 en la razén molar
de 1:100 mostré un desplazamiento de la mayoria de las fibras amiloides desde 12 a 11. Por tanto el anticuerpo
mACI-24-Ab4 pone de manifiesto, asimismo, una fuerte actividad de desagregacion.

EJEMPLO 12: Aplicacion combinada de un antigeno palmitoilado y un inhibidor de la activacion del
complemento en un ensayo de retencioén de la capacidad de reconocimiento (ORT) en un modelo en ratén de
Enfermedad de Alzheimer .
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Con objeto de evitar efectos secundarios potenciales tales como complicaciones neurolégicas causadas por una
estimulacion adicional por la vacunacion, de un sistema de complemento ya sobreactivado, el antigeno palmitoilado
(ACI-24, AB1-15) se administra en combinacion con un inhbidor de complemento seleccionado del grupo que consiste
en TP10 (Receptor 1 de complemento humano soluble). Eculizumab (anti-proteina C5 humana de complemento) ,
Pexelizumab (anti-complemento de C5), inhibidor de C1-esterasa natural Cetor® (“C1-esterasehemmer-N") e
Inhibidor de C1 humana natural

El inhibidor de complemento se administra antes de la vacunacién de un paciente humano con el antigeno
palmitoilado (ACI-24, AB1.15) 0 poco después.

En un esquema de aplicaciéon en el que el inhibidor de complemento se administra antes de la vacunacién con el
antigeno palmitoilado (ACI-24, AB1.15), el compuesto inhibidor se administra dentro de un periodo de tiempo que
comienza hasta 20 horas antes de la vacunacién y finaliza inmediatamente antes de la vacunacion (Esquema de
aplicacion 1)

En un esquema de aplicacion en el que el inhibidor de complemento se administra después de la vacunacién con el
antigeno palmitoilado (ACI-24, AB1.15), el compuesto inhibidor se administra dentro de un periodo de tiempo que
comienza inmediatamente después de la vacunacion y finaliza 1 dia después después de aplicacion de la vacuna
(Esquema de aplicacion 2)

12.1 TP10 (Receptor 1 de complemento humano soluble)

En ensayos humanos con TP-10 se encontré que es preferible mantener la concentracion de TP10 en un intervalo
situado entre 100 pg(ml y 160 ug/ml, durante 24 hras después de la unién competitiva de proteinas (CPB). Con
objeto de conseguir tal intervalo de concentraciones, lo mas apropiado es administrar una dosis inicial de 10 mg/kg
durante 0,5 horas, seguida de 10 mg/kg durante 23,5 horas (Li Js, Am Heart J. 2004 Ene; 147 (1):173.80.)

La vacunacion con el antigeno palmitoilado (ACI-24, AB+.15) se realiza, o bien después de haber conseguido una
concentracién deseable de TP10 siguiendo el Esquema de aplicacién 1, o, alternativamente, antes de administrar la
dosis inicial de 10 mg/kg de TP10, seguin el Esquema de aplicacién 2.

12.2 Eculizumab (anti-proteina C5 humana de complemento)

Se administra Eculizumab (600 mg) por infusiones todas las semanas durante cuatro semanas, seguida una semana
mas tarde de una dosis de 900 mg y luego, por dosis adicionales de 900 mg todas las otras semanas hasta la
semana 12 (Hillmen P., N. Engl. J. Med. 2004 Feb 5;350(6):552-9).

Para tratamientos de larga duracién puede administrarse Eculizumab en una dosis de 900 mg cada 12 a 14 dias
(Hill A., Blood, 2005 Oct 1;106(7):2559-65. Epub 2005 Jun 28.)

La vacunacion con el antigeno palmitoilado (ACI-24, AB1.15) se realiza, o bien después de haber sido administrada la
primera dosis de 600 mg siguiendo el Esquema de Aplicacion 1, o bien, alternativamente, antes de que hubiera sido
administrada la dosis inicial de 600 mg, segun el Esquema de Aplicacion 2.

En algunos casos puede ser mas apropiado utilizar el Esquema de Aplicaciéon 1 solamente después de la semana 4,
cuando los 4 primeros ciclos de administracién de Eculizumab han finalizado y se ha conseguido en el cuerpo
humano una concentracién estable en estado estacionario.

12.3 Pexelizumab (anti-complemento de C5)

Se administra Pexelizumab por via intravenosa en forma de un bolo a 2,0 mg/kg durante 10 minutos, cuya
administracion de bolo puede ir seguida de una infusion de 1,0 mg/kg durante 20 horas
(http//circ.ahajournals.org/cgi/content/full/ 106/23/2986-a), o de 0,05 mg/kg/hora durante 24 horas.

La vacunacion con el antigeno palmitoilado (ACI-24, AB1.15) se realiza, o bien después de haber sido administrado el
primer bolo de 2.0 mg/kg de Pexelizumab, siguiendo el Esquema de Aplicacién 1 o, alternativamente, antes de
administrar el bolo inicial de 2,0 mg/kg de Pexelizumab, segun el Esquema de Aplicacién 2.

En algunos casos puede ser mas apropiado utilizar el Esquema de Aplicacién 1 so6lo después de haber completado
la segunda aplicacién por infusidon y haber conseguido en el cuerpo humano una concentracion estable en estado
estacionario.

12.4 Inhibidor de C1 humana natural

El inhibidor de C1 se administra en dosis de 6,25 a 100 U/kg (van Doom MB., Allergy Clin. Immunol. 2005 Oct.
116(4):876-83. Epub 2005 Ago. 8)
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Alternativamente, puede administrarse un concentrado pasteurizado de un inhibidor de C1-esterasa en dosis de
entre 5000-1000 Ul (De Serres J. Transfus Apher Sci. 2003 Dic:29(3):247-54.); (Bork K., Arch.. Inter Med. 2001 Mar
12; 161(5):714-8)

El inhibidor de C1 también puede administrarse por via intravenosa en una infusién de 1 hora, comenzando con
6000 Ul, seguido de 3000 Ul, 2000 Ul y 1000 Ul en intervalos de 12 horas (Callezi C., Crit Care Med. 2002 Ago;
30(8):1722-8)

Finalmente, el inhibidor de C1 puede administrarse por via intravenosa cada tercer dia en forma de un concentrado
de inhibidor calentado por vapor, en una concentracion de 25 unidades de plasma por kilo de peso (Waytes AT. N.
Eng. J. Med. 1996 Jun. 20; 334(25):1630-4).

La vacunacion con el antigeno palmitoilado (ACI-24, AB1.15) se efectia, o bien después de haber administrado el
inhibidor de C-1 siguiendo el Esquema de Aplicacion 1, o bien, alternativamente, antes de administrar la dosis inicial
del inhibidor de C1, segun el Esquema de Aplicacién 2.

12.5 Inhibidor de C1 natural Cetor® (C1-esterasehemmer-N)

El inhibidor de C1-esterasa (“C1-esterasehemmer-N”) 6 Cetor® se administra en una dosis de 1.000 U, 1.500 U o
2.000 U y después se administra en la misma dosis del otro producto.

La vacunacion con el antigeno palmitoilado (ACI-24, AB1.15) se realiza, o bien después de administrar la 22 dosis
siguiendo El Esquema de Aplicaciéon 1, o bien, alternativamente, antes de administrar la dosis inicial de 1.000 U,
1.500 U 6 2.000 U del inhibidor de C1-esterasa (“C1-esterasehemmer-N") o Cetor®, segun el Esquema de
Aplicacion 2.
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Figuras

Figura 1a: Disefio y caracterizacion biofisica de las dos vacunas liposomales que contienen inmundgenos peptidicos
con los primeros 15 (ACI-24, AB1-15) y 16 (ACI-01, AB1-16) aminoacidos del péptido amiloide 31-42 de longitud
total. b) ACI-01 contiene AB1-16 flanqueado con un resto de lisina PEGilada sobre cada lado que lleva DSPE, que
sirve de anclaje liposomal sobre el otro extremo de la cadena de PEG (a). Para ACI-24 (b), dos restos de lisina
palmitoilada terminales estaban enlazados covalentemente en cada extremo de AB1-15 para reconstituir y fijar el
antigeno en el liposoma (a). c) espectros de CD de los dos antigenos reconstiuidos en liposomas. ACI-01 pone de
manifiesto espectros indicativos de conformacién proteinica arrollada aleatoriamente o sin estructurar (sefal
negativa hasta 210 nm que se acerca lentamente al eje del cero hasta 260 nm) mientras que los espectros de
ACI-24 contienen una proporcion importante de estructura beta (sefial positiva hasta 210 nm, que cruza después el
eje del cero y se aproxima de nuevo hasta 260 nm). Para analisis de espectros de CD muestras beta-amiloides
(ACI-01 y -24) fueron reconstituidas en liposomas y sometidas a sonicacién usando un sonicador de sonda, en una
concentracion de péptido de 0,9865 mg/ml (1 ml en PBS). Los espectros de CD fueron registrados en un
Dichrograph (JASCO J-810) con una cubeta de cuarzo de 0,1 cm de longitud de paso optico. La ventana espectral
era de190-260 nm, a una velocidad de barrido de 20 nm/min a 25°C y los resultados obtenidos, sin tratar, fueron
expresados en elipticidad en unidad 6 (mdeg)

Figura 1b: La regién del espectro del protdn, que incluye los protones de amidas péptidicas y las cadenas laterales
aromaticas de los espectros NMR de resonancia de espin, de angulo magico, de A. la vacuna de ACI-01, B. la
vacuna de ACI-24. C. ACI-01 1 mM, D. ACI-24 1 mM y E. péptido Ab1-15 4 mM en solucién tampén de PBS, pH 7,2

Figura 1c: Espectros NMR del protén, monodimensionales, desde 9 a 5,5 ppm del péptido beta-amiloide 1-15
pegilado (negro) y palmitoilado (azul). Los péptidos fueron sintetizados, enlazados covalentemente a acido palmitico
0 a PEG, respectivamente, y reconstituidos en PBS. Para el analisis de NMR las muestras fueron centrifugadas y se
registré un espectro total desde 9 a 0,2 ppm.

Figura 2: Analisis de titulos especificos de amiloides de los sueros de ratones APPxPS1 inmunizados con antigeno
PEGilado (ACI-01) o palmitoilado (ACI-24), en liposomas, comparados con los de ratones inmunizados con
liposomas vacios (control). a) la inmunizacién con ACI-24 generd niveles altos de anticuerpos de IgG especificos de
amiloides (a, izquierda) solamente después de dos inmunizaciones y tres semanas después de la primera, y alcanzo
un maximo después de 5 semanas, mientras que la inmunizacién con ACI-01 generd niveles altos de anticuerpos de
IgM especificos de amiloides (a, derecha) con un maximo después de 7 semanas, pero solamente niveles bajos de
IgG en comparacion con ACI-24 (a, izquierda, p<0,5)

Depésito:

Las lineas celulares de hibridomas que siguen han sido depositadas en la “Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)” en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig,
bajo las estipulaciones del Tratado de Budapest.

Designacion de la linea de Designacion del Fecha de Numero de
hibridoma anticuerpo depdsito registro
EJ7H3 mACI-24-Ab4 8 de Diciembre de 2005 DSM ACC2756
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REIVINDICACIONES

1.- Una construccion antigénica que comprende un fragmento de un péptido antigénico AB que consiste en una
extensién unica o repetitiva de entre 13 y 15 restos de aminoacidos contiguos del fragmento N-terminal 1-16 6 1-17
del péptido AP, para uso en el tratamiento de una enfermedad o condicidon asociada a amiloide, caracterizada por
una pérdida de capacidad de memoria cognitiva en un animal o un ser humano, en donde el antigeno del péptido AB
es (a) formado previamente por sintesis de péptidos automatizada, estandar, en resina, y (b) modificado después
por injerto en resina de un resto lipdfilo o hidréfobo a los restos de aminoacidos terminales del péptido AB formado
previamente, y reconstituido en un liposoma, y en donde la administracién de dicha construccion antigénica en forma
de una composicién de vacuna, a un animal o un ser humano aquejado de tal enfermedad o condicién , conduce a :

a. la generacién de anticuerpos del subtipo Th2 no inflamatorio;

b. la generacion de anticuerpos de la subclase IgG independiente de células T; y

c. un aumento de la retencion de la capacidad de la memoria cognitiva y/o a una restauracién completa de
la capacidad de la memoria cognitiva.

2.- Una construccion antigénica para uso segun la reivindicacién 1, que comprende un fragmento de un péptido Ap
que consiste en una extension Unica o repetitiva de entre 13 y 15 restos de aminoéacidos contiguos de la parte
N-terminal del péptido AB, seleccionado del grupo que consiste en los restos 1-15, 1-14 y 1-13.

3.- Una construccion antigénica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que comprende un
fragmento unico o repetitivo de un péptido AP seleccionado del grupo que consiste en antigeno del péptido ABi1.15
como se indica en SEQ ID NO:1 'y AB1.1(,14) cOMo se indica en SEQ ID NO: 3

4.- Una construccion antigénica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el antigeno
del péptido AP es presentado fijado o reconstituido en un soporte/adyuvante.

5.- Una construccion antigénica para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el resto
lipdfilo o hidréfobo es un acido graso, un triglicérido o un fosfolipido.

6.- Una construccién antigénica para uso segun la reivindicacién 5, en donde el resto hidréfobo es acido palmitico.

7.- Una composicidon de vacuna que comprende una construccion antigénica para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

8.- Una composicion de vacuna para uso segun la reivindicacion 7, que comprende un antigeno del péptido AB1.1s.

9.- Una composicién de vacuna para uso segun la reivindicacion 8, en donde el antigeno del péptido ABi.15 es
presentado reconstituido en un liposoma.

10.- Una composicidén de vacuna para uso segun la reivindicacion 9, en donde la preparacién de liposoma contiene
un adyuvante y/o un inmunomodulador.

11.- Una composicion de vacuna para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en donde el antigeno
de un péptido B-amiloide es un antigeno del péptido AB+.15 palmitoilado, modificado por entre 2 y 4 restos palmitoilo
enlazados covalentemente, en cada extremo del péptido reconstituido en un liposoma.

12.- Una composicion de vacuna para uso segun la reivindicacion 11, en donde 2 o mas moléculas de antigeno del
péptido AB+.15 palmitoilado, modificadas por restos palmitoilo enlazados covalentemente en cada extremo del
péptido, estan reconstituidas en un liposoma unico.

13.- Una composicion de vacuna para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, que, por
administracion a un animal o un ser humano, da por resultado, principalmente, la generaciéon de anticuerpos de
subtipos no inflamatorios.

14.- Una composicidon de vacuna para uso segun la reivindicacién 13, en donde dichos anticuerpos son del subtipo
Th2 no inflamatorio.

15.- Una composicién de vacuna para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, que, por
administracion a un animal o un ser humano, da por resultado, principalmente, la generacion de anticuerpos de la
subclase IgG independiente de células T.

16.- Una composicion de vacuna para uso segun la reivindicacion 15, en donde dichos anticuerpos son del isotipo
1gG3.

17.- Una composicion de vacuna para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 16, que, por

administracion a un animal o un ser humano no conduce a un aumento importante de marcadores de inflamacién en
el cerebro.
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18.- Una composicion de vacuna para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 16, que, por
administracion a un animal o un ser humano conduce a una disminucion importante de AB1-40 y AB1-42 insolubles,
relacionados con la placa, en el cerebro.

19.- Una composicion de vacuna para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 16, que, por
administracion a un animal o un ser humano conduce a una reduccion importante del nivel de AB1-42 soluble, en el
cerebro..

20.- Una composicién de vacuna para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 19, en donde la
enfermedad o condicidon asociada a amiloide es una seleccionada del grupo que consiste en Enfermedad de
Alzheimer (AD), deterioro cognitivo leve (MCI), demencia de los cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), complejo Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con HIV, esclerosis lateral amiotrofica (ALS), diabetes de comienzo en la edad adulta, amiloidosis
cardiaca senil, tumores endocrinos y degeneracion macular.

21.- Una composiciéon de vacuna para uso segun la reivindicacion 20, en donde la enfermedad o condiciéon asociada
a amiloide es Enfermedad de Alzheimer.

22.- Una composicion de vacuna para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 19, que, por
administraciéon a un animal o un ser humano, aquejado de una condicién asociada a amiloide, caracterizada por
pérdida de capacidad de la memoria cognitiva, conduce a un aumento de la retencién de la capacidad de la memoria
cognitiva y/o a una restauracién completa de la capacidad de la memoria cognitiva.

23.- Un método de produccion de una composicién de vacuna terapéutica, que comprende emplear una
construccién antigénica que comprende un fragmento de un péptido antigénico AB para uso segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6.

24.- Un método de produccién de una composicion de vacuna terapéutica, que comprende emplear una
construccién antigénica que comprende un péptido antigénico AP segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
para uso en el tratamiento de una enfermedad o condicién asociada a amiloide, segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde el antigeno de un péptido B-amiloide es un antigeno del péptido AB1.15 palmitoilado,
modificado por restos de aminoacidos palmitoilados enlazados covalentemente, reconstituido en un liposoma.

25.- Un método segun la reivindicacion 24, en donde el antigeno del péptido AB+.15 estd modificado por 2 restos de
aminoacidos palmitoilados enlazados covalentemente a los extremos N-terminal y C-terminal del péptido,
respectivamente.

26.- Un método segun la reivindicacion 24, en donde el antigeno del péptido AB+.15 estd modificado por 4 restos de
aminoacidos palmitoilados, dos de los cuales estdn enlazados covalentemente a los extremos N-terminal y
C-terminal del péptido, respectivamente.

27.- Un método segun la reivindicacion 24, en donde 2 6 mas moléculas de antigeno del péptido AB1.15 palmitoilado,
modificadas por restos palmitoilo enlazados covalentemente en cada extremo del péptido, estan reconstituidas en un
unico liposoma.

28.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, en donde la enfermedad o condicion asociada
a amiloide, que incluye patologias neurolégicas y enfermedades o condiciones caracterizadas por pérdida de
capacidad de la memoria cognitiva, esta seleccionada del grupo que consiste en Enfermedad de Alzheimer (AD),
deterioro cognitivo leve (MCI), demencia de los cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch), complejo Parkinson-Demencia (Enfermedad de Guam), paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con HIV, esclerosis lateral amiotréfica (ALS), diabetes de comienzo en la edad adulta, amiloidosis
cardiaca senil, tumores endocrinos y degeneracién macular.

29.- Un método segun la reivindicacion 28, en donde la enfermedad o condicion asociada a amiloide es la
Enfermedad de Alzheimer.

30.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 27, en donde la condicion asociada a amiloide
esta caracterizada por pérdida de capacidad de la memoria cognitiva de un animal o un ser humano, y en donde el
tratamiento de un animal o un ser humano aquejado de tal condicion asociada a amiloide, conduce a un aumento de
la retencién de la capacidad de la memoria cognitiva y/o a una restauracion completa de la capacidad de la memoria
cognitiva.

31.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 30, en donde la administracion de dicha
composicion de vacuna da por resultado, principalmente, la generacion de anticuerpos de subtipos no inflamatorios

32.- Un método segun la reivindicacion 31, en donde dichos anticuerpos son del subtipo Th2 no inflamatorio
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33.- Un método segun la reivindicacion 31, en donde la administracion de dicha composicién de vacuna da por
resultado, principalmente, la generacion de anticuerpos de la subclase IgG independiente de células T

34.- Un método segun la reivindicacion 33, en donde dichos anticuerpos son del isotipo IgG3.

35.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 30, en donde la administracion de dicha
composicién de vacuna no conduce a un aumento importante de marcadores de inflamacién en el cerebro.

36.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 30, en donde la administracion de dicha
composicion de vacuna conduce a una disminucion importante de AB1-40 y AB1-42 insolubles, relacionados con la
placa, en el cerebro.

37.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 30, en donde la administracion de dicha
composiciéon de vacuna conduce a una reduccion importante del nivel de AB1-42 soluble, en el cerebro.

38.- Un método de preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o condicién asociada a
amiloide, que comprende emplear un composicion de vacuna segun una cualquera de las reivindicaciones 7 a 22.

39.- Un método de produccion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad o condicién asociada a
amiloide, segun la reivindicacion 38, que comprende emplear un péptido antigénico inmundgeno, en donde el
antigeno de un péptido B-amiloide es un antigeno del péptido ABi.15 palmitoilado, modificado por restos de
aminoacidos palmitoilados enlazados covalentemente, reconstituido en un liposoma.

40.- Un anticuerpo o una mezcla de anticuerpos que puede obtenerse de un animal inmunizado con una
composicion de vacuna segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 22.

41.- Un anticuerpo segun la reivindicacién 40, caracterizado por que es un anticuerpo monoclonal o uno de sus
derivados.
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