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DESCRIPCION
Anticuerpo humanizado

La presente invencion se refiere a anticuerpos y composiciones para el tratamiento de la amiloidosis, un grupo de
trastornos y anormalidades asociadas a la proteina amiloide, tales como la enfermedad de Alzheimer.

La amiloidosis no es una unica entidad patologica, sino un grupo diverso de procesos patologicos progresivos
caracterizados por depésitos de tejido extracelular de una proteina cerosa, similar al almidén, denominada amiloide,
que se acumula en uno o mas organos o aparatos del cuerpo. A medida que se acumulan los depositos de amiloide,
comienzan a interferir con la funcion normal del érgano o aparato del cuerpo. Hay al menos 15 tipos diferentes de
amiloidosis. Las formas principales son la amiloidosis primaria sin antecedentes conocidos, la amiloidosis secundaria
tras alguna otra afeccion, y la amiloidosis hereditaria.

La amiloidosis secundaria se da durante una infeccién cronica o enfermedad inflamatoria, tal como tuberculosis, una
infeccion bacteriana denominada fiebre mediterranea familiar, infecciones 6seas (osteomielitis), artritis reumatoide,
inflamacion del intestino delgado (ileitis granulomatosa), enfermedad de Hodgkin, y lepra.

Los depdsitos de amiloide incluyen el componente amiloide P (pentagonal) (AP), una glicoproteina relacionada con
el amiloide P sérico (SAP) normal, y los glicosaminoglicanos (GAG) sulfatados, carbohidratos complejos del tejido
conectivo. Las fibrillas de proteina amiloide, que representan alrededor del 90% del material amiloide, comprenden
uno de varios tipos diferentes de proteinas. Estas proteinas son capaces de plegarse en las denominadas fibrillas de
laminas "plegadas beta", una configuracion proteica Gnica que exhibe sitios de unién para el rojo Congo que da
como resultado las propiedades de tincién Unicas de la proteina amiloide.

Muchas enfermedades asociadas al envejecimiento se basan o estan asociadas a proteinas similares al amiloide y
se caracterizan, en parte, por la acumulacién de depdsitos extracelulares de amiloide o material similar al amiloide
que contribuyen a la patogénesis, asi como a la progresion de la enfermedad. Estas enfermedades incluyen, pero
sin limitacion, trastornos neurolégicos tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con cuerpos de Lewy,
sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo Parkinson-Demencia
de Guam. Otras enfermedades que se basan o estan asociadas a proteinas similares a amiloide son la paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes del adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores
endocrinos, y otros, lo que incluye la degeneracion macular.

Aunque la patogénesis de estas enfermedades puede ser diversa, sus depositos caracteristicos contienen a menudo
muchos constituyentes moleculares compartidos. Hasta un grado significativo, esto puede ser atribuible a la
activacion local de rutas pro-inflamatorias, que conducen asi al depésito concurrente de componentes del
complemento activados, reactivos de fase aguda, moduladores inmunitarios, y otros mediadores inflamatorios
(McGeer et al., 1994).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neuroldgico que se cree que esta provocado principalmente por
placas de amiloide, una acumulaciéon de un depdsito anormal de proteinas en el cerebro. El tipo mas frecuente de
amiloide hallado en el cerebro de los individuos afectados estd compuesto principalmente de fibrillas de AB. Las
pruebas cientificas demuestran que un incremento de la produccion y acumulacion de la proteina beta-amiloide en
placas conduce a la muerte de las neuronas, lo que contribuye al desarrollo y la progresion de EA. La pérdida de
neuronas en areas estratégicas del cerebro, a su vez, provoca la reduccion de los neurotransmisores y el deterioro
de la memoria. Las proteinas principalmente responsables de la acumulaciéon de la placa incluyen la proteina
precursora de amiloide (APP) y dos presenilinas (presenilina | y presenilina Il). La escisiéon secuencial de la proteina
precursora de amiloide (APP), que se expresa de manera constitutiva y se cataboliza en la mayoria de las células,
por las enzimas 8 y y secretasa conduce a la liberacion de un péptido AG de 39 a 43 aminoacidos. La degradacion
de APPs incrementa probablemente su propension a agregarse en placas. El fragmento AB(1-42) es el que tiene
especialmente una propension elevada a construir agregados debido a dos residuos de aminoacidos muy hidréfobos
en su extremo C-terminal. Se cree, por lo tanto, que el fragmento AB(1-42) esta implicado y es responsable
principalmente del inicio de la formacion de placas neuriticas en EA y tiene, por lo tanto, un potencial patolégico
elevado. Por lo tanto, existe la necesidad de agentes para prevenir la formacion de placas de amiloide y para difundir
las placas existentes en EA.

Los sintomas de EA se manifiestan lentamente, y el primer sintoma puede ser solamente una falta de memoria leve.
En esta etapa, los individuos pueden olvidar sucesos recientes, actividades, los nhombres de personas o cosas
familiares y pueden no ser capaces de resolver problemas matematicos simples. A medida que la enfermedad
progresa, los sintomas se notan mas facilmente y pasan a ser lo suficientemente graves como para provocar que las
personas con EA o los miembros de sus familias busquen ayuda médica. Los sintomas de la fase intermedia de EA
incluyen el olvidar cémo hacer tareas simples tales como el aseo personal, y se desarrollan problemas con el habla,
la comprension, la lectura, o la escritura. Los pacientes de EA en la fase avanzada pueden volverse nerviosos o
agresivos, pueden deambular lejos de su domicilio, y finalmente necesitan asistencia completa.
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En la actualidad, la Unica manera definitiva de diagnosticar la EA es identificar las placas y ovillos en el tejido
cerebral en una autopsia tras la muerte del individuo. Por lo tanto, los médicos solamente pueden hacer un
diagndstico de EA "posible" o "probable” mientras la persona todavia esta viva. Mediante el uso de los métodos
actuales, los médicos pueden diagnosticar la EA correctamente hasta en un 90 por ciento de las veces mediante el
uso de varias herramientas para diagnosticar una EA "probable". Los médicos hacen preguntas sobre la salud
general de la persona, los problemas médicos pasados, y el historial de cualquier dificultad que la persona tenga al
llevar a cabo sus actividades diarias. Los ensayos conductuales de memoria, resolucion de problemas, atencion,
calculo, y lenguaje proporcionan informacion sobre la degeneracion cognitiva, y los ensayos médicos tales como
analisis de sangre, orina, o liquido cefalorraquideo, y los escaneres cerebrales pueden proporcionar cierta
informacién adicional.

El tratamiento de EA consiste en tratamientos basados en medicacion y no basados en medicacion. Los tratamientos
dirigidos a cambiar el desarrollo subyacente de la enfermedad (retrasar o invertir la progresion) hasta ahora han sido
infructuosos en gran medida. Se ha demostrado que los medicamentos que restablecen el déficit (defecto), o mal
funcionamiento, de los mensajeros quimicos de las neuronas (neurotransmisores), en particular los inhibidores de
colinesterasa (ChEls), tales como tacrina y rivastigmina, mejoran los sintomas. Los ChEls impiden la degradacion
enzimatica de los neurotransmisores, por lo que se incrementa la cantidad de mensajeros quimicos disponibles para
transmitir las sefiales nerviosas en el cerebro.

Para algunas personas en las fases tem mprana e intermedia de la enfermedad los farmacos tacrina (COGNEX®,
Morris Plalns NJ), donepezilo (ARICEPT®, Tokio, JP), rivastigmina (EXELON®, East Hanover, NJ), o galantamina
(REMINYL New Brunswick, NJ) pueden ayudar a prevenir que algunos sintomas empeoren durante un tiempo
limitado. Otro farmaco, memantina (NAMENDA®, Nueva York, NY), se ha aprobado para el tratamiento de EA
moderada a grave. También hay disponibles medicaciones para abordar las manifestaciones psiquiatricas de EA.
Ademas, algunos medicamentos pueden ayudar a controlar los sintomas conductuales de EA, tales como insomnio,
inquietud, deambulacién, ansiedad, y depresion. El tratamiento de estos sintomas a menudo hace que los pacientes
estén mas comodos, y hace que su cuidado sea mas sencillo para los cuidadores. Desafortunadamente, a pesar de
los avances significativos en el tratamiento que demuestran que esta clase de agentes es sistematicamente mejor
que un placebo, la enfermedad continta progresando, y el efecto medio sobre la funcidon mental ha sido solamente
modesto. Muchos de los farmacos usados en la medicacion de EA tales como, por ejemplo, ChEls, tienen ademas
efectos secundarios que incluyen disfuncion gastrointestinal, toxicidad hepatica y pérdida de peso.

Otra enfermedad que se basa o esta asociada a la acumulacion y depésito de una proteina similar a amiloide es la
degeneracion macular.

La degeneracion macular es una enfermedad ocular comun que provoca el deterioro de la macula, que es el area
central de la retina (un tejido muy fino en el fondo del ojo en el que las células sensibles a la luz envian las sefales
visuales al cerebro). La visiéon aguda, clara, "al frente" es procesada por la macula. La alteracion de la macula da
como resultado el desarrollo de escotomas y vision borrosa o distorsionada. La degeneracion macular relacionada
con la edad (AMD) es una causa importante de deterioro visual en los Estados Unidos, y para las personas mayores
de 65 afos es la causa principal de ceguera legal en la poblacién de raza blanca. Aproximadamente 1,8 millones de
norteamericanos de 40 afios de edad y mayores tienen AMD avanzada, y otros 7,3 millones de personas con AMD
intermedia tienen un riesgo considerable de pérdida de vision. El gobierno calcula que en 2020 habra 2,9 millones de
personas con AMD avanzada. Las victimas de AMD a menudo se ven sorprendidas y frustradas al descubrir lo poco
que se conoce sobre las causas y el tratamiento de esta afeccidon que provoca ceguera.

Existen dos formas de degeneracién macular: degeneracion macular seca y degeneracion macular himeda. La
forma seca, en la que las células de la macula comienzan lentamente a degradarse, se diagnostica en el 85 por
ciento de los casos de degeneracion macular. Normalmente se ven afectados los dos ojos por la AMD seca, aunque
un ojo puede perder vision mientras el otro ojo permanece sin afectacion. Las drusas, que son depdsitos amarillos
bajo la retina, son signos tempranos habituales de la AMD seca. El riesgo de desarrollar AMD seca o AMD humeda
avanzadas se incrementa a medida que se incrementa el nUmero o el tamafio de las drusas. Es posible que la AMD
seca avance y provoque la pérdida de vision sin transformarse en la forma humeda de la enfermedad; sin embargo,
también es posible que la AMD seca en una etapa temprana cambie repentinamente a la forma hiumeda.

La forma humeda, aunque solamente supone el 15 por ciento de los casos, da como resultado el 90 por ciento de la
ceguera, y se considera AMD avanzada (no existe una fase temprana o intermedia de AMD humeda). La AMD
himeda siempre va precedida por la forma seca de la enfermedad. A medida que la forma seca empeora, algunas
personas comienzan a tener vasos sanguineos anormales creciendo detras de la macula. Estos vasos son muy
fragiles, y perderan fluido y sangre (de ahi la degeneracién macular "humeda"), lo que provocara la alteracion rapida
de la macula.

La forma seca de AMD a menudo provocara inicialmente una vision ligeramente borrosa. El centro de la visién, en
particular, se puede volver borroso, y esta region crece a medida que progresa la enfermedad. Pueden no
observarse sintomas si solamente esta afectado un ojo. En la AMD humeda, las lineas rectas pueden parecer
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onduladas, y la pérdida de la vision central se puede dar rapidamente.

El diagnéstico de la degeneracion macular implica en general un examen ocular con dilatacion pupilar, una prueba
de agudeza visual, y la observacion del fondo del ojo mediante el uso de un procedimiento denominado
oftalmoscopia para ayudar a diagnosticar la AMD, vy, si se sospecha de AMD humeda, también se puede llevar a
cabo una angiografia con fluoresceina. Si la AMD seca alcanza la fase avanzada, no existe actualmente un
tratamiento para prevenir la pérdida de visién. Sin embargo, una férmula de dosis elevada especifica de
antioxidantes y zinc puede retrasar o prevenir que la AMD intermedia progrese a la fase avanzada. Macugen®
(inyeccion de pegaptanib sodio), la fotocoagulacion laser y la terapia fotodinamica pueden controlar el crecimiento
anormal de los vasos sanguineos y el sangrado en la macula, lo cual es eficaz para algunas personas que tienen
AMD humeda; sin embargo, la visién que ya se ha perdido no se restablecera con estas técnicas. Si ya se ha
perdido vision, existen ayudas para baja vision que pueden ayudar a mejorar la calidad de vida.

Uno de los signos mas tempranos de la degeneracion macular relacionada con la edad (AMD) es la acumulacion de
depdsitos extracelulares conocidos como drusas entre la lamina basal del epitelio pigmentario retiniano (ERP) y la
membrana de Bruch (MB). Los estudios recientes llevados a cabo por Anderson et al. han confirmado que las drusas
contienen amiloide beta. (Experimental Eye Research 78 (2004) 243-256).

La investigacion en curso contindia con estudios que exploran los factores ambientales, genéticos y alimentarios que
pueden contribuir a la AMD. También se estan explorando nuevas estrategias de tratamiento, que incluyen
trasplantes de células retinianas, farmacos que prevendran o frenaran el progreso de la enfermedad, radioterapia,
terapias genéticas, un chip informatico implantado en la retina que puede ayudar a estimular la vision, y agentes que
prevendran el crecimiento de nuevos vasos sanguineos bajo la macula.

Un factor importante a considerar cuando se desarrollan farmacos nuevos es la facilidad de uso para los pacientes
de interés. La administracién oral de farmacos, especificamente comprimidos, capsulas y capsulas blandas,
representa el 70% de todas las formas farmacéuticas consumidas debido a la comodidad del paciente. Los
desarrolladores de farmacos estan de acuerdo en que los pacientes prefieren la administracion oral en vez de
someterse a inyecciones u otras formas mas invasivas de administracion de medicamentos. También son preferibles
las formulaciones que dan como resultado intervalos de dosificacion bajos (es decir, una vez al dia o liberacion
sostenida). La facilidad de administracion de antibiéticos en formas farmacéuticas orales da como resultado un
incremento del cumplimiento de los pacientes durante el tratamiento.

Lo que se necesita son métodos y composiciones eficaces para prevenir o abordar las complicaciones asociadas a
la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la formacion de placas de amiloide que incluyen
la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad que incluyen, pero sin limitacion, trastornos
neurolégicos tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo Parkinson-Demencia de Guam; asi como
otras enfermedades que se basan o estan asociadas a proteinas similares a amiloide tales como paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes del adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores
endocrinos, y otros, lo que incluye la degeneracién macular. En particular, lo que se necesita son agentes capaces
de contrarrestar las manifestaciones fisiolégicas de la enfermedad, tales como la formacién de placas asociadas a la
agregacion de fibras del péptido amiloide o similar a amiloide.

Se informd que los anticuerpos anti-amiloide generados mediante la inoculacion de AB1.42 mezclado con adyuvante
completo o incompleto de Freund reducen la carga de amiloide en ratones transgénicos para la enfermedad de
Alzheimer humana (Schenk et al., 1999). La inoculacién intraperitoneal de AB1.16 tetrapalmitoilado reconstituido en
liposomas a ratones transgénicos NORBA genero¢ titulos significativos de anticuerpos anti-amiloide, que se informo
que solubilizaron fibras y placas de amiloide in vitro e in vivo. (Nicolau et al., 2002).

Liu et al., (2004) Biochemistry, 43(22):6959-6967 describe que un anticuerpo de fragmento variable de cadena
sencilla anti-B-amiloide dirigido contra la region 17-28 inhibe la agregacion in vitro de B-amiloide y la citotoxicidad de
B-amiloide.

El documento WO 00/72880 A2 describe un anticuerpo anti-B-amiloide (el anticuerpo 266), que reconoce el epitopo
13-28 de B-amiloide, que reduce los niveles de B-amiloide total en el cerebelo de ratones.

El documento WO 01/62801 A2 describe un anticuerpo humanizado anti-B-amiloide del anticuerpo 266 y sugiere que
los anticuerpos que se unen a B-amiloide entre las posiciones 13 y 28 (p.ej., 266 y 4G8) son capaces de aislar las
formas solubles de B-amiloide de sus formas unidas, circulantes en la sangre sin unirse con gran afinidad al (8-
amiloide agregado.

El documento WO 2006/066171 A1 describe un anticuerpo anti-B-amiloide (15C11) que se une a la region central de
B-amiloide (es decir, los aminoacidos 17-24), y se une a especies de 3-amiloide oligoméricas, pero no parece unirse
a mondémeros de -amiloide.
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Ninguna de estas referencias describe un anticuerpo anti-B-amiloide que tenga las propiedades estructurales y
fisicas particulares del anticuerpo de la invencion reivindicada, es decir, un anticuerpo anti-p-amiloide que tiene una
secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada de SEQ ID N° 15 y una secuencia de
aminoacidos de la region variable de la cadena ligera de SEQ ID N°: 12, que se puede unir tanto a fibras de B-
amiloide como a monémeros solubles, y es capaz de inhibir la agregacion de $-amiloide y disgregar fibras/agregados
de amiloide.

Un posible mecanismo mediante el cual se daba la disolucion de las placas y fibras de amiloide fue sugerido en
primer lugar por Bard et al., (2000), el cual llego a la conclusién de que los anticuerpos opsonizaban las placas, que
eran destruidas posteriormente por los macréfagos de la microglia. De Mattos et al., (2001) indicé que un mAb
dirigido contra el dominio central de B-amiloide fue capaz de unirse y aislar completamente el amiloide plasmatico.
Argumentaron que la presencia de estos mAbs en la circulacion desplazé el equilibrio de AB entre el cerebro y el
plasma, por lo que se favorecio la eliminacion periférica y el catabolismo en vez del depdsito en el cerebro.

La terapia humana prolongada con anticuerpos de roedor puede dar como resultado una respuesta de antiglobulinas
que es detectable aproximadamente a los 8-12 dias tras la administracion, y alcanza un maximo aproximadamente a
los 20-30 dias. Si se da tal respuesta de antiglobulinas, el tratamiento se debe interrumpir después de no mas de
aproximadamente 10 dias, y normalmente se excluye la vuelta al tratamiento en una fecha posterior porque
conducira al inicio rapido de una respuesta de antiglobulinas secundarias. Aunque los anticuerpos de roedor
comparten un grado considerable de conservaciéon de la secuencia con la de los anticuerpos humanos, existen
muchas diferencias de secuencia entre los anticuerpos de roedor y los humanos, suficientes para que los
anticuerpos de roedor sean inmundgenos en los seres humanos.

Este problema se puede superar generando anticuerpos directamente en seres humanos o mediante la creacion de
anticuerpos "humanizados" (es decir, "remodelados”). Los anticuerpos humanizados tienen una secuencia de
aminoacidos de la regién variable que contiene las CDRs derivadas de roedor intercaladas en secuencias
estructurales humanas o similares a las humanas. Debido a que la especificidad del anticuerpo humanizado esta
proporcionada por las CDRs derivadas de roedor, sus residuos se van a usar basicamente sin cambios, y solamente
son permisibles las modificaciones menores, que no interfieren de manera significativa con la afinidad y especificidad
del anticuerpo hacia su antigeno objetivo. Los residuos estructurales pueden derivar de cualquier primate o, en
particular, de cualquier region variable humana, o pueden ser una combinacién de las mismas, y la region variable
disefiada resultante se consideraria remodelada.

Para maximizar la probabilidad de que se conservara la afinidad en el anticuerpo remodelado, es importante hacer
una seleccion adecuada de la region estructural. Se sabe que las secuencias estructurales sirven para mantener las
CDRs en su orientacion espacial correcta para la interaccion con el antigeno, y que los residuos estructurales a
veces pueden incluso participar en la unién al antigeno. Para mantener la afinidad del anticuerpo hacia su antigeno,
es ventajoso seleccionar las secuencias estructurales humanas que sean las mas similares a las secuencias
estructurales de roedor. Entonces puede ser todavia necesario sustituir uno o0 mas aminoacidos de la secuencia
estructural humana con el residuo correspondiente de la secuencia estructural de roedor para evitar pérdidas de
afinidad. Esa sustitucion se puede realizar con la ayuda de la modelizacion por ordenador.

La presente invencidon proporciona anticuerpos y composiciones nuevas que comprenden anticuerpos muy
especificos y muy eficaces, concretamente anticuerpos humanizados que incluyen fragmentos de los mismos, que
tienen la capacidad de reconocer y unirse de manera especifica a epitopos especificos de una variedad de
antigenos de B-amiloide, que se pueden presentar al anticuerpo en una forma monomérica, dimérica, trimérica, etc.,
polimérica, en forma de un agregado, fibras, filamentos o en la forma condensada de una placa. Los anticuerpos
proporcionados por las ensefianzas de la presente invencidon son especialmente utiles para el tratamiento de la
amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la formacion de placas de amiloide que incluyen la
amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad que incluyen, pero sin limitacién, trastornos
neurolégicos tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo Parkinson-Demencia de Guam; asi como
otras enfermedades que se basan o estan asociadas a proteinas similares a amiloide tales como paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis de tipo Dutch, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral
amiotrofica), diabetes del adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otros, lo que incluye la
degeneracion macular, por nombrar solo algunas.

Sorprendentemente, los anticuerpos de la invencién se unen a B-amiloide en diversas formas de B-amiloide, que
incluyen mondmeros solubles, oligémeros vy fibrillas, con afinidad elevada, e inhiben la agregacion de mondémeros
hasta oligomeros/fibrillas e inducen la desagregacion de oligémerosf/fibrillas.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a la materia tal como se indica en las reivindicaciones. De manera especifica, la
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invencion se refiere a un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que reconoce y se une a la proteina B-
amiloide, en el que dicho anticuerpo humanizado o fragmento del mismo comprende una Region Variable de la
Cadena Pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 15, y una Regién Variable de
la Cadena Ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 12.

De manera mas especifica, dicho anticuerpo humanizado o fragmento del mismo comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 16 y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 13. Preferiblemente, en dicho anticuerpo humanizado o fragmento del mismo, se ha
eliminado la Lys C-terminal de la region constante de la cadena pesada.

La invencién se refiere ademas a moléculas de acido nucleico que comprenden secuencias nucleotidicas que
codifican el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo de la invencién, y a vectores de expresion que
comprenden dichas secuencias nucleotidicas. También se incluyen las células que comprenden dichos vectores de
expresion.

La invencion también se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo humanizado o el
fragmento del mismo de la invencion, y opcionalmente que comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En una realizacion, la invencion se refiere al uso del anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo y/o
la composicién farmacéutica para la preparacion de un medicamento para prevenir, tratar o aliviar los efectos de la
amiloidosis, tal como amiloidosis secundaria, amiloidosis relacionada con la edad, trastornos neuroldgicos tales
como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo Parkinson-Demencia de Guam; enfermedades basadas o
asociadas a proteinas similares a amiloide, tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis muiltiple;
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis
lateral amiotrofica), diabetes del adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y degeneracion macular.

La invencién también se refiere a una composicién farmacéutica de la invencién, para el uso en un método para
prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, tal como amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con
la edad, tales como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neuroldgicos tales como la
Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria
con amiloidosis (tipo Dutch), el complejo Parkinson-Demencia de Guam, enfermedades que se basan o estan
asociadas a proteinas similares a amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, y esclerosis multiple,
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis
lateral amiotrofica), diabetes del adulto, amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y degeneracién macular,
opcionalmente en la que el tratamiento del animal, tal como el mamifero o ser humano, conduce a un incremento de
la capacidad de la memoria cognitiva, la retencion de la capacidad de la memoria cognitiva, y/o una inversion de la
capacidad de la memoria cognitiva y un restablecimiento completo de la capacidad de la memoria cognitiva.

La invencioén se refiere ademas a un método para determinar el grado de carga de placa amiloidogénica en una
muestra de tejido y/o muestra de fluido corporal, que comprende ensayar una muestra de tejido o muestra de fluido
corporal en busca de la presencia de proteina amiloide con el anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo
segun la invencion; determinar la cantidad de anticuerpo o fragmento de anticuerpo unido a la proteina; y calcular la
carga de placa en la muestra de tejido o en la muestra de fluido corporal.

La invencién también abarca un equipo para la deteccion y el diagndstico de enfermedades y afecciones asociadas
a amiloide que comprende, en uno o mas recipientes, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun la
invencion, un reactivo de deteccion, e instrucciones para el uso de los anticuerpos.

La invencion se refiere ademas al anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun la invenciéon para el uso en
la desagregacion de fibras hasta formas poliméricas y monomeéricas solubles.

Ademas, la invencion abarca el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun la invencién, cuyo anticuerpo
o fragmento del mismo es para el uso en la proteccion de neuronas de la degradacion inducida por A.

La invencion también se refiere al uso del anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun la invencion para la
preparacion de un medicamento para prevenir la degeneracion de las neuronas tras la exposicion al oligdmero de
AB.

En una realizacion, la invencion se refiere a un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que reconoce y se
une a al menos un sitio de union diferente, en particular a al menos dos sitios de unién diferentes, y mas en
particular a al menos tres sitios de unién diferentes de la proteina S-amiloide, en el que dicho uno, dichos al menos
dos y dichos al menos tres sitios de union comprenden cada uno al menos uno o dos residuos de aminoacidos
consecutivos implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo.

En particular, el anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo segun la invencién se une a al menos dos, en
particular a al menos tres sitios de union diferentes de la proteina S-amiloide, en el que al menos dos de los tres
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sitios de unién diferentes comprenden al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos implicados de manera
predominante en la union del anticuerpo, y al menos uno de los tres sitios de unién diferentes comprenden al menos
un residuo de aminoacido.

Los al menos dos sitios de unién diferentes que comprenden al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos
implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo estan localizados en estrecha proximidad entre si en
el antigeno, separados y/o flanqueados por al menos un residuo de aminoacido que no esta implicado en la unién
del anticuerpo o en un grado significativamente menor en comparacion con dichos al menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos, por lo que se forma un epitopo discontinuo conformacional.

Los al menos tres sitios de union diferentes que comprenden al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos y
al menos un residuo de aminoacido, respectivamente, que estan implicados de manera predominante en la unién del
anticuerpo estan localizados en estrecha proximidad entre si en el epitopo, separados y/o flanqueados por al menos
un residuo de aminoacido que no esta implicado en la unién del anticuerpo o en un grado significativamente menor
en comparacion con los residuos de aminoacidos que estan implicados de manera predominante en la unién del
anticuerpo, por lo que se forma un epitopo discontinuo conformacional.

En particular, se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio de unién diferente, en particular a al menos dos
sitios de union diferentes, mas en particular a al menos tres sitios de unién diferentes de la proteina 8-amiloide, en el
que dicho al menos uno o dichos al menos dos sitios de unién diferentes comprenden cada uno al menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo, en el que los
al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos que representan un primer sitio de unién son -Phe-Phe-
incrustados dentro de la secuencia central siguiente (SEQ ID N°: 9):

Xaas - Phe - Phe - Xaas - Xaas - Xaag, €en la que

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

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

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp,

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, y en la que dichos
residuos de aminoacidos Xaas, Xaas, Xaas y Xaas no estan implicados en la unién del anticuerpo o en un grado
significativamente menor en comparacion con el sitio de union -Phe-Phe-.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en el que

Xaas es Val o Leu, pero especialmente Val;
Xaay es Ala o Val, pero especialmente Ala;
Xaas es Glu o Asp, pero especialmente Glu;
Xaag es Glu o Asp, pero especialmente Asp.

En particular, se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio de unién diferente, en particular a al menos dos
sitios de union diferentes, mas en particular a al menos tres sitios de unién diferentes de la proteina 8-amiloide, en el
que dichos sitios de unién diferentes comprenden al menos uno y al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo, en el que los al
menos dos residuos de aminoacidos consecutivos que representan un primer sitio de unién son -Phe-Phe- y el al
menos un residuo de aminoacido es -His- localizado dentro de la secuencia central siguiente:

- Xaas - His - Xaa3 - Xaas - Xaas - Xaas - Phe - Phe - Xaay -Xaas- Xaao-, en la que

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

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gin

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe,
elle

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, y en la que dichos
residuos de aminoacidos Xaa4, Xaas, Xaas, Xaarz, Xaag y Xaag, no estan implicados en la unién del anticuerpo o
en un grado menor a significativamente menor en comparaciéon con el sitio de unién -His- y -Phe-Phe-,
respectivamente.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en el que
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Xaas es GIn o Asn, pero especialmente Gin;
Xaas es Lys

Xaas es Leu

Xaag es Val o Leu, pero especialmente Val;
Xaay es Ala o Val, pero especialmente Ala;
Xaag es Glu o Asp, pero especialmente Glu; y
Xaag es Asp o Glu, pero especialmente Asp.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio de unién diferente, en particular a al menos dos
sitios de union diferentes, mas en particular a al menos tres sitios de unién diferentes de la proteina 8-amiloide, en el
que dicho al menos uno o dichos al menos dos sitios de unién diferentes comprenden cada uno al menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo, en el que los
al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos que representan un segundo sitio de uniéon son -Lys-Leu-
incrustados dentro de la secuencia central siguiente (SEQ ID N°: 10):

Xaai - Xaaz - Lys - Leu - Xaaz en la que

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

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gin;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe,
e lle; y en la que dichos residuos de aminoacido Xaay, Xaas, no estan implicados en la union del anticuerpo o
en un grado menor a significativamente menor en comparacioén con el sitio de unién -Lys-Leu-.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio de unién diferente, en particular a al menos dos
sitios de union diferentes, mas en particular a al menos tres sitios de unién diferentes de la proteina 8-amiloide, en el
que dichos sitios de unién diferentes comprenden al menos uno y al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo, en el que el al
menos uno y los al menos dos aminoacidos consecutivos, que estan separados por al menos un residuo de
aminoacido que no esta implicado en la unidon del anticuerpo o en un grado significativamente menor en
comparacion con los residuos de aminoacidos implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo, son -
His- y -Lys-Leu-, respectivamente, incrustados dentro de la secuencia central siguiente:

His - Xaaz - Lys - Leu - Xaas- Xaas- Xaas-Xaae- Xaas - Xaag - en la que

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gin;

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

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe,
elle

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe,
elle

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, Ser e lle;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp,

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp

y en la que dichos residuos de aminoacidos Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan implicados en la unién del
anticuerpo o en un grado menor a significativamente menor en comparacién con el sitio de union -His- y -Lys-
Leu-, respectivamente.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en el que

Xaay es GIn o Asn, pero especialmente GIn;
Xaas es Val o Leu, pero especialmente Val;
Xaas es Phe

Xaas es Phe

Xaas es Ala o Val, pero especialmente Ala;
Xaay es Glu o Asp, pero especialmente Glu; y
Xaag es Asp o Glu, pero especialmente Asp.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos dos sitios de unién diferentes de la proteina S-amiloide, en
el que dichos al menos dos sitios de union diferentes comprenden cada uno al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo, en el que los al menos dos
aminoacidos consecutivos estan separados mediante al menos un residuo de aminoacido que no esta implicado en
la unién del anticuerpo o en un grado significativamente menor que dichos residuos de aminoacidos consecutivos,
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que son -Phe-Phe- y -Lys-Leu-, respectivamente, que representan un primer y segundo sitios de union incrustados
dentro de la secuencia central siguiente:

Xaai - Xaaz - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaa; - Xaas - Xaae, en la que

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

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gin;

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

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, Ser e llg;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp,

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, y en la que dichos
residuos de aminoacidos Xaap, Xaas, Xaas, Xaas y Xaas no estan implicados en la unién del anticuerpo o en un
grado menor a significativamente menor en comparacion con el sitio de union -Lys-Leu- y-Phe-Phe-,
respectivamente.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio de unién diferente, en particular a al menos dos
sitios de union diferentes, mas en particular a al menos tres sitios de union diferentes de la proteina S-amiloide, en el
que dichos sitios de unién diferentes comprenden al menos uno y al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo, en el que el al
menos uno y los al menos dos aminoacidos consecutivos estan separados por al menos un residuo de aminoacido
que no esta implicado en la union del anticuerpo o en un grado significativamente menor en comparacién con los
residuos de aminoacidos, que estan implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo, y en el que
dichos residuos de aminoacidos son -His- y -Phe-Phe- y -Lys-Leu-, respectivamente, incrustados dentro de la
secuencia central siguiente:

His - Xaaz - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaa4 - Xaas - Xaas, en la que

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gin;

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

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, Ser e llg;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp,

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, y en la que dichos
residuos de aminoacidos Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan implicados en la unién del anticuerpo o en un
grado menor a significativamente menor en comparacion con el sitio de unién -His-, -Lys-Leu- y -Phe-Phe-,
respectivamente.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en el que

Xaay es GIn o Asn, pero especialmente Gin;
Xaas es Val o Leu, pero especialmente Val;
Xaay es Ala o Val, pero especialmente Ala;
Xaas es Glu o Asp, pero especialmente Glu; y
Xaag es Asp o Glu, pero especialmente Asp.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos dos sitios de union diferentes de la proteina S-amiloide, en
el que dichos al menos dos sitios de union diferentes comprenden cada uno al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos implicados de manera predominante en la uniéon del anticuerpo, en el que los al menos dos
aminoacidos consecutivos estan separados mediante al menos un residuo de aminoacido que no esta implicado en
la unién del anticuerpo o en un grado significativamente menor que dichos residuos de aminoacidos consecutivos,
que son -Phe-Phe- y -Lys-Leu-, respectivamente, que representan un primer y segundo sitios de union incrustados
dentro de la secuencia central siguiente:

Xaai - Xaaz - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaa4 - Xaas - Xaas, en la que

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

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gin;

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

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

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp,

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, y en la que dichos
residuos de aminoacidos Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan implicados en la unién del anticuerpo o en un
grado menor a significativamente menor en comparacion con el sitio de unidon -Lys-Leu- y -Phe- Phe,
respectivamente.
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También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en el que

Xaa; es His o Arg, pero especialmente His;
Xaay es GIn o Asn, pero especialmente Gin;
Xaas es Val o Leu, pero especialmente Val;
Xaas es Ala o Val, pero especialmente Ala;
Xaas es Glu o Asp, pero especialmente Glu; y
Xaag es Asp o Glu, pero especialmente Asp.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos dos sitios de union diferentes de la proteina S-amiloide, en
el que dichos al menos dos sitios de union diferentes comprenden cada uno al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos implicados de manera predominante en la unién del anticuerpo, que son - Phe - Phe - Ala - Glu -, en
particular - Phe - Phe - Ala -, pero especialmente - Phe - Phe -y - Lys - Leu -, respectivamente, y en el que dichos al
menos dos sitios de unién diferentes exhiben la secuencia de aminoacidos -Val - Phe - Phe - Ala - Glu - Asp -
mostrada en SEQ ID N°: 7 y la secuencia de aminoacidos His - GIn - Lys - Leu - Val - mostrada en SEQ ID N°: 8,
respectivamente.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio de unién diferente, en particular a al menos dos
sitios de union diferentes, mas en particular a al menos tres sitios de unién diferentes de la proteina 8-amiloide, en el
que dicho al menos uno o dichos al menos dos sitios de union diferentes comprenden al menos uno y al menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos, respectivamente, implicados de manera predominante en la unién del
anticuerpo, que son - Phe - Phe -y - Lys - Leu -, e -His-, respectivamente, en el que dichos sitios de union diferentes
estan incrustados en la secuencia de aminoacidos -Val - Phe - Phe - Ala - Glu-, y la secuencia de aminoacidos -His -
GIn - Lys - Leu - Val -, respectivamente.

En otro aspecto, el anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo comprende un sitio de reconocimiento y de unién al antigeno que reconoce y se une a al menos dos sitios de
union diferentes de la proteina B-amiloide, en el que dichos al menos dos sitios de union diferentes comprenden
cada uno al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos dentro de la secuencia de aminoacidos
proporcionada en SEQ ID N%: 7 y 8, respectivamente, en el que dichos residuos de aminoacidos consecutivos, en
particular -Phe-Phe- y -Lys-Leu-, estan implicados de manera predominante en la unién de la proteina S-amiloide.

También se describe un anticuerpo o un fragmento del mismo, que se une a 4 sitios de union diferentes de la
proteina B-amiloide, en el que dichos 4 sitios de unién diferentes incluyen 2 sitios de uniéon que comprenden cada
uno un residuo de aminoacido y 2 sitios de uniéon que comprenden cada uno dos residuos de aminoacidos
consecutivos, cuyos residuos estan implicados de manera predominante en la union del anticuerpo, en el que dichos
4 sitios de union diferentes estan localizados en estrecha proximidad entre si en la proteina S-amiloide, y en el que
dichos 4 sitios de unién estan separados por al menos un residuo de aminoacido que no esta implicado en la unién
del anticuerpo o que esta implicado en la union, pero en un grado significativamente menor en comparaciéon con
dicho residuo de aminoacido y dichos dos residuos de aminoacidos consecutivos de los 4 sitios de unidn diferentes,
por lo que se forma un epitopo discontinuo conformacional.

En particular, los primeros de los dos residuos de aminoacidos consecutivos implicados de manera predominante en
la union del anticuerpo son -Lys-Leu-, y los segundos de los al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos
son -Phe-Phe-, el primero de los residuos de aminoacidos simples es -His- y el segundo de los residuos de
aminoacidos simples es -Asp- incrustados dentro de la secuencia central siguiente:

- Xaas- His - Xaa; - Lys - Leu -Xaas - Phe - Phe - Xaas- Xaas- Asp - Xaae en la que

Xaai es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Asn, GIn, Lys y Arg, pero
especialmente His;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y GIn, pero especialmente Gin;
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe,
e lle, especialmente Val;

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

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, especialmente Glu;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe,
e lle, especialmente Val; y en la que dichos residuos de aminoacidos Xaa4, Xaay, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no
estan implicados en la union del anticuerpo o estan implicados en la union, pero en un grado significativamente
menor en comparacion con el sitio de union -His-, -Asp-, -Lys-Leu, y -Phe-Phe-.

También se describe un anticuerpo o un fragmento del mismo, que se une a 4 sitios de union diferentes de la
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proteina S-amiloide, en el que dichos 4 sitios de unién diferentes incluyen dos sitios de unién que comprenden cada
uno un residuo de aminoacido y dos sitios de unién que comprenden cada uno dos residuos de aminoacidos
consecutivos, en el que los primeros de los dos residuos de aminoacidos consecutivos implicados de manera
predominante en la unién del anticuerpo son -Lys-Leu-, y los segundos de los al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos son -Phe-Phe-, el primero de los residuos de aminoacidos simples es -His-, y el segundo de los
residuos de aminoacidos simples es -Asp- incrustados dentro de la secuencia central siguiente:

- Xaaq - His - Xaa; - Lys - Leu -Xaas - Phe - Phe - Xaa; - Xaas - Asp - Xaas en la que

Xaai es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Asn, GIn, Lys y Arg, pero
especialmente His;

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y GIn, pero especialmente Gin;
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe,
e lle, especialmente Val;

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

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, especialmente Glu;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe,
e lle, especialmente Val; y en la que dichos residuos de aminoacidos Xaa4, Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no
estan implicados en la union del anticuerpo o estan implicados en la union, pero en un grado significativamente
menor en comparacion con el sitio de union -His-, -Asp-, -Lys-Leu, y -Phe-Phe-.

En un aspecto especifico, los sitios de reconocimiento y de unidon como se definieron anteriormente en la presente
memoria estan formando un epitopo discontinuo conformacional localizado en una region de la proteina B-amiloide
entre el residuo de aminoacido 12 a 24, en particular entre los residuos 14 a 23, mas en particular entre los residuos
de aminoacidos 14 y 20, en los que los al menos dos sitios de reconocimiento y union diferentes que comprenden
cada uno al menos 2 residuos de aminoacidos, estan localizados en la posicién 16 y 17 y en la posicién 19 y 20,
respectivamente, y en el que el al menos un sitio de reconocimiento y union diferentes que comprenden al menos 1
residuo de aminoacido esta localizado en la posicion 14, cuyos residuos estan implicados de manera predominante
en la union de la proteina B-amiloide, y en el que dichos sitios de reconocimiento y union diferentes estan
flanqueados al menos en un lado por residuos de aminoacidos, en particular los residuos 21 y 22, y separados por
un residuo de aminoacido localizado en la posicion 15 y 18, cuyos residuos de aminoacidos no estan implicados
directamente en la unién del antigeno o, al menos, en un grado sustancialmente menor.

Todavia en otro aspecto, dichos al menos tres sitios de reconocimiento y union diferentes estan flanqueados a
ambos lados por residuos de aminoacidos, en particular los residuos 12 y 13, y los residuos 21 y 22, y estan
separados por un residuo de aminoacido localizado en la posicion 15 y 18, cuyos residuos de aminoacidos no estan
implicados directamente en la union del antigeno o, al menos, en un grado sustancialmente menor.

En un aspecto especifico, dichos residuos de aminoacidos consecutivos, en particular -Lys-Leu- en la posicion 16 y
17 y -Phe- Phe- en la posicion 19 y 20, que estan implicados de manera predominante en la unién de la proteina -
amiloide, estan incrustados en la region central siguiente:

Val- | His- | His- | GIn- | Lys- | Leu- | Val- | Phe- | Phe- | Ala- | Glu- | Asp

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

En otro aspecto especifico, dichos residuos de aminoacidos, en particular -Lys-Leu- en la posicion 16 y 17 y -Phe-
Phe- en la posicién 19 y 20, e -His- en la posicion 14, que estan implicados de manera predominante en la unién de
la proteina B-amiloide, estan incrustados en la regidn central siguiente:

Val- | His- | His- | GIn- | Lys- | Leu- | Val- [ Phe- | Phe- [ Ala- | Glu- | Asp- | Val- | Gly-

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 |25

En otro aspecto, se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende en la region
variable de la cadena ligera y de la cadena pesada, respectivamente, al menos una CDR de origen no humano, en
particular dos CDRs de origen no humano, mas en particular tres CDR de origen no humano, incrustadas en una o
mas regiones estructurales derivadas de ser humano o de primate y, opcionalmente, una regién constante derivada
de un anticuerpo de procedencia humana o de primate, cuyo anticuerpo humanizado o fragmento del mismo es
capaz de reconocer y unirse de manera especifica a la proteina S-amiloide, en particular un péptido monomérico de
B-amiloide, mas en particular un péptido polimérico de B-amiloide, aiin mas en particular fibras, fibrillas o filamentos
de B-amiloide aisladas o como parte de una placa de B-amiloide, en un epitopo que comprende la secuencia de
aminoacidos siguiente (SEQ ID N°: 11):

Xaai - Xaaz - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe- Xaa4 - Xaas - Xaag, en la que
Xaa1 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Asn, GIn, pero especialmente
His;
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Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y GIn, pero especialmente GIn;
y

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Val, Leu, e lle, pero especialmente
Val;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala y Val, pero especialmente Ala;
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, pero especialmente Glu;
Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, pero especialmente Asp.

Todavia en otro aspecto, se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende en la
region variable de la cadena ligera y de la cadena pesada, respectivamente, al menos una CDR de origen no
humano, en particular dos CDRs de origen no humano, mas en particular tres CDR de origen no humano,
incrustadas en una o mas regiones estructurales derivadas de ser humano o de primate y, opcionalmente, una
region constante derivada de un anticuerpo de procedencia humana o de primate, cuyo anticuerpo humanizado o
fragmento del mismo es capaz de reconocer y unirse de manera especifica a la proteina S-amiloide, en particular un
péptido monomérico de B-amiloide, mas en particular un péptido polimérico de B-amiloide, aun mas en particular
fibras, fibrillas o filamentos de B-amiloide, aisladas o como parte de una placa de B-amiloide, en un epitopo que
comprende la secuencia de aminoacidos siguiente:

His - Xaaz - Lys - Leu - Xaas - Phe - Phe - Xaa4 - Xaas - Xaas, en la que

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gin, pero especialmente Gin;
y

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Val, Leu, e lle, pero especialmente
Val;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala y Val, pero especialmente Ala;
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, pero especialmente Glu;
Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, pero especialmente Glu;
y en la que dichos residuos de aminoacidos Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan implicados en la unién del
anticuerpo o en un grado menor en comparacion con el sitio de unién -His- y -Lys-Leu- y -Phe-Phe-.

En un aspecto especifico, la CDR de origen no humano se obtiene de un anticuerpo donante, pero en particular de
un anticuerpo donante murino, generado contra un fragmento antigénico que no contiene dicho sitio de union
diferente. Este cambio en la region epitopica puede haber sido provocado al menos parcialmente por el uso de una
construccion antigénica supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de
aminoacidos del péptido B-amiloide, en particular del péptido S-amiloide AB1.16, modificado con un resto hidrdfilo tal
como, por ejemplo, polietilen glicol (PEG), en el que dicho resto hidréfilo esta unido de manera covalente a cada uno
de los extremos del péptido antigénico por medio de al menos uno, en particular uno o dos aminoacidos tales como,
por ejemplo, lisina, acido glutamico y cisteina o cualquier otro aminoacido adecuado o analogo de aminoacido capaz
de servir como un dispositivo de conexion para acoplar el resto hidréfilo al fragmento peptidico, como se describe
mas adelante en la presente memoria en el proceso de inmunizacién. Cuando se usa un PEG como resto hidrofilo,
los extremos de PEG libres se unen de manera covalente a fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto
adecuado para funcionar como elemento de anclaje, por ejemplo, para incrustar la construccion antigénica en la
bicapa de un liposoma, como se describe en la presente memoria.

En particular, la CDR de origen no humano se obtiene de un anticuerpo donante murino que exhibe las propiedades
caracteristicas de ACI-01-Ab7C2 (también denominado "mC2" a lo largo de la solicitud) depositado el 01 de
diciembre de 2005 en la "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH" (DSMZ) en
Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, bajo las estipulaciones del Tratado de Budapest con el
n°® de acceso DSM ACC2750).

En una realizacion de la invencion, la CDR de origen no humano se obtiene a partir del anticuerpo donante murino
ACI-01-Ab7C2 (también denominado "mC2" a lo largo de la solicitud) depositado el 01 de diciembre de 2005 en la
"Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH" (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1
B, 38124 Branuschweig, bajo las estipulaciones del Tratado de Budapest con el n® de acceso DSM ACC2750).

Ademas, el uso de lipido A como parte del protocolo de inmunizaciéon puede haber contribuido a un cambio en la
region epitopica.

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende integrado en las regiones
estructurales derivadas de ser humano o de primate al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que
representa la CDR3 de la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1 de
la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en el que dicho anticuerpo humanizado
comprende integrado en las regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate al
menos un péptido con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2436 112 T3

ID N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena
Pesada (HCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en el que dicho anticuerpo humanizado
comprende integrado en las regiones estructurales de la cadena ligera derivadas de ser humano o de primate un
péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1 de la Regién Variable de la
Cadena Ligera (LCVR).

También se describe una Regién Variable de la Cadena Ligera (LCVR) que comprende integrado en las regiones
estructurales derivadas de ser humano o de primate al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

También se describe una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) que comprende integrado en las regiones
estructurales derivadas de ser humano o de primate al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que
representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integrado en las
regiones estructurales derivadas de ser humano o de primate al menos dos péptidos, cuyos péptidos son diferentes
y exhiben una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N°:1 que
representa la CDR1, SEQ ID N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 de la Region
Variable de la Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID N° 4 que representa la CDR1, SEQ ID N° 5 que representa la
CDR2 y SEQ ID N° 6 que representa la CDR3 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) en la que la
misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo. En particular, si las al menos dos CDRs presentes
son ambas CDRs de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), al menos una de dichas CDRs debe ser la
CDR1 representada por SEQ ID N°: 4.

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende integrado en las regiones
estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate al menos dos péptidos con una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N° 1 que representa la CDR1, SEQ
ID N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena
Pesada (HCVR), pero en particular un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo en el que la misma CDR no
puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

También se describe una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) que comprende integrado en las regiones
estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate al menos dos péptidos con una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N°: 1 que representa la CDR1, SEQ
ID N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena
Pesada (HCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende integrado en las regiones
estructurales de la cadena ligera derivadas de ser humano o de primate al menos dos péptidos con una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1, SEQ
ID N°: 5 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 6 que representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Ligera
(LCVR).

También se describe una Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), que tiene integrado en las regiones
estructurales de la cadena ligera derivadas de ser humano o de primate al menos dos péptidos con una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1, SEQ
ID N°: 5 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 6 que representa la CDRS3 de la Regién Variable de la Cadena Ligera
(LCVR), en la que la misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo y, en particular, al menos una
de dichas CDRs debe ser la CDR1 representada por SEQ ID N°: 4.

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integrado en las
regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate péptidos con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 1 que representa la CDR1, SEQ ID N° 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que
representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR), en particular en el orden indicado
anteriormente.

También se describe una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) que comprende integrado en las regiones
estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate péptidos con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 1 que representa la CDR1, SEQ ID N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que
representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR), en particular en el orden indicado
anteriormente.

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integrado en las
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regiones estructurales de la cadena ligera derivadas de ser humano o de primate péptidos con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N° 4 que representa la CDR1, SEQ ID N°: 5 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 6 que
representa la CDR3 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), en particular en el orden indicado
anteriormente.

También se describe una Regién Variable de la Cadena Ligera (LCVR) que comprende integrado en las regiones
estructurales de la cadena ligera derivadas de ser humano o de primate péptidos con una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1, SEQ ID N°: 5 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 6 que representa la
CDR3 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), en particular en el orden indicado anteriormente.

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integrado en las
regiones estructurales derivadas de ser humano o de primate al menos tres péptidos con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N°: 1 que representa la CDR1, SEQ ID
N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada
(HCVR) y SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1, SEQ ID N° 5 que representa la CDR2 y SEQ ID N° 6 que
representa la CDR3 de la Regidon Variable de la Cadena Ligera (LCVR), pero en particular un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo en el que la misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, cuyo anticuerpo comprende integrado en
las regiones estructurales derivadas de ser humano o de primate al menos cuatro péptidos con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N°: 1 que representa la CDR1, SEQ ID
N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°:3 que representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada
(HCVR) y SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1, SEQ ID N° 5 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 6 que
representa la CDRS3 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), pero en particular un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo en el que la misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integrado en las
regiones estructurales derivadas de ser humano o de primate al menos cinco péptidos con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID N°: 1 que representa la CDR1, SEQ ID
N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°:3 que representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada
(HCVR) y SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1, SEQ ID N° 5 que representa la CDR2 y SEQ ID N° 6 que
representa la CDR3 de la Regidon Variable de la Cadena Ligera (LCVR), pero en particular un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo en el que la misma CDR no puede estar presente dos veces en el anticuerpo.

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende integrado en las
regiones estructurales derivadas de ser humano o de primate péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID N°: 1 que representa la CDR1, SEQ ID N°: 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 de
la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID N° 4 que representa la CDR1, SEQ ID N° 5 que
representa la CDR2 y SEQ ID N°: 6 que representa la CDRS3 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado, una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR), o un fragmento
del mismo, en el que dicho anticuerpo humanizado, Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR) o fragmento del
mismo comprende integrado en las regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de
primate al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 2 que representa la CDR2 de la
Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado, una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) o un fragmento
del mismo, en el que dicho anticuerpo humanizado, Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR) o fragmento del
mismo comprende integrado en las regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de
primate al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 de la
Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado, Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR) o un fragmento del
mismo, cuyo anticuerpo, Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) o fragmento del mismo comprende
integrado en las regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate al menos dos
péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 1 que representa la CDR1 y SEQ ID N° 2 que
representa la CDR2 de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado, una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) o un fragmento
del mismo, cuyo anticuerpo, Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) o fragmento del mismo comprende
integrado en las regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate al menos dos
péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 1 que representa la CDR1 y SEQ ID N° 3 que
representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado, una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) o un fragmento
del mismo, cuyo anticuerpo, Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) o fragmento del mismo comprende
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integrado en las regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate al menos dos
péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 2 que representa la CDR2 y SEQ ID N° 3 que
representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de la Cadena Ligera (LCVR) o un fragmento
del mismo, cuyo anticuerpo, Regiéon Variable de la Cadena Ligera (LCVR) o fragmento del mismo comprende
integrado en las regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate al menos dos
péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 4 que representa la CDR1 y SEQ ID N° 5 que
representa la CDR2 de la Regién Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de la Cadena Ligera (LCVR) o un fragmento
del mismo, cuyo anticuerpo, Regiéon Variable de la Cadena Ligera (LCVR) o fragmento del mismo comprende
integrado en las regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de ser humano o de primate al menos dos
péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 4 que representa la CDR1 y SEQ ID N° 6 que
representa la CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en el que tanto la Region Variable de la
Cadena Pesada (HCVR) como la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) del anticuerpo C2 de ratén contribuye
cada una con al menos una de sus regiones CDR a las al menos dos regiones CDR del anticuerpo humanizado. El
anticuerpo humanizado resultante o un fragmento del mismo puede comprender asi

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 1 que representa la CDR1 (HCVR) en combinacién con
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 2 que representa la CDR2 (HCVR) en combinacién con
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 (HCVR) en combinacién con
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 4 que representa la CDR1 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 1 que representa la CDR1 (HCVR) en combinacién con
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 5 que representa la CDR2 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 2 que representa la CDR2 (HCVR) en combinacién con
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 5 que representa la CDR2. (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:2 que representa la CDR2 (HCVR) en combinacién con una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 6 que representa la CDR3 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:1 que representa la CDR1 (HCVR) en combinacién con una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 6 que representa la CDR3 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 (HCVR) en combinacién con
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 5 que representa la CDR2 (LCVR);

- al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 3 que representa la CDR3 (HCVR) en combinacién con
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 6 que representa la CDR3 (LCVR).

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describié anteriormente en la presente memoria, cuyo anticuerpo comprende una
region constante de la cadena ligera y/o de la cadena pesada de origen humano o de primate.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en el que al menos uno, en particular al menos uno pero no mas de 5, mas en particular al
menos uno pero no mas de 4, ain mas en particular al menos uno pero no mas de 3, pero especialmente al menos
uno pero no mas de 2, de los aminoacidos representativos de las regiones CDR de la cadena ligera y/o de la cadena
pesada tal como se proporcionan en SEQ ID N°s: 1 - 6 esta cambiado por medio de una sustitucion conservativa de
forma que el anticuerpo mantiene su funcionalidad completa.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en el que en la CDR2 de la region variable de la cadena ligera (LCVR) como se proporciona
en SEQ ID N°: 5, la Lys de la posicién de Kabat 50 esta sustituida por un residuo de aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en Arg, GIn y Glu, en particular por Arg.

También se describe una region variable de la cadena ligera (LCVR) en la que en la CDR2 como se proporciona en
SEQ ID N°: 5, la Lys de la posicion de Kabat 50 esta sustituida por un residuo de aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en Arg, GIn y Glu, en particular por Arg.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en el que en la CDR2 de la region variable de la cadena ligera (LCVR) como se proporciona
en SEQ ID N°: 5, la Ser de la posiciéon de Kabat 53 esta sustituida por un residuo de aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en Asn o Thr, pero en particular por Asn.

También se describe una region variable de la cadena ligera (LCVR) en la que en la CDR2 como se proporciona en
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SEQ ID N°: 5, la Ser de la posicion de Kabat 53 esta sustituida por un residuo de aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en Asn o Thr, pero en particular por Asn.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o se proporciona un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, en el que la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR) tiene una
secuencia de aminoacidos que es un 90%, en particular un 95%, mas en particular un 98% idéntica a la secuencia
proporcionada en SEQ ID N°: 15 y 16, respectivamente.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o se proporciona un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, en el que la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) tiene una
secuencia de aminoacidos que es un 90%, en particular un 95%, mas en particular un 98% idéntica a la secuencia
proporcionada en SEQ ID N°: 12 y 13, respectivamente.

También se describe un anticuerpo humanizado o se proporciona un fragmento del mismo, en el que al menos dos,
pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) tienen una
secuencia de aminoacidos que es un 90%, en particular un 95%, mas en particular un 98% idéntica a la region CDR
correspondiente tal como se proporcionan en SEQ ID N°: 1 - 3.

También se describe un anticuerpo humanizado o se proporciona un fragmento del mismo, en el que al menos dos,
pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) tienen una
secuencia de aminoacidos que es un 90%, en particular un 95%, mas en particular un 98% idéntica a la region CDR
correspondiente tal como se proporcionan en SEQ ID N°:4 - 6.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describié anteriormente en la presente memoria en el que la Regién Variable de la
Cadena Pesada (HCVR) tiene una secuencia de aminoacidos que es un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia proporcionada en SEQ ID N°: 15y 16, respectivamente.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describié anteriormente en la presente memoria en el que la Regién Variable de la
Cadena Ligera (LCVR) tiene una secuencia de aminoacidos que es un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% idéntica a la secuencia proporcionada en SEQ ID N°: 12 y 13, respectivamente.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describio anteriormente en la presente memoria, en el que al menos una, en particular
al menos dos, pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR)
tienen una secuencia de aminoacidos que es un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a
la region CDR correspondiente tal como se proporcionan en SEQ ID N°: 1 - 3.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describio anteriormente en la presente memoria, en el que al menos una, en particular
al menos dos, pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR)
tienen una secuencia de aminoacidos que es un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a
la region CDR correspondiente tal como se proporcionan en SEQ ID N°: 4 - 6.

También se describe un anticuerpo humanizado como se describié anteriormente en la presente memoria, en el que
al menos uno de los aminoacidos representativos de las secuencias estructurales aceptoras obtenidas de las
secuencias de Vy y Vk de la linea germinal humana, se cambia respectivamente por medio de una sustitucion hasta
un aminoacido de la region correspondiente del anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2 o una sustitucion conservativa de
él.

También se describe una Regidn Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que el Trp de la posicion de Kabat 47 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituido por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, en particular Leu e lle, pero especialmente Leu, tal como se muestra en
SEQ ID N°: 15.

También se describe una Regidn Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que la Arg de la posiciéon de Kabat 94 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ser
y Thr, pero especialmente por Ser, tal como se muestra en SEQ ID N°: 15.

También se describe una Regidn Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que el Trp de la posicion de Kabat 47 de la secuencia
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estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, en particular Leu e lle, pero especialmente Leu, y la Arg de la posicion de
Kabat 94 esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero especialmente
por Ser, tal como se muestra en SEQ ID N°: 15.

También se describe una Region Variable de la Cadena Ligera y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Ligera, respectivamente, en la que la GIn de la posicion de Kabat 45 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vi de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT V«ll de la
Region Variable de la Cadena Ligera esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Lys,
Arg, GIn, y Asn, en particular por Lys y Arg, pero especialmente por Lys.

También se describe una Region Variable de la Cadena Ligera y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Ligera, respectivamente, en la que la Tyr de la posicion de Kabat 87 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vi de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT V«ll de la
Region Variable de la Cadena Ligera esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Phe,
Leu, Val, lle, y Ala, en particular por Leu y Phe, pero especialmente por Phe.

También se describe una Region Variable de la Cadena Ligera y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Ligera, respectivamente, en la que la Lys de la posicion de Kabat 50 de la region
CDR2 obtenida de un anticuerpo monoclonal de ratén, en particular el anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, tal como se
muestra en SEQ ID N°: 12 esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Arg, GIn, His, y
Asn, pero especialmente por Arg.

También se describe una Region Variable de la Cadena Ligera y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Ligera, respectivamente, en el que la Asn de la posicion de Kabat 53 de la region
CDR2 obtenida de un anticuerpo monoclonal de ratén, en particular el anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, tal como se
muestra en SEQ ID N°: 12 esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu,
Ser e lle; pero especialmente Ser.

También se describe un anticuerpo humanizado, en el que el Trp de la posicién de Kabat 47 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituido por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, en particular Leu e lle, pero especialmente Leu, y la Arg de la posicion de
Kabat 94 de la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias de V4 de la linea germinal humana del
subgrupo de KABAT Vhlll de la Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituida por un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero especialmente por Ser como se muestra en SEQ ID N°: 15, y
la Tyr de la posicion de Kabat 87 de la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias de Vk de la linea
germinal humana del subgrupo de KABAT Vkll de la Region Variable de la Cadena Ligera esta sustituida por un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Phe, Leu, Val, lle, y Ala, en particular por Leu y Phe, pero
especialmente por Phe.

También se describe una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que el Trp de la posicion de Kabat 47 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID N°: 15 esta sustituido por Leu.

También se describe una Regidn Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que la Arg de la posicion de Kabat 94 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituida por Ser, tal como se muestra en SEQ ID N°: 15.

También se describe una Regidn Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que el Trp de la posicion de Kabat 47 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituido por Leu e lle, pero especialmente Leu, y la Arg de la posicion
de Kabat 94 de la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del
subgrupo de KABAT VHlll de la Regién Variable de la Cadena Pesada esta sustituida por Ser tal como se muestra
en SEQ ID N°: 15.

También se describe una Region Variable de la Cadena Ligera y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que la Tyr de la posicion de Kabat 87 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vi de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT V«ll de la
Region Variable de la Cadena Ligera esta sustituida por Phe.

También se describe una Regidn Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que comprende esta
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Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que el Trp de la posicion de Kabat 47 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituido por Leu e lle, pero especialmente Leu, y la Arg de la posicion
de Kabat 94 de la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias de V4 de la linea germinal humana del
subgrupo de KABAT VHlll de la Regién Variable de la Cadena Pesada esta sustituida por Ser tal como se muestra
en SEQ ID N°: 15y la Tyr de la posicion de Kabat 87 de la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias de
Vk de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vkll de la Regiéon Variable de la Cadena Ligera esta
sustituida por Phe.

También se describe una Regidn Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que el Trp de la posicion de Kabat 47 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, en particular Leu e lle, pero especialmente Leu, y la Arg de la posicion de
Kabat 94 esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero especialmente
por Ser, tal como se muestra en SEQ ID N° 15y en la que la Lys de la posicién de Kabat 50 de la region CDR2
obtenida de un anticuerpo monoclonal de ratén, en particular el anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, esta sustituida por
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Arg, GIn, His, y Asn, pero especialmente por Arg.

También se describe una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que comprende esta
Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en el que el Trp de la posicion de Kabat 47 de la secuencia
estructural aceptora obtenida de secuencias de Vy de la linea germinal humana del subgrupo de KABAT Vylll de la
Region Variable de la Cadena Pesada esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, en particular Leu e lle, pero especialmente Leu, y la Arg de la posicion de
Kabat 94 esta sustituida por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ser y Thr, pero especialmente
por Ser, tal como se muestra en SEQ ID N° 15 y en el que la Asn de la posicion de Kabat 53 de la region CDR2
obtenida de un anticuerpo monoclonal de ratén, en particular el anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, esta sustituida por
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, Ser e lle; pero especialmente Ser.

La invencion usa la region variable de la cadena ligera de SEQ ID N°: 12.

En la invencion, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la regién variable de la cadena ligera de
SEQ ID N°: 12.

En una realizacion especifica, la invencion usa la region variable de la cadena ligera que incluye secuencias sefal
como se muestra en SEQ ID N°: 13.

En ofra realizacion especifica de la invencion, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la region
variable de la cadena ligera completa que incluye secuencias sefial como se muestra en SEQ ID N°: 13.

También se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la regién variable de la cadena ligera de SEQ ID
N°: 12 y la regiéon constante de la cadena ligera de SEQ ID N°: 14.

También se describe un anticuerpo humanizado que comprende la regién variable de la cadena ligera completa de
SEQ ID N°: 13 y la region constante de la cadena ligera de SEQ ID N°: 14.

La invencion usa la region variable de la cadena pesada de SEQ ID N°: 15.

En la invencion, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la region variable de la cadena pesada
de SEQ ID N°: 15.

En una realizacion especifica, la invencion usa la region variable de la cadena pesada que incluye secuencias sefal
como se muestra en SEQ ID N°: 16.

En ofra realizacion especifica de la invencion, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la region
variable de la cadena pesada completa que incluye secuencias sefial como se muestra en SEQ ID N°: 16.

También se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la region variable de la cadena pesada de SEQ ID
NO: 15 y la region constante de la cadena pesada de SEQ ID N°: 17.

También se describe un anticuerpo humanizado, que comprende la region variable de la cadena pesada de SEQ ID
NO: 16 y la region constante de la cadena pesada de SEQ ID N°: 17.

En un aspecto, el anticuerpo humanizado tras la co-incubacién con un péptido monomérico de AB que tiene al
menos 30, en particular al menos 35, mas en particular al menos 38, aiin mas en particular al menos 40 residuos de
aminoacidos y/o un péptido amiloide soluble polimérico de AB que comprende una diversidad de dichas unidades
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monomeéricas de AB, pero especialmente con un péptido amiloide monomérico de AB1.42 y/o soluble polimérico de AS
que comprende una diversidad de dichas unidades monoméricas de AB1.42, en particular a una proporcion de
concentraciones molares de anticuerpo respecto de AB1-42 de hasta 1:1000, en particular de hasta 1:500, mas en
particular de hasta 1:300, aun mas en particular de hasta 1:200, pero especialmente a una proporcién de
concentraciones molares de entre 1:10 y 1:100, inhibe la agregaciéon de los mondmeros de AB hasta fibrillas
poliméricas de peso molecular elevado.

En particular, la co-incubacion del anticuerpo con péptidos monoméricos de amiloide y/o solubles poliméricos de
amiloide se lleva a cabo durante 24 horas a 60 horas, en particular durante 30 horas a 50 horas, mas en particular
durante 48 horas, pero especialmente 24 horas, a una temperatura de entre 28 °C y 40 °C, en particular de entre 32
°Cy 38 °C, mas en particular a 37 °C.

En un aspecto especifico, la co-incubacion con péptidos monoméricos de amiloide y/o solubles poliméricos de
amiloide se lleva a cabo durante 24 horas a una temperatura de 37 °C.

En particular, el anticuerpo, en particular el anticuerpo humanizado descrito en la presente memoria, que incluye
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales de los mismos, se une a un péptido
monomeérico de AB142 y/o péptido de amiloide soluble polimérico de AB que comprende una diversidad de dichas
unidades monoméricas de AB142 Yy, tras la co-incubacién con el péptido monomérico de AB142 y/o péptido de
amiloide soluble polimérico de AB que comprende una diversidad de dichas unidades monoméricas de AB1.42, inhibe
la agregacion de los mondémeros y/o polimeros de AB hasta fibrillas poliméricas de peso molecular elevado.

En un aspecto, el anticuerpo, en particular el anticuerpo humanizado descrito en la presente memoria, que incluye
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, inhibe la agregacion de los
monomeros de AS y/o polimeros solubles de AB, que comprenden una diversidad de dichas unidades monoméricas
de AB, hasta fibrillas poliméricas de peso molecular elevado en al menos un 50%, en particular en al menos un 60%,
en particular en al menos un 65%, mas en particular en al menos un 75%, aun mas en particular en al menos un
80%, pero especialmente en al menos un 85%-90%, o mas en comparacion con los monémeros de péptido amiloide
respectivos incubados en tampdn (control), a una proporcion de concentraciones molares de anticuerpo respecto de
AB1-42 de hasta 1:1000, en particular a una proporcién de concentraciones molares de entre 1:10 y 1:100, pero
especialmente a una proporcién de concentraciones molares de 1:10.

En un aspecto especifico, el anticuerpo, en particular el anticuerpo humanizado descrito en la presente memoria,
que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, inhibe la agregacién de
los mondmeros de AB y/o polimeros solubles de AB que comprenden una diversidad de dichas unidades
monoméricas de A hasta fibrillas poliméricas de peso molecular elevado en al menos un 30% a una proporcion de
concentraciones molares de anticuerpo respecto de AB1-42 de 1:100.

En otro aspecto especifico, el anticuerpo, en particular el anticuerpo humanizado descrito en la presente memoria,
que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, inhibe la agregacién de
los mondmeros de AB y/o polimeros solubles de AB que comprenden una diversidad de dichas unidades
monoméricas de A hasta fibrillas poliméricas de peso molecular elevado en al menos un 80% a una proporcion de
concentraciones molares de anticuerpo respecto de AB1-42 de 1:10.

La union de los anticuerpos descritos en la presente memoria y como se describen en la presente memoria a
péptidos amiloidogénicos monoméricos y/o poliméricos pero, en particular, a la forma de amiloide (1-42) conduce a
la inhibicion de la agregacion de los péptidos amiloidogénicos monoméricos y/o poliméricos hasta fibrillas o
filamentos de peso molecular elevado. Por medio de la inhibicion de la agregacién de péptidos amiloidogénicos
monomeéricos y/o poliméricos, los anticuerpos segun la presente invencién son capaces de prevenir o frenar la
formacion de placas de amiloide, en particular la forma de amiloide (1-42), que se sabe que se vuelve insoluble por
el cambio de la conformacion secundaria y que es la parte principal de las placas de amiloide en cerebros de
animales o seres humanos enfermos.

La capacidad de inhibicion de la agregacion del anticuerpo se puede determinar mediante cualquier método
adecuado conocido en la técnica, en particular mediante ultracentrifugacion en gradiente de densidad seguida de un
analisis de sedimentacién mediante SDS-PAGE en un gradiente preformado y/o mediante un ensayo fluorescente
con tioflavina T (Th-T).

En un aspecto, se describe en la presente memoria un anticuerpo, en particular un anticuerpo humanizado como se
describid en la presente memoria, que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales
del mismo, cuyo anticuerpo, tras la co-incubacién, en particular a una proporciéon de concentraciones molares de
entre 1:5y 1:1000, en particular de entre 1:10 y 1:500, mas en particular a una proporcion de 1:10 a 1:300, ain mas
en particular a una proporcién de entre 1:10 y 1:100, con fibrillas o filamentos preformados de amiloide polimérico de
peso molecular elevado formados mediante la agregacion de péptidos monoméricos de AB que tienen al menos 30,
en particular al menos 35, mas en particular al menos 38, aun mas en particular al menos 40 residuos de
aminoacidos y, pero especialmente péptidos monoméricos de Afi42, es capaz de desagregar las fibrillas o
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filamentos poliméricos preformados en al menos un 20%, en particular en al menos un 30%, mas en particular en al
menos un 35%, aun mas en particular en al menos un 40%, pero especialmente en al menos un 50% o mas.

En un aspecto especifico, la inhibicion de la agregacion y la capacidad de desagregacion del anticuerpo,
respectivamente, se determinan mediante ultracentrifugacion en gradiente de densidad seguida de un analisis de
sedimentacion mediante SDS-PAGE en un gradiente preformado.

En otro aspecto especifico, la inhibicion de la agregacion y la capacidad de desagregacion del anticuerpo,
respectivamente, se determinan mediante un ensayo fluorescente con tioflavina T (Th-T).

En otro aspecto especifico, el anticuerpo se co-incuba con fibrillas o filamentos preformados de amiloide polimérico
de peso molecular elevado durante 12 horas a 36 horas, en particular durante 18 horas a 30 horas, mas en particular
durante 24 horas a una temperatura de entre 28 °C y 40 °C, en particular de entre 32 °C y 38 °C, mas en particular a
37 °C.

En particular, la co-incubacién con fibrillas o filamentos preformados de amiloide polimérico de peso molecular
elevado se realiza durante 24 horas a una temperatura de 37 °C.

En un aspecto especifico, el anticuerpo, en particular el anticuerpo humanizado que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados en al menos un 24% a una proporcién de concentraciones molares de anticuerpo respecto
de AB1-42 de 1:100.

En otro aspecto especifico, el anticuerpo, en particular el anticuerpo humanizado descrito en la presente memoria,
que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, es capaz de
desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados en al menos un 32% a una proporcion de
concentraciones molares de anticuerpo respecto de AB1-42 de 1:10.

Por medio de la desagregacion de las fibrillas o filamentos poliméricos amiloidogénicos, los anticuerpos son capaces
de prevenir o frenar la formacion de placas de amiloide, lo que conduce a la mitigacion de los sintomas asociados a
la enfermedad y al retraso o la inversion de su progresion.

Por lo tanto, un aspecto adicional descrito en la presente memoria es proporcionar un anticuerpo, en particular un
anticuerpo humanizado, que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo
como se describié en la presente memoria, cuyo anticuerpo es capaz de reducir la cantidad total de AS en el cerebro
de un animal, en particular un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afeccién
que conduce a una concentracion incrementada de AB en el cerebro.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un anticuerpo humanizado como se describié anteriormente en
la presente memoria, cuyo anticuerpo es bi-eficaz, ya que exhibe tanto una propiedad de inhibicién de la agregacion
como una propiedad de desagregacion, en particular acompafiadas por un grado elevado de sensibilidad
conformacional.

En particular, se describe en la presente memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describié anteriormente en la presente memoria, cuyo
anticuerpo, tras la co-incubacion con péptidos monomeéricos de amiloide y/o solubles poliméricos de amiloide, en
particular con péptidos monomeéricos de S-amiloide tales como, por ejemplo, péptidos monoméricos de AS 1-39; 1-
40, 1-41, o 1-42, y/o un péptido B-amiloide soluble polimérico que comprende una diversidad de dichas unidades
monomeéricas de AB, pero especialmente con un péptido amiloide monomérico de AB1.42 y/o soluble polimérico de AS
que comprende una diversidad de dichas unidades monoméricas de AB1.42, inhibe la agregacion de los monémeros
de AB hasta fibrillas o filamentos poliméricos de peso molecular elevado y, ademas, tras la co-incubacion con fibrillas
o filamentos preformados de amiloide polimérico de peso molecular elevado formados mediante la agregacion de
péptidos monoméricos de amiloide, en particular péptidos monoméricos de B-amiloide tales como, por ejemplo,
péptidos monoméricos de AB 1-39; 1-40, 1-41, o 1-42, pero especialmente péptidos monoméricos de AB142, es
capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describié anteriormente en la presente memoria, cuyo
anticuerpo es capaz de inducir una transicion de la conformacion de lamina 8 hacia una conformacion de hélice a y/o
cadena aleatoria, pero en particular una conformacion de cadena aleatoria, ain mas en particular una conformacién
de cadena aleatoria en una localizacion determinada de la molécula, especialmente en el entorno de Tyr 10 y Val12
de la proteina AB, que conduce a un incremento de la conformacién de cadena aleatoria a costa de la conformacién
de lamina B y a una solubilizacién mejorada de las fibrillas o filamentos de amiloide poliméricos de peso molecular
elevado preformados. En particular, la disminucion de la conformacion de lamina 8 asciende hasta al menos un 30%,
en particular hasta al menos un 35%, y mas en particular hasta al menos un 40% y mas, en comparacion con las
fibrillas o filamentos poliméricos de amiloide preformados respectivos incubados en tampén (control).
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La capacidad del anticuerpo de inducir una transicion en la estructura secundaria se determina mediante
espectroscopia de 13C-RMN en estado sélido pero, en particular, midiendo las intensidades integrales de las
conformaciones de Tyr 10 y Val 12 CB en el péptido AB12.

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describid anteriormente en la presente memoria, que comprende al menos una
cadena ligera o un fragmento de la misma o al menos una cadena pesada o un fragmento de la misma, en el que
dicho anticuerpo o fragmento se une a un monomero de AB con una afinidad de unlon elevada con una Kp en un
intervalo de entre aI menos alrededor de 1 x 107 M a aI menos alrededor de 1 x 1072 M, en particular de al menos
alrededor de 1 x 10° M a al menos alrededor de 1 x 10" M, mas en particular de al menos alrededor de1x10°Ma
al menos alrededor de 1 x107° M, atin mas en particular de al menos alrededor de 1 x 10"® M a al menos alrededor
de2x10%M pero, preferiblemente, no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina precursora
de amiloide (APP).

También se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describid anteriormente en la presente memoria, que comprende al menos una
cadena ligera o un fragmento de la misma o al menos una cadena pesada o un fragmento de la misma, en el que
dicho anticuerpo o fragmento se une a una fibra, fibrilla o fllamento de AB con una afinidad de unlon elevada con una
Kb en un intervalo de entre aI menos alrededor de 1 x 107" M a aI menos alrededor de 1 x 10'? M, en particular de al
menos alrededor de 1 x 10 M a al menos alrededor de 1 x 10" M, mas en particular de al menos aIrededor de 1x
10° M a al menos alrededor de 1 x 10" M, atin mas en particular de al menos alrededor de 2 x 10° M a al menos
alrededor de 5 x 10° M, pero, preferiblemente, no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina
precursora de amiloide (APP).

En otro aspecto, el anticuerpo como se describié anteriormente en la presente memoria, o un fragmento del mismo,
exhibe una afinidad de unién a una fibra, fibrilla o filamento de AB que es al menos 2 veces, en particular al menos 4
veces, en particular al menos 10 veces, en particular al menos 15 veces, mas en particular al menos 20 veces, pero
especialmente al menos 25 veces mayor que la afinidad de unién a un monémero de AB.

Todavia en otro aspecto, se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo en la presente memoria, cuyo anticuerpo se une sustancialmente a AG
agregado, que incluye placas de AB, en el cerebro de un mamifero, en particular de un ser humano pero,
preferiblemente, no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina precursora de amiloide (APP).

En otro aspecto, se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo en la presente memoria, cuyo anticuerpo se une sustancialmente al amiloide polimérico
soluble, en particular amiloide B (AB), que incluye mondémeros de A, en el cerebro de un mamifero, en particular de
un ser humano, pero, preferiblemente, no muestra ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina
precursora de amiloide (APP).

Ademas, se describe un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describio anteriormente en la presente memoria, cuyo anticuerpo reduce
significativamente la carga de placa de AB en el cerebro de un mamifero, en particular de un ser humano. Esto se
puede conseguir mediante la unién del anticuerpo a la placa o mediante el desplazamiento del equilibrio entre
amiloide, en particular amiloide B (AB), en su estado insoluble y agregado hacia su forma soluble mediante la
desagregacion de las fibras hasta formas poli- y monoméricas solubles induciendo un desplazamiento de la
conformacién y uniendo y estabilizando las formas de amiloide desagregadas y solubilizadas, en particular las
formas de amiloide B8 (AB), en el tejido y/o los fluidos corporales, en particular el cerebro. Por medio de la actividad
del anticuerpo, se favorece asi el catabolismo y la eliminacion periférica en vez del depdsito dentro del tejido y/o los
fluidos corporales, en particular el cerebro. El efecto beneficioso del anticuerpo se puede obtener asi sin la union del
anticuerpo a la placa.

Por medio de esta actividad estabilizante, el anticuerpo es capaz de neutralizar los efectos téxicos de la proteina
amiloide polimérica y soluble menos agregada, en particular la proteina amiloide 8 (AB), en el tejido y/o los fluidos
corporales. En un aspecto especifico, el anticuerpo descrito en la presente memoria puede asi llevar a cabo sus
efectos beneficiosos sin unirse necesariamente al amiloide beta agregado en el cerebro.

En un aspecto adicional, se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describid
anteriormente en la presente memoria, que comprende al menos una cadena ligera o un fragmento de la misma o al
menos una cadena pesada o un fragmento de la misma que incorpora al menos una, en particular dos y mas en
particular tres regiones CDR obtenidas de un anticuerpo donante de ratén, en particular del anticuerpo de ratéon ACI-
01-Ab7C2 (denominado "mC2" y hC2 para el anticuerpo C2 humanizado, a lo largo de la solicitud) depositado el 01
de diciembre de 2005 en la "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH" (DSMZ) en
Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunschweig, con el n° de acceso DSM ACC2750, en el que dicho
anticuerpo o fragmento del mismo tiene una afinidad hacia el antigeno AS que es al menos 5 veces, en particular al
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menos 8 veces, mas en particular al menos 10 veces, pero especialmente al menos 15 veces mayor que la del
anticuerpo donante de ratén.

El anticuerpo de esta invencion puede ser, en una realizacién, un anticuerpo completo (p.ej., con dos cadenas
ligeras de tamafo completo y dos cadenas pesadas de tamafio completo) de cualquier isotipo y subtipo (p.ej., IgM,
IgD, 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgE, IgA1 e IgA2); pero especialmente un anticuerpo del isotipo IgG4; de manera
alternativa, en otra realizacion, puede ser un fragmento de unién al antigeno (p.ej., Fab, F(ab')z, y Fv) de un
anticuerpo completo.

La invencion, asi, también se refiere a los fragmentos de union al antigeno de los anticuerpos descritos en la
presente memoria. En una realizacion de la invencion, el fragmento se selecciona del grupo que consiste en un
fragmento Fab, un fragmento Fab', un fragmento F(ab);, y un fragmento F,, que incluye los productos de una
biblioteca de expresién de inmunoglobulinas Fab y los fragmentos de unién al epitopo de cualquiera de los
anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

En otra realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la invencion esta conjugado a polietilen glicol.
Aun en ofra realizacion, la region constante del anticuerpo de la invencién esta modificada para reducir al menos una
funcioén efectora biolégica mediada por la region constante respecto de un anticuerpo sin modificar. Todavia en otra
realizacion, el anticuerpo o fragmento de union al antigeno de la invencion comprende una region Fc que tiene una
funcion efectora alterada.

La invencion se refiere ademas a una molécula nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo segun la
invencion y como se describié anteriormente en la presente memoria.

En particular, la invencién usa una molécula nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica que codifica un
tramo de moléculas de aminoacidos contiguos tal como se proporcionan en SEQ ID N°: 2 y 3, respectivamente, o la
secuencia complementaria, que representa las Regiones Determinantes de la Complementariedad (CDRs) 2 y 3 de
la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

Mas en particular, la invencién usa una molécula nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica que
codifica un tramo de moléculas de aminoacidos contiguos tal como se proporciona en SEQ ID N°: 4, o la secuencia
complementaria, que representa la Region Determinante de la Complementariedad (CDR) 1 de la Region Variable
de la Cadena Ligera (LCVR).

En otro aspecto, se proporciona una molécula nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica tal como se
proporciona en SEQ ID N° 18 y SEQ ID N° 19, o la secuencia complementaria, que codifica la secuencia de
aminoacidos de CDR 2 y CDR 3, respectivamente, de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

En otro aspecto, se proporciona una molécula nucleotidica que comprende una secuencia nucleotidica tal como se
proporciona en SEQ ID N°: 20, o la secuencia complementaria, que codifica la secuencia nucleotidica de CDR 1 de
la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

En otra realizacién de la invencién, se proporciona una molécula nucleotidica que comprende una secuencia
nucleotidica de SEQ ID N°: 21, o la secuencia complementaria, que codifica la region variable de la cadena ligera.

En otra realizacién de la invencién, se proporciona una molécula nucleotidica que comprende una secuencia
nucleotidica de SEQ ID N°: 22, o la secuencia complementaria, que codifica la region variable de la cadena ligera
completa que incluye las secuencias sefial.

En otra realizaciéon de la invenciéon se proporciona una molécula nucleotidica que comprende una secuencia
nucleotidica que codifica la regién variable de la cadena ligera de SEQ ID N°: 22 y la region constante de la cadena
ligera de SEQ ID N° 23. La invencién también comprende la cadena complementaria de dicha molécula
nucleotidica.

En otra realizacién de la invencion, se proporciona una molécula nucleotidica que comprende una secuencia
nucleotidica de SEQ ID N°: 24 que codifica la region variable de la cadena pesada. La invencién también comprende
la cadena complementaria de dicha molécula nucleotidica.

En otra realizacién de la invencién, se proporciona una molécula nucleotidica que comprende una secuencia
nucleotidica de SEQ ID N°: 25 que codifica la region variable de la cadena pesada completa que incluye secuencias
sefal. La invencién también comprende la cadena complementaria de dicha molécula nucleotidica.

En otra realizaciéon de la invenciéon se proporciona una molécula nucleotidica que comprende una secuencia
nucleotidica que codifica la region variable de la cadena pesada de SEQ ID N°: 25 y la region constante de la
cadena pesada de SEQ ID N°: 26. La invenciéon también comprende la cadena complementaria de dicha molécula
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nucleotidica.

También se incluye en la presente memoria una secuencia nucleotidica que hibrida con una de las secuencias
nucleotidicas que codifican los anticuerpos anteriormente descritos de la invencion, en particular con la cadena
complementaria de la misma, aisladamente o como parte de una molécula nucleotidica mayor.

En particular, la descripcion se refiere a una secuencia nucleotidica que hibrida en condiciones de hibridaciéon
convencionales, en particular en condiciones de hibridacidon rigurosas, con cualquiera de las secuencias
nucleotidicas proporcionadas en SEQ ID N%: 18-26 y 29 - 32, en particular con la cadena complementaria de las
mismas.

En otra realizacién de la invencién se proporciona un vector de expresiéon que comprende la molécula de acido
nucleico segun la invencién y como se menciono anteriormente en la presente memoria.

En otra realizacion de la invencién se proporciona una célula que comprende un vector de expresion que comprende
el acido nucleico segun la invenciéon y como se menciond anteriormente en la presente memoria.

Todavia en otra realizacion, la invencidon se refiere a una composicion que comprende el anticuerpo segun la
invencion, pero en particular un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo segun la invencidon y como se describié anteriormente en la presente memoria, que incluye
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o cualquier derivado o partes funcionales del mismo, en una
cantidad terapéuticamente eficaz, en particular una composicion que es una composicion farmacéutica que
comprende opcionalmente ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion de la invencién, dicha composicién comprende el anticuerpo en una cantidad terapéuticamente
eficaz.

Ademas, se describe una mezcla que comprende un anticuerpo, en particular un anticuerpo monoclonal segun la
invencion, pero en particular un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describié anteriormente en la presente memoria, que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o cualquier derivado o partes funcionales del mismo, en una cantidad terapéuticamente
eficaz y, opcionalmente, una sustancia biolégicamente activa adicional y/o un vehiculo y/o un diluyente y/o un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

En particular, la invencion se refiere a una mezcla, en la que la sustancia biolégicamente activa adicional es un
compuesto usado en la medicacién de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la
proteina amiloide o similar a amiloide, tal como la proteina AB implicada en la enfermedad de Alzheimer.

En otra realizacion de la invencion, la otra sustancia o compuesto biolégicamente activo puede ser también un
agente terapéutico que se puede usar en el tratamiento de la amiloidosis provocada por amiloide 8, o se puede usar
en la medicacion de otros trastornos neurolégicos.

La otra sustancia bioldgicamente activa o compuesto puede ejercer su efecto bioldgico mediante el mismo
mecanismo o un mecanismo similar como el anticuerpo segun la invencién o mediante un mecanismo de accién no
relacionado o mediante una gran diversidad de mecanismos de accion relacionados y/o no relacionados.

En general, el otro compuesto biolégicamente activo puede incluir potenciadores de la transmision de neutrones,
farmacos psicoterapéuticos, inhibidores de acetilcolin esterasa, agentes bloqueantes de canales de calcio, aminas
biogénicas, tranquilizantes de benzodiazepinas, sintesis de acetilcolina, potenciadores del almacenamiento o la
liberacion, agonistas de receptores postsinapticos de acetilcolina, inhibidores de monoamina oxidasa-A o -B,
antagonistas de receptores de glutamato de N-metil-D-aspartato, farmacos anti-inflamatorios no esteroideos,
antioxidantes, y antagonistas de receptores serotonérgicos.

Mas en particular, la invencién se refiere a una mezcla que comprende al menos un compuesto seleccionado del
grupo que consiste en compuestos eficaces contra el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, agentes
quelantes de metales, inhibidores de la reparacion del ADN tales como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-
propanosulfénico (3APS), 1,3-propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de a-secretasa, inhibidores de (- y y-
secretasa, proteinas tau, neurotransmisores, agentes de ruptura de laminas 8, agentes atractores para componentes
celulares de eliminacion / disminucion de amiloide beta, inhibidores de amiloide beta truncado en posiciéon N-terminal
que incluyen amiloide beta 3-42-piroglutamato, moléculas anti-inflamatorias, o inhibidores de colinesterasa (ChEls)
tales como tacrina, rivastigmina, donepezilo, y/o galantamina, agonistas M1 y otros farmacos que incluyen cualquier
farmaco modificador de amiloide o tau y suplementos nutritivos, y suplementos nutritivos, junto con un anticuerpo
segun la presente invencion y, opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

La invencion se refiere ademas a una mezcla, en la que el compuesto es un inhibidor de colinesterasa (ChEls), en
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particular una mezcla, en la que el compuesto es uno seleccionado del grupo que consiste en tacrina, rivastigmina,
donepezilo, galantamina, niacina y memantina.

En una realizacion adicional, las mezclas segun la invenciéon pueden comprender niacina o memantina junto con un
anticuerpo segun la presente invencion y, opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente y/o un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Todavia en otra realizacion de la invencién se proporcionan mezclas que comprenden "antipsicoéticos atipicos”, tales
como, por ejemplo, clozapina, ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina para el tratamiento de sintomas
psicéticos positivos y negativos que incluyen alucinaciones, delirios, trastornos del pensamiento (manifestados
mediante incoherencia notable, descarrilamiento, tangencialidad), y comportamiento extrafio o desorganizado, asi
como anhedonia, embotamiento afectivo, apatia, y retraimiento social, junto con un anticuerpo, en particular un
anticuerpo monoclonal segun la invencion, pero en particular un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o
un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo segun la invencién y como se describié en la presente
memoria y, opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion especifica de la invencién, las composiciones y mezclas segun la invenciéon y como se
describieron anteriormente en la presente memoria comprenden el anticuerpo y la sustancia biolégicamente activa,
respectivamente, en una cantidad terapéuticamente eficaz.

Otros compuestos que se pueden usar de manera adecuada en las mezclas en combinacién con el anticuerpo
segun la presente invencion se describen en el documento WO 2004/058258 (véanse especialmente las paginas 16
y 17), que incluye objetivos farmacoldgicos terapéuticos (paginas 36-39), acidos alcanosulfonicos y acidos
alcanolsulfuricos (paginas 39-51), inhibidores de colinesterasa (paginas 51-56), antagonistas del receptor de NMDA
(paginas 56-58), estrégenos (paginas 58-59), farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (paginas 60-61),
antioxidantes (paginas 61-62), agonistas de receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)
(paginas 63-67), agentes de reduccion de colesterol (paginas 68-75); inhibidores de amiloide (paginas 75-77),
inhibidores de la formacidon de amiloide (paginas 77-78), agentes quelantes de metales (paginas 78-79), anti-
psicéticos y antidepresivos (paginas 80-82), suplementos nutricionales (paginas 83-89) y compuestos que
incrementan la disponibilidad de sustancias biolégicamente activas en el cerebro (véanse las paginas 89-93) y
profarmacos (paginas 93 y 94).

En otra realizacion, la invencion se refiere a una mezcla que comprende el anticuerpo, en particular un anticuerpo
monoclonal segun la invencion, pero en particular un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo segun la invencidon y como se describié anteriormente en la
presente memoria, y/o la sustancia bioldgicamente activa en una cantidad terapéuticamente eficaz.

La invencion se refiere ademas al uso de un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo segun la invencion y
como se describié anteriormente en la presente memoria y/o una parte funcional del mismo y/o una composicion
farmacéutica, o una mezcla que comprende dicho anticuerpo, para la preparacién de un medicamento para tratar o
aliviar los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la formacion de placas de
amiloide que incluyen la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad, tales como enfermedades que
incluyen, pero sin limitacion, trastornos neuroldgicos tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo
Parkinson-Demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se basan o estan asociadas a proteinas similares
a amiloide tales como pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob,
enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes del adulto;
amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otros, lo que incluye la degeneracién macular.

También se describe en la presente memoria un método para la preparacién de un anticuerpo, en particular un
anticuerpo monoclonal, pero en particular un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo como se describié anteriormente en la presente memoria y/o una parte
funcional del mismo y/o una composicion farmacéutica, o una mezcla que comprende dicho anticuerpo y/o una parte
funcional del mismo, en particular en una cantidad terapéuticamente eficaz, para el uso en un método para prevenir,
tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la formacién de
placas de amiloide que incluyen la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad, tales como las
enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neuroldgicos tales como la Enfermedad de Alzheimer
(EA), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo
Dutch); el complejo Parkinson-Demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se basan o estan asociadas a
proteinas similares a amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotrofica),
diabetes del adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otros, lo que incluye la degeneracion macular,
que comprende formular un anticuerpo, en particular un anticuerpo monoclonal segun la invencion, pero en particular
un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo segun la
invencién en una forma farmacéuticamente aceptable.
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Ademas se proporciona un método para prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados a la formacién de placas de amiloide que incluyen la amiloidosis secundaria y
amiloidosis relacionada con la edad, tales como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos
neurolégicos tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo Parkinson-Demencia de Guam; asi como
otras enfermedades que se basan o estan asociadas a proteinas similares a amiloide tales como paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes del adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores
endocrinos, y otros, que incluyen degeneracion macular, mediante la administracién de un anticuerpo y/o una parte
funcional del mismo, pero en particular un anticuerpo humanizado y/o una parte funcional del mismo, o una
composicion o mezcla que comprende tal anticuerpo y/o una parte funcional del mismo, a un animal o un ser
humano afectado por tal trastorno, que comprende administrar el anticuerpo en una cantidad terapéuticamente
eficaz.

También es un objetivo proporcionar un método para el tratamiento de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y
trastornos asociados a la formacion de placas de amiloide que incluyen la amiloidosis secundaria y amiloidosis
relacionada con la edad que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neurolégicos tales como la Enfermedad de
Alzheimer (EA), en particular una enfermedad o afeccion caracterizada por una pérdida de capacidad de la memoria
cognitiva, mediante la administracion a un animal, en particular un mamifero o un ser humano, de un anticuerpo, en
particular una composicién farmacéutica segun la invencion y como se describid en la presente memoria.

En una realizacion especifica, la invencién proporciona un método para retener o incrementar la capacidad de la
memoria cognitiva pero, en particular, para restablecer la capacidad de la memoria cognitiva de un animal, en
particular un mamifero o un ser humano, que padece un deterioro de la memoria mediante la administraciéon a un
animal, en particular un mamifero o un ser humano, de un anticuerpo, en particular una composiciéon farmacéutica
segun la invencion y como se describié anteriormente en la presente memoria.

Un objetivo adicional es proporcionar una composicion terapéutica y un método para producir tal composicion, asi
como un método para el tratamiento de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la
formacion de placas de amiloide que incluyen la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad que
incluyen, pero sin limitacion, trastornos neurolégicos tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), en particular una
enfermedad o afeccién caracterizada por una pérdida de la capacidad de la memoria cognitiva, mediante el uso de
un anticuerpo segun la invencion y como se describié anteriormente en la presente memoria.

En particular, la invencion se refiere al uso en un método para el tratamiento de un animal, en particular un mamifero
o un ser humano, que padece una afeccién asociada a amiloide caracterizada por una pérdida de la capacidad de la
memoria cognitiva que conduce a la retencién de la capacidad de la memoria cognitiva.

También se describe un método de diagnéstico de una enfermedad o afeccidon asociada a amiloide en un paciente,
que comprende detectar la uniéon inmunoespecifica de un anticuerpo o un fragmento activo del mismo a un epitopo
de la proteina amiloide en una muestra o in situ, que incluye las etapas de

(a) poner la muestra o una parte o area especifica del cuerpo que se sospecha que contiene la proteina
amiloide en contacto con un anticuerpo, en particular un anticuerpo monoclonal segun la invencién, pero en
particular un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo segun la invencién y como se describié anteriormente en la presente memoria, y/o una parte funcional
del mismo, cuyo anticuerpo se une a un epitopo de la proteina amiloide;

(b) permitir que el anticuerpo y/o una parte funcional del mismo se una a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunoldgico;

(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico; y

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la proteina
amiloide en la muestra o parte o area especifica del cuerpo.

La invencion también se refiere a un método para determinar el grado de la carga de placa amiloidogénica en un
tejido y/o fluidos corporales, que comprende

(a) ensayar una muestra de tejido y/o fluido corporal en busca de la presencia de la proteina amiloide con el
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo segun la invencion;

(b) determinar la cantidad de anticuerpo unido a la proteina; y

(c) calcular la carga de placa en la muestra de tejido o de fluido corporal.

En particular, la formacion del complejo inmunolégico en la etapa b) se determina de forma que la presencia o
ausencia del complejo inmunoldgico se correlaciona con la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

En otra realizaciéon de la invencion, se proporciona un equipo de ensayo para la deteccion y el diagnéstico de las
enfermedades y afecciones asociadas a amiloide, que comprende el anticuerpo humanizado o un fragmento del
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mismo segun la invencion.

En particular, el equipo de ensayo comprende un recipiente que alberga uno o mas anticuerpos segun la presente
invencion, e instrucciones para el uso de los anticuerpos con el propésito de unirse a la proteina amiloide para
formar un complejo inmunolégico y detectar la formacion del complejo inmunolégico, de forma que la presencia o
ausencia del complejo inmunoldgico se correlaciona con la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un anticuerpo que comprende una regién variable como se
muestra en SEQ ID N°: 27, o una variante de la misma. En un aspecto, una linea celular que expresa el anticuerpo.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un gen de anticuerpo que comprende una regién variable como
se muestra en SEQ ID N°: 29, o una variante de la misma. En un aspecto, una linea celular expresa el anticuerpo.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un método para desagregar fibras de beta-amiloide
preformadas, que comprende hacer interaccionar un anticuerpo hC2 con las fibras de beta-amiloide preformadas.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en el
que dicho anticuerpo o fragmento del mismo protege a las neuronas de la degradacién inducida por Abeta.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria un método para prevenir la degradacion de neuronas inducida
por Abeta, que comprende tratar las neuronas con una cantidad eficaz de un anticuerpo humanizado o un fragmento
del mismo segun la descripcion de la presente memoria.

En otro aspecto, se describe en la presente memoria el uso de un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo
segun la descripcion de la presente memoria para la preparacion de un medicamento para prevenir la degeneracion
de neuronas tras la exposicion a un oligdmero Abeta.

Descripcion breve de las figuras y secuencias

Figura 1 (Ejemplo 2): Casete de Expresion de la region variable de la cadena ligera de raton del Anticuerpo
Quimérico

Figura 2 (Ejemplo 2): Casete de Expresion de la region variable de la cadena pesada de raton del Anticuerpo
Quimérico

Figura 3 (Ejemplo 5.2): Comparacion de la region variable de la cadena pesada de ratén con la secuencia de la linea
germinal murina mas cercana

Figura 4 (Ejemplo 8): Actividad de los anticuerpos C2 humanizados purificados
Figura 5 (Ejemplo 9): Actividad de union de anticuerpos producidos mediante la expresion transitoria de
construcciones de CDRL2 modificada de C2 junto con la cadena pesada quimérica de C2, en comparacion con el

anticuerpo quimérico C2ChVHAF/ChVK, producido mediante la transfeccion transitoria y purificado.

Figura 6 (Ejemplo 11): Resultados del Ensayo de Unién Inmunohistoquimica con el anticuerpo quimérico AF vy el
anticuerpo humanizado H4K1.

Figura 7 (Ejemplo 12): Funcionalidad de mC2 sobre las fibras de Amiloide

Figura 8 (Ejemplo 12): Afinidad de Union de C2 humanizado en ELISA.

Figura 9 (Ejemplo 14): Union especifica de la conformacion de mC2 a diferentes clases de proteina amiloide. La
preparacion del sedimento en la leyenda de esta figura se refiere a las fibras de AB142, la preparacion del

sobrenadante se refiere a los monémeros de amiloide.

Figura 10: Secuencias de VK de C2 humanizado comparadas con la secuencia murina y las secuencias aceptoras
humanas DPK15 y Jk1

Figura 11: Secuencias de VH de C2 humanizado comparadas con la secuencia murina y las secuencias aceptoras
humanas DP54 y J16

Figura 12: Secuencia completa de ADN y de proteina de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo C2
humanizado, C2HuVK1

Figura 13: Secuencia completa de ADN y de proteina de la region constante de la cadena ligera (C Kappa humana)
del anticuerpo C2 humanizado
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Figura 14: Secuencias completas de ADN y de proteina de la region constante de la cadena pesada (IgG4 humana
ser228-pro) del anticuerpo C2 humanizado

Figura 15A-C (Ejemplo 15): Resultados de los experimentos de Cartografia de Epitopos

Figura 16 (Ejemplo 13): Resultados de los experimentos de ensayo de la agregacion

Figura 17 (Ejemplo 13): Resultados de los experimentos de ensayo de la desagregacion

Figura 18: (Ejemplo 16): Resultados de los experimentos de neuroproteccion con anticuerpo humanizado C2.

SEQ ID N°: 1 Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada humanizada (CDR1) de C2

SEQ ID N°: 2 ggé/uirf\cfa“de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada humanizada (CDR2) de C2

SEQID N°: 3 gg;/uirf\c'?a“de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada humanizada (CDR3) de C2

SEQ ID N°: 4 gg;/ui:\cfa“de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera humanizada (CDR1) de C2

SEQID N°: 5 gg;/u}far;lcia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera humanizada (CDR2) de C2

SEQ ID N°: 6 gg%iuier}:cia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera humanizada (CDR3) de C2
u

SEQID N°: 7 Secuencia de aminoacidos de la region 2 del epitopo de AB

SEQID N°: 8 Secuencia de aminoacidos de la region 1 del epitopo de AB

SEQID N°: 9 Secuencia de aminoacidos de la region 2 del epitopo de AB modificada

SEQID N°: 10 Secuencia de aminoacidos de la region 1 del epitopo de AB modificada

SEQID N°: 11 Secuencia de aminoacidos de la region del Epitopo modificada completa

SEQID N°: 12  Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera humanizada de C2 HuVK 1

SEQID N°: 13  Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera humanizada de C2

SEQID N°: 14  Secuencia de aminoacidos de la region constante de la cadena ligera de C2 humanizada

SEQID N°: 15 Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada humanizada de C2 HuVH AF
4

SEQID N°: 16  Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada humanizada de C2

SEQID N°: 17:  Secuencia de aminoacidos de la region C de la cadena IG Gamma-4 modificada

SEQ ID N°: 18: Secuencia de nucledtidos de CDR2 de la region variable de la cadena pesada humanizada de C2

HuVH AF 4

SEQ ID N°: 19: Secuencia de nucleétidos de CDR3 de la region variable de la cadena pesada humanizada de C2
HuVH AF 4

SEQ ID N°: 20: Secuencia de nucledtidos de CDR1 de la region variable de la cadena ligera humanizada de C2
HuVK 1

SEQ ID N°: 21:  Secuencia de nucleotidos de la region variable de la cadena ligera humanizada de C2 HuVK 1

SEQ ID N°: 22:  Secuencia de nucleétidos de la cadena ligera humanizada de C2

SEQ ID N°: 23:  Secuencia de nuclettidos de la regién constante de la cadena ligera humanizada de C2

SEQ ID N°: 24: Secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena pesada humanizada de C2 HuVH AF
4

SEQ ID N°: 25: Secuencia de nucledtidos de la cadena pesada humanizada de C2

SEQ ID N°: 26: Secuencia de nucleotidos de la regién constante de la cadena pesada humanizada de C2

SEQ ID N°: 27:  Secuencia de aminoacidos de la Region Variable de la Cadena Ligera de C2 de Raton

SEQ ID N°: 28: Secuencia de aminoacidos de la Region Variable de la Cadena Pesada de C2 de Ratén

SEQ ID N°: 29: Secuencia de nucleotidos de la Regién Variable de la Cadena Ligera de C2 de Raton

SEQ ID N°: 30: Secuencia de nucleétidos de la Cadena Ligera de C2 de Raton

SEQ ID N°: 31:  Secuencia de nuclettidos de la Regién Variable de la Cadena Pesada de C2 de Raton

SEQ ID N°: 32: Secuencia de nucleotidos de la Cadena Pesada de C2 de Ratén

Definiciones

Los términos "polipéptido”, "péptido”, y "proteina”, tal como se usan en la presente memoria, son intercambiables y
se definen como una biomolécula compuesta de aminoacidos unidos mediante un enlace peptidico.

Los términos "un/una”, "uno/una" y "el/la", tal como se usan en la presente memoria, se definen como "uno/una o
mas", e incluyen los plurales a menos que el contexto sea inadecuado.

La frase "enfermedades y trastornos que estan provocados por o asociados a amiloide o proteinas similares a
amiloide" incluye, pero sin limitacion, las enfermedades y los trastornos provocados por la presencia o actividad de
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proteinas similares a amiloide en estado monomeérico, de fibrillas, o polimérico, o cualquier combinacion de las tres.
Tales enfermedades y trastornos incluyen, pero sin limitacion, amiloidosis, tumores endocrinos, y degeneracion
macular.

El término "amiloidosis" se refiere a un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la formacién de placas de
amiloide que incluyen, pero sin limitacion, amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad, tales como
enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neuroldgicos tales como la Enfermedad de Alzheimer
(EA), que incluye enfermedades o afecciones caracterizadas por una pérdida de capacidad de la memoria cognitiva
tal como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo Parkinson-Demencia de Guam; asi como
otras enfermedades que se basan o estan asociadas a proteinas similares a amiloide tales como paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple; Enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), miositis con cuerpos de inclusion (MCI), diabetes del
adulto, y amiloidosis cardiaca senil; y diversas enfermedades oculares, que incluyen degeneracion macular,
neuropatia optica relacionada con las drusas, y cataratas debida al depdsito de beta-amiloide.

Los términos "detectar" o "detectado", tal como se usan en la presente memoria, significan el uso de técnicas
conocidas para la deteccion de moléculas bioldgicas, tales como métodos inmunoquimicos o histologicos, y se
refieren a la determinacion cualitativa o cuantitativa de la presencia o concentracion de la biomolécula bajo
investigacion.

"Amiloide soluble polimérico" se refiere a multiples mondmeros agregados de péptidos amiloides, o de péptidos
similares a amiloide, o de péptidos amiloides modificados o truncados o de otros derivados de péptidos amiloides
que forman estructuras oligoméricas o poliméricas que son solubles en el cuerpo del mamifero o del ser humano,
mas en particular en el cerebro, pero en particular a multiples monémeros agregados de amiloide 8 (AB) o de
péptidos amiloides 8 (AB) modificados o truncados o de derivados de los mismos, que son solubles en el cuerpo del
mamifero o del ser humano, mas en particular en el cerebro.

"Amiloide B, AB o B-amiloide" es una expresion reconocida en la técnica, y se refiere a proteinas y péptidos
amiloides B, proteina precursora de amiloide B (APP), asi como las modificaciones, fragmentos y cualquier
equivalente funcional de los mismos. En particular, el amiloide B, tal como se usa en la presente memoria, significa
cualquier fragmento producido mediante escision proteolitica de APP, pero especialmente aquellos fragmentos que
estan implicados o asociados a las patologias amiloides que incluyen, pero sin limitacion, AB1-3s, AB1-39, AB140, AB1-

41, AB142 Y AB143.

La estructura y las secuencias de los péptidos amiloides S, tal como se menciond anteriormente, son muy conocidas
para los expertos en la técnica, y los métodos para producir dichos péptidos o para extraerlos del cerebro y otros
tejidos se describen, por ejemplo, en Glenner y Wong, Biochem Biophys Res Comm 129, 885-890 (1984). Ademas,
los péptidos amiloides B también estan disponibles comercialmente en diversas formas.

"Aislado" significa que una molécula bioldgica esta libre de al menos algunos de los componentes con los que se da
de manera natural.

Los términos "anticuerpo” o "anticuerpos", tal como se usan en la presente memoria, son términos reconocidos en la
técnica, y se entiende que se refieren a moléculas o fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos
conocidos, en particular a moléculas de inmunoglobulina y a las porciones inmunoldgicamente activas de las
moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de unién que se une de manera especifica
a un antigeno. Una inmunoglobulina es una proteina que comprende uno o mas polipéptidos sustancialmente
codificados por los genes de las regiones constantes kappa y lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu de las
inmunoglobulinas, asi como por una miriada de genes de las regiones variables de las inmunoglobulinas. Las
cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa,
delta, o épsilon, las cuales a su vez definen las clases de inmunoglobulinas, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE,
respectivamente. También se conocen las subclases de la cadena pesada. Por ejemplo, las cadenas pesadas de
IgG en seres humanos pueden ser cualquiera de las subclases IgG1, 1I9G2, IgG3 e IgG4. La inmunoglobulina segun
la invencion puede ser de cualquier clase (I1gG, IgM, IgD, IgE, IgA e IgY) o subclase (IgG1, 1IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 e
IgA2) de molécula de inmunoglobulina.

Tal como se usa en la presente memoria, "se une de manera especifica", en referencia a un anticuerpo, significa que
el anticuerpo se une a su antigeno objetivo con una afinidad mayor que a un/varios antigeno(s) estructuralmente
diferente(s).

Se sabe que una unidad estructural de inmunoglobulina tipica comprende un tetramero. Cada tetramero esta
compuesto de dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, y cada par tiene una cadena "ligera" (alrededor de 25
kD) y una cadena "pesada" (alrededor de 50-70 kD). El extremo N-terminal de cada cadena define una region
variable de alrededor de 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsable del reconocimiento del antigeno.
Las expresiones cadena ligera variable (V.) y cadena pesada variable (V4) se refieren a estas cadenas ligeras y
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pesadas, respectivamente.

Los anticuerpos existen como anticuerpos intactos de tamafio completo o como varios fragmentos bien
caracterizados producidos mediante digestion con diversas peptidasas o productos quimicos. Asi, por ejemplo, la
pepsina digiere un anticuerpo por debajo de las uniones disulfuro en la region de la bisagra para producir F(ab')z, un
dimero de Fab que es en si mismo una cadena ligera unida a Vy-CH1 mediante un enlace disulfuro. El F(ab'), se
puede reducir en condiciones suaves para romper la unién disulfuro en la region de la bisagra, por lo que se
convierte el dimero F(ab'), en un monédmero Fab'. El monémero Fab' es basicamente un fragmento Fab con parte de
la region de la bisagra (véase, Fundamental Immunology, W. E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993), para una
descripcion mas detallada de otros fragmentos de anticuerpos). Aunque se definen diversos fragmentos de
anticuerpos con respecto a la digestion de un anticuerpo intacto, un experto apreciara que se puede sintetizar
cualquiera de una diversidad de fragmentos de anticuerpos de novo quimicamente o mediante la utilizacion de la
metodologia de ADN recombinante. Asi, el término anticuerpo, tal como se usa en la presente memoria, también
incluye los fragmentos de anticuerpo producidos mediante la modificacion de anticuerpos completos o sintetizados
de novo, o los anticuerpos y fragmentos obtenidos mediante el uso de las metodologias de ADN recombinante.

Los "anticuerpos" pretenden estar dentro del alcance de la presente invencién para incluir los anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales, quiméricos, de cadena sencilla, biespecificos, anticuerpos simianizados,
humanos y humanizados, asi como los fragmentos activos de los mismos. Los ejemplos de fragmentos activos de
moléculas que se unen a antigenos conocidos incluyen cadenas ligeras y pesadas separadas, fragmentos Fab,
Fab/c, Fv, Fab', y F(ab'),, que incluyen los productos de una biblioteca de expresion de inmunoglobulinas Fab y los
fragmentos de unién al epitopo de cualquiera de los anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

Estos fragmentos activos pueden derivarse de un anticuerpo de la presente invencién mediante varias técnicas. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales se pueden escindir con una enzima, tal como pepsina, y someterlos a
filtracion en gel mediante HPLC. La fraccion adecuada que contiene los fragmentos Fab se puede recoger después y
concentrarla mediante filtracién con membrana y similares. Para una descripcion adicional de las técnicas generales
para el aislamiento de fragmentos activos de anticuerpos, véase, por ejemplo, Khaw, B. A. et al. J. Nucl. Med.
23:1011-1019 (1982); Rousseaux et al. Methods Enzymology, 121:663-69, Academic Press, 1986.

Los anticuerpos producidos de manera recombinante pueden ser anticuerpos de tamafio completo convencionales,
fragmentos de anticuerpos activos conocidos de la digestion proteolitica, fragmentos de anticuerpos activos Unicos,
tales como Fv o Fv de cadena sencilla (scFv), anticuerpos con delecién de dominios, y similares. Un anticuerpo Fv
tiene un tamafno de alrededor de 50 Kd, y comprende las regiones variables de las cadenas ligera y pesada. Un
polipéptido Fv de cadena sencilla ("scFv") es un heterodimero VH::VL unido de manera covalente que se puede
expresar a partir de un acido nucleico que incluye secuencias que codifican VH y VL unidas directamente o unidas
mediante un ligador que codifica un péptido. Véase Huston, et al. (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883.
Varias estructuras para convertir las cadenas polipeptidicas ligeras y pesadas agregadas de manera natural, pero
quimicamente distintas, de una regién V de un anticuerpo hasta una molécula scFv que se plegara en una estructura
tridimensional sustancialmente similar a la estructura de un sitio de unién al antigeno. Véanse, p.ej. las Patentes de
EE.UU. N°s 5.091.513, 5.132.405 y 4.956.778.

El sitio de combinacion se refiere a la parte de una molécula de anticuerpo que participa en la union al antigeno. El
sitio de union al antigeno esta formado por residuos de aminoacidos de las regiones variables ("V") N-terminales de
las cadenas pesadas ("H") y ligeras ("L"). Las regiones variables del anticuerpo comprenden tres tramos muy
divergentes denominados "regiones hipervariables" o "regiones determinantes de la complementariedad" (CDRs)
que estan interpuestas entre tramos flanqueantes mas conservados conocidos como "regiones estructurales" (FRs).
En una molécula de anticuerpo, las tres regiones hipervariables de una cadena ligera (LCDR1, LCDR2, y LCDR3) y
las tres regiones hipervariables de una cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) estan dispuestas entre si en un
espacio tridimensional para formar una superficie o bolsillo de unién al antigeno. El sitio de combinacion del
anticuerpo, por lo tanto, representa los aminoacidos que constituyen las CDRs de un anticuerpo y cualquier residuo
estructural que constituya el bolsillo del sitio de union.

La identidad de los residuos de aminoacidos en un anticuerpo particular que constituyen el sitio de combinacion se
puede determinar mediante el uso de métodos muy conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden identificar las
CDRs del anticuerpo como las regiones hipervariables definidas originariamente por Kabat et al. (véase, "Sequences
of Proteins of Immunological Interest," E. Kabat et al., U.S. Department of Health and Human Services; Johnson, G y
Wu, TT (2001) Kabat Database and its applications: future directions. Nucleic Acids Research, 29: 205-206;
http://immuno.bme.nwa.edu). Las posiciones de las CDRs se pueden identificar también como las estructuras de
bucles estructurales descritas originariamente por Chothia y otros, (véase Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196, 901
(1987), Chothia et al., Nature 342, 877 (1989), y Tramontano et al., J. Mol. Biol. 215, 175 (1990)). Otros métodos
incluyen la "definicion AbM" que es un compromiso entre Kabat y Chothia, y se deriva mediante el uso del programa
informatico de modelizacion de anticuerpos AbM de Oxford Molecular (ahora Accelrys) o la "definicién de contactos”
de las CDRs de Macallum et al., ("Antibody-antigen interactions: contact analysis and binding site topography," J Mol
Biol. 11 de oct. de 1996; 262(5):732-45). El siguiente grafico identifica las CDRs basandose en las diversas
definiciones conocidas.
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Bucle Kabat AbM Chothia Contacto
L1 L24 -- L34 L24 --1.34 L24--134 L30--L36
L2 L50 -- L56 L50--1L56 L50--L56 L46--L55
L3 L89 -- L97 L89--197 L89--1L97 L89--L96

H1 H31 -- H35B H26 -- H35B H26 -- H32..34 H30 -- H35B
(Numeracioén de Kabat)

H1 H31 -- H35 H26 -- H35 H26 -- H32 H30 -- H35
(Numeracion de Chothia)

H2 H50 -- H65 H50 -- H58 H52 -- H56 H47 -- H58
H3 H95 -- H102 H95 -- H102 H95 -- H102 H93 -- H101

Las directrices generales mediante las cuales se pueden identificar las CDRs en un anticuerpo a partir de la
secuencia solamente son las siguientes:

LCDR1:

Inicio - Aproximadamente el residuo 24.

El residuo anterior es siempre una Cys.

El residuo posterior es siempre un Trp. En general, TRP va seguido por TYR-GLN, pero también puede ir seguido
por LEU-GLN, PHE-GLN, o TYR-LEU.

La longitud es de 10 a 17 residuos.

LCDR2:

Inicio - 16 residuos tras el final de L1.
La secuencia anterior es generalmente ILE-TYR, pero también puede ser VAL-TYR, ILE-LYS, o ILE-PHE. La
longitud es generalmente de 7 residuos.

LCDRa3:

Inicio - generalmente 33 residuos tras el final de L2.
El residuo anterior es una Cys.

La secuencia posterior es PHE-GLY-X-GLY.

La longitud es de 7 a 11 residuos.

HCDR1:

Inicio - aproximadamente en el residuo 26 (cuatro residuos tras una CYS) [definicion de Chothia / AbM] la definicion
de Kabat comienza 5 residuos después.

La secuencia anterior es CYS-X-X-X.

Los residuos posteriores son un TRP, en general seguido por VAL, pero también seguido por ILE, o ALA.

La longitud es de 10 a 12 residuos en la definicion de AbM, mientras la definicién de Chothia excluye los ultimos 4
residuos.

HCDR2:

Inicio - 15 residuos tras el final de la definicion de Kabat /AbM de CDR-H1.

La secuencia anterior es en general LEU-GLU-TRP-ILE-GLY (SEQ ID N°. 1), pero son posibles diversas variaciones.
La secuencia posterior es LYS/ARG-LEU/ILE/VAL/PHE/THR/ALA-THR/SER/ILE/ALA

La longitud es de 16 a 19 residuos en la definicion de Kabat (la definicion de AbM termina 7 residuos antes).

HCDRS:

Inicio - 33 residuos tras el final de CDR-H2 (dos residuos tras una CYS).
La secuencia anterior es CYS-X-X (en general CYS-ALA-ARG).

La secuencia posterior es TRP-GLY-X-GLY.

La longitud es de 3 a 25 residuos.

La identidad de los residuos de aminoacidos en un anticuerpo particular que estan fuera de las CDRs, pero que sin
embargo constituyen parte del sitio de combinacién al tener una cadena lateral que es parte del recubrimiento del
sitio de combinacion (es decir, esta disponible para la union a través del sitio de combinacion), se puede determinar
mediante el uso de métodos muy conocidos en la técnica, tales como modelizacion molecular y cristalografia de
rayos X. Véase, p.ej., Riechmann et al., (1988) Nature, 332:323-327.
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Los anticuerpos quiméricos son aquellos en los que una o mas regiones del anticuerpo son de una especie animal, y
una o mas regiones del anticuerpo son de una especie animal diferente. Un anticuerpo quimérico preferido es uno
que incluye regiones de una inmunoglobulina de primate. Se entiende en general que un anticuerpo quimérico para
uso clinico en seres humanos tiene las regiones variables de un animal no humano, p.ej. un roedor, con las regiones
constantes de un ser humano. En contraste, un anticuerpo humanizado usa las CDRs del anticuerpo no humano con
la mayoria o todas las regiones estructurales variables y todas las regiones constantes de una inmunoglobulina
humana. Se entiende en general que un anticuerpo quimérico humano tiene las regiones variables de un roedor. Un
anticuerpo quimérico humano tipico tiene las regiones constantes pesadas humanas y las regiones constantes de
las cadenas ligeras humanas con las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras que proceden de un
anticuerpo de roedor. Un anticuerpo quimérico puede incluir ciertos cambios en una secuencia nativa de
aminoacidos de las regiones constantes humanas y la secuencia nativa de la regién variable de roedor. Los
anticuerpos quiméricos y humanizados se pueden preparar mediante métodos muy conocidos en la técnica, que
incluyen las aproximaciones de injerto de CDRs (véanse, p.gj., las Patentes de EE.UU. N° 5.843.708; 6.180.370;
5.693.762; 5.585.089; 5.530.101), las estrategias de reordenamiento aleatorio de cadenas (véase p.ej., la Patente de
EE.UU. N° 5.565.332; Rader et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998) 95:8910-8915), estrategias de modelizacién
molecular (Patente de EE.UU. N° 5.639.641), y similares.

Un "anticuerpo humanizado", tal como se usa en la presente memoria en el caso de un anticuerpo de dos cadenas,
es uno en el que al menos una cadena esta humanizada. Una cadena de anticuerpo humanizado tiene una region
variable en la que una o mas de las regiones estructurales son humanas. Un anticuerpo humanizado que es de
cadena sencilla es uno en el que la cadena tiene una region variable en la que una o mas de las regiones
estructurales son humanas. Las porciones no humanas de la region variable de la cadena de anticuerpo humanizado
o fragmento del mismo derivan de una fuente no humana, en particular un anticuerpo no humano, en general de
origen roedor. La contribucion no humana al anticuerpo humanizado se proporciona en general en forma de al
menos una regiéon CDR que esta intercalada entre las regiones estructurales derivadas de una (o mas)
inmunoglobulina(s) humana(s). Ademas, los residuos de soporte estructural se pueden alterar para conservar la
afinidad de union.

El anticuerpo humanizado puede comprender ademas regiones constantes (p.ej., al menos una region constante o
porcién de la misma, en el caso de una cadena ligera, y preferiblemente tres regiones constantes en el caso de una
cadena pesada). Las regiones constantes de un anticuerpo humanizado, si estan presentes, generalmente son
humanas.

Los métodos para obtener "anticuerpos humanizados" son muy conocidos para los expertos en la técnica. (véase,
p.ej., Queen et al., Proc. Natl Acad Sci USA, 86:10029-10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Technology, 9:421 (1991)).

Un "anticuerpo humanizado" se puede obtener también mediante una nueva aproximacién de ingenieria genética
que posibilita la produccion de anticuerpos policlonales similares a los humanos madurados por afinidad en animales
grandes, tales como, por ejemplo, conejos y ratones. Véase, p.€j., la Pat. de EE.UU. N° 6.632.976.

La expresion region constante (CR), tal como se usa en la presente memoria, se refiere a los genes de las regiones
constantes de la inmunoglobulina. Los genes de las regiones constantes codifican la porcién de la molécula de
anticuerpo que confiere funciones efectoras. Para los anticuerpos humanos quiméricos y los anticuerpos
humanizados, en general no humanos (p.ej., murinos), las regiones constantes estan sustituidas por regiones
constantes humanas. Las regiones constantes de los anticuerpos quiméricos o humanizados de interés derivan en
general de las inmunoglobulinas humanas. La region constante de la cadena pesada se puede seleccionar de
cualquiera de los cinco isotipos: alfa, delta, épsilon, gamma o mu. Ademas, las cadenas pesadas de las diversas
subclases (tales como las subclases IgG de las cadenas pesadas) son responsables de diferentes funciones
efectoras, y asi, mediante la elecciéon de la region constante de la cadena pesada deseada, se pueden producir
anticuerpos con la funcion efectora deseada. Las regiones constantes que se pueden usar dentro del alcance de
esta invencion son gamma 1 (IgG1), en particular una regién Fc del isotipo gamma 1 (IgG1), gamma 3 (IgG3) y
especialmente gamma 4 (IgG4). La region constante de la cadena ligera puede ser del tipo kappa o lambda,
preferiblemente del tipo kappa. En una realizacién, la region constante de la cadena ligera es la cadena constante
kappa humana (Heiter et al. (1980) Cell 22:197-207) y la cadena constante pesada es la cadena constante 1gG4
humana.

La expresion "anticuerpo monoclonal" también se reconoce en la técnica y se refiere a un anticuerpo que es el
producto de una Unica célula productora de anticuerpos clonada. Los anticuerpos monoclonales se producen en
general fusionando una célula B productora de anticuerpos, de vida normalmente corta, con una célula de
crecimiento rapido, tal como una célula cancerosa (a veces denominada célula "inmortal"). La célula hibrida
resultante, o hibridoma, se multiplica rapidamente, lo que crea un clon que produce el anticuerpo.

Para el propésito de la presente descripcidn, se debe entender también que el "anticuerpo monoclonal" comprende

los anticuerpos que se producen mediante un clon originario que todavia no ha alcanzado una monoclonalidad
completa.
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"Anticuerpo funcionalmente equivalente" se entiende que se refiere a un anticuerpo que comparte sustancialmente al
menos una propiedad funcional importante con un anticuerpo mencionado anteriormente y descrito en la presente
memoria, que comprende: especificidad de unién a la proteina S-amiloide, en particular a la proteina AB1.42, y mas en
particular a la regién epitépica 16-21 de la proteina AB142, inmunorreactividad in vitro, inhibicién de la agregacion de
los monémeros de AB142 hasta fibrillas poliméricas de peso molecular elevado y/o desagregaciéon de fibrillas
poliméricas de AB1.42 preformadas, y/o una propiedad de ruptura de laminas B y aliviar los efectos de la amiloidosis,
un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la formacion de placas de amiloide, que incluyen la amiloidosis
secundaria y amiloidosis relacionada con la edad, tales como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion,
trastornos neuroldégicos tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo Parkinson-Demencia de Guam; asi
como otras enfermedades que se basan o estan asociadas a proteinas similares a amiloide tales como paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes del adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores
endocrinos, y otros, lo que incluye la degeneracién macular, cuando se administra de manera profilactica o
terapéutica. Los anticuerpos pueden ser de cualquier clase, tal como IgG, IgM, o IgA, etc., o cualquier subclase tal
como IgG1, IgG2a, etc., y otras subclases mencionadas anteriormente en la presente memoria o conocidas en la
técnica, pero en particular de la clase IgG4. Ademas, los anticuerpos se pueden producir mediante cualquier método,
tal como expresion en fagos, o se pueden producir en cualquier organismo o linea celular, que incluye bacterias,
células o lineas celulares de insecto, mamifero o de otro tipo que producen anticuerpos con caracteristicas
deseadas, tales como anticuerpos humanizados. Los anticuerpos se pueden formar también mediante la
combinacién de una porcion Fab y una region Fc de una especie diferente.

El término "hibridar", tal como se usa, se refiere a condiciones de hibridacidon convencionales, preferiblemente a
condiciones de hibridacion en las que se usa SSPE 5x, 1% de SDS, disolucién de Denhardt 1x como disolucion, y/o
las temperaturas de hibridacion estan entre 35 °C y 70 °C, preferiblemente 65 °C. Tras la hibridacion, se lleva a cabo
el lavado preferiblemente primero con SSC 2x, 1% de SDS y posteriormente con SSC 0,2x a temperaturas entre 35
°C y 70 °C, preferiblemente a 65 °C (con respecto la definicion de SSPE, SSC vy la disolucion de Denhardt, véase
Sambrook et al. loc. cit.). Se prefieren en particular las condiciones de hibridacion rigurosas, como se describe, por
ejemplo, en Sambrook et al, anteriormente mencionado. Las condiciones de hibridacion rigurosas especialmente
preferidas estan presentes, por ejemplo, si la hibridacién y el lavado se dan a 65 °C como se indicd anteriormente.
Las condiciones de hibridacion no rigurosas, por ejemplo con hibridacion y lavado llevados a cabo a 45 °C, se
prefieren menos, y a 35 °C ain menos.

La "homologia" entre dos secuencias se determina mediante la identidad de secuencias. Si dos secuencias que se
van a comparar entre si difieren en la longitud, la identidad de secuencias se refiere preferiblemente al porcentaje de
los residuos de nucledtidos de la secuencia mas corta que son idénticos a los residuos de nucleétidos de la
secuencia mas larga. La identidad de secuencias se puede determinar de manera convencional con el uso de
programas informaticos tales como el programa BestFit (Wisconsin Sequence Analysis Package, version 8 para
Unix, Genetics Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive Madison, WI 53711). BestFit utiliza el
algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2 (1981), 482-489, para hallar
el segmento que tiene la identidad de secuencias mas alta entre dos secuencias. Cuando se usa BestFit u otro
programa de alineacion de secuencias para determinar si una secuencia particular tiene, por ejemplo, un 95% de
identidad con una secuencia de referencia de la presente invencion, los parametros se ajustan preferiblemente de
forma que el porcentaje de identidad se calcula a lo largo de la longitud completa de la secuencia de referencia, y de
forma que se permiten huecos de homologia de hasta el 5% del niumero total de nucleétidos de la secuencia de
referencia. Cuando se usa BestFit, los denominados parametros opcionales se dejan preferiblemente en los valores
preseleccionados ("por defecto"). Las desviaciones que aparecen en la comparacion entre una secuencia dada y las
secuencias anteriormente descritas de la invencion pueden estar provocadas, por ejemplo, por la adicién, delecion,
sustitucién, insercién o recombinacion. Tal comparacién de secuencias preferiblemente se puede llevar a cabo
también con el programa "fasta20u66" (version 2.0u66, septiembre de 1998 de William R. Pearson y la Universidad
de Virginia; véase también W.R. Pearson (1990), Methods in Enzymology 183, 63-98, ejemplos adjuntos y
http://workbench.sdsc.edu/). Para este propdsito, se pueden usar los ajustes de parametros "por defecto".

El anticuerpo puede ser una inmunoglobulina o un anticuerpo, que se entiende que tiene cada uno de sus sitios de
unioén idénticos (si son multivalentes) o, como alternativa, puede ser un "anticuerpo bifuncional”" o "biespecifico".

Un "anticuerpo bifuncional" o "biespecifico" es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de cadenas
pesadalligera diferentes y dos sitios de union diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante
una diversidad de métodos, que incluyen la fusiéon de hibridomas o la unién de fragmentos Fab'. Véase, p.€gj.,
Songsivilai y Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321, (1990); Kostelny et al., J. Immunol. 148, 1547-1553 (1992).

El término "fragmento" se refiere a una parte o porcion de un anticuerpo o cadena de anticuerpo que comprende
menos residuos de aminoacidos que un anticuerpo o cadena de anticuerpo intacta o completa. Se pueden obtener
fragmentos por medio del tratamiento quimico o enzimatico de un anticuerpo o cadena de anticuerpo intacta o
completa. Los fragmentos se pueden obtener también por medios recombinantes. Los fragmentos ejemplares
incluyen los fragmentos Fab, Fab', F(ab')2, Fabc y/o Fv. La expresion "fragmento de union al antigeno" se refiere a
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un fragmento polipeptidico de una inmunoglobulina o anticuerpo que se une al antigeno o que compite con el
anticuerpo intacto (es decir, con el anticuerpo intacto del que derivaron) por la unién al antigeno (es decir, la uniéon
especifica).

Los fragmentos de unién se producen mediante técnicas de ADN recombinante, o mediante escisiéon enzimatica o
quimica de inmunoglobulinas intactas. Los fragmentos de unién incluyen Fab, Fab', F(ab'),, Fabc, Fv, cadenas
sencillas, y anticuerpos de cadena sencilla.

El término "antigeno" se refiere a una entidad o fragmento de la misma que se puede unir a un anticuerpo. Un
inmunogeno se refiere a un antigeno que puede generar una respuesta inmunitaria en un organismo, en particular
un animal, mas en particular un mamifero que incluye un ser humano. El término antigeno incluye las regiones
conocidas como determinantes antigénicos o epitopos, que se refieren a una porcion del antigeno (que entra en
contacto o que desempefia un papel significativo en mantener un contacto) que reside en el antigeno responsable de
la antigenicidad o los determinantes antigénicos.

Tal como se usa en la presente memoria, el término "soluble" significa parcialmente o completamente disuelto en
una disolucion acuosa.

También tal como se usa en la presente memoria, el término "inmundgeno" se refiere a sustancias que provocan la
produccion de anticuerpos, células T y otras células inmunitarias reactivas dirigidas hacia un antigeno del
inmunogeno.

Una respuesta inmunitaria se da cuando un individuo produce anticuerpos suficientes, células T y otras células
inmunitarias reactivas hacia las composiciones inmunogenas administradas de la presente invencion para moderar o
aliviar el trastorno a tratar.

El término inmunogenicidad, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a una medida de la capacidad de un
antigeno para generar una respuesta inmunitaria (humoral o celular) cuando se administra a un receptor. La
presente invencion se ocupa de las aproximaciones que reducen la inmunogenicidad de los anticuerpos quiméricos
humanos o humanizados de interés.

Un anticuerpo humanizado de inmunogenicidad reducida se refiere a un anticuerpo humanizado que exhibe una
inmunogenicidad reducida respecto del anticuerpo original, p.ej., el anticuerpo murino.

Un anticuerpo humanizado que conserva sustancialmente las propiedades de union del anticuerpo original se refiere
a un anticuerpo humanizado que conserva la capacidad de unirse de manera especifica al antigeno reconocido por
el anticuerpo original usado para producir tal anticuerpo humanizado. Preferiblemente, el anticuerpo humanizado
exhibira la misma o sustancialmente la misma afinidad de uniéon al antigeno y avidez que el anticuerpo original.
Idealmente, la afinidad del anticuerpo no sera menor del 10% de la afinidad del anticuerpo original, mas
preferiblemente no sera menor de alrededor del 30%, y lo mas preferiblemente, la afinidad no sera menor del 50%
del anticuerpo original. Los métodos para ensayar la afinidad de unién al antigeno se conocen bien en la técnica, e
incluyen ensayos de unidon semimaxima, ensayos competitivos, y analisis de Scatchard. Los ensayos de union al
antigeno adecuados se describen en esta solicitud.

Una "retromutacion" es una mutacion introducida en una secuencia nucleotidica que codifica un anticuerpo
humanizado, y la mutacién da como resultado un aminoacido que corresponde a un aminoacido del anticuerpo
original (p.ej., anticuerpo donante, por ejemplo, un anticuerpo murino). Ciertos residuos estructurales del anticuerpo
original se pueden conservar durante la humanizacién de los anticuerpos de la invencién para conservar
sustancialmente las propiedades de unién del anticuerpo original, mientras al mismo tiempo se minimiza la
inmunogenicidad potencial del anticuerpo resultante. En una realizacién de la invencion, el anticuerpo original es de
raton. Por ejemplo, la retromutacion cambia un residuo estructural humano por un residuo murino original. Los
ejemplos de residuos estructurales que se pueden retromutar incluyen, pero sin limitacion, residuos canénicos,
residuos de empaquetamiento de la interfase, residuos originales poco habituales que estan cerca del sitio de unién,
residuos en la "Zona de Vernier" (que forma una plataforma sobre la que se apoyan las CDRs) (Foote y Winter,
1992, J. Mol. Biol. 224, 487-499), y los cercanos a CDR H3.

Tal como se usa en la presente memoria, un "cambio conservativo" se refiere a alteraciones que son
sustancialmente neutras conformacionalmente o antigénicamente, que producen cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o que producen cambios minimos en los determinantes antigénicos de los
polipéptidos mutantes, respectivamente, en comparacién con la proteina nativa. Cuando hace referencia a los
anticuerpos y fragmentos de anticuerpos, un cambio conservativo significa una sustitucion de aminoacidos que no
hace que el anticuerpo sea incapaz de unirse al receptor objetivo. Los expertos en la técnica podran predecir qué
sustituciones de aminoacidos se pueden hacer a la vez que se mantiene una probabilidad elevada de que sean
neutras conformacionalmente y antigénicamente. Tal orientacion se proporciona, por ejemplo, en Berzofsky, (1985)
Science 229:932-940 y Bowie et al. (1990) Science 247:1306-1310. Los factores a considerar que afectan a la
probabilidad de mantener la neutralidad conformacional y antigénica incluyen, pero sin limitacion: (a) la sustitucion
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de aminoacidos hidréfobos es menos probable que afecte a la antigenicidad, debido a que es mas probable que los
residuos hidréfobos estén localizados en el interior de una proteina; (b) la sustitucion de aminoacidos similares
fisicoquimicamente es menos probable que afecte a la conformacioén, debido a que el aminoacido sustituido imita
estructuralmente al aminoacido nativo; y (c) la alteracion de secuencias conservadas evolutivamente es probable
que afecte de manera adversa a la conformacion, ya que tal conservacidon sugiere que las secuencias de
aminoacidos pueden tener una importancia funcional. Alguien de experiencia habitual en la técnica sera capaz de
determinar las alteraciones en la conformacion de proteinas mediante el uso de ensayos muy conocidos, tales como,
pero sin limitacion, métodos de fijacion del microcomplemento (Wasserman et al. (1961) J. Immunol. 87:290-295;
Levine et al. (1967) Meth. Enzymol. 11:928-936) y por medio de estudios de unidon mediante el uso de anticuerpos
monoclonales dependientes de la conformacion (Lewis et al. (1983) Biochem. 22:948-954).

Ademas, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de anticuerpo que, cuando se
administra a un ser humano o animal, es suficiente para dar como resultado un efecto terapéutico en dicho ser
humano o animal. Un experto en la técnica determina facilmente la cantidad eficaz siguiendo procedimientos
rutinarios.

Tal como se usan en la presente memoria, los términos "tratar", "prevenir”, y "prevencion” se refieren a la prevencion
de la reaparicion o el inicio de uno o mas sintomas de un trastorno en un sujeto que es el resultado de la
administracion de un agente profilactico o terapéutico.

Construccién de Anticuerpos Humanizados

En la presente memoria se describen métodos y composiciones que comprenden anticuerpos muy especificos y muy
eficaces que tienen la capacidad de reconocer y unirse de manera especifica a epitopos especificos de una
diversidad de antigenos B-amiloides. Los anticuerpos proporcionados por las ensefianzas de la presente descripcion
son especialmente Utiles para el tratamiento de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados a la
formacion de placas de amiloide que incluyen la amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad que
incluyen, pero sin limitacion, trastornos neuroldgicos tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo
Parkinson-Demencia de Guam; asi como otras enfermedades que se basan o estan asociadas a proteinas similares
a amiloide tales como pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis de tipo Dutch, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con
el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes del adulto; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y
otros, lo que incluye la degeneracién macular, por nombrar solo algunas.

Una region variable completamente humanizada o remodelada se puede crear disefiando primero una secuencia de
aminoacidos de la region variable que contiene CDRs no humanas, en particular derivadas de roedor, pero
especialmente CDRs derivadas del anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2 (denominado "mC2" a lo largo de la solicitud y
depositado el 01 de diciembre de 2005 en la "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH"
(DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, bajo las estipulaciones del Tratado de
Budapest y con el n° de acceso DSM ACC2750) incrustadas en las secuencias estructurales derivadas de ser
humano. Las CDRs no humanas, en particular las derivadas de roedor, que se pueden obtener del anticuerpo,
proporcionan la especificidad deseada. Por lo tanto, estos residuos se deben incluir en el disefio de la region variable
remodelada basicamente inalterados. Cualquier modificacion se deberia limitar asi al minimo y se deberian vigilar
atentamente los cambios de especificidad y afinidad del anticuerpo. Por otra parte, los residuos estructurales pueden
derivar en teoria de cualquier region variable humana.

Para crear un anticuerpo remodelado que muestre una afinidad aceptable o incluso mejorada, se deberia elegir una
secuencia estructural humana, que es igualmente adecuada para crear una region variable remodelada y para
conservar la afinidad del anticuerpo.

Para alcanzar este objetivo, se desarroll6 la estrategia del mejor ajuste. Debido a que se sabe que las secuencias
estructurales sirven para mantener las CDRs en su orientacion espacial correcta para la interaccion con el antigeno,
y que los residuos estructurales a veces pueden incluso participar en la union al antigeno, esta estrategia se dirige a
minimizar los cambios que puedan afectar negativamente a la estructura tridimensional del anticuerpo haciendo
derivar una secuencia estructural humana usada para la remodelaciéon del anticuerpo a partir de la regién variable
humana que sea mas homologa o similar a la region variable no humana, en particular derivada de roedor. Esto
también maximizara la probabilidad de que el anticuerpo remodelado retenga la afinidad.

A su nivel mas simple, la estrategia del "mejor ajuste" implica comparar la regién V de roedor donante con todas las
secuencias de aminoacidos de las regiones V humanas conocidas, y después seleccionar la mas homdloga para
proporcionar las regiones estructurales aceptoras para los ejercicios de humanizacion. En realidad existen otros
diversos factores que se deberian considerar, y que pueden influir en la seleccién final de las regiones estructurales
aceptoras. Las predicciones mediante modelizacion molecular se pueden usar a este respecto antes de cualquier
trabajo experimental en un intento de maximizar la afinidad del anticuerpo remodelado resultante. Basicamente, el
objetivo de la modelizaciéon es predecir qué residuos clave (si los hay) de la region estructural humana mas
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homologa se deberian dejar como en el roedor para obtener la mejor afinidad en el anticuerpo remodelado.

En una realizaciéon de la invencion, las CDRs se pueden obtener a partir de un anticuerpo monoclonal de ratén, en
particular a partir del anticuerpo monoclonal de raton ACI-01-Ab7C2 (denominado "mC2" a lo largo de la solicitud)
descrito en la solicitud pendiente junto con la presente EP 05 02 7092.5 presentada el 12-12-2005.

Las células de hibridoma FP-12H3-C2, que producen el anticuerpo monoclonal de ratéon ACI-01-Ab7C2 (denominado
"mC2" y hC2 para el anticuerpo C2 humanizado, a lo largo de la solicitud) se depositaron el 01 de diciembre de 2005
en la solicitud pendiente junto con la presente n°® EP05027092.5 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 y se les dio el n° de acceso DSM ACC2750.

El anticuerpo de ratéon se puede generar hacia una construccion antigénica supramolecular que comprende un
péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido B-amiloide, en particular del péptido
B-amiloide AB1.15, AB1-16 ¥ AB1-16(a14), modificado con un resto hidréfobo tal como, por ejemplo, acido palmitico o un
resto hidrdéfilo tal como, por ejemplo, polietilen glicol (PEG) o una combinacién de ambos, en el que el resto hidréfobo
e hidrdfilo, respectivamente, esta unido de manera covalente a cada uno de los extremos del péptido antigénico por
medio de al menos uno, en particular uno o dos aminoacidos tales como, por ejemplo, lisina, acido glutamico y
cisteina o cualquier otro aminoacido adecuado o analogo de aminoacido capaz de servir como dispositivo de
conexion para acoplar el resto hidréfobo e hidrofilo al fragmento de péptido. Cuando se usa un PEG como resto
hidréfilo, los extremos de PEG libres se unen de manera covalente a fosfatidiletanolamina o cualquier otro
compuesto adecuado para funcionar como elemento de anclaje, por ejemplo, para incrustar la construccion
antigénica en la bicapa de un liposoma.

En particular, se puede generar un anticuerpo de ratdon hacia una construccion antigénica supramolecular que
comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido B-amiloide AB1.16
modificado con un resto hidrdéfilo tal como, por ejemplo, polietilen glicol (PEG), y el resto hidrofilo esta unido de
manera covalente a cada uno de los extremos del péptido antigénico por medio de al menos uno, en particular uno o
dos aminoacidos tales como, por ejemplo, lisina, acido glutamico y cisteina o cualquier otro aminoacido adecuado o
analogo de aminoacido capaz de servir como dispositivo de conexion para acoplar el resto hidréfobo e hidrdéfilo al
fragmento peptidico. Cuando se usa un PEG como resto hidrdfilo, los extremos de PEG libres se unen de manera
covalente a fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto adecuado para funcionar como elemento de anclaje,
por ejemplo, para incrustar la construccién antigénica en la bicapa de un liposoma.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo que comprende en la regién variable al menos una CDR de origen no humano incrustada en
una o mas regiones estructurales derivadas de ser humano o de primate y combinada con una region constante
derivada de un anticuerpo de procedencia humana o de primate, cuyo anticuerpo quimérico o un fragmento del
mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo es capaz de reconocer y unirse de manera especifica
al péptido monomeérico de B-amiloide.

Las CDRs contienen los residuos que con mas probabilidad se unen al antigeno, y se deben conservar en el
anticuerpo remodelado. Las CDRs se definen mediante su secuencia segun Kabat et al., Sequence of Proteins of
Immunological Interest, 52 edicion, The United States Department of Health and Human Services, The United States
Government Printing Office, 1991. Las CDRs se dividen en clases canonicas (Chothia et al, 1989 Nature, 342, 877-
883) en las que los residuos clave determinan en gran medida la conformacién estructural del bucle de la CDR.
Estos residuos estan casi siempre conservados en el anticuerpo remodelado.

En el proceso de preparacion de un anticuerpo humanizado, las secuencias de aminoacidos de las regiones
variables de la cadena pesada y de la cadena ligera (Vu y Vk) de C2 se comparan con las secuencias de Vy y Vi del
anticuerpo de roedor en las bases de datos del NCBI y de Kabat.

El gen de la linea germinal de ratén con la coincidencia mas cercana para Vk de C2 es bb1, Locus MMU231201,
(Schable et al, 1999). Una comparacion revela que dos aminoacidos difieren de esta secuencia de la linea germinal,
ambos localizados dentro de CDRL1. Se pueden encontrar anticuerpos murinos maduros con secuencias similares,
pero no idénticas. Varios tienen una CDRL2 idéntica y CDRL3 idéntica, pero la CDRL1 de C2 parece ser Unica. La
comparacion con las secuencias de Vi de la linea germinal humana demuestra que los genes del subgrupo Vkll son
la mejor coincidencia para Vk de C2 (Cox et al, 1994). La Vk de C2 se puede asignar asi al subgrupo de Kabat
MuVkll.

DPK15, junto con la region J humana HuJk1, se puede seleccionar para proporcionar las secuencias estructurales
aceptoras para la Vk humanizada.

Se han definido los residuos de la interfase entre las cadenas ligeras y pesadas variables (Chothia et al, 1985 J. Mol.
Biol., 186, 651-663). Estos se conservan normalmente en el anticuerpo remodelado. La Phe de la posicion 87 de Vk
de C2 de ratdn es poco habitual en la interfase, en la que Tyr es mas comun en el subgrupo Vkll, lo que indica que
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este residuo estructural puede ser importante para la actividad del anticuerpo. Tyr 87 esta presente en C2VK de la
linea germinal humana y humanizada.

Las secuencias de Vk humanizadas, asi, se pueden disefiar de forma que el C2HuVK1 consista en CDRs de Vk de
C2 de raton con regiones estructurales de DPK 15 y Jk1 humana. En una realizacién especifica de la invencion, los
residuos murinos se pueden sustituir en la region estructural humana en las posiciones 45 y/o 87. En la regién CDR2
obtenible a partir de un anticuerpo monoclonal de ratén, en particular el anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, se pueden
hacer sustituciones de aminoacidos en las posiciones de Kabat 50 y/o 53. El residuo 45 puede estar implicado en el
soporte de la conformacion de las CDRs. El residuo 87 esta localizado en la interfase de los dominios de V4 y de V.
Por lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de la unién del anticuerpo.

El gen de la linea germinal de ratén con la coincidencia mas cercana a V4 AF de C2 es VH7183, Locus AF120466,
(Langdon et al, 2000). La comparacion con las secuencias de V4 de la linea germinal humana demuestra que los
genes del subgrupo Vulll son la mejor coincidencia para Vy de C2. Vy AF de C2 se puede asignar al subgrupo de
Kabat MuVHlIID. La secuencia DP54, junto con la region J humana HuJx6, se puede seleccionar para proporcionar
las secuencias estructurales aceptoras para la V4 humanizada.

La comparacién demuestra que hay nueve diferencias de aminoacidos entre las secuencias de VH de C2 y la
secuencia de la linea germinal aceptora humana DP54 y Ju6, y la mayoria estan localizadas dentro de CDRH2. Se
hallan anticuerpos murinos maduros con CDRH1 idénticas o similares (un residuo diferente) o con CDRH2 similares
(un residuo diferente), pero ninguno con las tres CDRs idénticas a V4 AF de C2. La CDRH3 del anticuerpo C2 es
excepcionalmente corta, y consiste solamente en tres residuos. Sin embargo, se hallan otros anticuerpos en la base
de datos con CDRH3 de esta longitud. El residuo 47 de V de C2 es Leu en vez del Trp mas habitual, y el residuo 94
es Ser en vez de la Arg normal, lo que indica que estos residuos estructurales pueden ser importantes para la
actividad del anticuerpo.

Se pueden disefiar diversas secuencias humanizadas de V4. C2HUVH1 consiste en CDRs de V4 AF de C2 con
regiones estructurales de DP54 y HuJx6. En una realizacion especifica de la invencion, los residuos murinos se
pueden sustituir en la regién estructural humana en las posiciones 47 y/o 94, o ambas. El residuo 47 de la region
estructural 2 entra en contacto tanto con las CDRs como con el dominio Vk. El residuo 94 puede estar implicado en
el soporte de la conformacioén de las CDRs. Por lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de
la unién del anticuerpo.

Se pueden disefar diferentes regiones HCVR y LCVR que comprenden las CDRs no humanas obtenibles del
anticuerpo donante, por ejemplo, un anticuerpo murino, incrustadas en las regiones estructurales derivadas de ser
humano o de primate nativas o modificadas. La modificacién puede implicar en particular un cambio de uno o mas
residuos de aminoacidos de la regidn estructural por residuos no humanos, en particular residuos murinos, hallados
mas habitualmente en esta posicion en los subgrupos respectivos o por residuos que tienen propiedades similares a
los hallados mas habitualmente en esta posicion en los subgrupos respectivos.

La modificacién de las secuencias de la region estructural sirve para mantener las CDRs en su orientacion espacial
correcta para la interaccion con el antigeno, y esos residuos estructurales a veces pueden incluso participar en la
union al antigeno. En una realizacion de la invencioén, se toman medidas para adaptar adicionalmente las secuencias
estructurales humanas seleccionadas para hacerlas muy similares a las secuencias de las regiones estructurales de
roedor para maximizar la probabilidad de que se conserve la afinidad en el anticuerpo remodelado.

Por lo tanto, se pueden sustituir los residuos murinos de la regién estructural humana. En particular, se pueden
sustituir los residuos murinos de la region estructural humana de la region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) en
las posiciones 47 6 94 o ambas, y en la region estructural humana de la region Variable de la Cadena Ligera (LCVR)
en las posiciones 45 y/o 87. En la region CDR2 obtenible a partir de un anticuerpo monoclonal de ratén, en particular
el anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, se pueden hacer sustituciones de aminoacidos en las posiciones de Kabat 50
y/o 53.

Los residuos hallados en las posiciones anteriormente indicadas en la region estructural humana se pueden cambiar
por residuos murinos hallados mas habitualmente en esta posicién en los subgrupos respectivos. En particular, el
Trp de la posicion de Kabat 47 de la region estructural derivada de ser humano o de primate de la Region Variable
de la Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID N° 15 se puede sustituir por una Leu o por un residuo de
aminoacido que tiene propiedades similares, y la sustitucion del mismo conduce a alteraciones que son
sustancialmente neutras conformacionalmente o antigénicamente, lo que produce cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o produce cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, el
Trp de la posicion de Kabat 47 de la region estructural derivada de ser humano o de primate de la Region Variable
de la Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID N° 15 se puede sustituir adicionalmente por un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, en particular por lle. Se pueden
contemplar sustituciones conservativas alternativas que son neutras conformacionalmente y antigénicamente.

La Arg de la posicién de Kabat 94 de la region estructural derivada de ser humano o de primate de la Region
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Variable de la Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID N°: 15 se puede sustituir por Ser o por un residuo de
aminoacido que tiene propiedades similares, y la sustitucion de la misma conduce a alteraciones que son
sustancialmente neutras conformacionalmente o antigénicamente, lo que produce cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o produce cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la
Arg de la posicion de Kabat 94 de la region estructural derivada de ser humano o de primate de la Region Variable
de la Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID N°: 15 se puede sustituir de manera alternativa por Thr.

En otra alternativa, ambos residuos se pueden sustituir en el anticuerpo humanizado.

La GIn de la posicién de Kabat 45 de la region estructural derivada de ser humano o de primate de la Region
Variable de la Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID N°: 12 se puede sustituir por Lys o por un residuo de
aminoacido que tiene propiedades similares, y la sustitucion de la misma conduce a alteraciones que son
sustancialmente neutras conformacionalmente o antigénicamente, lo que produce cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o produce cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la
GIn de la posicion de Kabat 45 de la regidn estructural derivada de ser humano o de primate de la Regién Variable
de la Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID N°: 12 se puede sustituir por un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en Arg, GIn, y Asn, en particular por Arg.

La Leu de la posicion de Kabat 50 de la region estructural derivada de ser humano o de primate de la Region
Variable de la Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID N°: 12 se puede sustituir por Lys o por un residuo de
aminoacido que tiene propiedades similares, y la sustitucion de la misma conduce a alteraciones que son
sustancialmente neutras conformacionalmente o antigénicamente, lo que produce cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o produce cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la
Leu de la posicion de Kabat 50 de la regioén estructural derivada de ser humano o de primate de la Regién Variable
de la Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID N°: 12 se puede sustituir por un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en Arg, GIn, y Asn, en particular por Arg.

La Asn de la posicion de Kabat 53 de la regién estructural derivada de ser humano o de primate de la Region
Variable de la Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID N°: 12 se puede sustituir por His y GIn o por un residuo
de aminoacido que tiene propiedades similares, y la sustitucion de la misma conduce a alteraciones que son
sustancialmente neutras conformacionalmente o antigénicamente, lo que produce cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o produce cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la
Asn de la posicion de Kabat 53 de la region estructural derivada de ser humano o de primate de la Regién Variable
de la Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID N°: 12 se puede sustituir por un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en Glin, His, Lys y Arg.

La Thr de la posicion de Kabat 87 de la regiéon estructural derivada de ser humano o de primate de la Region
Variable de la Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID N° 12 se puede sustituir por Phe o por un residuo de
aminoacido que tiene propiedades similares, y la sustitucion de la misma conduce a alteraciones que son
sustancialmente neutras conformacionalmente o antigénicamente, lo que produce cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o produce cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la
Tyr de la posicion de Kabat 87 de la region estructural derivada de ser humano o de primate de la Region Variable
de la Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID N°: 12 se puede sustituir por un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en Leu, Val, lle, y Ala, en particular por Leu.

La region variable asi obtenida que comprende al menos una CDR de origen no humano incrustada en una o mas
regiones estructurales derivadas de ser humano o de primate se puede combinar después con una region constante
derivada de un anticuerpo de procedencia humana o de primate, en particular con IgG4 o regiones constantes K
humanas, respectivamente. La region constante de IgG4 se puede modificar, por ejemplo, cambiando la Serina de la
posicion 228 de la regidon de la bisagra por Prolina (HulgG4 Ser-Pro). Esta mutacion estabiliza el enlace disulfuro
intercatenario, y previene la formacion de semi-moléculas que se pueden dar en preparaciones de IgG4 humana
nativa. La region constante de IgG4 se puede modificar adicionalmente mediante la delecién de la Lys terminal de la
posicion 439 como se muestra en SEQ ID N°: 16.

Se pueden construir regiones variables modificadas mediante un método conocido en la técnica tal como, por
ejemplo, recombinacion mediante PCR solapante. Los casetes de expresion para el anticuerpo quimérico, C2 ChVy
AF y C2 ChVk, se pueden usar como moldes para la mutagénesis de las regiones estructurales para las secuencias
necesarias. Se sintetizan grupos de pares de cebadores mutagénicos que abarcan las regiones a alterar. Los
casetes de expresion de Vy y Vk humanizadas producidos se pueden clonar en vectores de clonacion adecuados
conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, pUC19. Después de confirmar que la secuencia de ADN completa
es correcta para cada Vu y Vk, los genes de las regiones V de las cadenas pesadas y ligeras modificadas se pueden
escindir del vector de clonacién en forma de casetes de expresion. Estos se pueden transferir después a vectores de
expresion adecuados, tales como pSVgpt y pSVhyg, que incluyen regiones constantes de IgG4 Ser-Pro o k
humanas, respectivamente.
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Vectores de expresion

El vector de expresion pSVgpt se basa en pSV.gpt (Mulligan y Berg, 1980), e incluye el gen de resistencia a
ampicilina para la seleccién en células bacterianas, el gen gpt para la seleccion en células de mamifero, la region del
potenciador de inmunoglobulinas de la cadena pesada murina, la secuencia genémica que codifica el gen de la
region constante y secuencias de poli A de SV40. La region variable de la cadena pesada para la expresion se
inserta en forma de un fragmento Hindlll a BamHl.

El vector de expresion pSVhyg incluye el gen de resistencia a ampicilina para la seleccion en células bacterianas, el
gen hyg para la seleccion en células de mamifero, la region del potenciador de inmunoglobulinas de la cadena
pesada murina, la secuencia gendmica que codifica el gen de la regién constante kappa y que incluye el potenciador
de kappa y secuencias de poli A de SV40. La region variable de la cadena ligera para la expresion se inserta en
forma de un fragmento Hindlll a BamHI.

Después se debe confirmar que la secuencia de ADN es correcta para las Vy y Vk humanizadas en los vectores de
expresion.

Para la produccion de anticuerpos, los vectores de expresion de las cadenas pesada y ligera humanizadas se
pueden introducir en lineas celulares de produccion adecuadas conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo,
células NSO. La introduccion de los vectores de expresion se puede llevar a cabo mediante la co-transfeccion por
medio de electroporacion o cualquier otra tecnologia de transformacion adecuada disponible en la técnica. Las
lineas celulares productoras de anticuerpos se pueden seleccionar después y expandirlas, y se pueden purificar los
anticuerpos humanizados. Los anticuerpos purificados se pueden analizar después mediante técnicas habituales,
tales como SDS-PAGE.

Anticuerpo con afinidad, especificidad, estabilidad mejoradas

La secuencia de CDRL2 ("KVSNRFS") del anticuerpo C2 de ratén se puede modificar ligeramente sin afectar de
manera adversa a la actividad del anticuerpo. Se pueden hacer sustituciones conservativas por medio del cambio de
R por K en la posicién 50 y S por N en la posiciéon 53. Las dos secuencias de CDRL2 alternativas son, por lo tanto,
"RVSNRFS" y "KVSSRFS", respectivamente. Estas se incorporan en la secuencia de Vk murina sin ningun otro
cambio, como C2 VK-R y C2 VK-S, respectivamente.

La afinidad, especificidad y estabilidad de un anticuerpo como se describié anteriormente en la presente memoria o
un fragmento del mismo se puede modificar mediante el cambio de su perfil o patrén de glicosilacion, lo que da como
resultado valores terapéuticos mejorados.

Para conseguir este cambio en el patrén de glicosilacion, se pueden modificar las células hospedadoras de forma
que sean capaces de expresar una diversidad preferida de actividad de glicosil transferasas que modifican
glicoproteinas que incrementa los oligosacaridos con unién en N complejos que portan GIcNAc bisecante. Ademas,
se pueden obtener glicoformas modificadas de glicoproteinas, por ejemplo anticuerpos, que incluyen moléculas de
anticuerpos completos, fragmentos de anticuerpos, o proteinas de fusion que incluyen una regién equivalente a la
region Fc de una inmunoglobulina, que tienen una citotoxicidad celular mediada por Fc aumentada.

Los expertos en la técnica conocen los métodos de obtencidon de anticuerpos con un patrén de glicosilacion
modificado, y se describen, por ejemplo, en los documentos EP1071700, US2005272128, Ferrara et al (2006) J Biol
Chem 281(8), 5032-5036); Ferrara et al (2006) Biotechnology and Bioengineering 93(5), 851-861.

Preparacion farmacéutica y administracion

Los anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden preparar en una formulacion fisiolégicamente
aceptable, y pueden comprender un vehiculo, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptables mediante el
uso de técnicas conocidas. Por ejemplo, el anticuerpo segun la invencion y como se describié anteriormente en la
presente memoria se combina con un vehiculo, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable para formar
una composicion terapéutica. Los vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticos adecuados se conocen bien en
la técnica, e incluyen, por ejemplo, solucion salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsiones
aceite/agua, diversos tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc.

La formulacién de la composicion farmacéutica segun la invencion se puede llevar a cabo seguin la metodologia
estandar conocida para los expertos en la técnica.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar a un sujeto en forma de un sélido, liquido o
aerosol a una dosis adecuada, farmacéuticamente eficaz. Los ejemplos de composiciones solidas incluyen pildoras,
cremas, y unidades de dosis implantables. Las pildoras se pueden administrar de manera oral. Las cremas
terapéuticas se pueden administrar de manera tépica. Las unidades de dosis implantables se puede administrar de
manera local, por ejemplo, en la localizaciéon de un tumor, o se pueden implantar para la liberacion sistematica de la
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composicion terapéutica, por ejemplo, de manera subcutanea. Los ejemplos de composiciones liquidas incluyen
formulaciones adaptadas para la inyeccion de manera intramuscular, subcutanea, intravenosa, intraarterial, y
formulaciones para la administracion topica e intraocular. Los ejemplos de formulaciones en aerosol incluyen
formulaciones de inhalador para la administracion en los pulmones.

Las composiciones se pueden administrar mediante las vias habituales de administraciéon. En general, la
composicion se puede administrar mediante la via tdpica, oral, rectal, nasal, intradérmica, intraperitoneal, o
parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea, o intramuscular). Ademas, la composicion se puede incorporar en
matrices de liberacion sostenida tales como polimeros biodegradables, y los polimeros se implantan cerca del lugar
donde se desea la administracion, por ejemplo, en la localizacién de un tumor. EI método incluye la administracion
de una dosis Unica, la administracion de dosis repetidas a intervalos de tiempo predeterminados, y la administracion
sostenida durante un periodo de tiempo predeterminado.

Una matriz de liberacion sostenida, tal como se usa en la presente memoria, es una matriz hecha de materiales,
normalmente polimeros, que son degradables mediante hidrdlisis enzimatica o hidrdlisis acido/base, o mediante
disolucion. Una vez insertada en el cuerpo, la matriz se ve afectada por las enzimas y los fluidos corporales. La
matriz de liberacion sostenida se elige de manera deseable de materiales biocompatibles tales como liposomas,
polilactidas (poli(acido lactico)), poliglicolidas (polimero de acido glicélico), polilactida co-glicolida (copolimeros de
acido lactico y acido glicdlico), polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos, acido hialurénico, colageno, sulfato de
condroitina, acidos carboxilicos, acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos, acidos nucleicos, poliaminoacidos,
aminoacidos tales como fenilalanina, tirosina, isoleucina, polinucleétidos, polivinil propileno, polivinilpirrolidona y
silicona. Una matriz biodegradable preferida es una matriz de uno de polilactida, poliglicolida, o polilactida co-
glicolida (co-polimeros de acido lactico y acido glicélico).

Los expertos en la técnica pertinente conocen bien que la dosis de la composicién dependera de diversos factores
tales como, por ejemplo, la afeccioén a tratar, la composicion particular usada, y otros factores clinicos tales como el
peso, la altura, el sexo y el estado de salud general del paciente, el area de la superficie corporal, el compuesto o
composicion particular a administrar, otros farmacos que se administran al mismo tiempo, y la via de administracion.

La composicién se puede administrar en combinacién con otras composiciones, que comprenden una sustancia o
compuesto biolégicamente activo, en particular al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, agentes quelantes de metales, inhibidores de la
reparacion del ADN tales como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-propanosulfonico (3APS), 1,3-
propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de a-secretasa, inhibidores de B- y y-secretasa, proteinas tau,
neurotransmisores, agentes de ruptura de laminas 8, agentes atractores para componentes celulares de eliminacion
/ disminucion de amiloide beta, inhibidores de amiloide beta truncado en posicion N-terminal que incluyen amiloide
beta 3-42-piroglutamato, moléculas anti-inflamatorias, "antipsicéticos atipicos" tales como, por ejemplo clozapina,
ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina o inhibidores de colinesterasa (ChEls) tales como tacrina,
rivastigmina, donepezilo, y/o galantamina, agonistas M1 y otros farmacos que incluyen cualquier farmaco
modificador de amiloide o tau y suplementos nutritivos tales como, por ejemplo, vitamina B12, cisteina, un precursor
de acetilcolina, lecitina, colina, Ginkgo biloba, acetil-L-carnitina, idebenona, propentofilina, o un derivado de xantina,
junto con un anticuerpo segun la presente invencion y, opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente y/o un excipiente
farmacéuticamente aceptable y procedimientos para el tratamiento de enfermedades.

La materia farmacéuticamente activa proteica puede estar presente en cantidades de entre 1 ng'y 10 mg por dosis.
En general, el régimen de administracion deberia estar en el intervalo de entre 0,1 pyg y 10 mg del anticuerpo segun
la invencidn, en particular en un intervalo de 1,0 ug a 1,0 mg, y mas en particular en un intervalo de entre 1,0 ug y
100 pg, y todos los nimeros individuales que se hallan dentro de estos intervalos también son parte de la invencion.
Si la administracion se da por medio de infusién continua, una dosis mas adecuada puede estar en el intervalo de
entre 0,01 ug y 10 mg por kilogramo de peso corporal por hora, y todos los nimeros individuales que se hallan
dentro de estos intervalos también son parte de la invencion.

La administracion sera en general de manera parenteral, p.ej. intravenosa. Las preparaciones para la administracion
parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones acuosas y no acuosas estériles. Los disolventes no
acuosos incluyen, sin limitacion, propilen glicol, polietilen glicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva, y
ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los disolventes acuosos se pueden elegir del grupo que
consiste en agua, disoluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, que incluyen solucion salina y
medios tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen una disolucion de cloruro sédico, dextrosa de Ringer,
dextrosa y cloruro sédico, Ringer con lactato, o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen regeneradores de
liquidos y nutrientes, regeneradores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer) y otros. También
puede haber presentes conservantes tales como, por ejemplo, antimicrobianos, anti-oxidantes, agentes quelantes,
gases inertes, etc.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas vehiculos proteicos tales como, por ejemplo, albumina de
suero o inmunoglobulina, en particular de origen humano. Puede haber presentes agentes bioldgicamente activos
adicionales en la composicion farmacéutica de la invencion, dependiendo de su uso deseado.
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Cuando el objetivo de unién esta localizado en el cerebro, ciertas realizaciones de la invencion posibilitan que el
anticuerpo o fragmento activo del mismo atraviese la barrera hematoencefalica. Ciertas enfermedades
neurodegenerativas estan asociadas a un incremento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, de forma
que el anticuerpo o fragmento activo del mismo se puede introducir facilmente en el cerebro. Cuando la barrera
hematoencefalica permanece intacta, existen varias aproximaciones conocidas en la técnica para transportar
moléculas a través de ella, que incluyen, pero sin limitacién, métodos fisicos, métodos basados en lipidos, y métodos
basados en receptores y canales.

Los meétodos fisicos para transportar el anticuerpo o fragmento activo del mismo a través de la barrera
hematoencefalica incluyen, pero sin limitacion, evitar la barrera hematoencefalica completamente, o mediante la
creacion de aperturas en la barrera hematoencefalica. Los métodos para evitarla incluyen, pero sin limitacion, la
inyeccion directa en el cerebro (véase, p.ej., Papanastassiou et al., Gene Therapy 9: 398-406 (2002)) y el implante
de un dispositivo de administracion en el cerebro (véase, p.ej., Gill et al., Nature Med. 9: 589-595 (2003); y Gliadel
Wafers™, Guildford Pharmaceutical). Los métodos para crear aperturas en la barrera incluyen, pero sin limitacion,
los ultrasonidos (véase, p.ej., la Publicacion de Patente de EE.UU. N° 2002/0038086), la presion osmética (p.gj.,
mediante la administracion de manitol hiperténico (Neuwelt, E. A., Implication of the Blood-Brain Barrier and its
Manipulation, Vol. 1 y 2, Plenum Press, N.Y. (1989))), la permeabilizacion mediante, p.ej., bradicinina o el
permeabilizante A-7 (véase, p.gj., las Patentes de EE.UU. N°s 5.112.596, 5.268.164, 5.506.206, y 5.686.416), y la
transfeccién de neuronas que actian como puente con la barrera hematoencefalica con vectores que contienen
genes que codifican el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno (véase, p.ej., la Publicacion de Patente de
EE.UU. N° 2003/0083299).

Los métodos basados en lipidos para transportar el anticuerpo o fragmento activo del mismo a través de la barrera
hematoencefalica incluyen, pero sin limitacion, encapsular el anticuerpo o fragmento activo del mismo en liposomas
que estan acoplados a fragmentos de union de anticuerpos que se unen a receptores del endotelio vascular de la
barrera hematoencefalica (véase, p.ej., la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. N° 20020025313), y
revestir el anticuerpo o fragmento activo del mismo en particulas de lipoproteinas de baja densidad (véase, p.€j., la
Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. N° 20040204354 ) o apolipoproteina E (véase, p.ej., la Publicacion de
Solicitud de Patente de EE.UU. N° 20040131692).

Los métodos basados en receptores y canales para transportar el anticuerpo o fragmento activo del mismo a través
de la barrera hematoencefalica incluyen, pero sin limitacion, el uso de agentes bloqueantes de glucocorticoides para
incrementar la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (véanse, p.ej., las Publicaciones de Solicitud de
Patente de EE.UU. N° 2002/0065259, 2003/0162695, y 2005/0124533); activar los canales de potasio (véase, p.€j.,
la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. N° 2005/0089473), inhibir los transportadores de farmacos ABC
(véase, p.gj., la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. N° 2003/0073713); revestir los anticuerpos con una
transferrina y modular la actividad de uno o mas receptores de transferrina (véase, p.ej., la Publicacion de Solicitud
de Patente de EE.UU. N° 2003/0129186), y afadir cationes a los anticuerpos (véase, p.€j., la Patente de EE.UU. N°
5.004.697).

Deteccion/diagndstico

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona métodos y equipos para la deteccion y el diagndstico
de enfermedades o afecciones asociadas a amiloide. Estos métodos incluyen métodos inmunoldgicos conocidos
usados habitualmente para detectar o cuantificar sustancias en muestras bioldgicas o en una afeccion in situ.

El diagndstico de una enfermedad o afeccion asociada a amiloide en un paciente se puede llevar a cabo detectando
la unién inmunoespecifica de un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo del mismo a un epitopo de la proteina
amiloide en una muestra o in situ, lo que incluye poner la muestra o una parte o area especifica del cuerpo que se
sospecha que contiene la proteina amiloide en contacto con un anticuerpo que se une a un epitopo de la proteina
amiloide, permitir que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunoldgico, detectar la
formacién del complejo inmunoldgico y correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la
presencia o ausencia de la proteina amiloide en la muestra o en la parte o area especifica del cuerpo.

Las muestras biologicas que se pueden usar en el diagnostico de una enfermedad o afeccién asociada a amiloide
son, por ejemplo, fluidos tales como suero, plasma, saliva, secreciones gastricas, mucosidad, liquido
cefalorraquideo, liquido linfatico y similares, o muestras de tejidos o células obtenidas de un organismo tal como el
tejido neural, cerebral, cardiaco o vascular. Para determinar la presencia o ausencia de la proteina amiloide en una
muestra se puede usar cualquier inmunoensayo conocido para los expertos en la técnica (Véase Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York 1988 555-612) tal como, por ejemplo,
ensayos que utilizan métodos de deteccion indirecta mediante el uso de reactivos secundarios para la deteccion,
ELISA y ensayos de inmunoprecipitacion y aglutinaciéon. Se proporciona una descripcion detallada de estos ensayos,
por ejemplo, en el documento WO96/13590 de Maertens y Stuyver, Zrein et al. (1998) y el documento W096/29605.

Para el diagnostico in situ, se puede administrar el anticuerpo o cualquier parte activa y funcional del mismo al
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organismo en el que se va a realizar el diagndstico mediante métodos conocidos en la técnica tales como, por
ejemplo, inyeccion intravenosa, intranasal, intraperitoneal, intracerebral, intraarterial, de forma que se puede dar una
union especifica entre el anticuerpo segun la invencidn con una region epitopica de la proteina amiloide. El complejo
anticuerpo/antigeno se puede detectar por medio de un marcador unido al anticuerpo o un fragmento funcional del
mismo.

Los inmunoensayos usados en las aplicaciones de diagnostico se basan en general en antigenos, anticuerpos, o
reactivos secundarios marcados para la deteccion. Estas proteinas o reactivos se pueden marcar con compuestos
conocidos en general para los expertos en la técnica, que incluyen enzimas, radioisotopos, y sustancias
fluorescentes, luminiscentes y cromogénicas que incluyen particulas coloreadas, tales como oro coloidal y
microesferas de latex. De estos, se puede usar el marcaje radioactivo para casi todos los tipos de ensayos y con la
mayoria de variaciones. Los marcadores conjugados con enzimas son especialmente Utiles cuando se debe evitar la
radioactividad o cuando se necesitan resultados rapidos. Los fluorocromos, aunque requieren un equipo caro para
su uso, proporcionan un método de detecciébn muy sensible. Los anticuerpos Utiles en estos ensayos incluyen
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, y anticuerpos policlonales purificados mediante afinidad.

De manera alternativa, el anticuerpo se puede marcar indirectamente mediante la reaccion con sustancias marcadas
que tienen una afinidad hacia la inmunoglobulina, tal como proteina A o G o segundos anticuerpos. El anticuerpo se
puede conjugar con una segunda sustancia y detectarlo con una tercera sustancia marcada que tiene afinidad hacia
la segunda sustancia conjugada al anticuerpo. Por ejemplo, el anticuerpo se puede conjugar a biotina, y el
conjugado anticuerpo-biotina se puede detectar mediante el uso de avidina o estreptavidina marcada. De forma
similar, el anticuerpo se puede conjugar a un hapteno y el conjugado anticuerpo-hapteno se puede detectar
mediante el uso de un anticuerpo anti-hapteno marcado.

Los expertos en la técnica conoceran estos y otros marcadores adecuados que se pueden emplear de acuerdo con
la presente invencion. La unién de estos marcadores a anticuerpos o fragmentos de los mismos se puede llevar a
cabo mediante el uso de técnicas habituales conocidas normalmente para los expertos en la técnica. Las técnicas
tipicas fueron descritas por Kennedy, J. H., et al., 1976 (Clin. Chim. Acta 70:1-31), y Schurs, A. H. W. M., et al. 1977
(Clin. Chim Acta 81:1-40). Las técnicas de acoplamiento mencionadas en este Ultimo caso son el método de
glutaraldehido, el método de peryodato, el método de dimaleimida, y otros.

Los inmunoensayos actuales utilizan un método de anticuerpo doble para detectar la presencia de un analito, en el
que el anticuerpo se marca indirectamente mediante la reactividad con un segundo anticuerpo que se ha marcado
con un marcador detectable. El segundo anticuerpo es preferiblemente uno que se une a los anticuerpos del animal
del que deriva el anticuerpo monoclonal. En otras palabras, si el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo de ratén, el
segundo anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-ratéon. Para el anticuerpo monoclonal a usar en el ensayo descrito
mas adelante, este marcador es preferiblemente una microesfera revestida de anticuerpo, en particular una
microesfera magnética. Para el anticuerpo policlonal a emplear en el inmunoensayo descrito en la presente
memoria, el marcador es preferiblemente una molécula detectable tal como una sustancia radiactiva, fluorescente o
electroquimioluminiscente.

También se puede emplear dentro del alcance de la presente invencién un sistema de anticuerpo doble alternativo, a
menudo denominado sistemas de formato rapido porque se adaptan a determinaciones rapidas de la presencia de
un analito. El sistema requiere una afinidad elevada entre el anticuerpo y el analito. Segun una realizacién de la
presente invencion, la presencia de la proteina amiloide se determina mediante el uso de una pareja de anticuerpos,
cada uno especifico de la proteina amiloide. Uno de dicha pareja de anticuerpos se denomina en la presente
memoria "anticuerpo detector”, y el otro de dicha pareja de anticuerpos se denomina en la presente memoria
"anticuerpo de captura". El anticuerpo monoclonal de la presente invencién se puede usar como un anticuerpo de
captura o como un anticuerpo detector. El anticuerpo monoclonal de la presente invencién se puede usar también
como anticuerpo de captura y detector, juntos en un unico ensayo. Una realizacién de la presente invencion, asi, usa
el método de tipo sandwich con anticuerpo doble para detectar la proteina amiloide en una muestra de liquido
bioldgico. En este método, el analito (proteina amiloide) se intercala entre el anticuerpo detector y el anticuerpo de
captura, y el anticuerpo de captura esta inmovilizado de manera irreversible sobre un soporte sélido. El anticuerpo
detector contendria un marcador detectable para identificar la presencia del sandwich anticuerpo-analito, y asi la
presencia del analito.

Las sustancias de la fase solida ejemplares incluyen, pero sin limitacion, placas de microtitulacion, tubos de ensayo
de poliestireno, microesferas magnéticas, de plastico o de vidrio, y portaobjetos que se conocen bien en el campo de
los radioinmunoensayos e inmunoensayos enzimaticos. Los expertos en la técnica también conocen bien los
métodos para acoplar los anticuerpos a las fases sélidas. Mas recientemente, se han empleado varios materiales
porosos tales como nailon, nitrocelulosa, acetato de celulosa, fibras de vidrio y otros polimeros porosos como
soportes solidos.

También se describe un equipo de diagndstico para detectar la proteina amiloide en una muestra bioldgica, que
comprende una composicion como se definié anteriormente. Ademas, la presente invenciéon se refiere al ultimo
equipo de diagnostico que, ademas de una composicion como se definié anteriormente, también comprende un
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reactivo de deteccion como se definidé anteriormente. La expresion "equipo de diagndstico" se refiere en general a
cualquier equipo de diagndstico conocido en la técnica. De manera mas especifica, esta ultima expresion se refiere a
un equipo de diagndstico como se describié en Zrein et al. (1998).

Todavia otro objetivo es proporcionar nuevas inmunosondas y equipos de ensayo para la deteccion y el diagnostico
de enfermedades y afecciones asociadas a amiloide que comprenden anticuerpos. Para las inmunosondas, los
anticuerpos se unen directamente o indirectamente a una molécula indicadora adecuada, p.ej., una enzima o un
radionuclido. El equipo de ensayo incluye un recipiente que alberga uno o mas anticuerpos e instrucciones para usar
los anticuerpos con el propésito de unirlos a la proteina amiloide para formar un complejo inmunoldgico y detectar la
formacion del complejo inmunoldgico, de forma que la presencia o ausencia del complejo inmunolégico se
correlaciona con la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

Ejemplos
Materiales

El desarrollo y la preparacion del anticuerpo monoclonal de ratén ACI-01-Ab7C2 (denominado "mC2" y hC2 para el
anticuerpo C2 humanizado, a lo largo de la solicitud) se describe en la solicitud pendiente junto con la presente EP
05 02 7092.5 presentada el 12-12-2005.

Se depositaron células de hibridoma FP-12H3-C2, que producian el anticuerpo monoclonal de raton ACI-01-Ab7C2
(denominado "mC2" y hC2 para el anticuerpo C2 humanizado, a lo largo de la solicitud) el 01 de diciembre de 2005
en la solicitud pendiente junto con la presente n°® EP05027092.5 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 y se les dio el n° de acceso DSM ACC2750.

Se cultivaron las células de hibridoma en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) complementado con un
10% de suero bovino fetal y antibiéticos (Penicilina/Estreptomicina). Se comprob6 el isotipo del anticuerpo producido
y se descubrié que era IgG2b/kappa de ratén, tal como se esperaba.

Ensayo

Un ELISA de la unidon a Amiloide Beta proporcioné una medida fiable de la potencia de los anticuerpos C2.
Anticuerpos de control positivo, anticuerpo FP-12H3-C2 murino (Genovac, N° de Lote: AK379/01), y anticuerpo 1560
estandar de Chemicon (N° de Lote: 0508008791).

Eleccion de las regiones constantes humanas

Debido a que no es deseable la activacion del sistema inmunitario para el candidato a anticuerpo clinico, la region
constante humana seleccionada para la cadena pesada fue IgG4 humana, modificada para cambiar la Serina de la
posicion 228 de la regidon de la bisagra por Prolina (HulgG4 Ser-Pro). Esta mutacion estabiliza el enlace disulfuro
intercatenario, y previene la formacion de semi-moléculas que se pueden dar en preparaciones de IgG4 humana
nativa. El anticuerpo expresado a partir de las lineas celulares de produccién también tendra eliminada la lisina
terminal. Las secuencias de las regiones constantes humanas HulgG4 Ser-Pro y Kappa humana se proporcionan en
SEQ ID N°: 17 y 14, respectivamente.

Ejemplo 1 Clonacion y Secuenciacion de las Regiones Variables del Anticuerpo

Se prepar6 el ARN total a partir de 3 x 10° células de hibridoma (un matraz T175) mediante el uso del equipo Qiagen
RNeasy Mini (N° de Cat.: 74104). El ARN se eluy6 en 50 pL de agua y se comprob6 en un gel de agarosa del 1,2%.
El medio acondicionado de las células se conservo, y se usé una muestra para ensayarla en el ensayo de actividad
del anticuerpo.

Se prepararon cADNs de V4 y de Vk mediante el uso de transcriptasa inversa con cebadores de las regiones
constantes de IgG y k de ratén. Las primeras cadenas de cADN se amplificaron mediante PCR con el uso de un gran
grupo de cebadores de secuencias sefial. Los ADNs amplificados se purificaron en gel y se clonaron en el vector
pGem® T Easy (Promega). Los clones de V4 y Vk obtenidos se cribaron en busca de los insertos del tamario
esperado mediante PCR, y se determind la secuencia de ADN de los clones seleccionados mediante secuenciacion
de ADN automatizada. Se determinaron las localizaciones de las regiones determinantes de la complementariedad
(CDRs) en las secuencias con respecto a otras secuencias de anticuerpos (Kabat EA et al., 1991). Se usa la
convencion de numeracion de Kabat para las regiones variables de anticuerpos a lo largo de esta solicitud; por lo
tanto, los nimeros de residuos pueden diferir del numero lineal estricto.

Se muestra la secuencia de ADN y la secuencia de aminoacidos deducida para Vk de mC2 en SEQ ID N°: 29 y 27,
respectivamente. Cuatro clones proporcionaron esta secuencia productiva idéntica. También se hallé una secuencia
de Vk anormal no productiva que surge de la pareja de fusion del hibridoma en varios clones.
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Para V4 de mC2, se aislaron dos secuencias productivas diferentes. La secuencia V4 AF de mC2 (véase SEQ ID N°:
30) se hallo en un total de 29 clones, con 14 cambios de pares de bases simples en clones individuales. La
secuencia Vy B de mC2 se hallé en un total de 8 clones. Cinco de estos representaron la secuencia mayoritaria, y
los otros 3 clones fueron variaciones de estos. Es posible que estas secuencias Vy B similares surjan como un
artefacto de la amplificacion mediante PCR. También se obtuvo una V4 anormal no productiva a partir del hibridoma
de C2, y se atribuye a una unién V-D-J defectuosa.

Para determinar cual es la V4 de mC2 activa correcta, se prepararon dos anticuerpos quiméricos con las dos
secuencias de Vy diferentes, AF y B, combinadas con la Vk de mC2, para ensayar en busca de la actividad correcta
del anticuerpo.

Ejemplo 2 Construcciéon de Genes de Anticuerpos Quiméricos

Un anticuerpo quimérico humano en su forma mas habitual consiste en regiones constantes humanas unidas a
regiones variables murinas (u otras no humanas). Un anticuerpo quimeérico proporciona una herramienta muy util, en
primer lugar para la confirmacién de que se han identificado las regiones variables correctas, en segundo lugar para
el uso como un anticuerpo de control en ensayos de union a antigenos con las mismas funciones efectoras y
mediante la utilizaciéon de los mismos reactivos de deteccidon secundarios que un anticuerpo humanizado o
modificado, y también se puede usar para investigar las propiedades farmacocinéticas y de otro tipo de las regiones
constantes humanas con respecto al objetivo particular para el anticuerpo.

Se construyeron dos vectores de expresion de cadena pesada quimérica que consistieron en las regiones variables
Vy AF de mC2 o V4 B de mC2 unidas a la region constante HulgG4 (Ser-Pro) en el vector de expresion pSVgpt. Este
se basa en pSVygpt (Mulligan y Berg, 1980), e incluye el gen de resistencia a ampicilina para la seleccion en células
bacterianas, el gen gpt para la seleccion en células de mamifero, la region del potenciador de inmunoglobulinas de la
cadena pesada murina, la secuencia genémica que codifica el gen de la region constante y secuencias de poli A de
SV40. La regién variable de la cadena pesada para la expresion se inserta en forma de un fragmento Hindlll a
BamHl.

Se construyd un vector de la cadena ligera quimérica que consistio en VK de C2 unida a la region constante C
Kappa humana en el vector de expresion pSVhyg. (Hieter PA et al, 1980) pSVhyg incluye el gen de resistencia a
ampicilina para la seleccion en células bacterianas, el gen hyg para la seleccion en células de mamifero, la region
del potenciador de inmunoglobulinas de la cadena pesada murina, la secuencia genémica que codifica el gen de la
region constante kappa y que incluye el potenciador de kappa y secuencias de poli A de SV40. La region variable de
la cadena ligera para la expresion se inserta en forma de un fragmento Hindlll a BamHI.

Se construyeron casetes de expresion para las secuencias de VH y VK de C2 murino mediante la adicién de la
secuencia flanqueante de 5' que incluye el péptido sefal lider, el intron lider y el promotor de inmunoglobulinas
murinas, y la secuencia flanqueante de 3' que incluye el sitio de corte y empalme y la secuencia del intrén, mediante
el uso de los vectores VH-PCR1 y VK-PCR1 como moldes (Riechmann et al., 1988). Se confirmé que la secuencia
de ADN era correcta para VH y VK en los vectores de expresion quiméricos. Las secuencias de ADN y de
aminoacidos de los genes de VH y VK en los casetes de expresion se muestran en las Figuras 1y 2.

Ejemplo 3 Expresion de Anticuerpos Quiméricos
3.1 Expresion en lineas celulares estables

La linea celular hospedadora para la expresion de anticuerpos fue NSO, un mieloma de ratén que no produce
inmunoglobulinas, obtenida de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares Animales, Porton, R.U. (ECACC N°
85110503). Los vectores de expresion de las cadenas pesada y ligera se co-transfectaron en células NSO mediante
electroporacion. Se seleccionaron las colonias que expresaban el gen gpt en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) complementado con un 10% de suero bovino fetal (FBS), 0,8 ug/ml de acido micofendlico y 250
pg/ml de xantina. Los clones de células transfectadas se cribaron en funcion de la produccion de anticuerpo humano
mediante ELISA para IgG humana. Las lineas celulares que secretaban anticuerpo se expandieron y las lineas que
producian mas se seleccionaron y se congelaron en nitrégeno liquido. Las mejores lineas celulares productoras para
cada anticuerpo se expandieron en un medio como se describié anteriormente, pero con solamente un 5% de FBS.
Los anticuerpos quiméricos se purificaron mediante el uso de Prosep®-A (Bioprocessing Ltd). La concentracion se
determiné mediante un ELISA para un anticuerpo IgGk humano. Los anticuerpos también se analizaron mediante
SDS-PAGE.

3.2 Expresion transitoria de anticuerpos quiméricos
Para facilitar el ensayo de los diferentes anticuerpos quiméricos, se usé la expresion transitoria para producir
rapidamente cantidades pequefias de un sobrenadante celular que contenia el anticuerpo recombinante para el

ensayo. Los casetes de expresion de Vi y Vk de mC2 se transfirieron a vectores basados en pcDNA3.1 (Invitrogen)

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2436 112 T3

para la expresion transitoria. El vector de la cadena pesada incluyd una region constante de IgG humana. El vector
de la cadena ligera incluyé una region constante kappa humana. Tanto Vy AF de mC2 como V4 B de mC2 se
transfectaron con Vx de mC2 en células renales embrionarias humanas (HEK 298) con el reactivo Lipofectamina
2000 (Invitrogen, N° de Cat.: 11668) segun el protocolo suministrado por el fabricante. EI medio acondicionado se
recogio de las células 3 dias tras la transfeccion. La cantidad de anticuerpo producida se determind mediante ELISA
para el anticuerpo IgGk humano.

Ejemplo4  Actividad de Anticuerpos C2 Quiméricos
4.1 Actividad de anticuerpos C2 quiméricos producidos mediante transfeccion transitoria

Se ensayaron muestras de medio acondicionado de la transfeccion transitoria para los dos anticuerpos quiméricos
diferentes en el ELISA en funcién de la uniéon a Amiloide Beta. Los resultados indican claramente que la VH AF de
C2 es la secuencia correcta. El anticuerpo quimérico C2 Vy AF/C2 Vk se une bien en el ensayo, pero C2 Vy B/C2 Vk
no muestra unién en absoluto. El anticuerpo de control murino Chemicon 1560 mostré una buena unién, pero la
union mediante el anticuerpo C2 murino purificado suministrado fue baja. Se deberia indicar que se empled un
anticuerpo secundario diferente para los anticuerpos murinos con las regiones constantes de raton en comparacion
con los anticuerpos quiméricos con regiones constantes humanas, de forma que los resultados no son directamente
comparables. Mas tarde se descubrié que el medio acondicionado del hibridoma de C2 proporcionaba un buen
resultado en el ensayo.

4.2 Actividad de anticuerpos C2 quiméricos purificados

Los dos anticuerpos quiméricos C2 diferentes se purificaron a partir de lineas celulares NSO estables como se
describio, y se ensayaron mediante el uso del ELISA de Amiloide Beta. Los resultados obtenidos estan de acuerdo
con los resultados obtenidos con el anticuerpo expresado de manera transitoria. El anticuerpo C2 ChVH AF/ChVK se
une bien en el ELISA, y el anticuerpo C2 ChVH B/ChVK no se une en absoluto.

Ejemplo 5 Disefo de Genes del Anticuerpo C2 Humanizado

Las secuencias de aminoacidos de Vy y Vk de mC2 se compararon con las secuencias de Vy y Vi del anticuerpo de
roedor en las bases de datos del NCBI y de Kabat.

5.1 Regiodn variable de la cadena ligera

El gen de la linea germinal de ratén con la coincidencia mas cercana a Vk de mC2 es bb1, Locus MMU231201,
(Schable et al, 1999). Solamente dos aminoacidos difieren de esta secuencia de la linea germinal, ambos
localizados dentro de CDRL1. Se hallan anticuerpos murinos maduros con secuencias similares, pero no idénticas.
Varios tienen una CDRL2 idéntica y CDRL3 idéntica, pero la CDRL1 de mC2 parece ser Unica. La Vkx de mC2 se
puede asignar al subgrupo de Kabat MuVkll. La posicion 87 de Vk de mC2 es F en vez de la Y que es mas comun en
el subgrupo, lo que indica que este residuo estructural puede ser importante para la actividad del anticuerpo. La
comparacion con las secuencias de Vi de la linea germinal humana demuestra que los genes del subgrupo Vkll son
la mejor coincidencia para Vk de mC2 (Cox et al, 1994). La secuencia DPK15, junto con la regiéon J humana HuJk1,
se selecciond para proporcionar las secuencias estructurales aceptoras para la Vk humanizada.

Se disefaron cuatro secuencias de Vk humanizadas. C2HuVK1 consiste en CDRs de Vk de mC2 con regiones
estructurales de DPK 15 y Jk1 humanas. En las versiones 2, 3 y 4, los residuos murinos se han sustituido en la
region estructural en las posiciones 45 6 87 o ambas. El residuo 45 puede estar implicado en el soporte de la
conformacion de las CDRs. El residuo 87 esta localizado en la interfase de los dominios de Vy y de Vk. Por lo tanto,
estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de la unién del anticuerpo.

Las posiciones y cambios que se han hecho en las regiones estructurales de la cadena ligera se muestran en la
Tabla 6. Una comparacion de las secuencias humanizadas con la secuencia de Vk de mC2, y con DPK15 y Jk1
humanas

5.2 Region variable de la cadena pesada

El gen de la linea germinal de raton con la coincidencia mas cercana a Vy AF de mC2 es VH7183, Locus AF120466,
(Langdon et al, 2000). La comparacion se muestra en la Figura 3. Nueve aminoacidos difieren de esta secuencia de
la linea germinal, y la mayoria estan localizados dentro de CDR2. Se hallan anticuerpos murinos maduros con CDR1
idénticas o similares (un residuo diferente) o con CDR2 similares (un residuo diferente), pero ninguno con las tres
CDRs idénticas a V4 AF de mC2. La CDR3 del anticuerpo mC2 es excepcionalmente corta, y consiste solamente en
tres residuos. Sin embargo, se hallan otros anticuerpos en la base de datos con CDR3 de esta longitud. V4 AF de
mC2 se puede asignar al subgrupo de Kabat MuVHlIID. El residuo 47 de Vi de mC2 es L en vez del W mas habitual,
y el residuo 94 es S en vez de la R normal, lo que indica que estos residuos estructurales pueden ser importantes
para la actividad del anticuerpo. La comparacién con las secuencias de Vy de la linea germinal humana demuestra
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que los genes del subgrupo Vylll son la mejor coincidencia para Vi de mC2. La secuencia DP54, junto con la region
J humana HuJu6, se selecciond para proporcionar las secuencias estructurales aceptoras para la V4 humanizada.

Se disefaron cuatro secuencias de V4 humanizadas. C2HuVH1 consiste en CDRs de V4 AF de mC2 con regiones
estructurales de DP54 y HuJu6. En las versiones 2, 3 y 4, los residuos murinos se han sustituido en la region
estructural en las posiciones 47 6 94 o ambas. El residuo 47 de la region estructural 2 entra en contacto tanto con las
CDRs como con el dominio Vk. El residuo 94 puede estar implicado en el soporte de la conformacién de las CDRs.
Por lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de la unién del anticuerpo.

Las posiciones y cambios que se han hecho en las regiones estructurales de la cadena pesada se muestran en la
Tabla 7.

Ejemplo 6 Construcciéon de Genes del Anticuerpo Humanizado

Las regiones variables modificadas se construyeron mediante el método de recombinacion por PCR solapante. Los
casetes de expresion para el anticuerpo quimérico, C2 ChVy AF y C2 ChVk, se usaron como moldes para la
mutagénesis de las regiones estructurales hasta las secuencias necesarias. Se sintetizaron grupos de pares de
cebadores mutagénicos que abarcaban las regiones a alterar. Los casetes de expresion producidos de Vi y Vi
humanizadas se clonaron en pUC19, y se confirmé que la secuencia de ADN completa era correcta para cada Vu y
Vk. Los genes de las regiones V de las cadenas pesada y ligera modificadas se cortaron de pUC19 como casetes de
expresion de Hindlll a BamHI. Estos se transfirieron a los vectores de expresion pSVgpt y pSVhyg que incluyen las
regiones constantes de IgG4 Ser-pro humana o K, respectivamente, como para los vectores de anticuerpos
quiméricos. Se confirmé que la secuencia de ADN era correcta para las Vi y Vk humanizadas en los vectores de
expresion.

Ejemplo 7 Expresion de Anticuerpos Humanizados
7.1 Expresion en lineas celulares estables

Los vectores de expresion de las cadenas pesada y ligera humanizadas se co-transfectaron en células NSO
mediante electroporaciéon, como para la expresion de los anticuerpos quiméricos. Las lineas celulares productoras
de anticuerpos se seleccionaron y se expandieron, y se purificaron los anticuerpos humanizados, exactamente como
para el anticuerpo quimérico. Los anticuerpos purificados se analizaron mediante SDS-PAGE.

7.2 Expresion transitoria de anticuerpos humanizados

Para facilitar el ensayo de las construcciones de V4 y Vk humanizadas diferentes, también se transfirieron los
casetes de expresion de Vy y Vk humanizadas de C2 a los vectores para la expresion transitoria descrita en la
seccion 7.2. Las cuatro construcciones de Vk de C2 humanizado se co-transfectaron con la construccion de Vy de
C2 quimérico en células HEK293. De forma similar, las cuatro construcciones de V4 de C2 humanizado se co-
transfectaron con la construccion de Vk de C2 quimérico en células HEK293. El medio acondicionado se recogi6 de
las células tres dias tras la transfeccion. La cantidad de anticuerpo producida se determind mediante ELISA para el
anticuerpo IgGk humano.

Ejemplo 8 Actividad de Anticuerpos C2 Humanizados
8.1 Actividad de anticuerpos C2 humanizados producidos mediante transfeccion transitoria

Las muestras de medio acondicionado de la transfeccion transitoria se ensayaron en el ELISA de Amiloide Beta. Los
resultados obtenidos indican claramente que las versiones 2 y 4 de las construcciones C2 HuVH AF de VH
humanizada son funcionales cuando se combinan con la cadena kappa de C2 quimérico, y son comparables al
anticuerpo C2 quimérico en el ensayo. En contraste, los anticuerpos que contienen las versiones 1 y 3 de C2 HuVH
AF combinadas con la cadena kappa del C2 quimérico no muestran unién en absoluto en el ensayo. Esto indica que
la sustitucion del residuo murino en la posicién 94 es esencial para la actividad del anticuerpo. Todos los anticuerpos
que contienen la cadena pesada de C2 quimérico combinada con las cuatro cadenas kappa de C2 humanizado
muestran una buena unién, comparable con el anticuerpo quimérico, en el ELISA.

8.2 Actividad de los anticuerpos C2 humanizados purificados

Se purificaron ocho anticuerpos C2 humanizados diferentes que comprendian todas las combinaciones de dos
cadenas pesadas humanizadas y cuatro cadenas ligeras humanizadas a partir de lineas celulares NSO estables
como se describio y se ensayé mediante el uso del ELISA de Amiloide Beta (Figura 4).

Los resultados obtenidos indican claramente que los anticuerpos C2 HuVH4 se comportan mejor en el ensayo que
los anticuerpos C2 HuVH2. De los anticuerpos C2 HuVH2, C2 HuVH2/HuVK3 muestra la mejor actividad de unién,
pero esta se reduce aproximadamente 2 veces en comparacion con el anticuerpo de control quimérico C2
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ChVHAF/ChVK. La actividad de C2 HuVH2/HuVK2 se reduce de cuatro a cinco veces en comparacién con el control.
Las actividades de los anticuerpos que comprenden C2HuVH4 con las cuatro cadenas ligeras humanizadas
diferentes son similares. La actividad mas alta se observa para C2HuVH4/HuVK1, y los cuatro anticuerpos se
acercan al anticuerpo quimérico de control en el ensayo.

Ejemplo 9 Modificaciones de CDRL2
9.1 Disefio de la cadena Ligera con CDR 2 modificada

Como se indico anteriormente, muchos anticuerpos comparten la misma secuencia de CDRL2 ("KVSNRFS") que el
anticuerpo C2. Se decidio ensayar si CDRL2 se podria modificar ligeramente sin afectar de manera adversa a la
actividad del anticuerpo. Se seleccionaron dos sustituciones conservativas: R por K en la posicion 50 y S por N en la
posicion 53. Las dos secuencias de CDRL2 alternativas son, por lo tanto, "RVSNRFS" y "KVSSRFS". Estas se
incorporaron en la secuencia de Vk murina sin ningun otro cambio, como mC2 VK-R y mC2 VK-S, respectivamente.

9.2 Expresion transitoria del anticuerpo con CDRL2 modificada

Las dos construcciones de la cadena ligera de C2 con CDRL2 modificada descritas en la Seccién 11.2.1 se clonaron
en el vector de la cadena ligera para la expresion transitoria. Cada una se co-transfectd con el vector de V4 de C2
quimérico en células HEK293. El medio acondicionado se recogio de las células tres dias tras la transfeccion. La
cantidad de anticuerpo producida se determiné mediante ELISA para el anticuerpo IgGk humano.

9.3 Actividad del anticuerpo C2 con CDRL2 modificada

Las muestras de medio acondicionado de la transfeccion transitoria de las Vks de mC2 con CDRL2 modificada
combinadas con Vy de mC2 se ensayaron en el ELISA de Amiloide Beta (Figura 5). Los dos anticuerpos VK-R y VK-
S son comparables al anticuerpo C2 quimérico, lo que indica que las modificaciones individuales en CDRL2 elegidas
no afectan sensiblemente a la actividad del anticuerpo en el ensayo.

Ejemplo 10 Determinacion de la Afinidad

Para estudiar la especificidad de la unién y la afinidad de los anticuerpos quiméricos (AF) y humanizados (H4K1;
H4K4) de raton (ACI-01-Ab-7-C2), se llevo a cabo el andlisis de BIACORE™ mediante el uso de mondémeros vy fibras
de amiloide beta 1-42 como antigeno inmovilizado sobre un chip CM5. La tecnologia BIACORE™ utiliza los cambios
del indice refractivo en la capa superficial tras la unién del anticuerpo al antigeno inmovilizado sobre la capa. La
union se detecta mediante resonancia de plasmones superficiales (SPR) de luz laser que se refracta desde la
superficie. El analisis de la velocidad de asociacion y disociacion con la cinética de la sefial permite distinguir entre la
interaccion especifica e inespecifica. La concentracion de anticuerpo usada estuvo en el intervalo de 0,05 yM a 1,0
UM.

Tabla 1: Especificidad y afinidad de unién de anticuerpos quiméricos (AF) y humanizados (H4K1; H4K4) de
raton (ACI-01-Ab-7-C2) por mondmeros y fibras de amiloide beta 1-42
Monomeros Fibras

ka(1/Ms) ke(1/s) KD (M) ka(1/Ms) ka(1/s) KD (M)
ACI-01-Ab-7-C2 deratén  1,8E+04  2,7E-03 1,5E-07 2,4E+04 9,9E-04 4,1E-08

AF quimérico 4,7E+04 9,5E-04 2E-08 51E+04  3,3E-04 6,5E-09
H4K1 humanizado 5,0E+04 9,5E-04 1,9E-08 4,9E+04 2,3E-04 4,7E-09
H4K4 humanizado 2,5E+04 4,4E-04 1,8E-08 1,3E+05 3,0E-04 2,3E-09

Ejemplo 11  Ensayo de Union Inmunohistoquimica
11.1 Cortes de cerebro humano

Se obtuvieron cerebros de pacientes sanos, pre-EA sin demencia y de EA de la Universitatsklinik de Bonn tras la
aprobacion del comité de ética. Los cerebros se fijaron en formaldehido y se deshidrato la region del hipocampo, se
incrusto en parafina y se realizaron cortes de 5 um con un microtomo. Los cortes de parafina se almacenaron a TA
hasta su uso. Para el material fresco, se realizaron criocortes de 5 pm con un criostato y los cortes se almacenaron a
-80 °C hasta su uso.

11.2 Inmunohistoquimica
Los cortes de parafina se desparafinaron y se rehidrataron bafiando los portaobjetos en xileno seguido de 100% de
etanol, 90% de etanol y 70% de etanol. La sefial de fondo se redujo mediante una incubacién de 30 minutos en un

10% de H202, 10% de metanol en agua. La recuperacion de antigenos se obtuvo incubando los portaobjetos en un
100% de acido formico durante 3 minutos. Después de 3 lavados en solucion salina tamponada con Tris (TBS, pH
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7,5), el marcaje inespecifico se bloqued mediante una incubacion de 2 horas de los portaobjetos en 10% de BSA,
0,25% de Triton X-100 en TBS. Después de lavar (3 lavados en TBS) se llevd a cabo el bloqueo de los anticuerpos
enddgenos mediante la adicion de anti-lgG humana sin marcar (Biomeda) e incubando los portaobjetos en camaras
humedas durante la noche a TA. Después de otros 3 lavados, el anticuerpo anti-amiloide humano primario se afiadié
a los portaobjetos, y se incubaron otras 24 horas a TA. Tras el lavado, se afiadié un anticuerpo secundario anti-IgG
humana marcado con fosfatasa alcalina (Sigma) a los portaobjetos, y se incubaron durante 2 horas a TA. Tras el
lavado, los portaobjetos se revelaron con Liquid Permanent Red (DakoCytomation), se lavaron con agua y se
secaron al aire antes de montarlos con medio de montaje permanente (Corbitbalsam).

Los criocortes se fijaron en metanol durante 30 minutos a -80 °C y la sefial de fondo se redujo mediante la adicion de
H20; al metanol frio a una concentracion final del 10% e incubacion durante 30 minutos a TA. Después de 3 lavados
en solucioén salina tamponada con Tris (TBS, pH 7,5), se bloqued el marcaje inespecifico mediante una incubacion
de 2 horas de los portaobjetos en un 10 % de BSA, 0,25% de Triton X 100 en TBS como se describié anteriormente,
y se llevé a cabo el mismo procedimiento de tincion como se describié anteriormente.

Los cortes se examinaron con un microscopio Leica DMLB y se fotografiaron mediante el uso de una camara Leica
DC500 y el programa informatico Leica FireCam1.2.0.

Los dos anticuerpos humanos A y C marcaron las placas de los cerebros de pacientes de EA (Figura 6). Se
marcaron tanto placas difusas como placas concentradas. Ademas, las placas difusas en los pacientes pre-EA sin
demencia también se pudieron detectar mediante los anticuerpos A y C. El amiloide en la angiopatia amiloide
cerebral (AAC) se marcé con ambos anticuerpos, y también se detectd cierta tincion de neuronas que podria
corresponder al amiloide intracelular. No se observé tincion en los cerebros de control de pacientes sanos. Las
placas se pudieron detectar en cortes de parafina pretratados con acido férmico, pero no se marcaron placas en
cortes de parafina sin pretratamiento con acido férmico y en criocortes fijados en metanol. El anticuerpo humano B
no detectd placas en cortes de parafina, y el anticuerpo de ratén no tifid cortes de parafina ni criocortes de cerebros
humanos.

Abreviaturas:

A = unioén de anticuerpo quimérico AF (IgG4) (mC2ChVHAF)
B = sin union de anticuerpo quimérico B (IgG4) (mC2VHB)
C = union de anticuerpo humanizado H4K1 (IgG4) (HuVH4/HuVK1)

Raton = anticuerpo de ratén ACI-01-Ab-C2 (IgG2b)
Ejemplo 12  Funcionalidad de mC2 en Fibras de Amiloide

12.1 Modificacién de la Conformacion de Fibras de AB1-42 e Inicio de la Desagregacion tras la Union del anticuerpo
mC2

Para estudiar el mecanismo mediante el cual el anticuerpo es capaz de desagregar fibras de beta-amiloide (AB1-42)
preformadas, se llevé a cabo una comparacion directa del ensayo fluorescente de Tioflavina-T (Th-T) que mide la
desagregacion y Resonancia Magnética Nuclear (RMN) en estado sdlido del péptido AB1-42 marcado con U-">C
Tirosina10 y Valina12 que analiza la conformacién secundaria (Figura 7A). El anticuerpo mC2 solubilizé un 35,4 %
de las fibras de AB1-42 preformadas e indujo de manera simultdnea un desplazamiento de la conformacion
secundaria de lamina beta a cadena aleatoria. La reduccion de la poblacion de la conformacion de lamina beta con
respecto a la cadena aleatoria es del orden del 35%, y por lo tanto concuerda con la medida realizada mediante el
uso del ensayo Th-T de fluorescencia (Figura 7B). Estos datos indican que la unién del anticuerpo mC2 inicia una
transicion de la estructura secundaria que potencialmente provoca una desestabilizacion de la disposicion
intermolecular paralela de las laminas beta, que provoca una ruptura de las fibras elongadas hasta fragmentos mas
pequefios.

12.2 Afinidad de Union Dependiente de la Conformacion del anticuerpo mC2

Debido a que se conoce en la bibliografia cientifica que se puede usar una proporcion de la energia de union al
antigeno del anticuerpo para la modificacion dependiente de la energia de la conformacién de un antigeno (Blond y
Goldberg, 1987), se llevé a cabo un experimento de comparacion de la afinidad de unidn del anticuerpo C2 a la
proteina AB142 completa y a un péptido mas pequefio, de nueve aminoacidos de longitud, que comprende el epitopo
del anticuerpo (Figura 8). Para esta comparacion, se analizaron las afinidades del anticuerpo humanizado C2
mediante ELISA con el uso de péptidos biotinilados que cubrian la secuencia de aminoacidos completa del epitopo
de C2 (producido por Mimotopes y adquirido de ANAWA Trading SA) y un péptido AB142 completo biotinilado
(Bachem). El analisis se llevé a cabo segun las instrucciones del fabricante (Mimotopes). Como se demuestra en la
Figura 8 y en la Tabla 2, el anticuerpo se une con un 36,0% de mas afinidad al péptido que comprende su epitopo
especifico (aminoacidos 13-21 de la secuencia AB142) que a la proteina AB1-42 completa. Por lo tanto, se propone
que la diferencia de energia de afinidad de la unién se usé para la transicion que consume energia de la
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conformacién secundaria de la proteina amiloide para presentar el antigeno en una posicion mas aceptable para la
interaccion del anticuerpo. Esto explica porqué la afinidad del anticuerpo es inferior para la subunidad nativa (la
proteina amiloide completa) que para la subunidad aislada.

Tabla 2
D.O.
Amiloide beta 13-21 Amiloide beta 1-42
hC2 1,225 0,9005
IgG de Control 0,171 0,196

Ejemplo 13  Efecto del hC2 anti-amiloide sobre la agregacion del péptido amiloide beta 1-42

Para estudiar la capacidad del anticuerpo monoclonal hC2 anti-amiloide beta humano de mediar en los efectos anti-
agregacion y desagregacion sobre el amiloide beta (AB), se llevo a cabo un ensayo de espectrofluorescencia con
tioflavina T.

13.1 Ensayo de Inhibicién de la Agregacion

Se reconstituyd polvo liofilizado de AB1.42 en hexafluoroisopropanol (HFIP) hasta 1 mM. La disolucion de péptido se
sometié a sonicacion durante 15 min a temperatura ambiente, se agité durante la noche, y se hicieron alicuotas en
tubos de microcentrifuga sin silicona. El HFIP se evapord después bajo una corriente de argén. La pelicula de
péptido resultante se secé a vacio durante 10 min y se almacend a -80 °C hasta su uso.

Para ensayar la inhibicién mediada por anticuerpos de la agregacion de AB1-42, se pre-diluy6 el anticuerpo hC2 en
PBS y se hizo una disolucién de ensayo que contenia los siguientes componentes en un tubo de incubacion sin
silicona: anticuerpo pre-diluido 3,3 0 0,33 uM, tioflavina T 10 uM, AB1-42 33 uM, y 8,2% de DMSO. Por lo tanto, las
proporciones molares finales del anticuerpo respecto de AB1-42 fueron 1:10 y 1:100. También se prepararon
disoluciones de control adecuadas. Las disoluciones se incubaron después durante 24 hrs a 37 °C, y se leyo la
espectrofluorescencia (unidades de fluorescencia relativas; UFR) en seis duplicados en placas negras de 384
pocillos (Perkin-Elmer) en un espectrofluorimetro FluoroCount de Perkin-Elmer. Después se midi6 la
espectrofluorescencia y se calculo6 el % de desagregacion como se describe mas adelante.

13.2 Ensayo de Desagregacion

Para ensayar la desagregacion mediada por anticuerpos de AB1-42 pre-agregado, se hizo un AB1-42 de peso
molecular bajo, preparado como se describié anteriormente, en forma de una disoluciéon 110 yM en un 27% de
DMSO y PBS 1x. Esta disolucion se dejé agregar después a 37 °C durante 24 hrs, tras lo cual se afiadi6 lo siguiente:
anticuerpo pre-diluido 3,3 0 0,33 uM, y tioflavina T 10 uM. Esto dio como resultado una proporcién molar de 1:10 y
1:100 de anticuerpo respecto de AB1-42. Esta disolucion se incubd después durante otras 24 hrs a 37 °C. Después
se midio la espectrofluorescencia y se calculé el % de desagregacién como se describe mas adelante.

13.3 Célculo

La inhibicion de la agregacién o desagregacién se expresa como el % de inhibicion media o desagregacion,
respectivamente, + el error estandar de la media (EEM) segun la ecuacion siguiente:

(UFR del contr. pos. - UFR de contr. neg.) - (UFR de la muestra con AB1-42 - UFR de la muestra sin AB1-42)

0,
(UFR del contr. pos. - UFR del contr. neg.) x100%

%inhibicion=
13.4 Resultado
13.4.1 Inhibicién de la agregacion de AR1-42
La inhibicion de la agregacion de AB1-42 mediante el uso del anticuerpo hC2 se muestra en la Tabla 3 y la Figura
11. A una proporcion molar de anticuerpo respecto de AB1-42 de 1:100 la inhibicion media fue de un 30% (2
experimentos independientes), mientras que a una proporcién molar de 1:10 la inhibicion fue de un 80% (2

experimentos independientes; véase la Tabla 3).

Tabla 3. Inhibicion mediada por hC2 de la agregacion de AB1-42 a proporciones molares de 1:100 y 1:10 de
anticuerpo respecto de AB1-42.

. Proporcion molar (anticuerpo respecto de AB1-42)
Anticuerpo 1100 110
hC2 30,0 +4,1% 80,4 + 6,9%

13.4.2 Desagregacion de AB1-42 pre-agregado
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La desagregacion de AB1-42 pre-agregado mediante el uso del anticuerpo hC2 se muestra en la Tabla 4 y la Figura
12. A una proporcién molar de anticuerpo respecto de AB1-42 de 1:100 la desagregacion media fue de un 24%,
mientras que a una proporcion molar de 1:10 la desagregacion fue de un 32% (3 experimentos independientes;
véase la Tabla 4).

Tabla 4. Desagregacion mediada por hC2 de Ab1-42 pre-agregado a proporciones molares de 1:100 y 1:10 de
anticuerpo respecto de AB1-42.

. Proporcion molar (anticuerpo respecto de AB1-42)
Anticuerpo 7100 110
hC2 23,9 +4,4% 31,9+ 3,5%

Mediante el uso del ensayo de tioflavina T, se pueden demostrar las propiedades bi-funcionales del anticuerpo
humanizado anti-AB hC2, concretamente en la inhibicion de la agregacion de AB1-42 hasta una conformacion
protofibrilar patégena y ademas en la disgregacion de las protofibrillas preformadas de AB1-42. hC2 inhibio la
agregacion de AB1-42 en un 80% a una proporcion molar de anticuerpo respecto de AB1-42 de 1:10. Se demostrd
que la capacidad de hC2 de disgregar las protofibrillas pre-agregadas de AB1-42 a una proporcion molar de 1:10 fue
de un 32%.

Ejemplo 14: Union especifica de la conformacion de mC2 a diferentes clases de Proteina Amiloide

Para estudiar la especificidad de mC2 en diferentes etapas de la proteina amiloide polimerizada, amiloide
monomeérico, polimérico soluble y fibrilar, se llevé a cabo un ELISA revestido con estas etapas diferentes de beta-
amiloide polimérico (Figura 9). Los mondémeros se prepararon segin un método modificado publicado por (Klein,
2002), el amiloide beta polimérico soluble segun (Barghorn et al., 2005), mientras las fibras se realizaron mediante
incubacion de amiloide (Bachem, Suiza) con una concentracion final de 1 pg/ul en Tris/HCI de pH 7,4 a 37 °C
durante 5 dias, seguido de una etapa de centrifugacion (10.000 rpm durante 5 minutos). Después, los polimeros de
amiloide se revistieron sobre placas de ELISA con una concentracion final de 55 pg/ml y se llevé a cabo un ELISA
de afinidad de uniéon mediante el uso de un anticuerpo monoclonal anti-lgG de raton (Jackson) marcado con
fosfatasa alcalina. Como se demuestra en la Tabla 5, el anticuerpo mC2 se une con una afinidad superior al amiloide
beta polimérico soluble que a las fibras, y con la mas baja a los monémeros. Estos datos indican que la unién del
anticuerpo se ve influida por el epitopo del amiloide y por la conformacién de los diferentes agregados de amiloide.

Tabla 5 Unién especifica de la conformacion de mC2 a Mondmeros, Oligémeros y Fibras de Amiloide

mC2 D.O.
Conc. de Ab
(ug/ml) Oligébmero | Fibras Monoémeros
0,625 2,806 1,620 1,155
0,312 1,724 0,989 0,649
0,156 1,036 0,631 0,397
0,078 0,652 0,499 0,333

Ejemplo 15: Cartografia de epitopos del anticuerpo monoclonal hC2 de AC Immune

La cartografia de epitopos del anticuerpo monoclonal humanizado hC2 se llevd a cabo mediante ELISA con el uso
de tres bibliotecas de péptidos diferentes. Una biblioteca comprendié un total de 33 péptidos biotinilados que cubrian
la secuencia de aminoacidos (aa) completa de AB1-42 (producida por Mimotopes y adquirida de ANAWA Trading
SA), la segunda biblioteca contiene péptidos biotinilados usando el péptido 12 (aa 12-20 de AB) de la primera
biblioteca de péptidos y sustituyendo cada aa de la secuencia por una alanina (véase la tabla 8 mas adelante), y la
tercera biblioteca contiene los péptidos biotinilados 13, 14, o 15 (aa 13-21, 14-22 6 15-23 de AB) y sustituyendo en
cada caso los ultimos aminoacidos por una alanina o por una glicina para el aa 21, que ya es una alanina (véase la
tabla 9 mas adelante). Se us6 un péptido AB1-42 completo biotinilado como control positivo (Bachem). La cartografia
de epitopos se llevo a cabo segun las instrucciones del fabricante (Mimotopes). Brevemente, se bloquearon placas
revestidas de estreptavidina (NUNC) con un 0,1% de BSA en PBS durante la noche a 4 °C. Tras el lavado con PBS-
0,05% de Tween 20, las placas se revistieron durante 1 hora a TA con los diferentes péptidos de la biblioteca,
diluidos en un 0,1% de BSA, 0,1 % de Azida sédica en PBS a una concentracion final de 10 uM. Tras el lavado, las
placas se incubaron durante 1 hora a TA con el anticuerpo hC2 o un anticuerpo IgG4 quimérico sin unién a AB
diluido a 200 ng/ml en un 2% de BSA, 0,1% de Azida sddica en PBS. Las placas se lavaron de nuevo y se incubaron
con anticuerpo anti-lgG humana de cabra conjugado a fosfatasa alcalina durante 1 h a TA. Después de un lavado
final, las placas se incubaron con sustrato de fosfatasa (pPNPP) y se leyeron a 405 nm mediante el uso de un lector
de placas de ELISA.

Se demostré que el anticuerpo monoclonal humanizado hC2 se unié de manera especifica a los péptidos 12, 13, 14,

15y 16 de la primera biblioteca de péptidos. Estos péptidos comprenden los aa 12-20, 13-21, 14-22, 15-23 y 16-24,
respectivamente, de AB1-42, lo que sugiere que el epitopo se halla en la region 12-24 de AB. Se us6 una segunda
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biblioteca con sustituciones de alanina para determinar los aa criticos para la unién a A812-20 (VHHQKLVFF). La
union del anticuerpo hC2 se pierde completamente cuando se sustituyen los aminoacidos 16, 17, 19 6 20 por una
alanina, lo que indica que estos aa son absolutamente criticos para la unién del anticuerpo a AB. La unién del
anticuerpo hC2 se pierde parcialmente cuando se sustituyen los aa 15y 18.

La union también se perdio casi completamente cuando se sustituyo el aa 14 por una alanina, lo que indica que el aa
14 también es muy importante para la union.

Finalmente, se usé una tercera biblioteca para determinar si los aa 21, 22 6 23 son criticos para la unién al epitopo.
La unién del anticuerpo a los aa 15-23 se redujo cuando se sustituyo el aa 23 por una alanina, lo que indica que el
aa 23 también es importante para la unién. La unién se perdié parcialmente cuando se sustituyd el aa 21 por una
glicina y se perdi6 ligeramente cuando se sustituy6 el aa 22 por una alanina.

Ejemplo 16: Neuroproteccion mediante el Anticuerpo hC2

Se estudio la capacidad del anticuerpo hC2 de proteger las neuronas de la degeneracion inducida por oligémeros de
Abeta en un ensayo in vitro. En el dia embrionario 16,5-17,5, se aislaron neuronas corticales de raton, se disociaron,
y se cultivaron in vitro en medios N3-F12. Las células se cultivaron durante nueve dias en total, y se nutrieron en el
dia 3 y en el dia en que se afadi6 oligdmero de Abeta, u oligémero de Abeta mas anticuerpo hC2 anti-Abeta. En el
dia cinco ("4 dias Abeta") o en el dia seis ("3 dias Abeta"), ciertos pocillos de células se trataron con oligémero de
Abeta solo 2 uyM, o una combinacién de oligémero de Abeta 2 uM y 50 pg/mL de anticuerpo hC2 anti-Abeta.

El oligomero de Abeta se prepard disolviendo Abeta 1-42 (rPeptide) en HFIP, del cual se alicuotaron los péptidos
Abeta en alicuotas de 10 pyl a 1 mg/ml y después se evaporaron en una campana de gas durante 30 minutos, y se
almacenaron las peliculas de péptidos a -80 °C hasta su uso. Antes del uso, la pelicula de péptido se disolvié en 10
pl de DMSO, después 78,6 pl de HAMS F12, y la disolucion de péptido Abeta se incub6 a 4 °C durante 24-48 horas
(concentracion final 25 uM de Abeta).

Para las células de control, se afiadi6 DMSO-F12 solo al mismo volumen como Abeta-DMSO en el dia 5, y las
células se cultivaron durante 4 dias adicionales sin ningun tratamiento adicional. En el dia 9, las neuronas de todas
las condiciones de cultivo se fijaron y se tifieron con Tuj1 (un anticuerpo anti-beta-tubulina), seguido de tincién con
anticuerpos secundarios marcados con FITC para visualizar los microtubulos, y asi las prolongaciones neuronales
en general. Los resultados se muestran en la Figura 13.

Las neuronas corticales embrionarias de ratén sin tratamiento mostraron una morfologia normal después de nueve
dias de cultivo (Figura 13, panel de la izquierda). El tratamiento de las células con oligémero de Abeta durante tres
dias indujo la degeneracion de los axones y provocd una disminucion del numero total de axones (Figura 13, panel
central inferior), y este efecto fue ain mas pronunciado a los cuatro dias del tratamiento (Figura 13, panel central
superior). En contraste, las células tratadas con la combinacién de oligobmero de Abeta y anticuerpo hC2 anti-Abeta
tuvieron un aspecto similar a las células de control (Figura 13, paneles derechos superior e inferior). Estos resultados
indican que el anticuerpo hC2 anti-Abeta fue capaz de proteger a las neuronas corticales de ratdon embrionario de la
degeneracion inducida por oligdmeros de Abeta.

Tabla 6: Posiciones y cambios hechos en las regiones estructurales de la cadena ligera de C2 humanizado

Posicion en la Cadena Ligera
C2Vk de Ratén
C2HuVk1 Humanizado
C2HuVk2 Humanizado
C2HuVk3 Humanizado
C2HuVk4 Humanizado
dpk15 de la Linea Germinal Humana
C2Vk-R de Raton
C2Vk-S de Raton
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Tabla 7: Posiciones y cambios hechos en las regiones estructurales de la cadena pesada de C2 humanizado

Posicion en la Cadena Pesada
C2VHAF de Raton
C2HuUVHAF1 Humanizado
C2HuUVHAF2 Humanizado
C2HuUVHAF3 Humanizado
C2HuVHAF4 Humanizado
DP-54 de la Linea Germinal Humana

=Ll [ P Tl B
2| || 0| B|0|R

50



ES 2436 112 T3

Se construyeron un total de 8 anticuerpos diferentes con las cadenas ligeras humanizadas C2HuVk1, C2HuVk2,
C2HuVk3, C2HuVk4 y las cadenas pesadas C2HuUVHAF4 y C2HuVHAF2

5 Tabla 8. Resumen de los péptidos usados en la segunda biblioteca.
Los aa que son importantes para la unién estan marcados en cursiva y subrayados, y los aa absolutamente criticos
para la union estan marcados en cursiva y negrita.
p12-20
A12
A13
A14
A15
A16
A17
A18
A19
A20
aan®

S<<<<<<<<»®<
SIIIIIII>II
;\IIIIII>III
RO0POOP>00O0
;XXXX>XXXXX
:\ll_l_l_>l_l_l_l_l_l_
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Tabla 9. Resumen de los péptidos usados en la tercera biblioteca.
10 Los aa que son importantes para la unién estan marcados en cursiva y subrayados, y los aa absolutamente criticos

para la union estan marcados en cursiva y negrita.
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32

Patentin version 3.3
1

10

PRT

Mus musculus

region variable de la cadena pesada humanizada (CDR1) de C2 HuVH AF 4
1

Gly Phe Thr pPhe Ser ser Tyr Gly Met Ser
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

17

PRT

Mus musculus

region variable de la cadena pesada humanizada (CDR2) de C2 HuVH AF 4

2

Ser Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr pro Asp Ser val Lys
1 5 10 i5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

3

PRT

Mus musculus

region variable de la cadena pesada humanizada (CDR3) de C2 HuVH AF 4

3
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ES 2436 112 T3

Gly Asp Tyr
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg ser ser Gln Ser Leu val Tyr Ser Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4
16

PRT

Mus musculus

region variable de la cadena ligera humanizada (CDR1) de C2 HuVK 1

4

5

7

PRT

Mus musculus

region variable de la cadena ligera humanizada (CDR2) de C2 HuVK 1

5

kys val Ser Asn Arg Phe Ser
5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

6

9

PRT

Mus musculus

region variable de la cadena ligera humanizada (CDR3) de C2 HuVK 1

6

ier Gin Ser Thr Wis val pro Trp Thr
. 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7

6

PRT

Homo sapiens

region 2 del epitopo de A-betta

7

{a1 Phe Phe Ala g1u ASp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

8

5

PRT

Homo sapiens
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ES 2436 112 T3

<223> region 1 del epitopo de A-betta

<400> 8

His GIn Lys Leu val
1 5

<210> 9

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica misc.

<222> (1)...(1)

<223> Xaa puede ser Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe o lle

<220>

<221> caracteristica misc.

<222> (4)....(4)

<223> Xaa puede ser Ala, Val, Leu, Sero lle

<220>

<221> caracteristica misc.
<222> (5)....(5)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<220>

<221> caracteristica misc.
<222> (6)....(6)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<400> 9

?aa Phe Phe Xaa Xaa Xaa
5

<210> 10

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica misc.

<222> (1)...(1)

<223> Xaa puede ser His, Asn, GIn, Lys o Arg

<220>

<221> caracteristica misc.
<222> (2)....(2)

<223> Xaa puede ser Asn o GIn

<220>

<221> caracteristica misc.

<222> (5)....(5)

<223> Xaa puede ser Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe o lle

<400> 10

Xaa Xaa Lys Leu Xaa
1 5
<210> 11

<211> 10

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

iaa Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa
5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ASp
1

L

Glu

Asn

ES 2436 112 T3

PRT
Homo sapiens

caracteristica misc.

1) ... (1)
Xaa puede ser His, Asn, GIn, Lys o Arg

caracteristica misc.

@) ... (2)

Xaa puede ser Asn o GIn

caracteristica misc.

(5) .... (5)

Xaa puede ser Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe o ILe

caracteristica misc.

@) .... (8)

Xaa puede ser Ala, Val, Leu, Sero lle

caracteristica misc.
(10) .... (10)
Xaa puede ser Glu o Asp

11

10

12

112

PRT

Secuencia artificial

cadena ligera variable humanizada artificial de C2 HuVK 1

12

ITe val Met 'thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro val Thr Pra Gly

10

Pro Ala Ser Ile ser Cys Arg ggr ser Gln Ser Leu

20

15

val Tyr Ser

Gly Asp Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
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10

Pro

ASp
65

Ser

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2436 112 T3

Gln Leu Leu Ile Tyr Lys val Ser Asn Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Arg Phe ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
75

70
Arg val Glu Ala Glu Asp val Gly val Tyr Tyr Cys Ser
85 80
His val Pre Trp Thr Phe Gly 61n Gly Thr Lys val Glu
100 105 110
13
219
PRT

Secuencia artificial

cadena ligera humanizada artificial de C2

13

57

val Pro
Lys Ile

80
Gin ser
a5

Ile Lys



ES 2436 112 T3

Asp Ile val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr pro Gly

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser GlIn Ser Leu val Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly ggp Thr Tyr Leu His Tgp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin Ser
4 45

Pro gén lLeu Leu Ile Tyr gys val ser Asn Arg gge ser Gly val Pro
3

Asp Arg Phe ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 7G 75 80

Ser Arg val Glu gga Glu Asp val Gly 331 Tyr Tyr Cys Ser S1n ser
a5

Thr His val Pro Trp Thr phe Gly Gin Gly Thr Lys val Glu Ile tys
100 105 110

Arg.Thr val Ala Ala pPro ser val phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val Val Cys Leu Leu Asn Asn Fhe
130 135 140

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys val Gln Trp Lys val Asp Aasn Ala Leu Gln
145 150 155 ' 160

Ser Gly Asn ser Gln Glu Ser val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thy Tyr Ser teu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
180 185 190

Lys His Lys val Tyr Ala cCys Glu val Thr His 6In Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro val Thr Lys Ser Phe asn Arg 61y Glu Cys
210 215 '

<210> 14

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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10

15

20

<220>
<223>

<400>

ES 2436 112 T3

region constante de la cadena ligera de C2 artificial humanizada

14

grg Thr val Ala

GIn Leu Lys ser

20

Tyr Pro Arg Glu

35

ser Gly Asn Ser
50

Thr Tyr Ser Leu

65

tys His Lys val

Pro vail Tthr Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

Glu

Ser

15
112
PRT

Ala
5

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

&5

Ser

Secuencia artificial

Pro

Thr

LYS

Glu

Ser

70

Ala

Phe

ser val

Ala ser

val Gin
40

Ser val

55

Thr Leu

Cys Glu

Asn Arg

Phe

val

25

Trp

Thr

Thr

vatl

Ile
10

val

Lys

Glu

Leu

Thi

90

Glu

phe Pro

Cys Leu

vai Asp

Glin AsSp
60

S5er Lys
75

His GIn

Lys

cadena pesada variable artificial humanizada de C2 HuVH AF 4

15

PI'o Ser

Leu Asn
30

Asn Ala
45
ser Lys

Ala Asp

Gly Leu

Asp

15

Asn

Leu

ASD

Tyr

ser
9%

Glu

‘Phe

GIn

Ser

Glu

80

Ser

val Gin Leu gai Glu ser Gly Gly Giy Leu val Gln Pro Gly Gly
10 i5

Leu Arg teu ser Cys Ala Ala Ser Gly phe Thr Phe Ser ser Tyr
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10

Gly Met Ser

Ala Ser Ile Asn Ser

20

35

50

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu GIn Met Asn Ser

Ala ser Gly Asp Tyr

<210>

85

16

<211> 439

<212>

PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Trp val

Arg

Asn

Ile

70

Levu

Trp

ES 2436 112 T3

Gln Ala

40

Gly Gly
55

ser Arg
Arg Ala

Gly GIn

<223> cadena pesada artificial humanizada de C2

<400>
Glu

1
ser
“Gly
Ala
Lys

65

Len

Ser

16

val GIn Leu val

Leu Arg Leu Ser
20

Met Ser Trp val
35

ser Ile Asn Ser
50

Gly Arg Phe Thr

Gin Met Asn ser
g5

Ser Gly Asp Tyr

Ser Thr Lys Gly
115 =

thr Ser Gglu Ser
130

Glu

Cys

Arg

Asnh

Ile

70

Ley

Trp

Pra

Thr

ser

Ala

Gin

Gly
55

Ser
Arg

Gly

Sar

Ala

135

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gln

val

120

Ala

Gly

ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

25

30

Pro Gly Lys Gly Lteu Glu

Ser Thr Tyr Tyr
60

AsSp Asn Ala Lys
75

Glu Asp Thr Ala

90

Gly Thr Thr val

165

Gly

ig

Gly

Gly

Thr

ASn

Asp

. 90

Gly

phe

Leu

Thr

Pro

Gly

60

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Thr

Leu

Cys

vai

Thr

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

val

Ala

Leu
140

Gin

rhe

Leu

45

Pro

ASn

va'l

Thr

Pro

125

val

Pro

ser
30

Glu

Asp

Ser

Tyr

val

110

Cys

Lys

45

Pro Asp

Asn Ser

val Tyr

Thrr val

Gly
15

sSear
feu
Ser
Let
Tyr
g5

ser

Ser

Asp

110

Gly

Tyr

val

val

Tyl

80

Cys

ser

Arg

Tyr

Leu

ser

Len

Tyr

95

ser

val

val
Tyr
80

Cys

Ser



Phe

145

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

ASp

Asp

Gly

Ash

Pro

val

Ser

Tht

val

210

Phe

Thr

val

val

Ser

- 280

Trp

365

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

385

Arg

Leu

Ser

Pro

Gl

Ala
370

Thr

Leu

Glu

His

Ser

195

Glu

Led

Leu

Ser

Giu

275

Thr

ASn

ser

Gln

val

355

val

Pro

Thr

Pro

Thr

val

1RO

Asn

ser

Gly

Met

Gln

260

val

Tyr

Gly

Ile

val

340

Ser

Glu

Pro

val

val

pPhe

165

val

va'l

LyS

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

Thr

150

Pro

Thr

ASp

Tyr

Pro

230

Ser

ASD

Asn

val

Giu

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

390

Lys

ES 2436 112 T3

val

Ala

val

His

Arg

Pro

Ala

val

295

Tyr

Thr

Lew

Cys

ser

375

Asp

ser

ser

val

Pro

val

Thr

Glu

2B0

Ser

LYsS

Ile

Pro

Leu

360

Asn

Ser

Arg

Trp

Leu

Ser

185

Pro

Pro

Phe

Pro

val

205

Thr

val

Cys

Ser

Pro

345

val

Gly

ASp

Trp

61

ASh

Gln

170

ser

sSer

Cys

Lett

Glu

250

Glin

LyS

Led

LYyS

LyS

330

Ser

Lys

Gin

Gly

GIn
410

ser

155

Ser

ser

Asn

Pro

Phe

235

val

Phe

Pro

Thr

val

315

Ala

Gin

Gly

Pro

s5er

395

Glu

Gly

sar

Leuw

Thr

Pro

220

Pro

Thr

Asn

Arg

val

300

sar

Lys

Glu

Phe

Glu
380

Phe

Gly

Ala

Gly

Gly

Lys

205

cys

Pro

Cys

Trp

Glu

285

Leu

Asn

Gly

Glu

365

Asn

Phe

Asn

Leu

l.eu

Thr

180

val

Pro

Lys

val

TYFP

270

Gly

His

Lys

Gin

Met

350

Pro

Asn

Leu

val

Thr
Tyr
175
Lys
ASp
Ala
Pro
val
Z55

val

Gln

GIn

Gly

Pro

335

Thr

ser

Tyr

Tyr

pPhe

415

Ser

160

sSer

Thr

Lys

Pro

Lys

va'l

Asp

rhe

Asp

Leu

320

Arg

Lys

ASp

Lys

ser

400

sSer
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Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
420 425 430

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435

10

15

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

ASp

AST

Trp

17
326
PRT

Homo sapiens

region C de la cadena IG Gamma-4 modificada

17

Ser

Thr

Pro

val

50

ser

Thr

val.

rPhe

Thr

130

vai

vai

Ser

Leu

Thr

ser

Glu

His

s5ar

Cys

Glu

Lau

115

Leu

ser

Glu

Thr

Asn

Lys

Glu

20

Pro

Thr

val

Asn

ser

100

Gly

Met

Gln

val

Tyr

180

Gly

Gly
5
Ser
val
Phe
val
val
85
Lys
Gly
Ile
Glu
His
165

Arg

Lys

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyr

Pro

ser

val

Glu

sar val pPhe

Ala

val

His

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Pro

val

120

Thr

Glu

Lys

ser

Lys

Leu

25

Trp

Leu

sar

Pro

Pra

105

Phe

Pro

val

The

val

185

Cys

Pro
10

Gly
Asn

Gln

Ser

Leu

Cys

ser

ser

ser

.75

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gin

Lys

170

Leu

Lys

Asn

Pro

Phe

val

Phe

155

Pro

Thr

va'l

62

Ala

teu

Gly

ser

60

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

140

Asn

Arg

val

ser

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

ASn

Cys

Ly
30

Leu

Leu

Thr

val

Pro

110

Lys

val

Tyr

Glu

His

180

Lys

ser

15

ASD

Thr

Tyr

Lys

AsSp

95

Ala

Pro

val

val

GIn

175

Gin

Gly

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

val

160

Phe

Asp

Leu
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20

25

30

Pro ser
210

Glu Pro

225

Asn GIn

1le Ala

Thr Thr

Arg Leu

2580

Cys Ser

Leu Ser

<210> 18
<211> 51

195

Ser

Gln

val

val

Pro

275

Thr

val

Ley

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 18
agéétcagfa gtaatggtgg tagcacctat tatccagaca gtgigaaggg ¢

<210> 19

<211> 9

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 19

ggrgactac

<210> 20
<211> 49
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

Ile

val

ser

Glu

260

Pra

val

Met

ser

Mus musculus

Glu

TYr

l.eu

245

Trp

val

Asp

His

Leu
325

Mus musculus

Mus musculus

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
ser
295

ATa

ES 2436 112 T3

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

e e

Ser Lys
Pro Ser
val Lvs

250

Gly GTn
265
Asp Gly

Trp GIn

His Asn

Ala

Glin

235

Gly

Pro

ser

Giu

His
315

63

Lys

220

Glu

rhe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

205

Gly

Glu

TYr

Ash

Phe

285

Asn

Thi

Gln

Met

Pro

ASN

270

Leau

val

Glin

region variable de la cadena ligera humanizada de C2 HuVK 1 (CDR1)

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

phe

Lys

region variable de la cadena pesada humanizada de C2 HuVH AF 4 (CDR2)

region variable de la cadena pesada humanizada de C2 HuVH AF 4 (CDR3)

Arg

Lys

240

ASD

LyS

sSer

Ser

ser
320

51
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<400> 20
agatctagtc agagoctigt atatagtaat ggadacacct atttacatt
<210> 21
<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cadena ligera variable artificial humanizada de C2 HuVK 1
<400> 21
gatattgtda tgacccaato tocactcteoo ctgectgtca ctectggtga gectgoctee
atctcttgea gatctagtea gageettgta. tatagtaaty gagacaccta tttacattgg
tacctgeaga agecaggceca gtotocacag ctcotgatct acaaagtite caacegattt
tetggggree cagacaggrt cagtggcaygt ggatcaggga cagatttcac actcaagate
agcagagtgg aggorgagga tgtgggagrt tattactget ctrcaaagtac acatgttect
tggacgtteg gecaaggcac caaggtggas atcaaa
<210> 22
<211> 657
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cadena ligera artificial humanizada de C2
<400> 22
gatatigtga tgacccaatc tccactetoc ctgectgtca ctectggtga goctgoeteo
atctcrtgea gatctagica gagccttgta tatagtaaty gagacaccta tttacattgg
tacctgcaga agccaggeca gtctccacag ctcctgatct acaaagtitc caaccgattt
Tctggggtcc cagacagatt cagtggecagt ggatcaggga cagatitcac actcaagatc
dageagagtgg aggcrgagga tgtgggagtt tattactget ctcaaagtac acatgttcct
tggacgttcyg gccaaggcac caaggtggaa atcaaaagga ctgtggctge accatcigtc
ttcatcttce cgecatctga tgagcagttyg aaatctggaa ctgcoctcetgt tgtgtgcety
Ctgaataact tctatcccag agaggccaaa gtacagtgga aggtggataa cgocctecaa
togggtaact cccaggagag tgtcacagag caggacagca aggacageac ctacagoctc
agcagcaccc tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac acaaagtcta cgectgegaa
gtcacccatc agggcctgag ctegeecgic acaaagaget tcaacagggg agaghgt
<210> 23
<211> 321
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> regioén constante de la cadena ligera artificial humanizada de C2

64

49

60
120
180
240

300

360
420
480
540
600
657

60
120
180
240
300
336



10

15

20

25

ES 2436 112 T3

65

<400> 23
dggactgigg ctgcaccatc tgrettcate tlteccgocat ctgatgagea gttgaaatct 60
ggaactgect ctgttgtgtg cctgotgaat aacttctatc ccagagagge caaagtacay 120
tggaaggtgy ataacgocct ccaatcgyggt aactcccagg agagtgtcac agageaggac 180
agcaaggaca geacctacag cctcagcage accotgacge tgagcaaage agactacgag 240
daacacaaag tctacgcctg cgaagtcacce catcaggooce tgagctcgec cgtcacaaag 300
agcttcaaca ggggagagtg t . 321

<210> 24

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cadena pesada variable artificial humanizada de C2 HuVH AF 4

<400> 24
yayyrgeage tggregagic 1ggggyagge tragtgcage cuggagggrue. cctgagacto 8y
tectgtgeag cctctggatt cactticagt agctatggea tgtottgggt tcgecagget 120
ccaggcaagg gtctcegaatt ggtcgoaage atcaatagta atggtggtag cacctattat 180
ccagacagtg tgaagggoog attcaccatc tccagagaca datgicaagaa ctcoctgtac 244
ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac accgeegtgt attactotge aagrggitgad 300
tactggggee aaggcaccac fgtcacagrg tcoctca. 336
<210> 25
<211> 1317
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> cadena pesada artificial humanizada de C2
<400> 25
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gaggtgcagc tggtcgagtc tgggggaggce ttagtgcagc ctggagggic cctgagactc
tictgtgeag cctoctggatt cactttcagt agectatggea tgtottgggt tcgocaggcet
craggcaagg gtctcgaatt ggtcgcaage atcaatagta atggtogtag cacctattat
Ccagacagtg tgaagggccg attcaccatc tecagagaca atgecaagaa ctccctgtac
ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac accgocegtgt attactgrge aagtggtgac
tactggggee asggoaccac tgtcacagic toctcagott ccaccaagag cccateegtc
Tteccedtgg cgecctgote cagatcgace tccgagagea cagecgecct gggotgecig
gtcaaggact acticcccga accggtgacg gtgtcgtgga actcaggoege cctgaccage
ggcgtgeaca cciteccgge tgtoctacag toctcaggac tctactccct cagcagegtg
gtgaccgtge cctecagcag cttgggecacg aagacctaca cctgoaacgt agatcacaag
Cccagraaca ccaaggtgga caagagagtt gagtccaaat atggtcccec gtgtccccca
tgcccageac ctgagticct ggggggacca tcagtcttce tgtitccecec aaaacccaag
gacactcica tgatcteoceg gaccoctgag grcacglgeg tggtggtgga cgrgagecag
gaagaccccg aggtccagtt caactggtac gtggatggeg tggaggigea taatgccaagy
d€aaagcege gggaggagea grtcaacade acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc
Ctgcaccagg actggcigaa cggcaaggag tacaagtgca aggtctcocaa caaaggectc
ccgtoctcca togagaaaac catctccaaa gocaaaggyc agoeeccgaga goecacaggty
tacaccctge ccccateeca ggaggagatg accaagaace aggtcagect gacctgoctg
gtcaaaggct tctaccccag cgacatcgeco gtggagtgeg agagcaatgg gcagoeggag
aacaactaca agaccacgee roccgtoctc gattocgacg gerccttett cotctacage
aggctaaccg tggacaagag caggtggeag gagggoaatg tcttctecaty ctcoecgtgatg
catgaggelc tgcacaacca ctacacacag aagagectct coctgtetet gagtaaa
<210> 26

<211> 981

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> regioén constante de la cadena pesada artificial humanizada de C2

<400> 26
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60

120

180

240

300
360
420
480

. 540

600
660
720

780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1317
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gcticcacca
ageacagecyg
tggaactcag
ggactctact
tacacctgea
aaatatggtc
ttectgttec
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcceec
aaccaggtca
tgggagagea
gacggeicct
adatgtcttet
ctcrcectgt
27

112
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 27

ASp
1

agggcccate
ccetgggcty
gcgcectgac
ccctcageag
acgragatca
ceeegtgtec
ccccaaaace
tggacgtgag
tgcataatge
gegtocteac
ccaacaaagg
gagagccaca
gecetgacctg
atgggcagec
tcttectcta
catgctrcegt
ctctggotaa

Mus musculus

val val met Thr

5
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cgtettecce
cctggtcaag
cagcggegtyg
cgrggtgace
caagcecage
cccatgeeca
caaggacact
ccaggaagac
taagacaaag
cgtcctgeac
ccreeegtec
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaggcta
gatgcatgag

a

Gin Thr

Pro

ctggrygeect
gactacttcc
cacacettec
gtgcecteca
aacaccaadqg
geacctgagt
cteatgatet
gecgaggtec
cLgcygggagg
caggactygc
tceategaga

crgcececat

ggcttctacc
tacaagacca
accgtggaca

gctctgeaca

ser
10

Leu

gctecagatce
ccgaaccggt
cggctgtect
gcagcttyggy
tggacaagag
tcctgggggy
cccggacccc
agttcaactyg
agcagttcaa
tgaacggcaa
aaaccatcte
cccaggagga
ccagegacat
cgeetecegt
agagcaggtg

accactacac

Leu Pro val

gacctccgag
gacggtgtcg
acagtcetca
tacgaagacc
agttgagtecc
accatcagtc
tgaggtcacg
gtacgtggat
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgocgtagag
cctcgatice
g9<aggaggog
acagaagaqc

Leu
15

Ser

Gly

ASp

Asn

Pro

A5

65

Ser

Thr

GIn

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Ala

ASp

35

Leu

Phe

val

val

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Ite

Tyt

Ile

Gly

Ala
a5

Trp

Ser Cys

t.eu His

Tyr %gs

Ser Gly

70

Glu

The  Phe

Asp

Arg
Trp
40

val

Ser

Leu

Gly

Ser
25

Tyr

Ser

Gly

Gy

Ser

Leu

Ash

Thr

val

90

Gly

67

Gln

GlIn

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

val
30

Leu

Pro

Gly
45 '

ser Gly
Thr Leu
ser

Cys

Gly
110

Leu

Tyr

GTn

val

Lys

Gin

95

Ile

ser

ser

Pro

Ile

BO

Ser

Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

981
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

gatgttgrga
atrctcttgca
tacctgcaga
tctggggtec
agcagagtog
tggacgttcg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

28
112
PRT

Mus musculus

28

val

Leu

Met

ser

50

Gly

Gin

ser

29
336
ADN

Gin

Lys

Ser

35

Ite

Arg

Met

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Asnh

Phe

Ser

Mus musculus

29

30
417

ADN
Mus musculus

30

vai
5

Ser
val
ser

Thr

Ser
85

Tyr

Glu

Cys

Arg

Asn

Tle

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Glin

Gly

55

ser

LyS

Gly
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Gly

Ala

Thr

40

Gly

Arg

S5er

Gln

gatctagtca gagcocttgta
agceaggeea gtotocaaag
cagacaggit cagtggcagt
aggctgagga tctgggagtt
gtggaggcac caagctagaa

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly Leu val Gin
10

Gly phe Thr prhe

Asp Lys Arg Leu

45

Thr Tyr Tyr Pro
60

Asn Ala Lys Asn

75

Asp Thr Ala met
g0

ser Thr Leu Thr

tgacccaaac tecactcree ctgoctgtea gtettggaga

tatagtaatg gagacaccta

ctcctgatct acaaagtttc

ggatcaggga cagatticac

tattictget cteaaagtac

atcaaa

68

Pro

Ser

30

Glu

ASp

Thr

Tyr

val
110

Gly

15

ser

Leu

Ser

Leu

Gly

Tyr

val

val

Ser

tcaagectec

tttacattygg

caaccgattt

actcaagatc

acatgttect

60
120
180
240
300
336
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atgaagttge
gttgtgatga
tcttgcagat
ctgcagaagc
gdggtcccag
agagtggagg
acgttcggtg
31

336
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 31

gaggtycage
tecctgtgeag
ccagacaaga
ccagacagty
ctgcaaatga

tactgggegce

32
408
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 32

ctgttaggct
¢cccaaactee
ctagtcagag
caggccagtc
acaggttecag
ctgaggafct

gaggcaccaa

Mus musculus

tggtggagtc
cctoctggatt
ggcrggaatt
tgaagggceg
gcagtctgaa

aaggcteccac

Mus musculus
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grtggtgcty
actctcectg
cettgtatat
tccaaagetc
tggcagtgga
ggoagtttat

gctagaaatce

tgggggagge
cactttcagt
ggtcgeaage
attcaccate
gtetgaggac

tctcacagte

atgttcigga
cctgtecagtc
agtaatggag
ctgatctaca
tcagggacag
tTCtgetete

aadacgggotg

ttagtgcagc
agctatggea
atcaatagta
tccagagaca
acageccatgt

tecctea

trectyette
ttggagatca

acacctartt

aagtttecaa

atttcacace
aaagtacaca

atgctgeacc

ctggagyotc
tgtcttgggt
atggiggtag
atgccaagaa

attactgtge

cagcagtgat
agccrccatce
acattggtrac
ccgattitct
caagatcage
tgttcctigo

aactgta

cctgaaacte
tcgeccagact
cacctattat
caccctgtac

aagtggtgac

atgrasitsg ggytcagmrt griltttectt gcoccttattt taaaaggtgt ccaatgtgag

gtgcagctgg tggagtetgg
tgtgcagcet ctggatteac
gaCaagaygc tggaattggt
‘Gacagtgtga agggccgatt
Caaatgagca gtctgaagic

tggggecaag getocactet

69

cacagtctcc tcagccaaaa caacacec

60
120
180

240

300
360
417

60
120
180
240

300

336

gggaggctta grgcagecty gagggtoocct gaaactotoc
tttcagtage tatggeatgt cttgggttcg ceagactcca
cgcaagcatc aatagtaatg grggiagcac crattatcea
caccatcrcc agagacaatg ccaagaacac cctgtacety

tgaggacaca gccatgtatt actgtgcaag tggtgactac

120
180
240

300

360
408
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que reconoce y se une a la proteina $-amiloide, en el que
dicho anticuerpo humanizado o fragmento del mismo comprende:

i) una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N°: 15,y

ii) una Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N°: 12.

2. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun la reivindicaciéon 1, que comprende:

una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 16 y una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 13.

3.  El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun la reivindicacion 2, en el que se ha eliminado la Lys C-
terminal de la region constante de la cadena pesada.

4. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun la reivindicacién 1, cuyo anticuerpo humanizado o
fragmento del mismo es del isotipo IgG1, IgG2, IgG3, o IgG4.

5.  Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica el anticuerpo
humanizado o fragmento del mismo, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

6. La molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 5 que comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID
N°: 22 o la secuencia nucleotidica de SEQ ID N°: 21.

7. La molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 5 que comprende la secuencia nucleotidica de SEQ ID
Ne°: 25 o la secuencia nucleotidica de SEQ ID N°; 24.

8. Un vector de expresion que comprende la secuencia nucleotidica de cualquiera de las reivindicaciones 5-7.
9. Una célula que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 8.

10. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, y que opcionalmente comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

11. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 10, que opcionalmente comprende ademas uno o mas de lo
siguiente: una sustancia biolégicamente activa, un diluyente, o un excipiente.

12. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 11, que comprende ademas una sustancia biolégicamente
activa que es un compuesto usado en el tratamiento de la amiloidosis.

13. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 11 que comprende al menos uno de los compuestos
siguientes: un compuesto anti-estrés oxidativo; un compuesto anti-apoptético; un agente quelante de metales; un
inhibidor de la reparacion del ADN tal como pirenzepina y metabolitos; acido 3-amino-1-propanosulfénico (3 APS);
1,3-propanodisulfonato (1,3PDS); activador de a-secretasa; inhibidor de AB-secretasa; un inhibidor de y-secretasa;
una proteina tau; un neurotransmisor; un agente de ruptura de laminas ; un agente atractor para componentes
celulares de eliminacion / disminucion de amiloide beta; un inhibidor del amiloide beta truncado en posicion N-
terminal, tal como amiloide beta 3-42-piroglutamato; una molécula anti-inflamatoria; o un inhibidor de colinesterasa
(ChEI) tal como tacrina, rivastigmina, donepezilo, y/o galantamina; un agonista MI; u otro farmaco tal como un
farmaco modificador de amiloide o tau o suplemento nutritivo.

14. El uso del anticuerpo humanizado o el fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y/o
la composicién farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, para la preparacion de un
medicamento para tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, tal como amiloidosis secundaria, amiloidosis
relacionada con la edad, trastornos neuroldgicos tales como la Enfermedad de Alzheimer (EA), demencia con
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Dutch); el complejo
Parkinson-Demencia de Guam; enfermedades basadas o asociadas a proteinas similares a amiloide, tales como
paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson,
demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotrofica), diabetes del adulto; amiloidosis cardiaca senil;
tumores endocrinos, y degeneracion macular.

15. El uso segun la reivindicacion 14, en el que el tratamiento del animal, tal como el mamifero o ser humano,
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conduce a uno o mas de lo siguiente:

i) un incremento de la capacidad de la memoria cognitiva;
ii) la retencion de la capacidad de la memoria cognitiva; y/o
iii) un restablecimiento completo de la capacidad de la memoria cognitiva.

16. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 10 6 13, para el uso en un método para prevenir, tratar o
aliviar los efectos de la amiloidosis, tal como amiloidosis secundaria y amiloidosis relacionada con la edad, tales
como enfermedades que incluyen, pero sin limitacion, trastornos neurolégicos tales como la Enfermedad de
Alzheimer (EA), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis
(tipo Dutch), el complejo Parkinson-Demencia de Guam, enfermedades que se basan o estan asociadas a proteinas
similares a amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, y esclerosis mdultiple, enfermedad de Creutzfeld
Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes del
adulto, amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y degeneracién macular.

17. La composicion farmacéutica para el uso segun la reivindicacion 16, en la que el tratamiento del animal, tal
como el mamifero o ser humano, conduce a:

i) un incremento de la capacidad de la memoria cognitiva,

ii) la retencion de la capacidad de la memoria cognitiva, y/o

ii) una inversién de la capacidad de la memoria cognitiva y un restablecimiento completo de la capacidad de la
memoria cognitiva.

18. Un método para determinar el grado de carga de placa amiloidogénica en una muestra de tejido y/o muestra de
fluido corporal, que comprende:

a) ensayar en una muestra de tejido o muestra de fluido corporal la presencia de proteina amiloide con el
anticuerpo humanizado o fragmento de anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4;

b) determinar la cantidad de anticuerpo o fragmento de anticuerpo unido a la proteina; y

c) calcular la carga de placa en la muestra de tejido o de fluido corporal.

19. Un equipo para la deteccion y el diagndstico de enfermedades y afecciones asociadas a amiloide que
comprende, en uno o mas recipientes, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, un reactivo de deteccion, e instrucciones para el uso de los anticuerpos.

20. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para el uso en
la desagregacion de fibras hasta formas poliméricas y monomeéricas solubles.

21. Un método in vitro para desagregar fibras de beta-amiloide preformadas, que comprende poner en contacto el
anticuerpo o fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 2 y 3 con fibras de beta-amiloide
preformadas.

22. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, cuyo anticuerpo
o fragmento del mismo es para el uso en la proteccion de las neuronas de la degradacion inducida por AB.

23. El uso del anticuerpo humanizado o fragmento del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para la
preparacion de un medicamento para prevenir la degeneracion de neuronas tras la exposicion al oligémero de AB.

71



ES 2436 112 T3

lHindlll

MGCTI'A’ICMTATGCAMTCCTCTGAATC!'ACAMTAMTATAmﬂ'IGTCrATACCAQ\MCAGMMACAmGAmQGl‘I CI'CI‘CTAGG'H‘A

+ —t + + + } 4 + 10

TT mMTAC'l‘l‘ATACI.'I‘ 'I'l‘AGBAGACTTAGATGTAWAT'ITATATCCMACAGATATG}'IGI‘T‘I‘GI‘C'IT 'I'I'TGI‘ACI'CX'AGI‘GI' C’J\AGAGAGATGI’CMT

Ncot

CI‘GAGCACACAGGAC('I‘O\GD\NGGATGGHG CI'G'I‘A’I‘CATCCI’C’!'I‘CP’KX}TAG(‘AACAGCTACAGGI‘AAGGGGCIO\O\GTAGCAG}C!‘TGA@CTG 200

GACrwr(:‘I‘GI‘CCI’GSAGI‘GSTACCCI‘ACCICGACATAGTAGGAGMGAACCATG:'I‘mmATGI'CCATPCCCGSAGTGYCATCm‘CCGAACTCCAG\C

MGWSCIIL_FLVATAT
L SENAL J

GACATATA'I‘ATGG;‘IGA CAATGACATCO\CI‘T’IGCCI"ITCI’CTC(‘J\CAGGI‘GTCCACTC@A'IGTIG'IGA’IGACCO\AACTCCA C!'CTCCCI'GCCIGTCA 10

CI‘GI‘ATATATACCCACI‘GI‘ TACTGTAGGTGAAACGCAMGAGAGGPGTCCACAGGIGAGGCN\CMCACTAC'IGGGI‘TIGAGGTGAGAG@\CGGACAGT

G V H S P V VMTOQTUPULSUL PV
L sic— C2VK

‘Bglll : r(pnl rsu

G'I'CI"!\X;AGATCMGCC'ICO\TCI‘C'I'TGCAGATCTAGTCRGAGCC'I'I‘GI‘ATATAGTAAT(IEAGACACCI‘A‘I'I'TAO\T'IGGTACCTGCAGAAGCCAG}CCA 40-

O\GAALfTCTAG'I'I‘CIEAGGI‘AGAGAAU}TCI‘AGA’I‘CAGT(.'I‘(ISGMCATATATCATTACCI‘CI‘GKGGATMATG!‘AACCATG}A@TCTTCG;TCCG}T

S L GDOQASTISCRSSQSLVY SNGHDTUVYULHUWYLOQZKTZPGOQ
C2VK
A

L CDR1 1

GPCPCCAMGCI‘CC'I‘GATCTACMAGT'ITCCAACG}ATTTI‘C'IGGGGTCCCAGACAGGFTCAGTG;CAG'KI}AT(‘J\GGGACAGATHCAO\CTCMGATC 50

CAGAGGTTT (EAG}ACTAGA‘IGTTTO\MWTGGCTMAAGACCCCAG@CTGTCCAAGI QC&TCAG:TAGI‘CCCMCIAMGTGIGAGTXCTAG

S P KL LI YKV SNZRTPFSGVPDRTPFSGSG SGTDTFTTULZKI
C2VK

A

[ )

=y
{ ]

CDR2

AG G\GAGNGAGGCTGR&ATCTGG}AGF’ITA’ITTCX‘GC 'ICTCJ\AAGTAO\CATGITCCTTGGAG?ITCGSCG;A&QM CTGGAAATCAAACGTG 60

’!CGI‘CICACCPCmAC'I‘(rTAGACCCIO\MTM.AGA@AGAGTTI‘CATGIGTACN\GSMCCTGCAAG@ CC'I'CCGT(ITI"I‘CGACCI‘T!'AGITICCAC

S RV EAEUDILGV VYV PCSQS THVPWTTFGG GG GTTZ KTLTETIK
C2VK j
N

I )

LA

CDR3 J

BamH!

AGTAGAA'I’I‘TAAAC'I'ITGCTI‘CCI’O\GTTGSAN’C_
+ N + " + .

TCAT CTTAARTT TGAAA CGAAGGAGTCAACCT AGG

FIG 1

(Ejemplo 2)
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|
Smal amH|

GGACACCTPG&AG’ICAGAAAGMTCATPGJGAG CCC&GCI‘GA'IGCAGA.CAGRGTCCTO\GC'R.’CCAGACTT CATGG CO\GRGAT'ITATAGGATCC 798

CC'IG‘IGGMCCCTCAGI‘CI"ITC CCAGPAACCCTCG}GCCMACPAOSK'!GICTGIAGGAGI‘OSAGGGFCXGMGD\G:GGI‘CI‘CI‘AMTATCCTAGG

FIG 2
(Ejemplo 2)
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FIG 3

(Ejemplo 5.2)
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C: Anticuerpo hC2
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FIG 6 (Ejemplo 11)
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A)

—— Espectro medido

—— Suma de ajustes —— Espectro medido
-—— Ajuste de Val CB-lamina -_— Syma de ajustes L
—— Ajuste de Val CB-aleatorio -—— Ajuste de Val CB-lamina

—— Ajuste de Val CB-aleatorio

7 @ 50 “© » 0 10 2 P 50 M 30 0 10
Desplazamiento quimico de "*C (ppm) Desplazamiento quimico de "*C (ppm)
B)
PBS C2 de raton
Resonancia . . .
31S0 (ppm) | FWHH (Hz) | %o deintens. | 5150 (opm) | FWHH (Hz) | % de intensidad
integral integral

Val CB - lamina 32.60 479 81.7 33.09 366 53.5

Val CB - aleatorio 30.27 200 18.3 30.27 340 46.5

A) Comparacion de espectros de 3C CPMAS y ajustes para fibras de amiloide $1-42 marcadas con U-
'3C Tyr10 y Val12 incubadas con PBS (izquierda; sirvié como control) o ACI-7-C2 (derecha) durante 24
hrs y después liofilizadas. Los ajustes para las dos conformaciones de Val12 Cf se muestran en verde
(lamina) y azul (cadena aleatoria). El maximo en ¢33 ppm corresponde a la conformacién de lamina
beta de las fibras, mientras el de 30 ppm es el resultado de la conformacién de cadena aleatoria.

B): Comparacion de los parametros ajustados para las dos conformaciones de Val 12 CB. Los
desplazamientos quimicos ajustados para las dos conformaciones son bastante similares, pero las
intensidades integrales son muy diferentes, lo que refleja una reduccion de la conformacion de lamina
beta original en aprox. un 35% (1-(53,5/81,7)). Esto esta de acuerdo con el valor obtenido de la medida
de fluorescencia.

FIG 7

(Ejemplo 12)
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D.0. Afinidad de unién de C2 humanizado en ELISA
14

@ hC2
@ IgG sin union

~ Péptido del epitopo Abeta1-42

FIG 8
(Ejemplo 12)
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FIG 9

(Ejemplo 13)
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Hindlll

AAGCTI‘A'IGMTATG@AA'ICC'IC'IGAATCI'ACA'IW'I'AAATATAGG'I'F'!GTCPATACCA(RAAQGAAAAACATGAGATCA&GITCTCICTACAG'['I‘A

N + s 4 - + -+ . : + : ¢ o 10

'I'I‘CGAATAC’ITATACGT'I'I‘AGGAGACX‘ TAGATGTACCAT'I'I'ATA'I’CYZAAACAGATATGG'IVI‘TPGI‘CTTTPTGTACTCI‘AGTGT CAAGAGAGATGTCAAT

IN(:Ol
CTGAGCA CACAGGA CCTCACCA TGGGA TGGAGCTGTATCATCCT CTT CT TGG TAGCAACAGC TACAGGTAAGGGGCT CACAG TAGCAGG CTTGAGGT CTG 20
d & 4 4. & 4 + I - ' " e Y 't 4 s 3 ot M

GACTCOGTGTGTCCTGGAGTGGTACCCTACCTCGACATAG TAGGAGAAGAACCATCGT TG TOGATGTCCATTC CCOGAGTGTCATOGTCCGAACT CCAGAC

MGWSCII{;FLVATAT
L SENAL l
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lBamHI Fgm

GGATCCTGGCAGAGTCTCACAGATGCIT Cl' GAGACAACATTTGCI’TICAMMATGMCCACACACATCCT NU\GATCTCAGC CACTT! CCCATG TTT CAT

CCT. AGGACCGTCT CAGAGTGTCTACGMGACTCI’GTI'GTMACGAAAGTI'I‘TTTAC'ITGGTGTGTGTAGGA‘I'I‘TCTAGAGTCGGTGAAGGGTACAMGTA

'I'I'I‘ATG'I'I'ACAG (‘AAACATCACMCAATCATI‘ CCT. ACAGATC.ACCACTGCATGTGATCAATAAMTAGTTNTGCAACAATGGTACTI’ATG}\TMTO\TC

AAATACAATGTCGT!TGTAGTG’I'I‘GTTAGTMGGATGTCI‘AGTGG'I‘GACGTACACTAGTTATT’I‘TATCAAAMCGTTGTI’ACCATGMTACI‘A'I’I‘AGTAG

T'!’I‘TATTGT’I']'ACAAATACTGCTTTACAATAGTTATTCGGTTGCACTGTTCATATTAGATTTC CMTTAGCTCAC'I'I‘AGGAACA’I‘MGTCCCI‘ CGMCAG

AAMTAACAAATGTI‘TATGACGAA}\TGTTATCMTMGCCMCGTGACMGTATMTCTAAAGGTI‘MTCGAGTGMTCCI‘TGTA’I‘TCAGGGAGCI'PGTC

CT CAGT(‘ATCTI"TTTCA'I'!‘CCI‘G'I'I'TCTATCCCCI'ACATC'FCI'I'T CCI"I'I‘GCAGACGACTATC’I’ CCI'ACA(."IGMACAGGAAAGCTAGCT’I'!'T ’I‘I'I"I'I‘TC

GI\GTCAGTAGAAMAGTAAGGACAMGATAGGGGATGTAGAGAMGGAMCGTC'H:C’I’GATAG)\GGA'I‘GTGAC'I"I'I‘GTCC‘I’I’I’ CGATCGMAAMAMAG

AGTGCTATTTAATTATTTCAATATCCTCTCATCAAATGTATTTAAATAACAAAAGCTCAACCAAAAAGAAAGAAATATGTAARTTCTTTCAGAGTAARAAT

ot

TCACGATARATTAATAAAGTTATAGGAGAGTAGTT TACATAAAT T TAT TG T TTTCGAGTTGGTTTTTCTTTCTTTATACATTAAGAAAGTCTCATTTTTA

CACACCCATGACCTGGCCACTGAGGGCTTGATCAATTCACTTTGAATTTGGCATTAAATACCATTAAGGTATATTAACTGATTTTAAAATAAGATATATT
N + 4 : + : + 3 : + —

GTGTGGGTACTGGACCGGTGACTCCCGAACTAGTTAAGTGAAACTTAAACCGTAATTTATGGTAATTCCATATAATTGACTAAAATTTTATTCTATATAA

CGTGAC CATG TTTTTAACT TTCAAAMTGTAG CTGCCAGTGTGTGA’IT’ITATXTCAGTIGTACAAAATATCTAMCCT ATAGCAATG'IGATTA}\TMMA

GCACI’GGTACMAAATTGAMGTI'I'XTACATCGACGGTCAC)\CACT AAAATMAGTCAACATGTT'ITATAGAT’ITGGATATCGTTACACI‘ MTTA‘I‘TI'!‘T

CTT AM(‘J\TA’I'I‘ITCCAGTACCI‘TMTTCTGTGATAGGAAAATH'I’AATCI‘GAGTATTITAATTTCATMTCTCPMAATAGT’ITMNATYTGTCATFG

GAA'!TI‘GTATMMGGTCA'IGGMTTMGACACI ATCCI’]TTAAAA'!TAGACI‘ CATMAATTAMG TA’I'I‘AGAGA‘]T'I'I'ATCAAATTACTMACAG TAAC

'!‘GT'I’GCTGTCGT’ITAC CCCAGC’PGATC'I‘ CAAAAGTGATATTTAAGGAGATPATTTPGGTCTGCAACAACTTGATAGGACTATH’PAGGGCCPTTITAAAG

ACAACGACAG CMATGGGGTCGACT AGAGmTCACFATMATTCCTCTMTAMACCAGACGTTGT‘IGAACX‘ATCCTGATAAMTCCCGGAAMATTTC

CTCTATTAAAACTAACTTACAACGATTCAAAACTGTTTTAAACTATTTCAAAATGAT TTTAGAGCCTTTTGAAAACTCTTTTAAACACTTTTTAAACTCT

" 3 +
——t- t t +

GAGATAATTTTGATTGAATGTTGCTAAGTTTTGACAAAATTTGATAAAGTTTTACTARAATCTCGGAAAACTTTTGAGAAAATTTGTGAAAAATTTGAGA

|EcoRI

ATTAMACFMTMGATAACI’PGAMTMTTTTCATCTCAMTACATTAACTGTTTAATGTTTAMTGCCAGATGMMATGTN\AGCTATCA)\GMTTC

TMH’I’I‘GA'ITA’I‘I‘CI‘A'!‘I‘GMCH‘TATTAMAGTACAG'I'I'I‘ATGTMﬂ‘GACMATTAmAmACGGTCFAmmACJ\mCGATAmCITMG

rcol

ACCCAGATAGGAGTATCTTCATAGCATGTTTTTCCCTGCTTATTTTCCAGTGATCACATTATTTTGCTACCATGGTTATTTTATACAATTATCTGAAAARA

TGGGTCTATCCTCATAGAAGTATCGTACAAAAAGGGACGAATAAAAGGTCACTAGTGTAATAAAACGATGGTACCAATAAAATATGTTAATAGACTTTTT

M’I‘TAGTIATGMGA‘!'TAAAAGAGAAGMAATA’I'I‘AAAC}\TAAG}\GATTC}\GTCﬂTCATGTTGAACTGCTI’GGTTAAC}\GTGMGTTAGmTAMMA

4

ﬂAATCAATAC’ITCI‘Mﬂ'I'TCTCTTCYﬂTATAAmGTATTCTC'I‘AAGTCAGAAAGTACMC‘!‘!‘GACGAACCAATTGTCAC‘ITCAATCAAAA’I'I“I'I"X"I‘

{?vuli
AAAAAAMCTAmch'rrATCAGcmmcrcccrmcrcTTGAmchCCAGCAAAAGATTmAmTACAm‘TAACTAcmCTCTCCCACCCA

e

‘l'l'l"I'lm'GATI\AAGACAATAGTCG}\CIGMGAGGGATAGACAACNAAGAGGGTCGmTCFAAGAATAAM‘[CTAAAATl‘GATGACGAGAGGGTGGGT

FIG 13-1
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ACGGGTGGAATCCCCCAGAGGGGGATTTCCAAGAGGCCACCTGGCACTTGCTGAGGGTCAGANGTCAAGCTAGCCACTTCCTCTTAGGCAGCTGGCCAAG
+ — + + 4 + + + + + + ——t

3
+

TGCCCACCTTAGGGGGTCTCCCCCTAAAGGTTCTCCGGTGGACCGTCAACGACTCCCAGTCTTCACTTCGATCGGTGAAGGAGAATCCGTCCACCGGTTC

ATTACAGTTGACCTCTCCTGGTATGGCTGAAAATTGCTGCATATGGTTACAGGCCTTGAGGCCTTTGGGAGGGCTTAGAGAGTTGCTGGAACAGTCAGAA
N : N + : M + . N : +

TAATGTCAACTGGAGAGGACCATACCGACTTTTAACGACGTATACCAATGTCCOGGAACT CCGGAAACCCTCCCGARTCTCTCAACGACCTTGTCAGTCTT

rstl rmfat:‘lal

GG'I'GGAGGGG (_‘I‘GACACCACCCAGGCG(‘J\GAGG(‘J\GGGCI‘CAGGGCCI‘GCPCICCAGGGAGGTH‘PAGCCCAGCCCAGCCAAAGTMCCCCCCGGAGCG

CCACCT! CCCCGACYG'IGGTGGGTCCGCGTCI‘ CCGTCCCGAGTCCCGGACGAGACGTCCCI‘C CAAMTCGGGTCGGGTCGG’ITTCA’I’[’GGGGGCCCI‘CGGA

i

G'I'I‘ATCCCAGCACAG’I’CCTGGAAGAGGCACAGGGGAAATAMAGCGGACGGAGGCI'ITCCITGACI’CAGCCGCFGCCPGGTC'ITCITCAGACCTGTTCIG

CAATAGGGTCGTGTCAGGACCI'I‘CTCCGTGTCCCC’['!'I‘A‘H'I'I‘C‘GCC’I’GCCPCCGAAAGGMCI‘GAGTCGGCGACGGACCAGAAGMGTC’ICGACAAGAC

lSphl

AA'!'!‘(.’!‘AAACI‘CTGAGGGGGTCGGATGACGTGGCO\TI‘CH’I‘GCCIAMGCATI‘GAG’I'FPACI’GCMGGTCAGAMAGCATG CAAAGCCCTCAGMTGGC

——f

T'I’AAGA’I"ITGAGACI‘CCCC CAGCC'I‘ AC‘IGCACCGGTAAGMACGGA’I’H‘CGTMCTCAMTGACG’ITCO\GTC’I'I‘TTCGTACG‘I'I‘TCGGGAGTCI'FACCG

[Sacl

TGCAAAGAGC!‘ CCAACAAAACAATI‘TAGMCITFATTMGGMTAGGGGGMGCFAGGAAGMACPCMMCATCAAGATWTAMTACGCHCYIGGTC

ACGTTTCTH CGAGG’I'I‘GTITTG'ITAAATCI'!’GMATMTFCC’ITATCCC CCTTCGATCCI'IC'ITTGAGTFTTGTAGTTCTMMTITATGCGAAGAACGG

'smu

TCC'I'TGCTATM‘I'I'ATCPGGGATAAGCATGC'PG'I"I'I'!‘C!CTC]‘GTCCCX‘MCATGCCCX’GNATPATCCGCAMCMCACAC CCAAGGGCAGAAC‘I‘I'I’GT

AGGAACGATATFMTAGACCC!‘A’ITCGTACGACAMAGACAGACAGGGAT!’GTACGGGACACTMTAGGCGN’I‘GTTGTGTGGG'ITCCCGTCI'!‘GMACA

P

TAC!'I'AMCACCATCCIGT‘I'PGC’I"I‘ CT'I'PCCI‘CAGGMCI’GTGGCPGCACCATCI’GTC!‘I‘CATCIT CCCGCCATCI’GATGAG CAG'I'I‘GAAATC‘I‘GGMCI’

ATGAA'!'I'I’G‘PGG‘I‘AGGACAMCGMGAMGGAGI‘CCI'IGACACCGACGTGGFAGACAGMGTAGMGGGCGGTAGACFAG‘CGTCAAQTIAGACCPNA

TVAAPSVPIFPPSDEQLKSGT

HuCK

LRy

f(mnl

GCC‘I‘CZ‘GTTG‘IWCCI‘GCPGMTMGT (.TATCCCAGAGAGG CCMAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGC C CTCCAATCGGGTMC!‘CC(.‘AGGAGAGTG

CGGAGACAACACACGGACGACITATPGMGATAGGGTCTCTCCGGT!TCATGTCACCPT CCACCI‘ATTGCGGGAGGTTAGCC CA'l'l‘GAGGGTCC'l‘ CTCAC

ASVVCLLNNFYPREAKVQHKVDNALOSGN‘SOES
HUCK

TCACAGAGCAGGACAGCMGGACAGCACCTACAGCCI’ CAGCAG CACCCTGACGCI’GAGCAAAGCAGACIACGAGAMCACAAAGTCTACGCCI‘GCGMGT

AGTGTCI‘CGTCCPGTNTTCCPGTCGTGGATGTCGGAGTCGTCGTGGGACPGCGACYCGTTTCGTCI‘GATGCI'CTI'I‘GTGTI‘TCAGATGCGGACCC‘HCA

VTEQDS KD STYSULS S TULTULS KA ADTYTEIZKHIE KV VYA ATCEV

HuCK
‘Sacl

CACCCATCAGGGCCICAGCTCGCCCGTQCAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTG‘ITAGAGGGAGAAGTGCCCC(‘J\CCTGCI‘C CPCAGTTCCAGC(.'I’GACC

GTGGGTAGTCCCGGACTCGAGCGGGCAGTGTTPCTCGMGNGTCCCCPCTCACAATCPCCCFCITCACGGGGGTGGACGAGGAGTCAAGGTCGGACICG

T H Q G L $§$ S P VT K S F NRGTETC
HuCK J
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CCCTCCCATCCTTTGGCCTCTGACCCTTTTTCCACAGGGGACCTACCCCTATTGCGGTCCTCCAGCTCATCTTTCACCTCACCCCCCTCCTCCTCCTTGG

+

N—

GGGAGGGTAGGAAACCGGAGACTGGGAAAAAGGTGTCCCCTGGATGGGGATAACGCCAGGAGGTCGAGTAGAAAGTGGAGTGGGGGGAGGAGGAGGAACC

CTTTAATTATGCTAATGTTGGAGGAGAATGAATAAATAAAGTGAATCTTTGCACCTGTGGTTTCTCTCTTTCCTCATTTAATAATTATTATCTGTTGTTT

GAAATTAATACGATTACAACCTCCTCTTACTTATTTATTTCACTTAGAAACGTGGACACCAAAGAGAGAAAGGAGTAAATTATTAATAATAGACAACARA

TACCAACT. ACT CAA'I"I‘TC]‘CIT ATMGGGACTAMTATGTAGTCATCCTMGGCGCATAACCATTIATAAMATCATCCI’T CA'ITCTAT'I"ITACCCT ATC

ATGGT]‘GATGAGTTAAAGAGAATATTCCCTGATN‘ATACATCAGTAGGATTCCGCGTA'ITGGTAAATA‘!‘T'I'ITAGI‘AGGMGTMG}\TAMATGGGATAG

{dcql

ATCCTCTGCAAGACAGTCCTCCCTCAAACCCACAAGCCTTCTGTCCTCACAGTCCCCTGGGCCATGGTAGGAGAGACTTGCTTCCTTGTTTTCCCCTCCT
+ - 4 + 4 + N N N . N N . + 4

TAGGAGACGTTCTGTCAGGAGGGAGTTTGGGTGTTCGGAAGACAGGAGTGTCAGGGGACCCGGTACCATCCTCTCTGAACGAAGGAACAAAAGGGGAGGA

CAGCAAGC CCI‘CATAGTCC‘ITI'TTAAGGG'ICACAGGTC’!'I‘ACAGTCATATATCC'I'H‘GA'I'I'CAATI‘CCCI‘GAGMTCMCCAAAGCAAA’I'I'I'I‘TCAMAG

GTCGT’I'mGGAGTATCAGGAAAAATTCCCAC‘I’GTCCAGMTGTCAGTATATAGGAAAC’I‘AAG’I'I‘AAGGGACPC'I'I‘AGTI‘GG'I'I'TCGT!'I'AAAAAGT'H'I‘C

AAGAAACCTGCTATAAAGAGAATCATTCATTGCAACATGATATAAAATARCAACACAATAAAAGCAATTAAATAAACAAACAATAGGGAAATGTTTAAGT

+ + + + +
+ + t + t + T

TTCTTTGGACGATATTTCTCTTAGTAAGTAACGTTGTACTATATTTTAT TG TTGTGTTATTTTCGTTARTTTAT I TGTTTGTTATCCCTTTACAAATTCA

TCATCATGGTAC 'I'U\GACITMTGGAATGTCA'IGCCI'!‘A’I'I‘TACA'I'I'I‘TI‘AAACAGGTAC!‘ 'GAGGGACT CCIGTCI‘GCCAAGGGCCGT A’I'I‘GAGTA(_T'IT

AGTAGTAC CATGAATCTGAA'ITACCTTACAGTACGGMTMJ\'I’GTAAAAAT‘ITGTCCA‘I’GACT CCCT! GAGGACAGACGGTTCCCGGCATAACI‘CATGAAA

CCACAACCT, N-\T’ITMT CCACACTATACI‘GTGAGATTAAAAACATTCATJ‘MMTGTIG CAAAGGTT CI'ATAAAG CI'GAGAGACMATATA‘I'I‘CI‘ ATA)\C

GGTGTTGGATI’AAA'ITAGGTGTGATATGACACTCI’AAT‘I’]'ITGTAAGIAATT‘ITACAACGT‘!'I'CCAAGATA'ITTCGACT (.'I‘CI'G'ITTATATAAGATA’I'I‘G

f(bal

TCAGCAATCCCACTTCTAGATGACTGAGTGTCCCCACCCACCAAAAAACTATGCAAGAATGTTCAAAGCAGCTTTATTTACAAAAGCCAAAAATTGGAAA
+ + + N + 4 4 N + "

AGTCGTTAGGGTGAAGATCTACTGACTCACAGGGGTGGGTGGTTTTTTGATACGTTCTTACAAGTTTCGTCGARATAAATGTTTTCGGTTTTTAACCTTT

TAGCCCGATTGTCCAACAA'I‘AGMTGAGTI‘A’XTAAACI‘GTGGTATGTITATA(‘J\'ITAGMTACCCAATGAGGAGAA’I'I‘MCAAGCTACAA(.‘I’ATACCTAC

ATCGGGCT. AACAGGTTGTX‘ATC TIACI‘CAATAA‘I'I‘TGACAC CATA CAAATA’I‘GTMTCI"I‘ATGGG‘I’I‘ ACI‘ CCT mmnmcmmmxmmaxrc

TCACACAGATGMTCI‘ CATAAAMTAATGTI‘ACATMGAGAMCFCAATGCMAAGATA’]G'I'I'(.'IGTATG’I‘['I‘I‘CATCCATATAAAGTI‘CAAAACCAGGT

AGTGTGTCT: AC'I'TAGAGTATI‘TTI’A’!TACAATGTA'ITCI‘CI"ITGAGHACGTWTCTATACAAGAOATACMAAGTAGGTATAT’!‘I'CAAG'l'I'I"IGGTCCA

MAMTMAGTTAGAAATNGGATGGAMTIACFCTYAGCPGGGGGTGGGCGAG 'ITAGTGC C'I‘GGGAGMGACMGAAGGGGCTTCTGGGGT CTTGGTAA

+ +

1'1'1‘1'!‘)\1'!‘1‘CAATC'I"!'I‘MACC‘!‘ACCI'I'TAATGAGAATCGACCCCCACCCG CTCMTCACGGACCCI‘ CI’I‘CTG'ITCI‘TCCCCGAAGACCCO-\GAAC CATT

P

'ICTI‘('PG'!‘I‘CCI‘CG’I‘GTGGGGT TGTGCAG‘ITATGATCI‘GTGCAL'I‘G‘IT C'PGTATACACA'H‘AN crrmmrucrrmcmmmcmmmz\cc

ACAAGACAAGGAGCACACCCCAACACGTCAATACI‘AGACACG'l’GACAAGACATA’l‘GTGTAATACGMGT!"ITATI’GAAGTGTAT!TC’ITGTAGMTA’K}G

ull

CAGTD\ATAGATAGMGAGGAATMGTAATAGGTCAAGACCATGCAGCTGGTAAGTGGGGGGGC CTGGGATCAAATAGCTACCTGCCTMTCCTGCCCTC

GTCAA'ITATCI‘ATC'I'TCPCC.'X'I‘ATTCA'!'I‘ATCCAGITCTGGTACGTCGACCA‘ITCACCCCCCCGGACCCI‘ AG'I'I‘TATCGATGGACGGAT‘I‘I\GGACGGGAG
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TTGAGCCCTGAATGAGTCTGCCTTCCAGGGCTCAAGGTGCTCAACAAAACAACAGGCCTGCTATTT TCCTGGCATCTGTGCCCTGTTTGGCTAGCTAGGA

+ + 3 & + 3
t -t t + + * \ +

AACTCGGGACTTACTCAGACGGAAGGTCCOGAGT TCCACGAGTTGTTTTGTTGTCCGGACGATAAAAGGACCGTAGACACGGGACAAACCGATCGATCCT

GCACACATACATAGAAATTAAATGAAACAGACCT TCAGCAAGGGGACAGAGGACAGAATTAACCTTGCCCAGACACTGGARACCCATGTATGAACACTCA
+ 4 + + + + N : N N +

CGTGTGTATGTATCTTTAATTTACT TTGTCTGGAAGTCGTTCCCCTGTCTCCTGTCT TAAT TGGAACGGGTCTGTGACCTTTGGGTACATACTTGTGAGT

CANﬂTGGGAAGGGGGAAGGGCACATGTAMTGAGGACPCﬂ'CCI'CATTCPATGGGGCAC'I‘C'I‘GGCCCTGCCCC'I‘ CT CRGCTACTCATCCATCCMCAC

GTAG\MCCCI'T CCCCC'I‘TCCCGTGTACATTTACTCCTGAGMGGAGTMGATACCCCGTGAGACCGGGACGGGGAGAGTCGATGAGTAGGTAGGTTGTG

f(mnl
ACCTTTCTAAGTACCTCTCTCTGCCTACACTCTGAAGGGGTTCAGGAGTAACTAACACAGCATCCCTTCCCTCAAATGACTGACCATCCCTTTGTCCTGE
+

— n + M N 3 3 + + 3 ——
T

t + t +
TGGAAAGATTCATGGAGAGAGACGGATGTGAGACTTCCCCAAGTCCTCATTGAT TG TGTCG TAGGGAAGGGAGTTTACTGACTGGTAGGGAAACAGGACG

T'I‘TG'I‘TTTTCTTTC(‘AGTCAGTACTGGGAAAGTGGGGAAGGACAGTCATGGAMMCTACATAAGGMGCACCTTGCCCITCPGCCT CITGAGMTGTN

+ +

M)\CAAAAAG}\MGGTCAGTCATGAC CCI'TTCAC CCCTTCC!'GTCAGTACCTT’I‘I‘TGATGTATTCCITCGTGGAACGGGAAGACGGAGMCICITACAAC

ATGAGTAT CAMTCI"I'I‘CAAAC’I‘T TGGAGGTTTGAGTAGGGGTGAGACT CAGTAATGTCCC'I'!‘CCAATGACATGAAC'I'IGC’I’CACFCATCCCPGGGGGCC

4

TAC'['CATAGT‘!‘TAGAAAGTI’TGAMCCI‘CCAAACTCATCCCCACI’CI‘GAGTC\TTACAGGGAAGGTTACX’GTACTTGAACGAG‘PGAGTAGGGACCCCCGG

|EO0RI

AAA'['I‘GAACMTCAAAGGCAGGCATAATCCAG’I‘TATGAATTCAAACCTTC['!‘CTCAGAAGATAACACI‘CI‘GAAGGGMACCCACCCATMCCI‘MGCAAG

T’I’I‘N\CT'I‘G’I’I')\GTTTCCGTCCGTA'I’I‘AGG‘PCAATACPTAAG‘I'I’TGGAAGAAGAGTCH‘CI’ATTGTGAGACI’TCCCK’ TTGGGTGGGTATTGGATTCGTTC

rstl

TGMGACAGGTGCI‘ G CAGGI." GGAAT 'I‘GTGT 'CCTT ('AAAAAGGTATGCI‘ CAACI’ CCT TG(_T CTFGGTACI'CATAAATGGGTCACATAMTGTGAC[’I‘TA'IT

ACTT CI'GTCCACGACGT CCAC(.'I‘TMCACAGGAAGN‘TTTCCATACGAGTPGAGGAACGAGAACCI\'IG}\GTAT’I'!‘ACCCAGTGIATI‘TACACFGAAATAA

TGGAAATAGGGTCT TTGCAGAGGTAATCAAGTCAAAATTAGGTCATACTGAAATGTTTGTGAGGATGOGGTGAAAATGGATCATTCATATATTGCTGGTG

+ "
+ t A

ACCTTTATCCCAGAAACGTCTCCATTAGTTCAGTTTTAATCCAGTATGACTTTACAAACACTCCTACGCCACTTTTACCTAGTAAGTATATAACGACCAC

f(bal
GGMTATAMAGGGTATAGC[‘ACICPAGAMATAGTTGTCAGT!TCITGAMCTAMGAAAAGACI\CCF ACCATATGACCCAGGM’I‘TGTACI‘ CCTTG

+ + $ + 4

CCPTATATHTCCCATATCGATGAGATCFTTT)\T CAACAGTCAMGMCTT'I‘TTGATTNTTTTC']‘GTGGATGGTATACI‘GGGTCC!TMCATGAGGMC

-
GGAATTTACCCCCAGGAAATAAAAACTTATGTCCACACAGAACCCATACATGATTGTTCACAGCAGCTTTATTTGTTGTAGCCAAAGCTAGAAAGAGCCA
3 + 3 : + 4 + : + 4+ - + +

CCTTAAATGGGGGTCCTTTATTTTTGAATACAGG TGTGTCT TGGGTATGTACTAACAAGTGTCGTCGAAATARACAACATCGGTTTCGATCTTTCTCGGT

ACCCATCCCTG\ATAGGCMC!‘AGCCTMCAMT TGTAATATATCCATGCCATAGAATGCI‘ATGAGGCAATAAAAAGGMCGMGTGTX‘GATACAGAGM

TGGGTAGGGAGTTATCCG'H‘GATCGGATTGTTTAACAT!‘ATATAGGTACGGTATCTTACCATACI‘CCG'ITATTTI‘TCCY!‘GCITCACAACI‘ATGTCI‘C’IT

CPGGAGTGA’I‘TCTGMGGACT’!‘TCTAC’!‘GAGT GAMAMGCCAATCI‘GAAAGGGTCAO\TACCATG‘!’GATTCCX’!'I‘TATGTMCATPGTTGAAGTGACM

GACCTCACTAAGACTTCC’N:MAGATGACTCACI'mT'!’CGG'I'I‘AGAC'l‘TTCCCAGTGTATGGTAC)\CTAAGGAMATACATTGTAACAACN‘Q\C‘TGTI‘
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{(rrlml Fglll

AATTATAGGGATAGAGAACAGATTCTGGTTGCCAGGGG TTAGGGTGGTGGAGAAAGAAGAGTAGGCGAAACTATAAAGGGAGATCTTTGTGATCATGGGA 53¢
. . + + 4 - 4 + + + + 4 + + + +

TTAATATCCCTATCTCTTGTCTAAGACCAACGGTCCCCAATCCCACCACCTCTTTCTTCTCATCCGCTTTGATATTTCCCTCTAGARACACTAGTACCCT

bal

TMATCTGTATC‘I‘I‘GATPGCAGTGGTAGTPGCAGGCATCTAGACATGTGATAAMTGACJ\TAGMCTGTACACACI'I‘ATT'I'PATCAATGTCAAAT!‘CI'I‘G sac

A’I'I‘TAGACATAGAAC'I'AACGTCACCATCMCGTCCGTAGATCTGTACACTA'!'I'I'I‘ACTGTATCI’TGAC)\TG’IGTGAATAAAATAGTTACAGTTTAAGMC

sgl

GTTTTAATATCGTACTGTAATTACGTAAGAAGTAACCAACAGGAGAARCTGGGTGCAGGACACATCAGACCTCTGTGCTTTATATCCTGTCTTTGCTACT ss¢

CAAAATTATAGCATGACATTAATGCATTCTTCATTGGTTGTCCTCTTTGACCCACGTCCTGTGTAGTCTGGAGACACGAAATATAGGACAGAAACGATGA

TTCTGTGAATCTATAATTATTTCCAAATAATTTTTTTAAACTTTTTTTTTATGCTGGATCG 5561
+ 3 4 N " N

AAGACACTTAGATATTAATAAAGGTTTATTAAAAAAATTTGAAAAAAAAATACCGACCTAGC
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——BamH1
al

GGAT CCT CTAGATT GAG CT TTC TGGGG CAGGC CAGGC CT GAC CT TGG CT GGG GG CAG GG AGG GG GCT AR GGT GA OGCAGGTG GCGCCAG OCCAGG TGCACA
+ 4 +- + 4 i 4 + 't s

I 4 N +
t t T \ + 1 + + t + t T +
CCTAGGAGATCTAA CTCGAAAGACCCCGT COGGT COGGA CTGGAACCGA CCCOCGTC CCTCCCCOGATT CCACT GOG TCCAC CG OGG TCGGT CCACG TG T

CCCAATG CCCATGAGCC CAGACACTGGACCCTGCATGGA CCA TCGOGGA TAGAC ARG AA COGAGGGG OC TCT GCGCC CT GGG CCCAGCTCIGTCCCACAC

; P S ' + + + 4 +
GGGTTACGGGTACT OGGGT CTG TGACCTGGGA QG TAC CT GGT AG CGC CT ATC TG TTC TT GGC TC CCCGG AGA OG OGGGA CCC GG GTCGAGACAGGGT GTG

CX:G:GI‘CACA‘ICCCACCAC crcrcmmccncmcmmccccowcccrcrrcccccmccccccrccrccmmmccrcccmmacmccnc

+ + . + N + +
GCGCO\GTGTAC(I;MTGGAGAGMCGP(BAAGGK}GI"ICC(X}GGI'AGGCAGAMX}OZG\CG}&GGAGEAG?TCI‘AGC!GGACX;CTCTG:TCMGCG
IASTKGPSVPPL%H'PCSRSTSESTAA

a

CCTGGGC TG CCT GG TCAAGGAC TACTT CCOOGAA OCGGT GACGG TGT OG TGGAA CTCAGGOG CCCTGAC CAG OGGOG TG CACACCTTOCOGG CTGTCCTA

+ + t 1 + + t t + + + + +
GGACCOGACGGA CCAGT TCCTGAT GAAGGGGC TT GGC CA CTGCCACAGCACCTT GAG TCOGCGGGAC TG GTCGC OGCACGTG TGGAARGGGCCGACAGGAT
L G CL V KDY F P E PV TV SC:1 N § GA LTS GV HTVPFP P A VL

——BstEll

CAGI‘CY.‘I‘CAGGACI‘ CTACT CCCTCAGCAGG?PGSWCCGIGCCCICCAGCAGCTIG&OKCGAAGACCTACACCI'GCRACIETAGATGO\AG:CO\GCA

GI‘O\&AGTCCI‘GAGATGAG}GAGT&TCGG\CCACIG;QCG}GAGGPG?I‘O:MCCCG‘IGCPTCI‘G}A’IG’IGG\CGI"ICCATCI’AGI’GTP@WT03'1‘
QSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPS

mmmmmmmmmmmmmmmmmm@mc@rmmcrccummcsmmcccmcmccmcncmcccmccr

mmcrrccmcncmmx\cmmmccmmm'rccmcmrcccnmmccaccrmecrcccmmemmmccmmmecc&cmh
N T K V.D KR V
CH1 1

—Sphi

GI‘GCAGCCCQGCCQGGGGGCAAWQTCCCCG\TCTGI‘CTCCPCACCG}GAG}CCI‘C!GACCACCC(‘ACTCAN CI‘(IGG:AGA&GR:‘!TCIGGAT

mo:;lmcccrccccrcc(:cxtcrmcrmcccmm CAGAGGAG’IGG?CCI‘ CWGAGRC’I‘GGXG(ISGIGAGTACGAGICCCTWCCCAGMGACCTA
TTTT CU\CCAGSCFCW(BG\G&AO\GGCIGGAWCCI: (.'I'ACCCQGGCCCNCECATAQGGMCAGGICCI‘GWCI‘CAGACCR}CCAAGRGCCATAT

+ $ + + +

MMWTGGTCCGAGGCCCGI’CGSWCCGACCFACXSCK} G\T(I;Wl‘CCG}GACGQ}T&TG]‘ CCC(I}TCG\CGA mcmc'mmcncccrrcrcccm\'m

O

CC&GAGGACCC‘IGCCCCTGACCI'ARGCCD\CGSQ\AAGGCCMACI‘C’X‘CCACX‘CCCTCAGCTCAGAOACCITCTCP&TCCCAGAT&ATCNAGI‘MC

cscccrccrcscnccccmm GJ\'ITCGGGI‘GG;GI‘I’TC GBHIGAGAWPGA@AGTGAGWI‘GF@AAGAGM};ACI;GI'CI‘AGC'I’AGACTO\TI‘G

I3

[-®

TCCCMTCI'TCI‘CI‘CIGG\GAGTCCAAATATGGI‘CYCCCGXGNC&QTGCCCA&TAAGCO\ACCG\GGCCY(SCmAGCI'CM(I}CWGACAGG

AG@TPAGAAGAGRGACGTC!CAGG’ITTATACG\MGMCACAGG&GI‘ACBGGTCCATTQ:GI‘“}GGFCCI?GAG&}CBI\&TCGAGTTCCGCCCIGTCC
(E 8§ K Y G P P CPPC P
HINGE

J
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TGCCCTAGA GTAGCCTGCATCCAG GGA CAGGC CCCAGCCGGG TG CTGACGCA TCCACCT CCATC TCT TCCTCAG CACCT GAGTT CCTGGGGGGACCATCA
4 4 L . 4 + 4

+ ¢ + + 1 + + + n 3 -
T Y T

ACGGGAT CT CAT CGGACGTAGG TC CCT GT COGGGGTC GG OCCACGAC TG OGT AGGTGGAGGT AGAGA AGGAG TCGTGGA CTCAAGGA CCOOCCTGGTAGT
(A P E F CL G G P 8§

GI‘CI'TCC’IC'I'I’CCCCCCAAMC CCAAGGAO\CTCTCATGATCTCMGACCCCI‘GAGGF G\CG’I‘GQ} TGGIGGI‘GGACCTGAGC CAGGAAGACCCOSAGG

CAGAACSACAAGG}GGGTTTI‘GGGTICCT(-’IGAGAGTACTAGAGGGCCTGGGGACI‘C(‘AGIGU\G}CACG\CCACCIGCACFWGFCCTTCI@GSCTCC
_VFLFPPKPKDTLMISR“:I‘PEVTCVVVDVSQEDPE

TCCAGTT O\ACI‘&;TACGI‘GGA'ICGCBmGAGGI‘G@TAAN(.CMGACMAGCCOCGGGAGGAG&G?WCAGCACGPACCGICTGGPCAGWPCCT

+- l 4 l +- + L re l + l +
AGGI‘QAGI'TGACCA'ICCJ\CCI‘ACGPCACCI‘CG\G?I‘ATTACGGT[‘CTGTTTGSG(SCCCPCCTCUPGAGTTCT&NQTGGO\CACCAGNGG\&A
VQPNWYVDGVEVHNAKTMMKPREEQPNSTYRVVSVL

CACCGICCFGCT\CCAGSACTGGCF&AGGG\AGGAGTAO\AGTGCAAGGICTCCAACAMGGCCI‘CCCGI‘CCI‘CU\TCGAGMAACQTCI‘GZMAGCC

GI'G:O\GGAWI‘(I:TCCTGACCGACKTGC(I?TTCCPCATGPTO\WFTCO\GAGGITGFITC@GPGWCAGGAGGTAGCI‘C'!TTTGGTA@(XHTI‘G;G
TVLHQDWLNGKBYKCKS.Y“SNKGLPSSIEKTISKA

MAGG‘ICGGACCCACWGGTCCGACMCCAU\NGACAGAGGTCAGCTCWCCA&CTCICCCCICCSAGX‘GACG:CPGIGCCAACCTCI’G‘PCCCJ‘ACA

+ } + + + + +

TFTC(B\CCCT\}}GFGCCCCACECI‘ cccecmncmrcmcm TG}AGCCGGGMGRGACG;GACCCTCACT&CGACACGGT'IGGAGACAGG;ANT

- c»l
eGGCAGccca:AGAGCCACAGGmTACACccrscccccnrccmocnecmmmcmmccmcmmccrcnccrcccmmmcn'cmcc

ccccrmccccrcrcscmmcncnmmechcsceccrmcrccrccmmmnmecmmmmmchcccmmsnmcmmc
lG('.)PREF’QVY‘I‘LPPS()ECEM'I'KNQVSI..TCL\IKGl"l

CCAGO&\CAT(,C CCGIGGAGPG&:AGAGCAAT&GC&GC@GAGMCMCPAO\AGACCACGCCTCCCG'!fCTCGATTC(I}A(I!GCI‘ CC'I'IC'I‘I‘CCI’CI‘A

GGTCGCTGI‘AGCG}CACCT@CLCTCPGSTTACCCGPCGGCCTCTPSTPGATGFTCIGG'ICCGGA&GCMAGCI'AAGGCTGCG}AGGAAGAACX}AGAT
PSDIAVEHE:SNGQPENN'_U_.YKTTPPVLDSDGSFFLY

c

CAGCA&C‘TMCCGTGGACAAGAG@GGTG}CAGGAGGGGAA‘K}TCI‘TCTO\’ICCICCEEANG\TGh(X;CTCTGCACAACO\C!’AGO\CAGMGAGC

.+l
G'I‘CSTCCGA'I’IGGCACCTG'!TCTCG'I’CGC(!STCCK’CCCC!TACAGAAGAGPACGAGGCACEACGIACFC{GRGA&NTIGGFG\TGFGPGTCTTCTCG
SRLTVDKSRNQEGNVFCHSJCSVHHBALHNHYTQKS

™
E
a

CrCl‘CCC‘ICTCI‘CTGGGTZ\MTGAGIGCCAMGCCCECAAGCCC(I!.‘r@C&GEGGCTCMGGGXCGCGG:AGGATMGCWTACCCGMACA

cmacxx;ncnmmca:AmAcrmccschu:scccr'rccmecc&\mccccmmmcca\cmcscmcmccmcccmcmcscccmmr
L § L S L G K
CH3 )

]

TA(.‘I‘TCCO\G}CACCCAGCA‘RSGAMTMAGCACCQCCACI'GCmmmmm@@mmmmﬂﬂf@mmm@mﬂmmG

4 4 $ $

ATGAAGSGTCW'ICGGI‘ CGTACC]"ITA'!'I’TW’IGGGTGG’IGA&@ACCGEG;AOACI‘CI’GACACFACO\AGAMGGPGCCO\GX‘CG}GCFO\GACTCC

CCTGAGTGA CATGAGGGAGGCAGATCC 2027

GGACTCACTGTACTCCCTCOGTCTAGG

==
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Cartografia de epitopos hC2_NC_20060505

O Antic. De contr. _ L

1anc2 J I 1

D.O.
O = N W a W

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 32 33 1- -
42 42
Numero de péptido

Figura 1. hC2 se une a los péptidos 12, 13, 14, 15y 16 de la biblioteca de péptidos AB1-42.

La unioén de hC2 a péptidos soapantes de AB1-42 se analizé mediante ELISA. La unién a AB1-42 completo y
la unién de un anticuerpo quimérico sin union (anticuerpo de control) se usé como controles positivos y
negativos, respectivamente. El nimero de péptido corresponde al aminoacido de la secuencia de AB1-42 en
el que comienza el péptido. Los resultados se expresan como D.O.

Cartografia de epitopos hC2_NC_20060519

p12-20 A2 A13 A4 AtS A16 A7 A18 A9 A20 p1-42
Péptido

Figura 2. La unién de hC2 a AB 12-20 es completamente dependiente de los aa 16, 17,19y 20 y
parcialmente dependiente de los aa 14, 15y 18.

La union de hC2 a AB 12-20 y AB 12-20 con alaninas susituidas se analizé mediante ELISA. La unién al AR
1-42 completo se us6 como control positivo. EI nimero corresponde al aa que esta sustituido por alanina.
Los resultados se expresan como D.O.

Cartografia de epitopos hC2_NC_20060925-26

2.5 1

24

i I [ll I

p13-21 pvs—znam p14-22  p14-22A22 pI52D p1523A23 1-42
Numero de péptido

Figura 3. La unién de hC2 a AB 15-23 es dependiente del aa 23 y parcialmente del aa 21 y ligeramente
dependiente del aa 22.

La unién de hC2 a AB 13-21, 14-22 0 15-23 y a 13-21G21,14-22A22 o0 15-23A23 se analizé6 mediante ELISA.
La unioén al AR 1-42 completo se us6 como control positivo. Los resultados se expresan como D.O.
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Anticuerpo: MABT5102

QOO rmmmemem e e e

% de inhibicion
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Proporcion molar (anticuerpo:ApR1-42)
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Proporcion molar (anticuerpo:ApR1-42)
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