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DESCRIPCION
Anticuerpos de dominio individual capaces de modular la actividad BACE1
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos de dominio individual con una especificidad para BACE1. Mas
especificamente, la invencion proporciona anticuerpos de dominio variable individual procedentes de camélidos que
se unen a BACE1 y que son capaces de inhibir la actividad de BACE1. Dichos anticuerpos se pueden usar para
aplicaciones de investigacion y médicas. Aplicaciones especificas incluyen el uso de anticuerpos especificos de
BACE1 para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer ("AD") es una enfermedad neurodegenerativa devastadora que afecta a millones de
pacientes de edad avanzada a lo largo del mundo y es la causa mas comun atencion sanitaria doméstica. La AD se
caracteriza clinicamente por la pérdida progresiva de memoria, orientacién, funcién cognitiva, juicio y estabilidad
emocional. Al aumentar la edad, el riesgo de desarrollar AD aumenta exponencialmente, de manera que a los 85
anos aproximadamente se ve afectado un 20-40 % de la poblacion. La memoria y la funcion cognitiva se deterioran
rapidamente en los 5 primeros afios posteriores al diagnostico de una disfuncién de leve a moderada y la muerte
debida a complicaciones de la enfermedad es una consecuencia inevitable. El diagnostico definitivo de AD
Unicamente se puede hacer después de la muerte, basandose en un examen histopatolégico del tejido cerebral del
paciente. Dos contrastes histolégicos de AD son la presencia de ovillos neurofibrilares de proteina tau
hiperfosforilada y de placas amiloides proteinicas, ambos en el interior de la corteza cerebral de los pacientes con
AD. Las placas amiloides estan compuestas principalmente por un péptido de 37 a 43 amino&cidos designado beta-
amiloide, también referido como beta-amiloide, amiloide beta o Abeta. Ahora esté claro que el péptido Abeta procede
de una proteina de membrana integral de tipo 1, llamada proteina precursora de beta amiloide (también referida
como APP) a través de dos eventos proteoliticos secuenciales. En primer lugar, se hidroliza la APP en el sitio N-
terminal de la hélice alfa transmembrana por medio de una enzima proteolitica especifica denominada beta-
secretasa (la proteasa BACE1 unida a membrana). El producto N-terminal soluble de este evento de escision
difunde fuera de la membrana, dejando atras el producto de escisién C-terminal asociado a membrana, denominado
C99. Posteriormente se hidroliza de manera adicional la proteina C99 dentro de la hélice alfa transmembrana por
medio de una enzima proteolitica especifica referida como gamma-secretasa. Este segundo evento de escision
libera el péptido Abeta y deja un "raigén" asociado a membrana. El péptido Abeta generado de este modo se
segrega desde la célula al interior de la matriz extracelular donde forma finalmente las placas amiloides asociadas
con AD. A pesar de la investigacion intensa durante los Ultimos 100 afos, el prondstico de los pacientes con AD es
aun el mismo que la de los pacientes hace un siglo, ya que no existe aln ninguna cura real disponible. Existen dos
tipos de farmacos aprobados por la U.S. Food and Drug Administration y se usan actualmente en el ambito clinico
para tratar AD: inhibidores de acetilcolinesterasa (AchE) y memantina. Existe una amplia evidencia en la técnica de
que el péptido amiloide beta, el principal componente de las placas amiloides que son especificas de la etiologia de
AD, juega un papel fundamental en el desarrollo de la enfermedad de AD. Por tanto, uno de las estrategias mas
favoritas para decrecer AB consiste en disminuir su produccién por medio de inhibidores de y- y B-secretasa. Una
estrategia fue el desarrollo de inhibidores de gamma-secretasa sin embargo dichos inhibidores con frecuencia tienen
como resultado efectos secundarios graves ya que la gamma-secretasa esta implicada en el procesado proteolitico
de al menos 30 proteinas. Otra estrategia atractiva es el desarrollo de inhibidores de BACE1. BACE1 se produce
como un prepropéptido. El péptido de sefial de 21 amino&cidos produce la translocacién de la proteasa al RE donde
el péptido senal se escinde y desde donde BACE1 se dirige después a la superficie celular. Tras su paso a través de
la red trans-Golgi trans (TGN), parte de BACE1 se dirige a la superficie celular desde donde se introduce en el
interior de los compartimientos endosémicos proximales. Posteriormente, BACE1 bien penetra en una ruta directa de
reciclaje hasta la superficie celular o bien se dirige a las vesiculas endosémicas lejanas destinadas para los
lisosomas o para la TGN. En la TGN podria re-transportarse a la membrana celular. Debido a su prolongada
semivida y a su rapida tasa de reciclaje, BACE1 madura puede ir en ciclos multiples veces entre la superficie celular,
el sistema endosémico y la TGN durante el transcurso de su vida util. El documento US20060034848 divulga la
interaccion entre BACE1 y LRP y estrategias para interferir con esta interaccién para el desarrollo de inhibidores de
BACE1. Hussain | y cols. (2007) J. Neurochem. 100: 802-809 divulga un inhibidor de BACE1 no peptidico. En la
presente invencion los autores de la invencion buscaron desarrollar inhibidores alternativos de la actividad de
BACE1 a través de la generacion de anticuerpos de cadena individual con especificidad por BACE1. En la coleccién
resultante de aglutinantes de BACE1 los autores de la invencion han identificado inhibidores de BACE1. En
particular, estos anticuerpos de camélido especificos de BACE1 capaces de inhibir la actividad de BACE1 se pueden
usar para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Figuras
Figura 1: alineacion de la secuencia de aminoacidos del dominio variable de los HCAb de dromedario especificos de

BACE1 (SEC ID N.%%: 1-14 y SEC ID N.%: 38-43). Los residuos distintivos de VuH (F/Y37, E/Qus, Ras y Ga7) estan
indicados en negrita, mientras que los residuos caracteristicos de un resto-VH (L11, Va7, Gas, Las y Waz) estan
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marcados en cursiva. Los residuos de cisteina diferentes de los Cg2 y Cz candnicos estan subrayados. La
numeracion y el agrupamiento de los residuos bien en el armazoén o en sus regiones CDR son como se definen por
Kabat (Kabat y cols., 1991).

Figura 2: Capacidad de los diferentes aglutinantes de BACE1 para reconocer su antigeno.

A. Un diagrama RaPID que representa los valores de velocidad cinética kon (M's™) y kot () para las interacciones
nanoanticuerpo-inmundgeno segun se determina por medio de resonancia de plasmoén superficial (BlAcore). La
proporcion de kot con respecto a kon proporciona la constante de disociacion o Kp. Se midieron las constantes
cinéticas a pH 7,0 (puntos negros) y pH 5,0 (puntos rojos). La mayoria de los aglutinantes de BACET1 tienen valores
de Kp entre 10 y 100 nM en ambas condiciones de pH.

B. Capacidad de los diferentes aglutinantes de BACE1 para extraer BACE1 a partir de lisados celulares. Se
incubaron células SOS sometidas a transfeccién con BACE1 con cantidades iguales (2 pg) de los diversos
nanoanticuerpos anti-BACE1 con marcados con His recombinantes. Tras la extraccién de los nanoanticuerpos, se
sometieron las muestras a SDS-PAGE y se analizaron por medio de prueba de bandas de Western usando anti-
BACE1 (ProSci). Se usaron Nb_BCIILP y Nb_AB, producidos frente a beta-lactamasa BCIl 569/H (Conrath y cols.,
2001a) y péptido Ap respectivamente, como controles negativos. Unicamente, una parte de los nanoanticuerpos,
producidos frente a ectodominio de BACE1 no-glucosilado, son capaces de capturar de forma eficaz BACE1
glucosilada a partir de lisados celulares COS.

Figura 3: Efecto de Nb_B26 y Nb_B9 sobre el procesado de APP en células.

A. Representaciéon esquematica de una construccion de ADNc usada para expresar VyH en células de mamiferos.
La estructura consiste en ADNc de VyH, condensado en su extremo C-terminal al péptido de sefial de BACE1, para
garantizar la translocacion de ER y estd condensado en su extremo C-terminal a una marca de epitopo-myc.

B. Nb_B9, pero no Nb_B26, afecta negativamente al procesado APP de sitio- tras la sobre-expresion transitoria. Se
sometieron a co-transfeccién células COS-B1, que expresan de forma estable niveles bajos de BACE1, con APPsy y
bien con Nb_B26 o con Nb_B9. Las células de control bien se sometieron a transfecciéon con vector vacio o bien se
sometieron a transfeccion con APPsy solo. Dos dias después de la transfeccion, las células se lisaron y se
analizaron los extractos totales de proteina por prueba de bandas de Western usando anti-myc, anti-BACE1 (ProSci)
y B63.1, para detectar longitud completa de VyH, BACE1 y APP y CTF (C83 y C99), respectivamente. Se muestra
un experimento representativo.

C. Se sondearon las pruebas de bandas de Western como el que se observa en C con GARIR800, un anticuerpo
secundario acoplado con infrarrojos y posteriormente se exploraron en un escaner Odyssey. Se cuantificd la
intensidad de sefal de APP CTFs usando el soporte l6gico Odyssey Application v1.2.15 (LI-COR). La proporcién de
CTF-B con respecto a CTF totales (media £+ EEM, n = 8 a 10), normalizada con respecto a la proporcion de células
no sometidas a transfeccion (comentada como 1), muestra que Nb_B9 podria disminuir de manera uniforme la
actividad en aproximadamente el 30 % (ensayo-t, p < 0,001), mientras que Nb_B26 no tuvo impacto alguno sobre el
procesado de APP.

Figura 4: VyH Nb_B9 inhibe la escision de B-secretasa de APP por medio de adicion de células cultivadas al medio.
Se trataron células de neuroblastoma SH-SY5Y/APPwt con nanoanticuerpos 3 uM durante 24 horas, se analizaron
sAPPa y sAPPp procedentes de medio acondicionado por prueba de bandas de Western. Las células tratadas con
nanoanticuerpo B9 (SEC ID N.2: 6) mostraron una disminucion significativa en la producciéon de sAPP.

Figura 5. Alineacion de secuencia de aminoacidos de VuH especifica de BACE1 aislada a partir de bibliotecas de
VyH de dromedario y llama. La numeracién y el agrupamiento de residuos bien en armazén o bien en regiones CDR
son como se definen por Kabat (Kabat y cols., 1991).

Figura 6. Analisis de prueba de bandas de Western de sAPPB y sAPPa de medio acondicionado de células de
neuroblastoma SH-SY5Y/APPwt tratadas con nanoanticuerpos por medio de adiciéon al medio a una concentracion
final de 20 uM. Las células tratadas con nanoanticuerpo B9 (SEC ID N.%: 6), 10C4 (SEC ID N.%: 22) y 4A2 (SEC ID
N.2: 26) mostraron una disminucion significativa de la produccién de sAPP.

Figura 7. Los efectos de inhibicion de los diferentes nanoanticuerpos (10 uM) sobre la actividad de BACE1 en el
ensayo de Fret a una concentracion de 10 uM. En este ensayo enzimatico libre de células, Nb_B9 (SEC ID N.%: 6),
Nb_10C4 (SEC ID N.%: 22), Nb_4A2 (SEC ID N.2: 26) y Nb_1B3 (SEC ID N.%: 15) modulan de forma significativa la
actividad de BACE1.

Figura 8. Curva de dosis-respuesta de nanoanticuerpos 10C4 (A), 4A2 (B) y B9 (C) sobre la actividad de escision de
BACET1 en el ensayo de Fret usando un sustrato de péptido pequeiio. Nb_10C4 y Nb_4A2 inhiben significativamente
la actividad de BACE1. Nb_B9 aumenta significativamente la actividad de BACE1.
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Figura 9. Curva de dosis-respuesta de Nb_B9 sobre la actividad de escision de BACE1 en MBP-ELISA usando un
sustrato de péptido grande. En este ensayo enzimatico libre de células, Nb_B9 inhibe significativamente la actividad
de BACET1.

Figura 10. V4H Nb_B9 (SEC ID N.%: 6) y Nb_4A2 (SEC ID N.2: 26) inhiben la escision de BACE1 de APPwt en
neuronas de ratén de cultivos primarios, como queda reflejado en una disminucién de AB, sAPPB y CTFB. Se
sometieron a transduccién neuronas de cultivos primarios de ratones de tipo silvestre con APPwt por medio de virus
del bosque de Semliki (SFV) y posteriormente se trataron con Nb_B9 purificado y Nb_4A2 afadiendo al medio a una
concentracién final de 20 uM (los VuHs se disolvieron en primer lugar en PBS), se usaron neuronas tratadas con
PBS como un control negativo. Trascurridas 16 horas de tratamiento, se analizaron APP-FL, CTFpB, CTFa, AR,
sAPPp y sAPPo/B en el medio acondicionado y el extracto celular por prueba de bandas de Western.

Figura 11. Curva de dosis respuesta de VyH Nb_B9 (SEC ID N.%: 6) que inhibe BACE1 en neuronas de ratén de
cultivos primarios establecidas por ensayos de etiquetado metabdlico de marcaje tras 6 horas de tratamiento. Se
sometieron a transduccion las neuronas de cultivos primarios de ratones tipo silvestre con APPwt por medio de virus
del bosque de Semliki (SFV) y se trataron con VyH B9 purificado por medio de adicién de diluciones seriadas al
medio (en primer lugar VuH B9 se disolvi6 y se diluyd6 en PBS). Los cultivos neuronales se marcaron
metabdlicamente durante 6 horas, y se analizaron APP-FL y CTFP de los extractos celulares por formacion de
imagenes de fésforo, al tiempo que se analizaron sAPPJB, AR y sAPPa del medio acondicionado por prueba de
bandas de Western.

Obijetivos y descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a anticuerpos de dominio variable individual de BACE1 que se pueden usar en
aplicaciones de investigacion y médicas. Mas especificamente, la invencién se refiere a la deteccion de la sobre-
expresion de BACE1 y al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer usando anticuerpos de dominio individual
BACE1. En la presente invencion, los anticuerpos estan desprovistos de cualquier cadena ligera pero comprenden al
menos un anticuerpo de cadena pesada. En una realizacién particular, el dominio variable de un anticuerpo de
cadena pesada procede de camélidos. Dicho anticuerpo de cadena pesada de dominio variable se designa en el
presente documento como un Nanoanticuerpo o un anticuerpo VuH. Nanoanticuerpo (TM), Nanoanticuerpos (TM) y
Nanoclon (TM) son nombres comerciales de Ablynx NV (Bélgica).

De este modo, en una primera realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo de dominio variable individual,
desprovisto de una cadena ligera, que se une especificamente a BACE1, que es capaz de inhibir la escision de la
proteina precursora de beta amiloide (APP) tal como se determina en un ensayo celular. En una realizacién
particular dicho anticuerpo de dominio individual procede de camélidos. La familia de los "camélidos" comprende los
camélidos del viejo mundo (Camelus bactrianus y Camelus dromedarius) y los camélidos del nuevo mundo (por
ejemplo Lama paccos, Lama glamay Lama vicugna).

En otra realizacion la invencion proporciona una anticuerpo de dominio individual procedente de camélidos cuya
secuencia de aminoacidos comprende SEC ID N.2%: 1-28. Las secuencias de aminoacidos de los Nanoanticuerpos
de dromedario/llama (también designados como anticuerpos VuH) se muestran en las Figuras 1 y 5. El
Nanoanticuerpo B1 (Nb_B1) corresponde a SEC ID N.%: 1, el Nanoanticuerpo B2 (Nb_B2) corresponde a SEC ID
N.2: 2, el Nanoanticuerpo B3 (Nb_B3) corresponde a SEC ID N.2: 3, el Nanoanticuerpo B5 (Nb_B5) corresponde a
SEC ID N.%: 4, el Nanoanticuerpo B8 (Nb_B8) corresponde a SEC ID N.°: 5, el Nanoanticuerpo B9 (Nb_B9)
corresponde a SEC ID N.%: 6, el Nanoanticuerpo B10 (Nb_B10) corresponde a SEC ID N.2: 7, el Nanoanticuerpo B11
(Nb_B11) corresponde a SEC ID N.%: 8, el Nanoanticuerpo B12 (Nb_B12) corresponde a SEC ID N.%: 9, el
Nanoanticuerpo B15 (Nb_B15) corresponde a SEC ID N.°: 10, el Nanoanticuerpo B16 (Nb_B16) corresponde a SEC
ID N.2: 11, el Nanoanticuerpo B21 (Nb_B21) corresponde a SEC ID N.%: 12, el Nanoanticuerpo B25 (Nb_B25)
corresponde a SEC ID N.%: 13, el Nanoanticuerpo B26 (Nb_B26) corresponde a SEC ID N.%: 14, el Nanoanticuerpo
1B3 (Nb_1B3) corresponde a SEC ID N.%: 15, el Nanoanticuerpo 10C2 (Nb_10C2) corresponde a SEC ID N.%: 16, el
Nanoanticuerpo 12B6 (Nb_12B6) corresponde a SEC ID N.2: 17, el Nanoanticuerpo 10B5 (Nb_10B5) corresponde a
SEC ID N.2: 18, el Nanoanticuerpo 13A5 (Nb_13A5) corresponde a SEC ID N.2: 19, el Nanoanticuerpo 2C6
(Nb_2C6) corresponde a SEC ID N.2: 20, el Nanoanticuerpo 6A4 (Nb_6A4) corresponde a SEC ID N.%: 21, el
Nanoanticuerpo 10C4 (Nb_10C4) corresponde a SEC ID N.%: 22, el Nanoanticuerpo 13B6 (Nb_13B6) corresponde a
SEC ID N.% 23, el Nanoanticuerpo 1A4 (Nb_1A4) corresponde a SEC ID N.?%: 24, el Nanoanticuerpo 2B6 (Nb_2B6)
corresponde a SEC ID N.%: 25, el Nanoanticuerpo 4A2 (Nb_4A2) corresponde a SEC ID N.%: 26, el Nanoanticuerpo
1D4 (Nb_1D4) corresponde a SEC ID N.%: 27 y el Nanoanticuerpo 9D3 (Nb_9D3) corresponde a SEC ID N.2%: 28.

En todavia otra realizacién dicho anticuerpo de dominio individual es capaz de inhibir la actividad de BACE1. Se
entiende que “inhibicién de la actividad” es equivalente a la expresién “regular a la baja la actividad”. Generalmente,
inhibicién significa que la actividad de BACE1 esta inhibida en al menos el 30 %, al menos el 40 %, al menos el 50
%, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, o incluso el 96 %, el
97 %, el 98 %, el 99 % o incluso el 100 %. La inhibicién de BACE1 se puede determinar como se menciona en el
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presente documento de forma adicional en los ejemplos.

En todavia otra realizacion, dicho anticuerpo de dominio individual es capaz de inhibir la actividad de BACE1 y
comprende al menos una de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) con una secuencia de
amino&cidos seleccionada entre el grupo que comprende SEC ID N.2°%: 29-37.

En todavia otra realizacién, dicho anticuerpo de dominio individual es capaz de evitar la captacion de pro-BACE1 y
su secuencia de amino&cidos comprende SEC ID N.2%: 6, 22 0 26.

Deberia apreciarse que el término Nanoanticuerpo segun se usa en el presente documento en su sentido mas
amplio no esta limitado a una fuente bioldgica especifica o a un procedimiento de preparacién especifico. Por
ejemplo, los Nanoanticuerpos de la invencién de forma general se pueden obtener: (1) aislando el dominio VyH de
un anticuerpo de cadena pesada de origen natural; (2) por expresién de una secuencia de nucleétidos que codifica
un dominio VyH de origen natural; (3) por "humanizacion" de un dominio VyH de origen natural o por expresién de un
acido nucleico que codifica dicho dominio VyH humanizado; (4) por "camelizacién" de un dominio VH de origen
natural de cualquier especie animal y en particular de especies de mamiferos, tal como de un ser humano, o por
expresion de un acido nucleico que codifica dicho dominio VH camelizado; (5) por "camelizacién" de un "anticuerpo
de dominio" o "Dab" como se describe en la técnica, o por expresién de un acido nucleico que codifica dicho dominio
de VH camelizado; (6) usando técnicas sintéticas o semi-sintéticas para la preparacion de proteinas, polipéptidos u
otras secuencias de aminoacidos conocidas de por si; (7) preparando un acido nucleico que codifica un
Nanoanticuerpo usando técnicas para sintesis de acidos nucleicos conocidas de por si, seguido por expresién del
acido nucleico obtenido de este modo; y/o (8) por cualquier combinacion de uno o mas de los anteriores. Una clase
preferida de Nanoanticuerpos corresponde a los dominios VyH de anticuerpos de cadena pesada de origen natural
dirigidos contra BACE1. Como se describe de manera adicional en el presente documento, dichas secuencias VuH
se pueden generar de manera general o se pueden obtener inmunizando apropiadamente una especie de camélido
con BACE1, (es decir, para aumentar una respuesta inmunoldgica y/o anticuerpos de cadena pesada dirigidos
contra BACE1), obteniendo una muestra biolégica apropiada a partir de dicho camélido (tal como una muestra de
sangre, muestra de suero o muestra de células-B) y generando secuencias de VuH dirigidas contra BACE1,
partiendo de dicha muestra, usando cualquier técnica apropiada conocida de por si. Dichas técnicas resultaran
evidentes para la persona experta. De manera alternativa, dichos dominios V4H de origen natural contra BACE1 se
pueden obtener a partir de bibliotecas sin tratamiento anterior de secuencias de VyH de camélidos, por ejemplo
evaluando dicha biblioteca usando BACE1 o al menos una de sus partes, fragmentos, determinantes antigénicos o
epitopos usando una o mas técnicas de deteccidon conocidas de por si. Dichas bibliotecas y técnicas por ejemplo se
describen en los documentos WO 9937681, WO 0190190, WO 03025020 y WO 03035694. Alternativamente, se
pueden usar bibliotecas sintéticas o semi-sintéticas mejoradas procedentes de bibliotecas de VyH sin tratamiento
anterior, tal como librerias de VyH obtenidas a partir de bibliotecas de VyH sin tratamiento anterior por medio de
técnicas tales como mutagénesis al azar y/o redistribucién de CDR, como por ejemplo se describe en el documento
WO 0043507. Todavia otra técnica para obtener secuencias de VyH dirigidas contra BACE1 implica inmunizar de
forma apropiada un mamifero transgénico que es capaz de expresar anticuerpos de cadena pesada (es decir, para
aumentar una respuesta inmunoldgica y/o anticuerpos de cadena pesada dirigidos contra BACE1), obteniendo una
muestra biolégica apropiada a partir de dicho mamifero transgénico (tal como una muestra de sangre, muestra de
suero 0 muestra de células-B) y generando posteriormente secuencias de VyH dirigidas contra BACE1 partiendo de
dicha muestra, usando cualquier técnica apropiada conocida de por si. Por ejemplo, para este fin, se pueden usar
los ratones que expresan anticuerpos de cadena pesada y los procedimientos y técnicas adicionales descritos en el
documento WO 02085945 y en el documento WO 04049794.

Una clase particularmente preferida de Nanoanticuerpos de la invencion comprende Nanoanticuerpos con una
secuencia de aminoacidos que corresponde a la secuencia de aminoacidos de un dominio de VyH de origen natural,
pero que se ha "humanizado", es decir, sustituyendo uno o mas residuos de aminoacido en la secuencia de
aminoacidos de dicha secuencia de VyH de origen natural (y en particular en las secuencias de armazén) por uno o
mas de los residuos de aminoacido que aparecen en la(s) posicion(es) correspondiente(s) en un dominio VH a partir
de un anticuerpo de cadena-4 convencional de un ser humano. Esto se puede llevar a cabo de una manera conocida
de por si, lo que resultara evidente para la persona experta, por ejemplo sobre la base de la descripcion adicional en
el presente documento y la técnica anterior sobre humanizacion referida en el presente documento. De nuevo, se
deberia apreciar que dichos Nanoanticuerpos humanizados de la invenciéon se pueden obtener por medio de
cualquier manera adecuada conocida de por si (es decir, como viene indicado con los puntos (1)-(8) anteriores) y de
este modo, no estan estrictamente limitados a los polipéptidos que se han obtenido usando un polipéptido que
comprende un dominio V4H de origen natural como un material de partida. Otra clase particularmente preferida de
Nanoanticuerpos de la invencién comprende Nanoanticuerpos con una secuencia de aminoacidos que corresponde
a la secuencia de aminoéacidos del dominio VH de origen natural, pero que se ha "camelizado", es decir,
sustituyendo uno o mas residuos de aminodcido de la secuencia de aminoacidos de un dominio VH de origen natural
de un anticuerpo de cadena-4 convencional por uno o mas residuos de aminoacido que aparecen en la(s)
posicién(es) correspondiente(s) en un dominio VuiH de un anticuerpo de cadena pesada. Dichas sustituciones de
"camelizacién" preferentemente se insertan en las posiciones de los aminoacidos que forman y/o estan presentes en
la interfaz VH-VL, y/o en los denominados residuos distintivos de Camelidae, segun se define en el presente
documento (véase por ejemplo el documento W0O9404678). Preferentemente, la secuencia VH que se usa como
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material de partida o punto de partida para generar o designar el Nanoanticuerpo camelizado es preferentemente
una secuencia de VH procedente de un mamifero, mas preferentemente la secuencia VH de un ser humano, tal
como una secuencia VH3. No obstante, deberia apreciarse que dichos Nanoanticuerpos camelizados de la
invencion se pueden obtener por medio de cualquier forma apropiada conocida de por si (es decir, como viene
indicado en los puntos (1)-(8) anteriores) y de este modo, no estan estrictamente limitados a polipéptidos que se han
obtenido usando un polipéptido que comprende un dominio VH de origen natural como material de partida. Por
ejemplo tanto la "humanizacién" como la "camelizacién" se pueden llevar a cabo proporcionando una secuencia de
nucleétidos que codifica un dominio VyH de origen natural o un dominio VH de origen natural, respectivamente y
posteriormente modificando, de una manera conocida de por si, uno o mas codones de dicha secuencia de
nucleétidos de tal manera que las nueva secuencia de nucleétidos codifique un Nanoanticuerpo "humanizado" o
"camelizado" de la invencidn, respectivamente. Posteriormente este acido nucleico se puede expresar de manera
conocida de por si, para proporcionar el Nanoanticuerpo deseado de la invencion. Alternativamente, en base a la
secuencia de aminoacidos del dominio V4H de origen natural o dominio VH de origen natural, respectivamente, la
secuencia de aminodacidos del Nanoanticuerpo humanizado o camelizado deseado de la invenciodn, respectivamente,
se puede disefiar y posteriormente sintetizar de novo usando técnicas para la sintesis de péptidos conocidas de por
si. También, basdndose en la secuencia de aminoacidos o en las secuencia de nucleétidos de un dominio VyH de
origen natural o dominio VH de origen natural, respectivamente, se puede disenar y posteriormente sintetiza de novo
una secuencia de nucleétidos que codifica el Nanoanticuerpo humanizado o camelizado deseado de la invencion,
respectivamente, usando técnicas para la sintesis de acido nucleico conocidas de por si, después de lo que el acido
nucleico obtenido de este modo se puede expresar de una manera conocida de por si, tal como para proporcionar el
Nanoanticuerpo deseado de la invencion. Otros procedimientos y técnicas apropiados para la obtencién de
Nanoanticuerpos de la invencién y/o acidos nucleicos que codifican los mismos, partiendo de secuencias de VH de
origen natural o preferentemente secuencias de VyH de origen natural, resultaran evidentes para la persona experta
y pueden comprender por ejemplo combinar una o mas partes de una 0 mas secuencias de VH de origen natural (tal
como una o mas secuencias de FR y/o secuencias de CDR), una o mas partes de una o mas secuencias de VyH de
origen natural (tal como una o mas secuencias de FR o secuencias de CDR) y/o una 0 mas secuencias sintéticas o
semi-sintéticas, de manera apropiada, tal como para proporcionar un Nanoanticuerpo de la invenciéon o una
secuencia de nucleodtidos o acido nucleico que codifica la misma.

De acuerdo con un aspecto no limitante de la invencién, un Nanoanticuerpo puede ser segun se define en el
presente documento, pero con la condicién de que tenga al menos "una diferencia de un aminoacido" (segun se
define en el presente documento) en al menos una de las regiones de armazén en comparacion con la region de
armazén correspondiente de un dominio VH de origen natural y en particular en comparacion con la regién de
armazén correspondiente de DP-47. Mas especificamente, de acuerdo con un aspecto no limitante de la invencién,
una Nanoanticuerpo puede ser segun se define en el presente documento, pero con la condicién de que tenga al
menos "una diferencia de un aminoacido”" (segln se define en el presente documento) en al menos uno de los
residuos Distintivos (incluyendo aquellos en las posiciones 108, 103 y/o 45), en comparacién con la regién de
armazén correspondiente de un dominio VH de origen natural y en particular en comparacién con la correspondiente
region de armazén de DP-47. Normalmente, un Nanoanticuerpo tendra al menos dicha diferencia de un aminoacido
con un dominio de VH de origen natural en al menos uno de FR2 y/o FR4 y en particular al menos en uno de los
residuos Distintivos en FR2 y/o FR4 (de nuevo, incluyendo aquellos en las posiciones 108, 103 y/o 45). De igual
forma, un Nanoanticuerpo humanizado de la invencion puede ser segun se define en el presente documento, pero
con la condicién de que tenga al menos una "diferencia de un aminoacido" (segun se define en el presente
documento) en al menos una de las regiones de armazdén en comparacion con la region de armazoén
correspondiente de un dominio de VyH de origen natural. De manera mas especifica, de acuerdo con un aspecto no
limitante de la invencion, un Nanoanticuerpo puede ser segln se define en el presente documento, pero con la
condicion de que tenga al menos una "diferencia de un aminoacido" (segin se define en el presente documento) en
al menos uno de los residuos Distintivos (incluyendo aquellos en las posiciones 108, 103 y/o 45), en comparacion
con la region de armazén correspondiente de un dominio VyH de origen natural. Normalmente, un Nanoanticuerpo
tendra al menos dicha diferencia de un aminoacido con un dominio V4H de origen natural en al menos uno de FR2
y/o FR4 y en particular al menos uno de los residuos de Contraste en FR2 y/o FR4 (de nuevo, incluyendo aquellos
en las posiciones 108, 103 y/o 45). Como resultara evidente a partir de la descripcion de la presente memoria,
también se encuentra dentro del alcance de la invencion el uso de analogos sintéticos o naturales, mutantes,
variantes, alelos, homdlogos y ortélogos (citados de manera colectiva en el presente documento como "analogos")
de los Nanoanticuerpos de la invencién segun se definen en el presente documento y en particular los analogos de
los Nanoanticuerpos de SEC ID N.2%: 6, 22 0 26. De este modo, de acuerdo con una realizacién de la invencion, la
expresion "Nanoanticuerpo de la Invencién", en su sentido mas amplio, también abarca dichos analogos.
Generalmente, en dichos andlogos, se pueden haber sustituido, eliminado y/o afadido uno o mas residuos de
aminoacidos, en comparacion con los Nanoanticuerpos de la invencién como se definen en el presente documento.
Dichas sustituciones, inserciones o eliminaciones se pueden llevar a cabo en una o mas regiones de armazén y/o en
uno o méas de los CDR y en particular en los analogos de los CDR de los Nanoanticuerpos de SEC ID N.%: 6, 22 o
26, correspondiendo dichos CDR a SEC ID N.%%; 29-37 (véase la Tabla 1, Figura 1, Figura 5).

Tabla 1: CDR de nanoanticuerpos especificos de BACE1

Nb | CDR1 | CDR2 CDR3
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. EYTYGYCSMG TITSDGSTSYVDSVKG KTCANKLGAKFIS
Nb_B9 (SEC ID N.%:6) (SEC ID N.2: 29) (SEC ID N.°: 30) (SEC ID N.2 31)
. GYTYSTCSMA SIRNDGSTAYADSVKG RIGVGPGGTCSIYAPY
Nb_10C4 (SECIDN-%22) | sEc D N.2: 32) (SEC ID N.2: 33) (SEC ID N.: 34)
N GFTFETQYMT | SINSGGTIKYYANSSVKG GQWAGVGAASS
Nb_4A2 (SECIDN-%26) | gEc D N2 35) (SEC ID N.%: 36) (SEC ID N.2: 37)

Cuando se llevan a cabo dichas sustituciones, inserciones o eliminaciones en una o mas de las regiones de
armazén, se pueden llevar a cabo en uno o mas de los residuos Distintivos y/o en una o mas de otras posiciones de
los residuos de armazon. Generalmente las sustituciones, inserciones o eliminaciones en los residuos de Distintivos
son menos preferidas (a menos que sean sustituciones de humanizacion como se describen en el presente
documento). Por medio de los ejemplos no limitantes, una sustitucién puede ser por ejemplo una sustitucion
conservadora (como se describe en el presente documento) y/o se puede sustituir un residuo de aminoacido por otro
residuos de amino&cido que aparece de forma natural en la misma posicién en otro dominio VyH. De este modo, una
0 mas sustituciones, eliminaciones o inserciones, o cualquiera de sus combinaciones, que bien mejoren las
propiedades del Nanoanticuerpo de la invencién o bien que al menos no deterioren demasiado las propiedades
deseadas o el equilibrio o la combinacion de propiedades deseadas del Nanoanticuerpo de la invencion (es decir, en
el grado en el que el Nanoanticuerpo ya no resulte apropiado para su uso deseado) estan incluidas dentro del
alcance de la invencion. Generalmente una persona experta serd capaz de determinar y seleccionar las
sustituciones, eliminaciones o inserciones apropiadas, 0 combinaciones apropiadas de las mismas, en base a la
divulgaciéon de la presente memoria y opcionalmente tras un grado limitado de experimentacién rutinaria que, por
ejemplo, puede implicar introducir un nimero limitado de posibles sustituciones y la determinar su influencia sobre
las propiedades de los Nanoanticuerpos obtenidos de este modo. Por ejemplo y dependiendo del organismo
hospedador usado para expresar el Nanoanticuerpo o polipéptido de la invencion, dichas eliminaciones y/o
sustituciones pueden estar disefiadas de tal forma que se retiren uno o mas sitios de modificaciéon postraduccional
(tal como uno o mas sitios de glucosilacion), como estara dentro de la capacidad de la persona experta.
Alternativamente, se pueden disefar las sustituciones o inserciones tales como para introducir uno o mas sitios para
la unién de grupos funcionales (como se describe en el presente documento), por ejemplo para permitir la pegilacion
especifica de sitio. Una clase preferida de andlogos de los Nanoanticuerpos de la invencion comprende
Nanoanticuerpos que se han humanizado (es decir, en comparacién con la secuencia de un Nanoanticuerpo de
origen natural de la invencion). Como se ha mencionado en la técnica anterior citada en el presente documento,
generalmente dicha humanizacién implica sustituir uno o mas residuos de aminoacido de la secuencia de un VyH de
origen natural por los residuos de aminoacido que aparecen en la misma posicién de un dominio de VH humano, tal
como un dominio VH3 humano. Ejemplos de posibles sustituciones de humanizacion o combinaciones de
sustituciones de humanizacién resultaran evidentes para la persona experta, a partir de las posibles sustituciones de
humanizacion mencionadas en la técnica antecedente citada en el presente documento, y/o a partir de la
comparacioén entre la secuencia de un Nanoanticuerpo y la secuencia de un dominio VH humano de origen natural.
Las sustituciones de humanizacién se deberian escoger de manera que los Nanoanticuerpos humanizados
resultantes todavia conserven las propiedades favorables de los Nanoanticuerpos segun se definen en el presente
documento y mas preferentemente de manera que sean como se ha descrito para los analogos de los parrafos
anteriores. Generalmente una persona experta serda capaz de determinar y escoger las sustituciones de
humanizacién apropiadas o las combinaciones apropiadas de sustituciones de humanizacién, basandose en la
descripcion y de manera opcional tras un grado limitado de experimentacion rutinaria que por ejemplo implica
introducir un ndmero limitado de posibles sustituciones de humanizaciéon y la determinar su influencia sobre las
propiedades de los Nanoanticuerpos obtenidos de este modo. Generalmente, como resultado de la humanizacién,
los Nanoanticuerpos de la invencion pueden convertirse en mas "parecidos a humanos”, al tiempo que todavia
conservan las propiedades favorables de los Nanoanticuerpos de la invencion como se han descrito en el presente
documento. Como un resultado, dichos Nanoanticuerpos humanizados pueden tener varias ventajas, tales como
menor caracter inmunogénico, en comparacién con los correspondientes dominios VyH de origen natural. De nuevo,
basandose en la divulgacion del presente documento y opcionalmente tras un grado limitado de experimentacién
rutinaria, la persona experta sera capaz de seleccionar sustituciones de humanizacién o combinaciones apropiadas
de sustituciones de humanizacién que optimicen o logren un equilibrio deseado o apropiado entre las propiedades
favorables proporcionadas por medio de las sustituciones de humanizacion por una parte y las propiedades
favorables de los dominios V4H de origen natural por otra parte. Ejemplos de dichas modificaciones, asi como
ejemplos de residuos de aminoacidos dentro de la secuencia de Nanoanticuerpos que se pueden modificar de dicha
manera (es decir, bien sobre la cadena principal de proteina pero bien preferentemente sobre una cadena lateral),
procedimientos y técnicas que se pueden usar para introducir dichas modificaciones y los usos y ventajas
potenciales de dichas modificaciones resultaran evidentes para la persona experta. Por ejemplo, dicha modificacién
puede implicar la introduccion (por ejemplo, por medio de unién covalente o de otra manera apropiada) de uno o
mas grupos funcionales, residuos o restos en el interior 0 sobre el Nanoanticuerpo de la invencidn y en particular de
uno 0 mas grupos funcionales, residuos o restos que confieren una o mas propiedades o funcionalidades deseadas
del Nanoanticuerpo de la invencion. Ejemplo de dichos grupos funcionales resultard evidente para la persona
experta. Ejemplos de dichos grupos funcionales y de técnicas para su introduccion resultaran evidentes para la
persona experta y generalmente pueden comprender todos los grupos funcionales y técnicas mencionadas en la
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técnica de antecedentes general citada anteriormente asi como los grupos funcionales y las técnicas conocidas de
por si por la modificacién de las proteinas farmacéuticas y en particular por la modificacién de anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos (incluyendo ScFv’s y anticuerpos de dominio individual), para los que se hace referencia
por ejemplo a Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162 ed., Mack Publishing Co., Easton, PA (1980). Dichos
grupos funcionales por ejemplo se pueden unir directamente (por ejemplo covalentemente) a un Nanoanticuerpo de
la invencién, o de manera opcional por medio de un agente de enlace o espaciador, como de nuevo resultara
evidente para la persona experta. Una de las técnicas mas ampliamente usadas para aumentar la semivida y/o
reducir el caracter inmunogénico de las proteinas farmacéuticas comprende la unién de un polimero
farmacologicamente aceptable apropiado, tal como poli(etilenglicol) (PEG) o sus derivados (tales como
metoxipoli(etilenglicol) o0 mPEG). De manera general, se puede usar cualquier forma de pegilacion, tal como la
pegilacion usada en la técnica para los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpo (incluyendo pero no limitados a
anticuerpos de dominio (individual) y ScFV’s); se hace referencia por ejemplo a Chapman, Nat. Biotechnol. 54, 531-
545 (2002); por Veronese y Harris, Adv. Drug Deliv. Rev. 54, 453-456 (2003), por Harris y Chess, Nat. Rev. Drug.
Discov. 2, (2003) y en el documento WO04060965. También se encuentran disponibles comercialmente diversos
reactivos para la pegilaciéon de proteinas, por ejemplo de Nektar Therapeutics, EE.UU. Preferentemente, se usa la
pegilacion dirigida a sitio, en particular por medio de un residuo de cisteina (véase por ejemplo Yang y cols., Protein
Engineering, 16, 10, 761-770 (2003). Por ejemplo, para este fin, se puede unir PEG a un residuo de cisteina de
origen natural en un Nanoanticuerpo de la invencion, se puede modificar un Nanoanticuerpo de la invencion tal como
para introducir de forma apropiada uno o mas residuos de cisteina para la unién de PEG, o se puede condensar una
secuencia de aminoacidos que comprende uno o mas residuos de cisteina para la unién de PEG con el extremo N-
terminal o C-terminal de un Nanoanticuerpo de la invencion, todo ello usando técnicas de ingenieria de proteinas
conocidas de por si por la persona experta. Preferentemente, para los Nanoanticuerpos y las proteinas de la
invencion, se usa un PEG con un peso molecular de mas de 5.000, tal como mas de 10.000 y menos de 200.000, tal
como menos de 100.000; por ejemplo, dentro del intervalo de 20.000-80.000. Otra modificacién, normalmente
menos preferida, comprende la glucosilacién unida a N o unida a O, normalmente como parte de una modificacion
co-translacional y/o pos-translacional, dependiendo de la célula hospedadora usada para expresar el
Nanoanticuerpo o el polipéptido de la invencion. Aun otra modificacién puede comprender la introduccion de una o
mas etiquetas detectables u otros grupos o restos de generacion de sefal, dependiendo del uso pretendido del
Nanoanticuerpo marcado. Etiquetas apropiadas y técnicas para unirlas, usarlas y detectarlas resultaran evidentes
para la persona experta y por ejemplo incluyen, pero no estan limitadas a, marcadores fluorescentes (tales como
fluoresceina, isotiocianato, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina y metales
fluorescentes tales como Eu u otros metales a partir de la serie de los lantanidos), marcadores fosforescentes,
marcadores quimioluminiscentes o marcadores bioluminiscentes (tales como luminal, isoluminol, éster de acridinio
teromatico, imidazol, sales de acridinio, éster de oxalato, dioxetano o GFP y sus andlogos), radio-isétopos, metales,
quelatos de metal o cationes metélicos u otros metales o cationes metdlicos que son particularmente apropiados
para su uso en diagnéstico y formacion de imagenes in vivo, in vitro o in situ, asi como croméforos y enzimas (tales
como malato deshidrogenasa, nucleasa estafilocécica, delta-V-esteroide isomerasa, alcohol deshidrogenasa de
levaduras, alfa-glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, biotinavidina peroxidasa, peroxidasa de
rabano picante, fosfatasa alcalina, asparaginasa, glucosa oxidasa, beta-galactosidasa, ribonucleasa, ureasa,
catalasa, glucosa-VI-fosfato deshidrogenasa, glucoamilasa y acetilcolina esterasa). Otros marcadores apropiados
resultaran evidentes para la persona experta y por ejemplo incluyen restos que pueden ser detectados usando
espectroscopia de RMN o ESR. Tales Nanoanticuerpos marcados y polipéptidos de la invencién se pueden usar por
ejemplo para ensayos in vitro, in vivo o in situ (incluyendo inmunoensayos conocidos de por si tales como ELISA,
RIA, EIA y otros "ensayos de tipo sandwich", etc.), asi como también con fines diagnésticos in vivo y formacion de
imagenes in vivo, dependiendo de la eleccion de la etiqueta especifica. Como resultara evidente para la persona
experta, otra modificacion puede implicar la introduccién de un grupo quelante, por ejemplo para formar quelatos con
uno de los metales o cationes metdlicos referidos anteriormente. Grupos quelantes apropiados por ejemplo incluyen,
sin limitacion, acido dietil-enetriaminapentacético (DTPA) o 4acido etilendiaminatetracético (EDTA). Todavia otra
modificacién puede comprender la introduccion de un grupo funcional que es una parte de un par de enlace
especifico, tal como el par de union biotina-(estrept)avidina. Se puede usar dicho grupo funcional para unir el
Nanoanticuerpo de la invencién a otra proteina, polipéptido o compuesto quimico que esta unido a la otra mitad del
par de enlace, es decir, a través de la formacion del par de enlace. Por ejemplo, se puede conjugar un
Nanoanticuerpo de la invencion con biotina y se puede unir a otra proteina, polipéptido, compuesto o vehiculo
conjugado con avidina o estreptavidina. Por ejemplo, se puede usar dicho Nanoanticuerpo conjugado como in
indicador, por ejemplo en un sistema de diagnostico en el que se conjuga un agente productor de sefal detectable
con avidina o estreptavidina. Dichos pares de enlace también se pueden usar por ejemplo para unir el
Nanoanticuerpo de la invencién a un vehiculo, incluyendo vehiculos apropiados con fines farmacéuticos. Un ejemplo
no limitante son las formulaciones liposémicas descritas por Cao y Suresh, Journal of Drug Targeting, 8, 4, 257
(2000). También se pueden usar dichos pares para unir un agente terapéuticamente activo al Nanoanticuerpo de la
invencion.

De manera general, se espera que los Nanoanticuerpos y los polipéptidos de la invenciéon se unan a todos los
analogos, variantes, mutantes, alelos, partes y fragmentos de origen natural de BACE1, o al menos a aquellos
analogos, variantes, mutantes, alelos, partes y fragmentos de BACE1 que contengan uno o mas determinantes
antigénicos o epitopos que sean esencialmente los mismos que el(los) determinante(s) antigénico(s) o el(los)
epitopo(s) a los que se unen los Nanoanticuerpos y polipéptidos de la invencion en BACE1 (por ejemplo, en BACE1
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de tipo silvestre). De nuevo, en tal caso, los Nanoanticuerpos y polipéptidos de la invencion se pueden unir a dichos
andlogos, variantes, mutantes, alelos y fragmentos con afinidad y/o especificidad que son las mismas o diferentes de
(es decir, mas altas 0 mas bajas que) la afinidad y especificidad con la que los Nanoanticuerpos de la invencion se
unen a BACET1 (tipo silvestre). También se incluye dentro del alcance de la invencion que los Nanoanticuerpos y
polipéptidos de la invencion se unen a algunos andlogos, variantes, mutantes, alelos, partes y fragmentos de
BACE1, pero no a otros. De igual forma, a la hora de determinar el grado de identidad de secuencia entre las dos
secuencias de aminodcidos, la persona experta puede tener en cuenta las denominadas sustituciones de
aminoacidos "conservadoras" que de manera general se pueden describir como sustituciones de aminoacidos en los
que el residuo de aminoé&cido esta reemplazado por otro residuo de aminoacido de estructura quimica similar y que
tiene escasa o esencialmente nula influencia sobre la funcién, actividad u otras propiedades biolégicas del
polipéptido. Dichas sustituciones de aminoacidos conservadoras se conocen bien en la técnica, por ejemplo a partir
de los documentos WO04037999, W09849185, WO0046383 y WO0109300; y los tipos (preferidos) y/o
combinaciones de dichas sustituciones se pueden seleccionar sobre la base de las consideraciones pertinentes del
documento  WOO04037999 asi como del documento WQO9849185. Preferentemente dichas sustituciones
conservadoras son sustituciones en las que esta sustituido un aminoacido dentro de los grupos siguientes (a)-(e) por
otro residuo de amino&cido dentro del mismo grupo: (a) residuos pequenos alifaticos no polares o ligeramente
polares: Ala, Ser, Thr, Pro y Gly; (b) residuos polares cargados negativamente y sus amidas (no cargadas): Asp,
Asn, Glu y GiIn; (c) residuos polares cargados positivamente; His, Arg y Lys; (d) residuos grandes alifaticos no
polares: Met, Leu, He, Val y Cys; y (e) residuos aromaticos: Phe, Tyr y Trp. Las sustituciones conservadoras
particularmente preferidas son las siguientes: Ala por Gly o por Ser; Arg por Lys; Asn por Gln o por His; Asp por Glu;
Cys por Ser; GIn por Asn; Glu por Asp; Gly por Ala o por Pro; His por Asn o Gin; He por Leu o por Val; Leu por He o
por Val; Lys por Arg, por Gin o por Glu; Met por Leu, por Tyr o por He; Phe por Met, por Leu o por Tyr; Ser por Thr;
Thr por Ser; Trp por Tyr; Tyr por Trp; y/o Phe por Val, por He o por Leu.

Las sustancias terapéuticas polipeptidicas y en particular las sustancias terapéuticas basadas en anticuerpos tienen
un potencial importante como farmacos debido a que tienen una especificidad exquisita para sus dianas y una
toxicidad inherente baja. No obstante, se sabe por parte de la persona experta que un anticuerpo que ha sido
obtenido para una diana terapéuticamente til requiere modificacion adicional con el fin de prepararlo para terapia
humana, con el fin de evitar una reacciéon inmunolégica no deseada en un individuo humano tras la administracion.
El procedimiento de modificacion se denomina comunmente "humanizacion”. Se conoce por el trabajador experto
que los anticuerpos producidos en especies, diferentes de humanos, requieren humanizacién para volver al
anticuerpo terapéuticamente atil en seres humanos ((1) injertando CDR: Protein Design Labs: documentos
US6180370, US5693761; Genentech documento US6054297; Celltech: documentos EP 626390, US5859205; (2)
revistiendo: Xoma: documentos US5869619, US5766886, US5821123). Existe una necesidad de un procedimiento
para producir anticuerpos que eviten el requisito de humanizacién sustancial, o que obvien completamente la
necesidad de humanizacion. Existe una necesidad de una nueva clase de anticuerpos que tengan regiones de
armazén definidas o residuos de aminoacido definidos y que se puedan administrar a un sujeto humano sin el
requisito de humanizacién sustancial, o sin la necesidad de humanizacién en absoluto. De acuerdo con un aspecto
de la invencion, los Nanoanticuerpos son polipéptidos que proceden de anticuerpos de cadena pesada y cuyas
regiones de armazén y regiones determinantes de la complementariedad son parte de un polipéptido de dominio
individual. Ejemplos de dichos anticuerpos de cadena pesada son, pero no se limitan a, las inmunoglobulinas de
origen natural desprovistas de cadenas ligeras. Dichas inmunoglobulinas se divulgan en el documento W09404678
por ejemplo. El sitio de enlace a antigeno de esta clase inusual de anticuerpos de cadena pesada tiene una
estructura Unica que comprende un dominio variable individual. Por motivos de claridad, el dominio variable
procedente de un anticuerpo de cadena pesada naturalmente desprovisto de cadena ligera se conoce en el presente
documento como un VyH o dominio VyH o nanoanticuerpo. Dicho péptido de dominio VuH puede proceder de
anticuerpos producidos en especies de Camelidae, por ejemplo en camello, dromedario, llama, alpaca o guanaco.
Otras especies ademas de Camelidae (por ejemplo, tiburén, pez globo) pueden producir anticuerpos de cadena
pesada de unién a antigeno funcionales naturalmente desprovistos de cadena ligera. Los dominios V4H procedentes
de dichos anticuerpos de cadena pesada se encuentran dentro del alcance de la invencién. Los anticuerpos de
Camelidae expresan un repertorio Unico, amplio de anticuerpos funcionales de cadena pesada que carecen de
cadenas ligeras. Las moléculas de VuH procedentes de anticuerpos de Camelidae son los dominios de unién a
antigeno intactos mas pequefios conocidos (aproximadamente 15 kDa, o 10 veces mas pequefnos que IgG
convencional) y ademas se adaptan bien al suministro a tejidos densos y para accedere al espacio limitado entre
macromoléculas. Otros ejemplos de Nanoanticuerpos incluyen los Nanoanticuerpos procedentes de dominios de VH
de anticuerpos de cuatro cadenas convencionales que se han modificado por medio de sustitucién de uno o mas
residuos de aminoacidos por residuos especificos de Camelidae (la denominada camelizacion de los anticuerpos de
cadena pesada, documento W0O9404678). Preferentemente, dichas posiciones aparecen en la interfaz VH-VL y en
los denominados residuos distintivos de Camelidae (documento W09404678), que comprenden las posiciones 37,
44, 45, 47, 103 y 108. Los nanoanticuerpos corresponde a unidades de reconocimiento pequefas, robustas y
eficaces formadas por medio de un dominio de inmunoglobulina (Ig) individual.

Un fragmento de un anticuerpo, seglin se usa en el presente documento, se refiere a menos del 100 % de la
secuencia (por ejemplo, el 99 %, 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 %, 10 %, etc.) pero que comprende
5,6,7, 8,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 0 mas aminoacidos. Preferentemente un
fragmento es de la longitud suficiente como para que la interaccién de interés se mantenga con una afinidad de 1 x
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10" M o mejor. Un fragmento tal y como se usa en el presente documento se refiere a inserciones, eliminaciones y
sustituciones opcionales de uno o0 mas aminoacidos que no modifiquen sustancialmente la capacidad de la diana
para unirse a un Nanoanticuerpo producido frente a la diana de tipo silvestre. Preferentemente, el nimero de
inserciones eliminaciones o sustituciones de aminoacidos es de hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 0 70 aminoacidos. Una
realizacién de la presente invencion se refiere a un polipéptido que comprende al menos un nanoanticuerpo en el
que uno o0 mas residuos de aminodcido se han sustituido sin modificar sustancialmente la capacidad de unién a
antigeno.

En una realizacion particular, el anticuerpo de la invencion es bivalente y esta formado uniendo conjuntamente,
quimicamente o por medio de técnicas de ADN recombinante, dos dominios individuales monovalentes de cadenas
pesadas. En otra realizacion particular el anticuerpo de la invencion es bi-especifico y esta formado uniendo
conjuntamente dos dominios variables de cadenas pesadas, cada uno con una especificidad diferente (esto es uno
con una especificidad para BACE1 y el otro con una especificidad para una neurona tal como por ejemplo ICAM5 o
telencefalina). De manera similar, los polipéptidos que comprenden anticuerpos de dominio individual multivalente o
multi-especifico se incluyen en el presente documento a modo de ejemplos no limitantes.

En todavia otra realizaciéon se puede usar como un medicamento un anticuerpo de dominio individual que es capaz
de evitar la captacion de BACE1. En todavia otra realizacion, se puede usar como un medicamento un anticuerpo de
dominio individual que comprende al menos una de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) con
una secuencia de aminoacidos seleccionada entre el grupo que comprende SEC ID N.%: 298-37. En otra realizacion,
se pugzde usar como un medicamento un anticuerpo de dominio individual con un amino&cido que comprende SEC
ID N.2%: 6, 22 0 26.

En todavia otra realizacion se puede usar un anticuerpo de dominio individual que es capaz de evitar la captacién de
pro-BACE1 para la fabricacion de un medicamento para tratar enfermedades asociadas con una sobre-expresion de
BACE1. Un ejemplo de enfermedad donde tiene lugar una sobre-expresion de BACE1 es la enfermedad de
Alzheimer. En general, "cantidad terapéuticamente eficaz", "dosis terapéuticamente eficaz" y "cantidad eficaz"
significa la cantidad necesaria para lograr el resultado deseado o resultados deseados (inhibicion de union de
BACE1; tratamiento o prevencion de la enfermedad de Alzheimer). Alguien de habilidad normal en la técnica
reconocera que la potencia y por tanto, una "cantidad eficaz" puede variar para el nanoanticuerpo que inhibe la
unién de BACE1 usada en la invencién. Un experto en la técnica puede evaluar facilmente la potencia del
nanoanticuerpo. Por "farmacéuticamente aceptable" se entiende un material que no resulta biol6gicamente o de
cualquier otro modo indeseable, es decir, se puede administrar el material a un individuo junto con el compuesto sin
provocar ningin efecto bioldgico no deseable o sin que interaccione de manera negativa con ninguno de los otros
componentes de la composicion farmacéutica en la que esta contenido.

La expresion "medicamento para tratar" se refiere a una composicién que comprende anticuerpos segun se
describen anteriormente y un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable (se pueden usar ambos términos
de manera intercambiable) para tratar o evitar enfermedades como se ha descrito en el presente documento. La
administracion de un nanoanticuerpo como se ha descrito anteriormente o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables puede ser por administracion oral, inhalada o parenteral. En realizaciones particulares, el nanoanticuerpo
se administra por medio de administracion intratecal o intracerebroventricular. EI compuesto activo se puede
administrar solo o preferentemente se puede formular como composicién farmacéutica. Una cantidad eficaz para
tratar la enfermedad de Alzheimer que expresa el antigeno reconocido por el nanoanticuerpo depende de los
factores usuales tales como la naturaleza y la gravedad del trastorno que se esta tratando y el peso del mamifero.
No obstante, una dosis unitaria normalmente estara dentro del intervalo de 0,01 a 50 mg, por ejemplo de 0,01 a 10
mg, o de 0,05 a 2 mg de nanoanticuerpo o de una de sus sales farmacéuticamente aceptables. Normalmente, las
dosificaciones unitarias se administran una vez o mas veces al dia, por ejemplo, 2, 3 0 4 veces al dia, méas
normalmente de 1 a 3 veces al dia, de manera que la dosis diaria total estd normalmente dentro del intervalo de
0,0001 a 1 mg/kg; de este modo la dosis diaria total para un adulto de 70 kg es de 0,01 a 50 mg, por ejemplo de 0,01
a 10 mg o mas normalmente de 0,05 a 10 mg. Se prefiere en gran medida que el compuesto o su sal
farmacéuticamente aceptable se administre en forma de composicién de dosis unitaria, tal como una dosis unitaria
oral, parenteral o composicién inhalada. Tales composiciones se preparan por mezcla y se adaptan de manera
apropiada para administracion oral, inhalada o parenteral y como tales pueden estar en forma de comprimidos,
capsulas, preparaciones liquidas orales, polvos, granulos, pastillas, polvos para reconstitucién, soluciones
inyectables o infundibles o suspensiones o supositorios 0 aerosoles. Normalmente los comprimidos y cépsulas para
administracion oral se presentan usualmente en una dosis unitaria y contienen excipientes convencionales tales
como agentes de unidén, sustancias de relleno, diluyentes, agentes de formacion de comprimidos, lubricantes,
disgregantes, colorantes, aromatizantes y agentes humectantes. Los comprimidos se pueden revestir de acuerdo
con procedimientos bien conocidos en la técnica. Sustancias de relleno apropiadas para su uso incluyen celulosa,
manitol, lactosa y otros agentes similares. Disgregrantes apropiados incluyen almidén, polivinilpirrolidona y derivados
de almidén tales como glucolato de almidon de sodio. Lubricantes apropiados incluyen, por ejemplo, estearato de
magnesio. Agentes humectantes farmacéuticamente aceptables apropiados incluyen lauril sulfato de sodio. Estas
composiciones orales solidas se pueden preparar por medio de procedimientos convencionales de mezcla, relleno,
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formacion de comprimidos o similares. Se pueden usar las operaciones de mezcla repetidas para distribuir el agente
activo por todas las composiciones empleando grandes cantidades de sustancias de relleno. Dichas operaciones
son, por supuesto, convencionales en la técnica. Las preparaciones liquidas orales pueden estar en forma de, por
ejemplo, suspensiones acuosas u oleosas, soluciones, emulsiones, jarabes o elixires, o se pueden presentar como
un producto seco para reconstitucién con agua u otro vehiculo apropiado antes de su uso. Dichas preparaciones
liquidas pueden contener aditivos convencionales tales como agentes de suspension, por ejemplo sorbitol, jarabe,
metilcelulosa, gelatina, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa, gel de estearato de aluminio o grasas comestibles
hidrogenadas, agentes emulsionantes, por ejemplo lecitina, monooleato de sorbitdn, o goma arabiga; vehiculos no
acuosos (que pueden incluir aceites comestibles), por ejemplo, aceite de almendra, aceite de coco separado,
ésteres oleosos tales como ésteres de glicerina, propilenglicol o alcohol etilico; conservantes, por ejemplo, p-
hidroxibenzoato de metilo o propilo o acido sorbico y si se desea aromatizantes convencionales o agentes
colorantes. Las formulaciones orales también incluyen formulaciones convencionales de liberacién prolongada, tales
como comprimidos o granulos que tienen un revestimiento entérico. Preferentemente, las composiciones para
inhalacién se presentan para administracion al tracto respiratorio en forma de una preparacion para inhalaciéon o un
aerosol o solucién para un nebulizador, o en forma de polvo microfino para insuflado, solo o en combinacién con un
vehiculo inerte tal como lactosa. En tal caso las particulas del compuesto activo tienen adecuadamente diametros de
menos de 50 micrometros, preferentemente menos de 10 micrémetros, por ejemplo entre 1 y 5 micrometros, tal
como entre 2 y 5 micrémetros. Una dosis inhalada favorecida esta dentro del intervalo de 0,05 a 2 mg, por ejemplo
de 0,05 a 0,5mg, de 0,1 a1 mg o de 0,5 a2 mg. Para administracion parenteral, se preparan formas de dosificacion
unitaria fluidas que contienen un compuesto de la presente invenciéon y un vehiculo estéril. EI compuesto activo,
dependiendo del vehiculo y la concentracién, puede estar bien suspendido o bien disuelto. Normalmente las
soluciones parenterales se preparan disolviendo el compuesto en un vehiculo y esterilizando el filtro antes de
cargarlo en el interior de un vial o ampolla adecuado y sellando. Ventajosamente, los adyuvantes tales como
anestésicos locales, conservantes y agentes tamponadores también se disuelven en el vehiculo. Con el fin de
mejorar la estabilidad, se puede congelar la composicién tras cargar en el vial y se puede retirar el agua al vacio. Se
preparan suspensiones parenterales de sustancialmente la misma forma salvo porque se suspende el compuesto en
el vehiculo en lugar de disolverlo y esterilizarlo por medio de exposicion a 6xido de etileno antes de la suspension en
el vehiculo estéril. Ventajosamente, se incluye un tensioactivo o agente humectante en la composicién con el fin de
facilitar la distribucién uniforme del compuesto activo. Cuando resulta apropiado, se pueden incluir pequefias
cantidades de broncodilatadores, por ejemplo aminas simpatomiméticas, tales como isoprenalina, isoetarina,
salbutamol, fenilefrina y efedrina; derivados de xantina tales como teofilina y aminofilina y corticosteroides tales
como prednisolona y estimulantes adrenales tales como ACTH. Como resulta una practica comun, normalmente las
composiciones vienen acompanadas de direcciones escritas 0 impresas para su uso en el tratamiento médico de
interés.

En ofra realizaciéon de la invencion, se pueden unir uno o més anticuerpos de dominio individual de la invencion
(opcionalmente por medio de una o mas secuencias de engarce apropiadas) a una o mas (tal como dos y
preferentemente una) secuencias de aminoacidos que permitan que el polipéptido resultante de la invencién
atraviese la barrera cerebral sanguinea. En particular, dichas una o méas secuencias de aminoacidos que permiten a
los polipéptidos resultantes de la invencién atravesar la barrera cerebral sanguinea pueden ser uno o mas (tal como
dos y preferentemente uno) nanoanticuerpos, tales como los nanoanticuerpos descritos en el documento WO
02/057445, de los que FC44 (SEC ID N.%: 189 del documento WO 06/040153) y FC5 (SEC ID N.%: 190 del
documento WO 06/040154) son ejemplos preferidos.

La presente invencion ademas proporciona una composicién farmacéutica para su uso en el tratamiento y/o
profilaxis de los trastornos descritos en el presente documento que comprenden una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, o uno de sus solvatos farmacéuticamente aceptables y si se requiere, uno de sus
vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Deberia estar claro que el procedimiento terapéutico de la presente invencion para la enfermedad de Alzheimer
también se puede usar en combinaciéon con cualquier otra terapia de enfermedad AD conocida en la técnica, tal
como inhibidores de gamma-secretasa, otros inhibidores de beta-secretasa.

En una realizacion particular se pueden usar los anticuerpos de dominio individual de la presente invencién para la
preparacion de un ensayo de diagndstico. Se puede detectar BACE1 en una variedad de células y tejidos,
especialmente en células y tejidos cerebrales, en los que el grado de expresion corrobora la gravedad de la
enfermedad de Alzheimer. Por tanto, se proporciona un procedimiento para detectar in situ la localizacién y
distribucion de la expresion de BACE1 en una muestra bioldgica. El procedimiento comprende la etapa de hacer
reaccionar la muestra bioldgica con un nanoanticuerpo de BACE1 detectable y detectar la localizacion y distribucion
del nanoanticuerpo detectable. La expresion "muestra bioldgica" se refiere a células y tejidos, incluyendo, pero sin
limitarse a células y tejidos cerebrales. La expresién ademas hace referencia a los fluidos corporales. Por tanto, se
proporciona un procedimiento para detectar la proteina BACE1 en un fluido corporal de un paciente. El
procedimiento comprende las etapas de hacer reaccionar el fluido corporal con un nanoanticuerpo anti-BACE-1 de la
presente invencién y monitorizar la reaccién. El fluido corporal es, por ejemplo, plasma, orina, fluido cerebroespinal,
efusiones de la pleura o saliva. La monitorizacion de la reaccion se puede llevar a cabo teniendo el nanoanticuerpo
marcado con un resto detectable, o para usar su regiéon constante como un resto detectable inherente, al que se
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puede unir especificamente un segundo anticuerpo que incluye un resto detectable. Por ejemplo se puede detectar
CSF BACET1 en pacientes que tienen enfermedad de Alzheimer. De acuerdo con una realizacién preferida de la
presente invencién hacer reaccionar el fluido corporal con el nanoanticuerpo anti-BACE1 se lleva a cabo en solucion.
Alternativamente, la reaccién del fluido corporal con el nanoanticuerpo anti-BACE1 se lleva a cabo sobre un sustrato
capaz de adsorber proteinas en el fluido corporal, como se conoce bien en la técnica de diagndstico basada en
anticuerpos. Ademas de acuerdo con la presente invencion se proporciona un procedimiento de detectar la
presencia, ausencia o nivel de proteina de BACE1 en una muestra biolégica. El procedimiento comprende las
siguientes etapas. En primer lugar, se extraen las proteinas a partir de la muestra biol6gica, obteniéndose de este
modo una pluralidad de proteinas. El extracto de proteinas puede ser un extracto en bruto y también puede incluir
material no proteinico. En segundo lugar, se separan por tamafo las proteinas, por ejemplo, por medio de
electroforesis, filtracion de gel, etc. En cuarto lugar, se hacen interactuar las proteinas separadas por tamafios con
un nanoanticuerpo anti-BACE1. Finalmente, se detecta la presencia, ausencia o nivel de nanoanticuerpo anti-BACE1
que ha interaccionado. En caso de electroforesis de gel normalmente la interaccién con el anticuerpo se lleva a cabo
siguiendo la transferencia de las proteinas separadas por tamafio sobre un soporte sélido (membrana).

Los siguientes ejemplos ilustran de manera mas completa las caracteristicas preferidas de la invencion, pero no se
pretende que limiten la invencion en modo alguno. Todos los materiales de partida y reactivos divulgados a
continuacion se conocen por los expertos en la técnica y se encuentran disponibles comercialmente o se pueden
preparar usando técnicas bien conocidas.

Ejemplos

1. Generacién y aislamiento de nanoanticuerpos especificos de BACE1

Generando anticuerpos especificos de BACE1 se inmuniz6 un dromedario seis veces con BACE1 humano
recombinante durante un periodo de aproximadamente 6 semanas. Tras este periodo se observé una respuesta
humoral especifica de BACE1, evaluada por medio de ELISA, para cada una de las 3 subclases de IgG diferentes
que existen en Camelidae, a saber las moléculas de IgG1 convencionales y las subclases IgG2 e IgG3 solo de
cadena pesada (las clases IgG estan revisadas en Conrath y cols., 2003). La cadena variable de los HCAb (VxH),
que contienen el fragmento de unién a antigeno, se amplificé a partir de linfocitos de dromedario aislados y se cloné
en el interior de un vector de fagémido pHEN4 generando una biblioteca de 4 x 10’ transformantes individuales. Tras
rescatar este banco con bacteriéfagos coadyuvantes M13K07, se expreso el repertorio ViH sobre la superficie de los
bacteri6fagos. Con estos bacteriéfagos se pudieron aislar VuHs especifico de BACE1 a partir de la combinacion total
de V{H usando inmunopurificacién, una técnica de seleccién in vitro (revisada por Smith y Petrenko, 1997). Para
esto, se incubaron los bacteri6fagos sobre una fase sélida revestida de forma pasiva con el inmunégeno. Tras lavar,
se eluyeron los bacteri6fagos unidos y se usaron infectando células de E. coli TG1 en crecimiento exponencial
produciendo nuevos viriones. Se usaron estos viriones en la siguiente ronda de seleccién con el fin de enriquecer los
aglutinantes especificos de BACE1. Tras 2 a 3 rondas consecutivas de inmunopurificacion, se seleccionaron las
colonias individuales al azar y se incubaron con IPTG induciendo la expresion de los nanoanticuerpos. Se
sometieron a extraccion los fragmentos proteicos de VyH a partir del periplasma bacteriano y se sometieron a
ensayo individualmente en su capacidad interactuando con BACE1 por ELISA. Se sometieron a secuenciacion los
clones con puntuacion positiva y se identificaron como tales 20 nanoanticuerpos especificos diferentes.

2. Andlisis de secuencias de los aglutinantes de BACE-1

Catorce de los veinte aglutinantes de BACE1 seleccionados proceden claramente de genes de linea germinal VyH:
Nb_B1, Nb_B2, Nb_B3, Nb_B5, Nb_B8, Nb_B9, Nb_B10, Nb_B11, Nb_B12, Nb_B15, Nb_B16, Nb_B21, Nb_B25 y
Nb_B26, que corresponden a las SEC ID N.2°: 1-14, respectivamente (Figura 1). La secuencia de amino&cidos y su
regién de armazon-2 (FR2) se parece a la de FR2 VyH tipico (Muyldermans y cols., 1994), con residuos de F/Y, E/Q,
R/C y G en las posiciones 37, 44, 45 y 47 respectivamente (numeracion de acuerdo con Kabat y cols., 1991). No
obstante, parece que los seis fragmentos de anticuerpo que quedan, Nb_B4, Nb_B6, Nb_B7, Nb_B13, Nb_B14 y
Nb_B24 (que corresponden con SEC ID N.%: 38-43, respectivamente) se originaron a partir de genes de linea
germinal de anticuerpo convencionales, debido a que contienen la tétrada Vs7;GaslasWaz, un distintivo tipico que
distingue el dominio variable de la cadena pesada de los anticuerpos convencionales (Vy) de los fragmentos VyH a
nivel de la linea germinal. Estos residuos distintivos se requieren de forma critica en los anticuerpos Ho-L» para la
asociacion de la cadena pesada con una cadena ligera. Debido a la elevada similitud de secuencia de los 6
nanoanticuerpos de tipo Vu, lo mas probable es que todos ellos procedan del mismo linaje celular B Unico. Las
diferencias en la secuencia de aminoacidos podrian ser el resultado de la hipermutacion somatica en curso de los
fragmentos génicos de anticuerpos en las células B que maduran y la posterior seleccion dirigida por antigeno, un
proceso continuo que conduce a anticuerpos siempre mejor adecuados. Los 6 nanoanticuerpos de tipo Vy también
difieren de los otros aglutinantes porque contienen un residuo de leucina en la posicion 11 en su armazoén-1 (FR1),
otra caracteristica de los genes Vu que es importante para la interacciéon con una cadena ligera (Lesk y Clothia,
1988, Padlan, 1994). En un FR1 VyH tipico con frecuencia este residuo de Leu esta sustituido con un residuo
hidréfilo y mas pequefio, normalmente una serina, como se observa en los 14 aglutinantes BACE1 con un motivo
VyH real. Todas las moléculas de tipo Vy tienen una CDR3 corta de Unicamente 6 aminoacidos, mientras que los
otros aglutinantes tienen bucles H3 significativamente mas grandes, que varian de 13 a 21 residuos, con una
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longitud media de 17. Esto es coherente con la longitud media de VyiH-CDR3 de 15-16 residuos presentada
anteriormente en la bibliografia (revisada en Muyldermans y Lauwereys, 1999). En general los CDR2 y CDR1 de
VyHs consisten en 16-17 y 10 residuos respectivamente, pero se comunicod que aproximadamente un 30 % de los
ADNc de VyH de dromedario estaban fuera de tamafo. Esto no afecta negativamente a su funcion, sino que incluso
aumenta el repertorio de unién a antigenos (Nguyen y cols., 2000). También se observan longitudes inusuales de
CDR1 y CDR2 para los aglutinantes de BACE1 de los autores de la invencién. El CDR2 de Nb_B15 contiene 19
residuos debido a una repeticion de tandem de 2 aminoacidos, mientras que el de Nb_B21 consiste en 18 residuos.
Se encuentran tamarfios aberrantes de CDR1 en Nb_B1, Nb_B15 y Nb_B16, debido a una insercién, una eliminacién
de 1 aminoacido y una eliminacién de 2 residuos, respectivamente. Finalmente, Nb_B25 tiene una region de
armazén-3 inusualmente larga con una repeticion de tandem de 2 residuos de aminoacido. Las longitudes que se
desvian en los aglutinantes BACE1 se deben a cambios ubicados en 3 puntos calientes tipicos de insercion/delecion
de VuH tipicos, que rodean a los residuos 30 = 3, 54 + 3 y 74 + 1. Estos puntos calientes se pueden encontrar dentro
de o en el borde de secuencias de ADN peculiares, tales como secuencias palindromicas (que corresponden a los
residuos 30-33 y 54-57) o secuencias de tipo heptamero de una sefial de recombinaciéon de Ig (con frecuencia
encontrada en los residuos 76-78) (Nguyen y cols., 2000). Ademas del puente disulfuro conservado entre Cysgs y
Cyse2, no resulta frecuente que aparezcan de residuos cisteina no candnicos extra en los anticuerpos
convencionales, aunque no estan totalmente excluidos. No obstante, se encuentra un par de cisteinas adicional en
el 75 % de los VyH de dromedario presentados (Arbai Ghahroudi y cols., 1997, Lauwereys y cols., 1998, Conrath y
cols., 2001a, Saerens y cols., 2004). Normalmente uno de esos residuos extra de cisteina se encuentra ubicado
dentro del bucle de CDR3, mientras que el otro se puede encontrar bien en la posicién 30, 32 o bien en la 33, dentro
de CDR1 o en la posicion 45 en FR2. Debido que el bucle de CDR3 de VuH se pliega hacia atras sobre la region
CDR1-FR2, los 2 residuos de cisteina se encuentran en distancia de contacto y probablemente se enganchan dando
lugar a un enlace disulfuro inter-bucles que reticula los bucles de unién de antigeno (Desmyter y cols., 1996). Dicho
enlace reduce la flexibilidad del bucle de CDR3 largo y de este modo, proporciona una mayor estabilidad. Ademas,
el enlace inter-bucles podria conducir a una conformacion impedida, pero nueva de los bucles de CDR, aumentando
de este modo el repertorio de unién a antigeno.

En comparacion con los porcentajes conocidos a partir de la bibliografia, existe una incidencia baja de cisteinas
adicionales en los aglutinantes BACE1. Un enlace disulfuro adicional te6rico Unicamente se encuentra presente en 4
de los 14 nanoanticuerpos con resto de VyH. Nb_B25 tiene un residuo de cisteina en la posicion 33 dentro de la
CDR1, Nb_B9 tiene uno en la posicion 32 y en Nb_B5 se forma probablemente un puente adicional entre Cysass y el
CDR83. Hasta el momento, no se ha descrito cisteina alguna en la posicién 53, como se observa en Nb_B12, ni para
los VuH de dromedario ni para los VuH de llama.

3. Definicién de afinidades de los aglutinantes de BACE1 para su inmunégeno a pH 7,0 y pH 5.0

Se subclonaron los ADNc de los 20 aglutinantes de BACE1 aislados en el vector de expresién procariota pHENG y
se expresaron en células E. coli WK6 produciendo proteinas solubles marcadas con His. Posteriormente se
purificaron los V4H recombinantes por cromatografia de afinidad de Ni-NTA, seguida por cromatografia de exclusion
por tamafos. Los niveles de expresion de los distintos clones variaron entre 1 y 15 mg por litro de medio de cultivo.
Se determiné la afinidad de todos los VuH por BACE1 de forma cuantitativa usando la tecnologia de resonancia de
plasmén superficial sobre Biacore 3000.

Se inyecté cada uno de los diferentes VyH a concentraciones que variaron de 0 a 0,5 uM sobre un chip sobre el que
se habia acoplado BACE1. Se evalu6 la unién tanto a pH 7,0 como a pH 5,0. Se incluyeron las mediciones a pH 5,0
debido a que a ese valor de pH se deberia conservar una interaccién firme entre BACE1 y VyH, ya que se comunicé
que el compartimiento endosémico con contenido ligeramente acido es el sitio subcelular principal de la escision de
sitio-3 de APP (Koo, 1994). Ademas, se observd que BACE1 tenia actividad Optima de secretasa-f a
aproximadamente pH 5,0 in vitro (Sinha y cols., 1999, Vassar y cols., 1999, Yan y cols., 1999, Lin y cols., 2000). Las
constantes de disociacién obtenidas para todos los VyHs pueden variar entre 4 y 669 nM a pH 7,0 y entre 42 nM y
6,8 uM a pH 5,0 (Figura 2A). La mayoria de los aglutinantes tienen constantes de disociacion entre 10 y 100 mM en
ambas condiciones de pH.

4. Capacidad de los VyH diferentes extrayendo BACE1 nativo

Para la inmunizacion del dromedario, el aislamiento de los aglutinantes especificos de BACE1 durante la
inmunopurificacion y las mediciones de afinidad in vitro por medio de Biacore, los autores de la invencion usaron
BACE1 soluble humano recombinante, completamente desprovisto de cadenas de carbohidrato. Esta proteina
recombinante, suministrada por el Dr. S. Masure (Johnson & Johnson, Beerse, Bélgica) se obtuvo a partir de un
sistema de expresion celular de insecto usando ADNc de BACE1 ligeramente truncado en el que se retiraron los 4
sitios de N-glucosilaciéon y toda la union de membrana (Bruinzeel y cols., 2002). No resulta impensable que los
epitopos que son facilmente accesibles en BACE1 "desnudo", usados para la inmunizacién, se encuentren
protegidos por cadenas de glucano u otras modificaciones postraduccionales de proteinas BACE1 generadas en
células de mamiferos. Por tanto, los autores de la invencién se plantean si los aglutinantes seleccionados podrian
ser capaces de reconocer BACE1 glucosilado expresado en células de mamiferos.
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Sometiendo esto a ensayo, se incubaron 2 ug de moléculas de V4H marcadas con His con 4 ug de extracto total de
proteina de células COS sometidas a transfeccion de manera transitoria con ADNc de BACE1 humana.
Posteriormente se usaron perlas de niquel extrayendo las moléculas de VxH junto con las proteinas ligadas. Tras
lavado abundante se eluyeron las proteinas ligadas, se separaron por medio de SDS-PAGE y se detecto la proteina
BACE1 por medio de prueba de bandas de Western usando un anticuerpo especifico de BACE1 policlonal de conejo
(ProSci, 2253) (Figura 2B). Las proteinas VyH producidas frente a Ap (Nb_AB3) o beta-lactamasa BCIl 569/H
(Nb_BCIILP) (Conrath y cols., 2001a), se usaron como controles negativos y fueron incapaces de capturar BACE1
procedente de lisado celular, como cabia esperar. Cinco aglutinantes, Nb_B7, Nb_B9, Nb_B10, Nb_B13 y Nb_B24
tienen la eficacia mas elevada extrayendo BACE1 en comparacion con los otros nanoanticuerpos. Para Nb_B3,
Nb_B8, Nb_B12 y Nb_B21, en el mejor de los casos, se puede detectar una traza insignificante de BACE1
coprecipitada tras la exposicion durante la noche.

Notese que en el grupo de los 6 nanoanticuerpos de tipo Vu (Nb_B4, Nb_B6, Nb_B7, Nb_B13, Nb_B14 y Nb_B24)
se observan grandes diferencias en la capacidad de cada nanoanticuerpo uniéndose a BACE1 glucosilado, aunque
probablemente se hayan originado a partir del mismo linaje de células B. A pesar de una similitud de secuencia
global alta de aproximadamente el 90 %, Nb_B13 y Nb_B14 comparten Unicamente el 70 % de aminoacidos en sus
regiones de CDR de unién a antigenos y esta diferencia aparentemente es suficiente afectando negativamente a la
afinidad de Nb_B14 por su antigeno cuando se compara con Nb_B13.

5. Efecto de la expresién ectédpica de los nanoanticuerpos de inhibicién de BACE

En una etapa siguiente los autores de la invencion decidieron expresar algunos de los VuHs en células de
mamiferos. Para ello, se cotransfectaron células COS1-B1, que expresan de forma estable niveles bajos de BACE1,
con APPSw y bien con Nb_B26 o bien con Nb_B9. Se sometieron a transfeccién células control con vector vacio o
con APPSw solo. Se clonaron los ADNc (de Nb_B26 o Nb_B9) en el interior de un vector de expresién eucariota,
aguas abajo del péptido de sefial de BACE1 y con una marca de myc-epitopo en su extremo C-terminal (Figura 3A).
La secuencia sefnal garantiza la translocacion de la proteina recién formada en el interior de la ruta secretora, donde
el VuH deberia encontrar su antigeno, el ectodominio de BACE1. Se cotransfectaron APPsy y los 2 V4H en células
COS que expresaban de forma estable niveles bajos de BACE1 humano (células COS-B1). Estas células tienen
niveles detectables pero no saturados de actividad de secretasa-p y se transfectan facilmente usando reactivos de
transfeccion basados en liposomas. Dos dias después de la transfeccion, se prepararon extractos celulares, se
separaron las proteinas por medio de SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Usando B63.1
policlonal de conejo como anticuerpo primario y GARIR, un anticuerpo secundario acoplado con infrarrojos, se
visualizaron los fragmentos con terminacién-C de APP y se cuantificaron por medio del Sistema de Formacién de
Imagenes Infrarrojas de Odyssey (Figura 3B y C). De nuevo, Nb_B26 no tuvo efecto alguno en procesamiento de
APP. La proporcién de CTF-B en los CTF de APP totales es igual a la de las células no tratadas (Figura 3C). Nb_B9
disminuy6 de manera coherente la actividad de secretasa-p en aproximadamente el 30 % (p < 0,001), aunque se
expreso a niveles muchos mas bajos que Nb_B26 (Figura 3B). Esta disminucion tuvo lugar en ausencia de cualquier
efecto sobre los niveles de proteina de BACE1, excluyendo la posibilidad de que el nanoanticuerpo afecte a la
estabilidad de la proteina BACE1.

6. Efecto de la adicidn de nanoanticuerpos extracelulares sobre el procesamiento de APP en células

En una etapa posterior se sometié a ensayo si el Nanoanticuerpo Nb_B9 pudo también afectar al procesado de APP
cuando se afiadid al medio de cultivo de células. Al menos parte de BACE1 esta destinado a la membrana de
plasma antes de dirigirse a los endosomas, de manera que los anticuerpos especificos BACE1 podrian unirse
potencialmente al ectodominio en la superficie celular y podrian introducirse de forma extraordinaria en el interior de
las células por medio de co-internalizacién con su antigeno. Debido a que la escision de secretasa-B de APP de tipo
silvestre tiene lugar predominantemente dentro de los compartimientos endosoémicos, la neutralizacién de la
actividad enzimatica procedente de la membrana de plasma podria resultar suficiente disminuyendo la proteolisis de
APP de sitio-f. Se infectaron células SH-SY5Y, células de neuroblastoma con actividad BACE1 enddgena
relativamente alta, con adenovirus recombinantes que contenian el ADNc que codificaba bien tipo silvestre de APP
humano o bien el mutante APPs, FAD. Se incluyé el mutante de FAD ya que es un sustrato de BACE1 mucho mejor,
lo que permite una deteccién de AP y B-CTF mucho mas facil. No obstante, se ha observado que la mayoria de
APPs,, se escinde en el sitio-p en la ruta secretora antes de alcanzar la membrana de plasma (Martin y cols., 1995,
Thinakaran y cols., 1996), de manera que la uniéon de VyHs que neutralizan BACE1 en la superficie celular podria no
ser capaz de evitar la escision de APPs, de sitio-B. Dos dias después de la infeccién adenovirica, se marcaron de
manera radioactiva las células SH-SY5Y y se incubaron con 2 uM de Nb_B9 durante 6 horas. Se us6 el medio
acondicionado inmunoprecipitando Ap segregado, mientras se extrajeron la longitud completa de APP y los
fragmentos con C-terminales de los lisados celulares. Se separaron todos los fragmentos de APP por medio de
SDS-PAGE. Los geles se fijaron, se secaron y se analizaron por medio de formacion de imagenes de fosforo. La
presencia de Nb_B9 caus6 un cambio detectable claro en las cantidades de CTF- o AB en comparacién con las
células no tratadas (Figura 4).

7. Aislamiento de otros nanoanticuerpos especificos de BACE1
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Adicionalmente, se llevé a cabo una nueva deteccion de las librerias de bacteriéfagos de VyH usando una estrategia
de inmunopurificacion diferente, mientras que se incluyé Nb_B9 para el andlisis adicional. Las inmunopurificaciones
de bacteriofagos de las dos librerias VuH se llevaron a cabo usando antigeno biotinilado (el ectodominio de BACE1
humano). Tras tres rondas de inmunopurificacion consecutivas, se escogieron al azar 500 colonias individuales para
la deteccion de bacteriofagos por ELISA. 158 de las 500 colonias puntuaron positivo en la deteccion de
bacteriéfagos por ELISA. Se evaluaron adicionalmente las colonias positivas por ELISA de extracto periplasmico, 44
colonias de las 158 colonias puntuaron de forma positiva. Se analizaron las colonias positivas aisladas a partir de
rastreo por ELISA de extracto periplasmico por PCR y digestion de enzima de restriccién agrupandolas de acuerdo
con el patrén de restricciéon y para analisis de secuenciacion posterior. Se identificaron 14 nuevos VyH a partir del
rastreo.

La alineacion de la secuencia de VuH se lista en la Figura 5. Entre estos VyH, se aislaron 10 clones 1B3, 10C2,
12B6, 10B5, 13A5, 2C6, 6A4, 10C4, 13B6 y 1A4 (SEC ID N.2%: 15-24, respectivamente) a partir de las bibliotecas de
dromedario y se aislaron 4 clones 2B6, 4A2, 1D4 y 9D3 (SEC ID N.®%: 25-28, respectivamente) a partir de la
biblioteca de llama. Se subclond el ADNc de estos clones en el vector de expresién pHENG y posteriormente se
purificaron los anticuerpos VyH para pruebas de ensayos funcionales.

8. Los nanoanticuerpos especificos de BACE1 inhiben la actividad de BACE1 en un ensayo celular y modulan la
actividad de BACE1 en el ensayo enzimatico carente de células

En primer lugar se sometieron a ensayo todos los 15 VuHs (14 VyH nuevos + Nb_B9) en un ensayo celular
afnadiéndolos al medio de células SH-SY5Y que expresaban de forma estable APPwt a una concentracion final de
20 uM. Como se muestra en la Figura 6, las células tratadas con VyHs B9, 10C4, 4A2 durante 24 horas estaban
mostrando disminuir la generacién de sAPP mientras que el nivel de sAPPa en el medio acondicionado permanecio
el mismo que aquel del control, sugiriendo que se inhibié la actividad de BACE1 por estos VuHs en el ensayo celular.

En paralelo, se sometié a ensayo la capacidad de VyHs modulando la actividad de B-secretasa en un ensayo de f-
secretasa in vitro que esta basado en la tecnologia de Transferencia de Energia de Resonancia y Fluorescencia
(FRET). Este ensayo hace uso de un sustrato de péptido sintético que se parece al sitio de escision de BACE1 de
APP y se acopla a un fluoréforo en su extremo N-terminal y una aceptor de fluorescencia en su extremo C-terminal.
La luz emitida por el fluoréforo se absorbe por el aceptor de fluorescencia con tal de que estos 2 restos se
encuentren en estrecha proximidad. Unicamente tras la proteolisis, cuando se afiade BACE1 recombinante al
sustrato sintético, ya no tiene lugar mas la transferencia de energia y se puede medir la cantidad de luz emitida, que
esta relacionada linealmente con la cantidad de producto escindido y ademaés con la actividad de B-secretasa. Todos
los VuHs se sometieron a ensayo por medio de este ensayo de FRET de BACE1 a una concentracion final de 10
uM. Como se muestra en la Figura 7, 10C4 y 4A2, los dos inhibidores de BACE1 candidatos identificados en los
ensayos celulares, inhibieron la actividad de BACE1 en el ensayo FRET. De manera interesante, B9, el inhibidor
candidato aislado a partir del ensayo celular, mostré incrementar el 260 % de la actividad de BACE1 en el ensayo de
FRET. Otro clon, 1B3 también mostr6 incrementar el 125 % de la actividad de BACE1 en el ensayo de FRET,
aunque no tuvo efecto aparente sobre BACE1 en el ensayo celular. El resto de V4H no presentaron ningun efecto o
presentaron efectos despreciables sobre la actividad de BACE1 en el ensayo de FRET.

Se establecieron las curvas de dosis-respuesta de 10C4, 4A2 y B9 sobre la actividad de BACE1 por medio de
ensayo de FRET. Como se muestra en la Figura 8, 10C4 pudo inhibir un maximo del ~70 % de actividad de BACE1 y
la Clsp fue de 150 nM. 4A2 pudo inhibir un maximo del ~40 % de actividad de BACE1 y Clso fue de 1,2 uM. B9 pudo
aumentar la actividad de BACE1 hasta 3,5 veces con una concentracion de ~100 nM y la Clsp en la curva de
respuesta fue de 4,1 nM.

Los resultados contradictorios de la B9 que modula la actividad de BACE1 en modos opuestos en el ensayo celular y
en el ensayo de FRET implican que B9 podria tener efectos diferentes sobre la escision de BACE1 de un sustrato
grande o de un sustrato pequefio (APP como sustrato celular para BACE1 contiene 695 aminoacidos mientras que
el sustrato de péptido en el ensayo Fret contiene Unicamente 10 amino&cidos). Por tanto, se someti6é a ensayo si B9
podia inhibir la escisién de BACE1 de un sustrato grande en otro ensayo enzimatico libre de células MBP-ELISA,
que usa la proteina de unién de maltosa conectada a 125 aminoacidos del extremo C-terminal de APPswe (MBP-
APPswe-C125) como sustrato de BACE1. Como se muestra en la Figura 9, B9 inhibié la escisién de BACE1 de
MBP-APPswe-C125 en una manera dependiente de la dosis y pudo inhibir hasta el 95 % de la actividad de BACE1.
Los resultados de este ensayo indican que B9 es un inhibidor de BACE1 cuando se usa un sustrato de péptido
grande. De este modo, ViH Nb_B9, en lugar de ser un aglutinante de sitio activo, fue mas probablemente un
inhibidor estérico de BACE1. V4H Nb_B9 pudo unirse a un sitio alostérico sobre BACE1, estimulando de este modo
la escision de BACE1 de pequefios sustratos que pueden todavia alcanzar el sitio de escisién, pero bloqueando el
acceso de sustratos grandes, tales como APP a BACE1 por impedimento estérico.

9. Andlisis de afinidad de los nanoanticuerpos especificos de BACE1
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Se analizaron las afinidades de uniéon de V4H B9, 10C4 y 4A2 a un ectodominio de BACE1 humano por medio de
Biacore. Como se muestra en la Tabla 2 (izquierda), B9 tuvo la mejor afinidad entre los tres inhibidores de VuH, con
una Kd de 3,67 nM a pH 7,0. 10C4 y 4A2 tuvieron afinidades de 74,7 nM y 48,2 nM respectivamente, que se
encuentran todas dentro del intervalo normal de afinidades para los anticuerpos de VuH.

Adicionalmente, se someti6 a ensayo si las afinidades de los V4H eran estables a pH 4,5, en el que BACE1 tuvo una
actividad éptima. Como se muestra en la Tabla 2 (derecha), no hubo cambio significativo en las afinidades de los
tres VuH a pH 4,5 en comparacion con el pH neutro, lo que indica que todos los tres VyH tienen afinidades de union
a BACE1 que fueron estables frente a acidos.

Tabla 2. Afinidades de VyH frente a BACE1 humanoapH 7,0y pH 4,5

pH 7,0 pH 4,5
kon (M's™) Kott (™) Ko (nM) kon (M's™) Kott (™) Ko (nM)
Nb_B9 2,67E+05 9,80E-04 3,67 6,62E+05 1,30E-03 1,96
Nb_4A2 4,79E+05 2,31E-02 48,2 3,97E+05 8,41E-03 21,2
Nb_10C4 1,06E+05 7,92E-03 74,7 4,51E+05 1,25E-02 27,7

Se investig6 la reactividad cruzada de los tres VuHs con respecto a BACE1 de ratén por anticipado en ensayos de
cultivos primarios de neuronas de ratdon. Como se muestra en la Tabla 3, tanto en condicién de pH neutro como de
pH acido, los tres VuH reaccionaron de forma cruzada con BACE1 de ratén y sus afinidades con respecto a BACE1
de ratén estuvieron dentro del mismo intervalo de afinidades que las medidas con BACE1 humano.

Tabla 3. Afinidades de VuH frente a BACE1 de raténapH 7,0 y pH 4,5

pH 7,0 pH 4,5
kon (M's™) Kott (™) Kp (nM) kon (M's™) Kott (™) Kp (nM)
Nb_B9 5,02E+05 8,90E-04 1,77 1,06E+06 1,18E-03 1,11
Nb_4A2 1,65E+05 5,81E-02 35,2 2,51E+05 2,16E-03 8,61
Nb_10C4 1,90E+05 7,97E-03 41,9 9,84E+05 9,88E-03 10

10. Los nanoanticuerpos especificos de BACE1 inhiben la escisién de BACE1 de APPwt en neuronas de ratén en
cultivos primarios

Se sometieron a ensayo V4H Nb_B9 en el ensayo de cultivo celular neuronal (Figuras 10-11). Se transdujeron
neuronas sometidas a cultivo primario de ratones de tipo silvestre con APPwt por virus del bosque de Semliki(SFV) y
posteriormente se trataron con VyH Nb_B9 o Nb_A42 purificado anadiendo al medio diluciones seriadas (los V4H se
disolvieron en primer lugar y se diluyeron en PBS). Se marcaron metabdlicamente los cultivos neuronales durante 6
horas. Posteriormente se analizaron CTFp, sAPPB y AB como lectura de la actividad de BACE1. Como se muestra
en la Figura 10, Nb_B9 y Nb_4A2 inhibieron la escision de BACE1 de APP reflejada en la disminucién de las sefales
de AB, sAPPB y CTFpB, mientras que la longitud completa del nivel de APP y sAPPoa permanecié en el mismo nivel
que el del control. Se establecio la curva de dosis-respuesta de Nb_B9 en el ensayo neuronal (Figura 11) por medio
de cuantificacion del nivel de CTF, que mostré que Nb_B9 inhibi6 la actividad de BACE1 de manera dependiente
de la dosis, con un efecto maximo de inhibicion de alrededor del 57 % de la actividad de BACE1 y la Clso estuvo
alrededor de 500 nM.

11. Variacién de los nanoanticuerpos inhibidores de BACE1 en el modelo de ratén

Los anticuerpos de dominio individual de camello, los anticuerpos de tamafo minimo, que tienen propiedades
superiores para la expresion intracelular y la funcién, incluyendo solubilidad, estabilidad y funcionalidad sin el
requisito de asociacion entre cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos convencionales, son moléculas
terapéuticas candidatas para el suministro de genes in vivo. Se sometié a ensayo el V4H Nb_B9 inhibidor de BACE1
en un modelo de raton transgénico de enfermedad de Alzheimer a través de un suministro génico por mediacién de
vector virico. En este experimento se usa un virus adeno-asociado (AAV), uno de los vehiculos mas eficaces para el
suministro génico al sistema nervioso central. Se construyé el ADNc de VuH Nb_B9, condensado con un péptido
sefal a partir de BACE1 en su extremo N-terminal y una marca de Myc en su extremo C-terminal, en el interior de un
vector AAV. El vector AAV usado aqui contiene un promotor hibrido de citomegalovirus/B-actina de pollo y un
elemento regulador pos-transcripcional de marmota, que es una casete optimizada dirigiendo la expresién de
proteinas en neuronas (Bjérklund y cols., 2000).

Para realizar el ensayo in vivo, se usan ratones transgénicos APP mutantes Dutch, que sobreexpresan APP humano
mutado E693Q sometido al control de un elemento promotor Thy1 especifico neuronal (Herzig y cols., 2004). El sitio
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de mutacion Dutch E693Q en APP humano esti 21 residuos de aminodcidos por detrds del sitio de escision de
BACET1, lo que no interfiere con el procesamiento de APP por BACE1. La sobreexpresion de ratén transgénico de
APP mutante Dutch genera de forma predominante un péptido AB40, que se usa como lectura para la actividad de
BACE1 en el ensayo in vivo de VyH Nb_B9. Se usan dos rutas de administracion, incluyendo inyeccion
estereotactica a la region del hipocampo de cerebro de ratén adulto (Fukuchi y cols., 2006) e inyeccién intracraneal
al cerebro del ratén neonato (Levites y cols., 2006) para el suministro de VuH Nb_B9 envuelto en vector AVV. El
GFP envuelto en vector AAVy V4H Nb_B24 se usan como controles negativos.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS
Cultivo celular

Se cultivaron células COS, BHK, MEF, CHO, HEK-APPsw, N2A y HelLa a 37 °C en un entorno de COz al 5 % en
medio de Eagle modificado de Dulbecco/mezcla de nutrientes F-12 (1:1) (Gibco) suplementado con Suero Bovino
Fetal (FBS) (Hyclone) al 10 % (v/v). Las células HEK-APPsw se proporcionarons por el Prof. C. Hass (Adolf
Butenandt Institute, Ludwig-Maximilians University, Munich, Alemania). Para las transfecciones transitorias basadas
en liposomas, se afadié una mezcla de FUGENE 6 (Roche Applied Science) y ADN plasmidico con una proporcion
de 3:1 (en ul y ug respectivamente) a una placa de cultivo que contenia un de monocapa confluyente de células al
50-80 %, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron las células estables COS-hBACET1 tras la
transfeccion transitoria de células COS con ADNpc3.1zeo-hBACE1 y la seleccién en 400 pg/ml de zeocina
(Invitrogen). Se sometieron las células SH-SY5Y a proliferacién en DMEM GlutaMAX, 4500 mg/| D-glucosa, piruvato
de sodio 1 mM (Gibco), suplementado con FBS al 15 % (v/v).

Se aislaron los cultivos neuronales corticales primarios a partir de embriones de raton E14 (de acuerdo con Goslin y
Banker, 1991). Brevemente, se tripsinizaron cortes cerebrales diseccionados con tripsina al 0,25 % en medio HBSS
(Gibco), se sedimentaron y se transfirieron a DMEM (Invitrogen, San Diego, CA) suplementado con FBS al 10 %
(v/v) y se disociaron haciéndolos pasar a través de pipetas Pasteur de didmetros decrecientes. Se recogieron las
células dispersadas por medio de centrifugacién y se plaquearon en placas revestidas de poli-L-lisina (Sigma) y se
mantuvieron en un medio neurobasal (Gibco) suplementado con L-glutamina (Invitrogen) 0,5 uM y Suplemento B27
libre de suero (Gibco) al 2 % (v/v). Se anadié arabinésido de citosina (5 uM) 24 horas después de plaquear evitando
la proliferacion de células neurogliales.

Marcaje metabdlico e inmunoprecipitacion de fragmentos de APP

Se lavaron las células en medio carente de Met o carente de Met/Cys (GIBCO) y se marcaron radioactivamente en
el medio apropiado que contenia respectivamente **S Met o **S Met/Cys de 100 uCi (Marcaje Trans *°S, MP
Biomedicals, Irvine, CA). En el caso de las incubaciones con FK-506, rapamicina y Nb_B26 (2,1 uM), se afiadieron
compuestos al medio marcadore. Tras 6 horas de incubacién, se recogi6é el sobrenadante del cultivo como una
fuente de AB o sAPPp segregadas y se centrifug6 retirando las células desligadas. Se lisaron las células en tampdn
DIP (Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1 %, desoxicolato de sodio al 1 %, SDS al 1 %), salvo
para las células HEK-APPsy, que se lisaron en solucién salina tamponada Tris (TBS: NaCl 150 mM, Tris-HCI 20 mM,
pH 7,5), conteniendo Tritén X-100 al 1 % y un céctel de inhibidores de proteasa (Complete, Roche). Este tampon de
lisis permite determinar alin la concentracion proteica (Ensayo de Proteinas de Bio-Rad) analizando la eficacia de la
interferencia de ARN sobre cantidades iguales de extracto de proteina.

Se precipitaron APP de longitud completa y fragmentos de APP C-terminales a partir de extractos celulares usando
anticuerpos de extremos C-terminales de APP B63.1, B11/4 o B12/6 (1:200) y se capturaron inmunocomplejos por
medio de proteina G-sefarosa. Para las especies A, se incubaron las muestras de medio acondicionado con células
bien con B7/8 o bien con 4G8 (1:200). Para las neuronas que sobreexpresaban mutantes de BACE1 diferentes, se
precipitaron proteinas de BACE1 a partir de los extractos celulares con B45.1.

Se lavaron abundantemente los inmunoprecipitados en tampon DIP, seguido de una etapa de lavado en TBS 1/3, se
eluyeron con tampon de muestra de LDS (Invitrogen) suplementado con B-mercaptoetanol al 1 % y se separaron
sobre gel NUPAGE al 10 % (Novex) en tampén MES para los fragmentos de APP y MOPS para los mutantes de
BACE1. Los geles se fijaron, se secaron y se expusieron rastreo por formacién de imagenes de fosforo. Se
cuantificd la intensidad de las bandas radioactivas usando Formacion de Imagenes de Fdésforo (Typhoon,
PerkinElmer) y el paquete de soporte l6gico ImageQuant.

Detectando las muestras sAPPB, se sometieron muestras de medio acondicionado a SDS-PAGE y prueba de
bandas de Western usando un anticuerpo B53/4.

Experimentos de desglucosilacién

Se recogieron células en PBS de Dulbecco (GIBCO), se scentrifugaron y se lisaron en tampén de fosfato 100 mM a
pH 5,8 para el tratamiento EndoH (46 % de NaH2PO4 0,2 M, 4 % de NazHPO,4 0,2 M y agua al 50 %) y pH 7,4 para
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EndoF (9,5 % de NaH:PO4 0,2 M, 40,5 % de NaxHPO4 0,2 M y agua al 50 %), suplementando con SDS al 0,1 %,
Triton X-100 al 0,5 %, B-mercapto-etanol al 0,5 % e inhibidores de proteasa (Complete, Roche). En primer lugar se
desnaturalizaron los lisados calentandolos durante 10 minutos a 70 °C y posteriormente se trataron con EndoH (1
unidad/30 pl, Roche Applied Science) o EndoF (1 unidad/30 pl, Roche, Applied Science) durante 19 horas a 37 °C y
se analizaron por medio de SDS-PAGE y prueba de bandas de Western.

Generacién de proteinas de fusién GST recombinantes

Se introdujeron plasmidos pGEX-4T-1 (Pharmacia) que codificaban proteinas de fusion GST en células competentes
BL21 (Merck Eurolab) y se indujo la expresion de las proteinas GST por medio de B-D-tiogalactopiranosido de
isopropilo 0,1 mM (IPTG, Promega). Se liberaron proteinas recombinantes a partir de las bacterias por sonicacion en
un tampon de Tris-solucion salina (NaCl 150 mM, Tris 10 mM) que contenia una mezcla de inhibidor de proteasa
(EDTA 1 mM, aprotinina 14 pg/l, pepstatina 2 pg/l), 100 pg/l de lisoxima, DTT 5 mM y N-laurilsarcosina al 0,5 %
(sarcosilo) (Frangioni y Neel, 1993). Tras la centrifugacion a 12500 rpm (Beckman J2-21 M/E), retirando los residuos
bacterianos insolubles, se anadié Tritbn X-100 a una concentracion final del 1 % neutralizando los efectos de
sarcosilo detergente iénico.

Inmunizacién de dromedario y llama y andlisis de la respuesta inmunoldgica

Se hicieron la inmunizacién de dromedario y llama, el aislamiento de los aglutinantes de BACE1 y las mediciones de
afinidad en colaboracién con el Prof. S. Muyldermans, VUB, Bélgica.

Se inmunizaron una dromedario y una llama con intervalos semanales 6 veces por via subcutanea con 150 ug de
BACE1 humano recombinante puro mezclado con adyuvante GERBU (GERBU Biochemicals). El inmunégeno usado
para la inmunizaciéon del dromedario se proporciond por el Dr. S. Masure (Johnson & Johnson Pharmaceutical
Resarch & Development, Beerse, Bélgica). Con el fin de obtener grandes cantidades de BACE1 recombinante se
infectaron células de insecto con baculovirus que codificaban ectodominio BACE1 (sBACE1 ) en las que se retiraron
los 4 sitios de N-glucosilacion tedricos sustituyendo los codones de Asn respectivos por codones de Gin (Bruinzell y
cols., 2002). La ausencia de glucosilacion se hizo posible produciendo una reserva grande, homogénea de BACE1.

Se inmunizé una llama con una fuente diferente de BACE1. En este caso se purificd el antigeno a partir de células
HEK293 que sobreexpresaban BACEs1 (obtenidas a partir de Prof. N. Mertens, Protein Service Facility, VIB, UGent)
y de este modo se parecia mucho mejor a la BACE1 nativa, madura y asi completamente glucosilada.

Trascurridos cuarenta dias tras la primera inyeccion, se recogié la sangre anticoagulada. Se analizaron las
valoraciones de anticuerpos especificos de BACE1 para cada subclase de IgG usando ELISA. En primer lugar se
purificaron las 3 subclases de IgG individuales a partir de suero basado en su absorcion diferencial de la Proteina A
y la Proteina G y las diferentes condiciones de elucion (Conrath y cols., 2001a). Se incubd la proteina BACE1
revestida con fase sélida con diluciones seriadas de las diferentes subclases de IgG y posteriormente se detectaron
las IgG unidas con un antisuero IgG anti-dromedario de conejo y conjugados de fosfatasa alcalina-lgG anti-conejo
(Saerens y cols., 2004).

Construccion de una biblioteca de fragmentos génicos de VyH

Se aislaron linfocitos periféricos a partir de suero de dromedario/llama (Lyphoprep, Nycomed) y se extrajo el ARN
total (de acuerdo con Chomczynski y Sacchi, 1987). Tras RT-PCR con un Cebador dNs, se uso el ADNc obtenido
como plantilla para la amplificacion de un fragmento de ADN que abarcaba el dominio variable de IgG hasta el
dominio CH2, usando cebadores CALLO01 y CALLO02 (véase la Tabla 4). Estos cebadores hibridan con la
secuencia lider de IgG y el exén CH2 de la cadena pesada de todas las 3 subclases de IgG existentes en
dromedario, respectivamente. Usando extraccion con gel de agarosa, se separ6 el fragmento de 600 pb procedente
de los anticuerpos Unicamente de cadena pesada (Vu-CH2, sin dominio CH1) del fragmento de 900 pb procedente
de anticuerpos convencionales (exones Vy-CH1-CH2). Posteriormente se amplificaron los fragmentos génicos de
VyH por PCR sobre el ADN de 600 pb con un par de cebadores anidados, AE6 y FR4FOR (véase la Tabla 4). AE6
se hibrida al armazén-1 de VyH y contiene un sitio Pst I, mientras que FR4FOR con un sitio Not | es complementario
al armazoén-4. Se ligaron los diferentes fragmentos VuH en el interior de un vector de fagémido pHEN4y se
transformaron en células E. coli TG1 creando una biblioteca de 4 x 107 transformantes. El rastreo por PCR de
colonias mostré que aproximadamente el 90 % de las colonias se transformaron con un vector de fagémido que
contenia un inserto con el tamafo esperado para un fragmento de V{H.

Tabla 4: Secuencias de diferentes cebadores usados para la construccion de biblioteca de fragmentos génicos ViH

Cebador Secuencia (5'a 3')
CALLOO1 GTCCTGGCTGCTCTTCTACAAGG
CALL002 GGTACGTGCTGTTGAACTGTTCC
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AE6 GATGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGAGGAGG
FRA4FOR GGACTAGTGCGGCCGCTGCAGACGGTGACCTGGGT

Seleccion de fragmentos de VyH especificos de BACE1

Se expreso6 el repertorio de VyH sobre la superficie de los bacteriéfagos tras recuperar la biblioteca con los
bacteriéfagos coayuvantes M13K07. Se enriquecieron VyH especificos contra BACE1 por medio de tres rondas
consecutivas de seleccion in vitro, una técnica también conocida como inmunopurificacién (Smith y Petrenko, 1997).
Para esto, se incubaron los VyHs sobre una fase solida revestida con antigeno. Se lavaron los bacteriéfagos no
ligados en PBS mas Tween 20 al 0,05 % y se eluyeron las bacteri6fagos ligados con trietilamina 100 mM (pH 10,0).
Se neutralizaron inmediatamente las particulas de bacteriéfagos eluidas con Tris-HCI 1 M (pH 7,5) y se usaron
reinfectando exponencialmente células de TG1 de E. coli en proliferacion. Tras la segunda y tercera rondas de
seleccién se escogieron al azar colonias individuales.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA)

Se indujo la expresion del VyH seleccionado con IPTG 1 mM. Se extrajeron VuH solubles recombinantes marcados
con hemaglutinina (HA) en su extremo C-terminal (el gen que codifica el epitopo de HA se incluye en el vector de
fagémido pHEN4) a partir del periplasma por un choque osmético (Tris-HCI 200 mM pH 8,0, sacarosa 250 mM,
EDTA 0,5 mM) (Skerra y Pluckthun, 1988) y se sometieron a ensayo en su capacidad reconociendo su antigeno en
los ensayos de ELISA. Se revistieron placas de 96 pocillos de Maxisorb (Nun) durante la noche con proteina BACE1
(100 ul de 1 pug/ml en PBS) a 4 °C. Se bloquearon los sitios de union residuales durante 2 horas a temperatura
ambiente con caseina al 1 % (p/v) disuelta en PBS. Posteriormente se incubd esta fase sdlida revestida de antigeno
con los diferentes extractos periplasmicos durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras lavar, se incubo
sucesivamente la fase sélida con anti-HA de ratdn, fosfatasa alcalina-conjugada anti-ratén (Sigma) y 2 mg/ml de
fosfato de p-nitrofenilo (Sigma). Se analizaron las sefiales a 410 nm.

Expresién y purificacién de VuH

Se subclonaron los genes de VyH de los clones con puntuacion positiva en ELISA en el interior del vector de
expresion pHENG, usando Pst | y BstE Il. De este modo, se sustituyé el marcaje de HA-epitopo en el extremo C-
terminal de las moléculas de VyH por una marca de 6 His. Se transformaron las células WK6 de E. coli con los
plasmidos pHENG y se indujo la expresion de las proteinas VyH recombinantes por medio de IPTG (Saerens y cols.,
2004). Se extrajeron moléculas de VyH a partir de las bacterias usando un choque osmético (Skerra y Pluckthun,
1988). Posteriormente se capturaron proteinas recombinantes marcadas con His sobre una columna de sefarosa de
superflujo de niquel-acido nitriloacético (Qiagen), se eluyé con un tampén de acetato (pH 4,7) y se purificé de
manera adicional por medio de cromatografia de exclusién por tamafnos.

Mediciones de BlAcore

Se determinaron las constantes cinéticas y la afinidad de las interacciones VyH-antigeno por medio de una
tecnologia de resonancia de plasmoén superficial sobre un Biacore 3000 (Biacore AB). Se inyectaron moléculas de
VyH purificadas, en un intervalo de concentracién de 0-500 nM en Solucién Salina Tamponada con Hepes pH 7,0 o
tampon de citrato pH 5,0, a 30 pl/min sobre BACE1 (500 unidades de resonancia), se inmovilizaron sobre un chip
CM5 (de acuerdo con De Genst y cols., 2005). Se determinaron las constantes cinéticas y de equilibrio (Kon, Koft Y Kp)
con el soporte légico BiAevaluation V3.1. (Biacore AB).

Andlisis in vitro basados en FRET de actividad de B-secretasa

Determinando si VyHs afecta a la actividad de BACE1 los autores de la invencidon usaron un kit de ensayo in vitro por
FRET de BACE1 (Panvera P2985). Este ensayo usa un sustrato BACE1 sintético que emite luz tras la escision. La
cantidad de fluorescencia total esta relacionada linealmente con la tasa de escision del sustrato y por tanto con la
actividad de [-secretasa. Se incubaron las mezclas de reaccion que contenian 20 nM de enzima BACE1
recombinante y 250 nM de sustrato sintético con un exceso de cada VxH (2,2 uM) o el inhibidor de BACE1 STA-200
(Enzyme System Products, 2,2 uM) en acetato de sodio 50 mM, pH 4,5 a temperatura ambiente, protegido de la luz.
Tras 2 horas, se midio la fluorescencia a 595 nm usando contador de multimarcaje VICTOR 1420 (Perkin Elmer Life
Sciences). Para cada VuH, se rest6 la sefial de fondo, emitida por una mezcla que contenia VyH y sustrato pero no
enzima, de la sefal medida para la mezcla que contenia VuH, sustrato y BACE1. Como una fuente alternativa de
actividad de -secretasa, se generaron membranas microsémicas a partir de células HelLa que expresaban, desde el
punto de vista ectdpico, BACE1 segun se describe anteriormente. Se resuspendio la pella microsémica resultante en
acetato de sodio 50 mM, pH 4,5. Se mezclaron 50 nug de proteinas microsémicas con 250 mM de sustrato de BACE1
sintético y 2,2 uM de V4H o STA-200. Se llevaron a cabo la reaccion enzimatica y el analisis como anteriormente
salvo porque las reacciones se mezclaron con cuidado cada 10 minutos durante las 2 horas de incubacién.
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En otra enfoque, se sintetizé sustrato de péptido FRET MCA-S-E-V-N-L-D-A-E-F-R-K(Dnp)-R-R-R-R-NH2 por Ana
Spec Inc (San José, CA, EE.UU). Se purific6 BACE 1 de enzima humana (1-460):IgGFc a partir de células HEk293
de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente (Yang y cols., 204). Para la reaccién, se diluy6 la enzima en
tampdn de reaccion (acetato de amonio 50 mM, pH 4,6, BSA al 3 %, Tritdn X-100 al 0,7 %) a una concentracion de 1
ug/ml y se diluyd sustrato en un tampo6n de reaccidén a una concentracion de 125 uM. Se mezclaron 20 ul de VyH
(diluido en tampdn de reaccién) con 30 pl de dilucién de enzima y 50 pl de dilucién de sustrato en placas de
poliestireno de 96 pocillos negras (Costar), las placas se leyeron inmediatamente a partir de la sefial de linea base
con Envision (excitacion de 355 nm, emision de 430 nm, 1 segundo/pocillo), seguido por incubacién durante una
noche en oscuridad a temperatura ambiente. Se leyeron las placas la mafana siguiente usando el mismo protocolo
de lectura, se usé la senal de Fret (sefal de linea base) como lectura de la actividad enzimatica en cada reaccion.

Co-precipitacion de BACE1 humano con VyH marcados con His usando perlas de Ni

Se lisaron células COS que sobreexpresaban BACE1 en PBS que contenia Triton X-100 al 1 % e inhibidores de
proteasa (1 pug/ml de pepstatina, 14 ug/ml de aprotinina, 0,5 mM de pefabloc). Se incubaron 100 pg de este extracto
de proteina durante una noche a 4 °C con 2 ug de proteinas de VuH marcadas con His y perlas de Ni-PDC (Affiland)
en tampén de unién (NaCl 342 mM, NapHPO4 16,2 mM, KCI 6,7 mM, KH2PO4 3,7 mM con Tritén X-100 al 1 %) con
los mismos inhibidores de proteasa usados para la lisis celular. Se lavaron los precipitados en tampdn de union
suplementado con imidazol 10 mM, reduciendo interacciones no especificas, se eluyeron usando imidazol 300 uM y
se redisolvieron por medio de SDS-PAGE. Se visualiz6 BACE1 por prueba de bandas de Western usando un
anticuerpo policlonal anti-BACE1 de conejo (ProSci Inc).

Inmunopurificacién de bibliotecas de bacteriéfagos con antigeno marcado con biotina

Se llevaron a cabo inmunopurificaciones de biblioteca de bacteri6fagos de VyH con sistema de biotina-
estreptavidina. Se etiquetd la proteina de ectodominio BACE1 purificada con Sulfo-NHS-SS-Biotina (Pierce) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Se recuperaron las librerias de VuH con bacteriéfago coadyuvante M13K07
generando bacteriéfagos. Para la inmunopurificacion, se bloquearon 10'" bacteriéfagos con BSA al 1 % en 400 ul de
tampdn de inmunopurificacion (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se anadieron 100 ul de BACE1 biotinilada al bacteriéfago hasta una concentracion final a 200
nM. Se incubaron el bacteriéfago y BACE1 biotinilada durante 1 hora a temperatura ambiente con rotacién. Al mismo
tiempo se bloquearon 40 pl de estreptavidina inmovilizada (Pierce) en BSA al 1 %. Tras 1 hora de incubacion, se
anadié estreptavidina inmovilizada pre-bloqueada a la soluciéon de bacteriéfago-BACE1 biotinilada y se incubd
durante 40 minutos a temperatura ambiente con rotacién. Tras la incubacién, se centrifugd la estreptavidina
inmovilizada a 3000 rpm durante 1 minuto, se descartd el sobrenadante que contenia el bacteriéfago no ligado. Se
lavo la estreptavidina inmovilizada 5 veces con 1 ml de tampdén de inmunopurificacion, teniendo cada lavado una
duracién de 5 minutos con rotacién. Tras lavar, se afnadié DTT 50 mM a la estreptavidina inmovilizada y se incubd
durante 40 minutos a temperatura ambiente con rotacion. Se centrifug6 la estreptavidina inmovilizada y se usaron
los sobrenadantes que contenian bacteriéfagos eluidos re-infectando células de E. coli TG1 en la siguiente ronda de
inmunopurificacion de bacteriofagos. Tras tres rondas de inmunopurificacién consecutivas, se usaron los
bacteriéfagos recuperados infectando de E. coli TG1'y se plaquearon a una dilucion de 10* a 10° y se escogieron
colonias individuales para andlisis posterior.

Rastreo de bacteriéfagos por ELISA

Generando las particulas de bacteriofago con VuH mostrado en la superficie para la deteccién por ELISA, se
inocularon colonias individuales a partir de inmunopurificacion de bacteriéfagos en 2 ml de medio TY 2x
suplementado con 50 ug/ml de ampicilina y glucosa al 1 % en placas de 24 pocillos a 37 °C durante 8 horas con
agitacion a 220 rpm. Tras 8 horas de incubacion, se afiadieron 5 x 10° u.f.c. de bacteriéfagos coadyuvantes M13K07
infectando cada uno de los pocillos de bacterias. Se cultivaron las bacterias infectadas a a 37 °C durante una noche
con agitacion a 220 rpm. A la mafnana siguiente, se sedimentaron por centrifugacion las bacterias a 3000 rpm
durante 20 minutos, se transfirieron los sobrenadantes que contenian particulas de bacteriéfagos a placas de 24
pocillos. Se anadieron PEG 6000 al 20 %/ NaCl 2,5 M a los sobrenadantes usando 1/6 de volumen precipitando las
particulas de bacteriéfagos a 4 °C durante 30 minutos. Mas tarde se recuperaron las particulas de bacteriéfago por
centrifugacién a 3000 rpm durante 30 minutos y se resuspendieron los sedimentos en 100 ul de PBS.

Para el ensayo de ELISA de las particulas de bacteriéfago, se revistié una proteina de ectodominio de BACE1 sobre
48 pocillos de cada placa de microvaloracion de 96 pocillos a 100 ng/pocillo a 4 °C durante una noche, se usaron los
pocillos no revestidos como control. A la mafiana siguiente, se bloquearon las placas de microvaloracion con leche al
3 % durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras bloquear, se anadieron 100 pl de particulas de bacteriéfagos a
cada pocillo revestido y no revestido y se incubé durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron
las placas 5 veces con tampon de lavado (PBS, Tween-20 al 0,05 %). Tras lavar, se afiadié anticuerpo anti-M13
conjugado de HRP (Amersham) a cada pocillo usando una dilucion 1:3000 en leche al 3 % y se incub6 durante 1
hora. Posteriormente se lavaron las placas 5 veces con tampén de lavado. Tras lavar, se afiadieron 0,02 mg/ml de
ATBS de sustrato en desarrollo (Sigma) suplementado con H2O- al 0,3 % (Sigma) a placas de microvaloracion y se
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incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se leyeron las placas a D.O. 405 nm con un lector de ELISA.

Rastreo de ELISA de extracto periplasmico

Después de expresarse vector de expresion pHEN4 que contiene una secuencia de sefial de PelB (pectato lisasa)
antes del ADNc de VuH, los ViH se exportan asi al espacio periplasmico en sistema bacteriano. Generando el
extracto periplasmico que contiene proteinas VuH para el ensayo de ELISA, se inocularon colonias individuales a
partir de inmunopurificacién de bacteriéfagos en 1 ml de medio caldo Terrific (TB) suplementado con 100 pg/ml de
ampicilina en placas de 24 pocillos a 37 °C con agitacion a 220 rpm. Cuando D.O. 600 alcanza 0,6, se afiadi6 IPTG
1 mM al cultivo induciendo la expresion de las proteinas de VyH. Se incubaron las bacterias adicionalmente durante
15 horas a 28 °C para expresion de las proteinas. Tras la incubacion, se recogieron las bacterias por centrifugacion
a 3000 rpm durante 20 minutos, se disolvieron los sedimentos celulares en solucion TES (Tris-HCI 20 mM pH 7,4,
EDTA 1 mM, sacarosa 250 mM) y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Se proporcion6 el choque osmético
afnadiendo volumen 1,5 x de TES/4 a las bacterias y se incubaron en hielo durante 45 minutos. Se recogieron los
sobrenadantes que contenian proteinas VyH por centrifugacién a 300 rpm durante 20 minutos y se usaron
adicionalmente para ELISA. Los ensayos de ELISA se llevaron a cabo siguiendo el mismo protocolo descrito
anteriormente para ELISA de bacteri6éfagos. Detectando las proteinas de Vy4H con un marcaje HA en el extremo C-
terminal, se us6 anticuerpo monoclonal anti-HA (Amersham) como anticuerpo principal y se usé anticuerpo anti-raton
de cabra conjugado de fosfatasa alcalina (Amersham) como anticuerpo secundario. Se desarrollaron las placas de
ELISA con sustrato p-nitrofenil-fosfato (PNPP) (Sigma) y se leyé a D.O. 405 nm con un lector de ELISA.

Preparacién y construccién de virus adeno-asociado (AAV)

Para la generacion de AAV, se siguié un procedimiento estandar (Levites y cols., 2006). Brevemente, se construyé el
ADNc de VyH Nb_B9, condensado con un péptido sefal a partir de BACE1 en su extremo N-terminal y una marca
de Myc en su extremo C-terminal, en el interior de un vector de AAV que contenia un promotor hibrido de
citomegalovirus/B-actina de pollo y un elemento regulador postranscripcional de marmota. Se generaron AAV por
medio de transfeccion por plasmido con plasmidos coadyuvantes en células HEK293T. Cuarenta y ocho horas
después de la transfeccion, se recogieron las células y se sometieron a lisis en presencia de deoxicolato de sodio al
0,5 % y 50 U/ml de Benzonasa (Sigma) por medio de descongelacion de la parte congelada y se aislé el virus
usando un gradiente discontinuo de iodixanol purificado sobre una columna de HiTrap HQ (Amersham Biosciences).
Se determiné la valoracion genémica de virus por medio de PCR cuantitativo.

Ratones

Todos los experimentos con animales estaban en conformidad con los protocolos aprobados por los Comités de Uso
y Proteccion de Animales. Los ratones transgénicos APP mutantes Dutch (C57BL/6J-TgN(Thy-APPeegsp)) se
proporcionaron generosamente por el laboratorio de Mathias Jucker, Universidad de Tubingen, Alemania.

Inyecciones estereotaxicas

En los primeros experimentos en serie, se administraron directamente vectores de AAV que expresan V4H Nb_B9 y
GFP (control negativo), VuH Nb_B24 (control negativo) al interior del hipocampo de ratones transgénicos APP
mutantes Dutch de 3 meses de vida. Se anestesiaron los ratones con avertina y se colocaron en un aparato
estereotaxico. Se inyectaron bilateralmente las preparaciones de AAV (2 ul por sitio) en el interior de la regién CA3
del hipocampo (-2,0 mm antero-posterior desde bregma, + 2,3 mm medio-lateral desde bregma y 1,7 mm por debajo
de duramadre). Posteriormente se alojaron los ratones individualmente y se dejaron recuperarse de la cirugia. Sus
cerebros se procesaron para analisis 5 semanas después del tratamiento.

Inyecciones neonatales

El procedimiento se describié anteriormente (Levites y cols., 2006). Brevemente, se crio-anestesiaron crias de 0 dias
posnatales (PO) en hielo durante 5 minutos. Se inyectaron las preparaciones de AAV (2 pl)
intracerebroventricularmente en el interior de ambos hemisferios usando una jeringuilla de Hamilton de 10 ml con
una aguja de calibre 30. Posteriormente se colocaron las crias en un lecho de calentamiento con sus materiales de
anidamiento originales durante 3-5 minutos y se devolvieron a su madre para posterior recuperacion. Sus cerebros
se procesaron para andlisis 3 meses después de inyeccion.

Preparacion tisular y andlisis bioquimico de AB

Analizando A, se homogeneizaron el hipocampo (a partir de inyecciones estereotaxicas) y los cerebros completos
(a partir de inyecciones neonatales) en reactivo de Extraccion de Proteina Tisular (Pierce) complementado con un
inhibidor de proteasa completo y comprimidos de inhibidor de fosfatasa (Roche Applied Science). Se centrifugaron
las muestras homogeneizadas a 4 °C durante 1 hora a 100.000 x g y se usé el sobrenadante para el andlisis de
inmunotransferencia y para las mediciones de ELISA de AB usando kits de ELISA (The Genetics Company).
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Gln

Tyr

Arg

45

Ala

Asn

Ile

Ala

Thr
125

Gln

Tyr

Glu

45

Tyr

Asp

Thr

Pro

val
125

Ala

Arg

Glu

Asp

Thr

Tyxr

Ala

110

val

Ala

Ser
30

Gly

Tyr

Lys

Ala

Leu

110

Thr

Gly
15

Arg
Ala
Ser
Val
Tyr
95

Arg

Ser
Gly
15

Tyr
Val
Ala
Asn
Ile
95

Leu

val

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ser

Ser

Gly

Tyr

Ala

Thr

80

Tyr

Gln

Ser
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Asp Val Gln Leu Gln Glu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Gly Trp Phe Arg Gln Ala

Ile Asn Ser Gly Val Gly
50

Arg Phe Thr Ile Ser Gln
65 70

Met Asn Ser Leu Lys Pro
85

Arg Arg Ser Trp Phe Thr
100

Asp Trp Phe Ser Tyr Trp
115

<210> 12

<211> 125 ]

<212> PROTEINA

<213> Camelus dromedarius

<400> 12
Asp Val Gln Leu Gln Glu
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Arg Phe Ala Trp Leu Arg
35

Ala Val Ile Phe Pro Thr
50

Val Asn Gly Arg Phe Thr
65 70

Tyr Leu Gln Met Asn Ser
85 :

Cys Ala Ala Ser Ala Asn
100

Thr Tyr Trp Gly Gln Gly
115

<210> 13

<211> 129 i

<212> PROTEINA

<213> Camelus dromedarius

<400> 13

Ser

Thr

Pro
Thr
55

Asp

Glu

Gly
Gly

Ser
Ala
Gln
Ala
55

Ile
Leu

Ala

Thr

Gly

Ala

Gly

40

Thr

Asn

Asp

Met

Gln

120

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Ser

Glu

Met

Gln
120

ES 2447 844 T3

Gly

Ser

25

Lys

Tyr

Ala

Thr

Thr

105~

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Gly

Gln

Pro

Thr

105

Val

Gly

10

Gly

Glu

Tyr

Lys

Ala

90

Thr

Thr

Gly

Gly

Gly

Ala

Asp

Glu

20

Gly

Thr

Sgr
Tyr
Arg
Ala
Ser
75

Ile

Thr

Gln

Ser
Tyr
Lys
Lys
Thr
75

Asp

Phe

val

val

Thr

Glu

Gln

Tyr

Gly

- 45

Asp

60

Thr

Tyr

Gln

Val

val

Thr

Asp

Phe

60

Ala

Thr

Gln

Ser

29

Ser

val

Tyr

Ala

Thr

125

Gln

Ser

Arg

45

Tyr

Lys

Ala

Pro

Ser
125

Ala

Ser

30

val

Val

Tyr

Cys

Leu
110
Val

Ala

Glu

30

Glu

Ser

Asn

Met

Ser
110

Glu

15

Leu

Ala

Lys

Leu

Ala
95

Asp

Ser

Gly

15

Met

Val

Asp

Thr

Tyr

95

Gly

Gly

Met

Val

Gly

Gln

80

Ala

Pro

Ser

Gly

Asn

Val

Ser

val

80

Phe

Tyr
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Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu
20

Cys Met Gly Trp
35
Ala Ser Ile Asn

Lys Gly Arg Phe
65

Val Tyr Leu Gln

Tyr Cys Ala Ala
100

Ala Tyr Gly Tyr
: 115

Ser

<210> 14

<211> 129 i
<212> PROTEINA

Gln

Ser

Phe

Ser

Thr

Met

85

Asn

Asn

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Asn

Asp

Phe

<213> Camelus dromedarius

<400> 14
Asp Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Tyr Met Gly Trp
35

Thr Gly Ile Thr

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asp

Ala Lys Leu Arg
100

Glu Gly Asp Phe
115
<210> 15
<211>126
<212> PROTEINA

Gln

5

Ser

Phe

Gln

Thr

Ser

85

Arg

Asp

Glu

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Pro

Tyr

<213> Camelus dromedarius

<400> 15

Ser

Ala

Gln

Gln

55

Ser

Ser

Gly

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Phe

Trp

Gly

Ala

Ala

Gly

Gln

Leu

Cys

Gly
120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Tyx

Gly
120

ES 2447 844 T3

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Lys

Ala

105

Gln

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Tyr

105

Gln

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Pro

Tyr

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

20

Pro

Gly

Thr

Tyr

Lys

Arg

Ala

75

Glu

Arg

Thr

Ser

Tyr

Arg

Tyr

Ala

75

Thr

Leu

Thr

Val

Thr

Glu

Tyr
60

Asn
Asp

val

Gln

Val

Ala

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

30

Gln

Tyr

Arg

Ala

Asn

Thr

Tyr

Val
125

Gln
Phe
Arg
45

Ala
Asn
ile

Glu

val
125

Ala

Arg

30

Glu

Ala

Thr

Ala

Arg

110

Thr

Ala

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Arg

110

Thr

Gly
15

Ser

Glu

Ser

val

Ile
95

Gly

Val

Gly

15

Ser

Glu

Ser

Val

Tyr

95

Pro

Val

Gly

Tyr

Vval

Val

Thr

80

Tyr

Gly

Ser

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Ser

Ser
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Gln

Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ala

val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Ala

Tyr Asn

<210> 1
<211>1

6
27

Gln Leu Gl

Arxg Leu

20

Ala Trp

Leu Ala Se

Arg Phe Th

Met Asn Se

Ser Pro

85

100

Tyr Trp Gl

115

<212> PROTEINA
<213> Camelus dromedarius

<400> 1

6

Gln Val Gln Leu Gln

1

Ser Leu

Tyr Met

Arg Leu

20

Gly Trp

35

Ala Ala Ile Ser

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Arg Phe

Met Asn

Ala Ala Ala Ser

Gln Tyr

<210> 1
<211>1

100

Asn Ser

115

7
27

<212> PROTEINA
<213> Camelus dromedarius

<400> 1

7

S

Ser

Phe

Ser

Thr

Ser

85

Thr

Trp

Ser

Phe

Arg

n Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

r Arg Tyr

55

r Ile Ser

70

r Leu Llys

Arg Pro

y Gln Gly

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Trp

Gly

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Gln

Pro

Gly

Thr
120

Gly

Ser

ES 2447 844 T3

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Phe
105

Gln

25

40

Ile Ile

Ser Arg

Lys Pro

Val Pro

Gln Gly

Pro

Phe

Asp

Glu

Gly

Gly

Arg

Gly

Thr

Lys

Asp

Gly

10

Glu

Gly

Thr

Arg

Asp

90

Phe

Val

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Pro

Thr

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Gly

Leu

Val

Gln

Asp

Arg

45

Ala

Asn

Ile

Asp

Ser
125

Ala

Ser

30

Gly

Asp

Thr

Tyr

Pro

110

Ser

Gly

15

Thr

Gly

Ser

vVal

Tyr

95

Ser

15

30

45

60

75

90

105

120

Thr

Phe

Gln

Asp Lys Asn Thr

Thr Ala Ile Tyr

Phe Pro Leu Phe

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Ser Val Gln Ala Gly Gly

Asp Ile Leu Thr Leu Tyr

Lys Glu Arg Glu Gly Val

Ser Tyr Ala Asn Ser Val

val Tyr

80

95

110

Val Thr Val Ser

125

31

Ser

Tyr Cys

Ala Ser
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Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu
20

Tyr Met Gly Trp
35

Ala Ala Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Ala Ala Ala Ser
100

Gln Tyr Asn Ser
115
<210> 18
<211>125
<212> PROTEINA

Gln

Ser

Phe

Ser

Thr

Ser

85

Thr

Trp

Glu
Cys
Arg
Asp
Ile
70

Leu

Trp

Gly

<213> Camelus dromedarius

<400> 18

Gln Val Gln Leu Gln Glu

1

Ser Leu Arg Leu
20

Gly Trp Phe Arg

Ile Tyr Thr Gly
50

Arg Phe Thr Ile
Met Asn Ser Leu

Ala Leu Ser Arg
100

Asn Tyr Trp Gly
115
<210> 19
<211>125
<212> PROTEINA

5

Ser

Gln

Asp

Ser

Lys

85

Val

Gln

Cys

Ala

Gly

Gln

70

Pro

Pro

Gly

<213> Camelus dromedarius

<400> 19

Ser

Ala

Gln

Ile

55

Ser

Lys

val

Gln

Ser

Ala

Pro

Thr

Asp

Glu

Gly

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Ile

Arg

Pro

Pro

Gly

120

Gly

His

Gly

40

Thr

Asn

Asp

Phe

Gln
120

ES 2447 844 T3

Gly

Ser

-25

Pro
vPh?
Asp
Glu
Gly

105

Thr

Gly
Ser
25

Lys
Tyr
Ala
Thr
Phe

105

vVal

Gly

10

Arg

Gly

Thr

Glu

Asp

90

Phe

Gln

Gly

10

Asn

Glu

Tyr

Lys

Ala

90

Pro

Thr

Ser

Asp

Lys

Ser

Asp

75

Thr

Phe

Val

Ser

Thr

Arg

Gly

Asn

75

Ile

Leu

val

Val Gln

Ile Leu

Glu Arg

45

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala Ile

Pro- Leu

Thr Val

125

Val Gln

Tyr Pro

Glu Gly

45

Asp Ser

60

Thr Val

Tyr Tyr

Phe Pro

Ser Ser
125

32

Ala

Thr

30

Glu

Asn

Thr

Tyr

Phe

110

Ser

Ala

Thr

30

val

Val

Tyr

Cys

Ser
110

Gly Gly
15

Leu Tyr

Gly Vval

Ser Vval

vVal Tyr
- 80

Tyr Cys
95

Ala Ser

Ser

Gly Gly
15

Tyr Met

Ala Ala

Lys Gly

Leu Gln
80

Ala Ala
95

Gln Tyr
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Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu
20

Gly Trp Phe Arg
35 .

Ile Tyr Thr Gly
50

Arg Phe Thr Ile
65

Met Asn Ser Leu

Ala Leu Ser Arg
100
Asn Tyr Trp Gly
115
<210> 20
<211>127 )
<212> PROTEINA

Gln

Ser

Gln

Asp

Ser

Lys

85

val

Gln

Glu

Cys

Ala

Gly

Gln

70

Pro

Pro

Gly

<213> Camelus dromedarius

<400> 20
Gln vVal Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Tyr Ile Ser Trp
35

Ala Ala Ile Asn
50

Lys- Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Ala Ala Ala Leu
100

Gln Tyr Asn Tyx
115
<210> 21
<211>115
<212> PROTEINA

Gln

5

Ser

Phe

Ser

Thr

Ser

85

Ser

Trp

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Arg

Gly

<213> Camelus dromedarius

<400> 21

Ser

Ala

Pro

Thr

55

Asp

Glu

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

val

Gln

Gly

His

Gly

40

Thr

Asn

Asp

Phe

Gln

120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Gln

Pro

Pro

Gly
120

ES 2447 844 T3

Gly

Ser

25

Lys

Tyr

Ala

Thr

Phe
105
Val

Gly

Ser

25

Pro

Ile

Asp

Glu

Gly

105

Thr

Gly
10

Asn

Glu

Tyr

Lys

Ala

90

Pro

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Phe

Gln

Ser

Thr

Arg

Gly

Asn

Ile

Leu

Val

Ser

Phe

Lys

Phe

Ala

75

Thr

Phe

Val

Val

Tyr

Glu

Asp

60

Thr

Tyr

Phe

Ser

val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Thr

33

Gln

Pro

Gly

45

Ser

val

Tyr

Pro

Ser

125

Gln

Ser

Arg

45

Ala

Asn

Ile

Leu

Val
125

Ala

Thr

30

val

Val

Tyr

Cys

Ser
110

Ala

Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Phe

110

Ser

Gly

15

Tyr

Ala

Lys

Leu

Ala

Gln

Gly

15

val

Gly

Ser

val

Tyr

95

Pro

Ser

Gly

Met

Ala

Gly

Gln

80

Ala

Tyr

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Ser
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Gln val Gln Leu Gln Glu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Trp Met Tyr Trp Val Arg
35
Ser Gln Ile Asn Ser Gly
50 .

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Thr Asp Ser Thr Gly
100

Val Ser Ser
115
<210> 22
<211> 124 )
<212> PROTEINA
<213> Camelus dromedarius

<400> 22
Gln Val Gln Leu Gln Glu
1 5

Phe Leu Arg Leu Ser Cys
20

Ser Met Ala Trp Tyr Arg

Ser Ser Ile Arg Asn Asp
50

Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70

Gln Met Asn Ser Leu Lys
85

Ile Arg Ile Gly Val Gly
100

Tyr Trp Gly Glu Gly Thr
115

<210> 23

<211> 127 i

<212> PROTEINA

<213> Camelus dromedarius

<400> 23

Ser

Ala

Gln

Gly
55

Ser

Lys

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Gln

Pro

Pro

Gln

Gly

Ala

Ala
40
Gly

Arg

Pro

His

Gly

Ala

Ala

40

Ser

ASp

Glu

Gly

val
120

ES 2447 844 T3

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Arg
105

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Gly

105

Thr

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Ala

Ala

Thr

90

Thr

val

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Gln

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Cys

Ser

val

Thr

Gly

Ser
60

Lys

Ala

Gly

val

Thr

Glu

Ala

60

Asn

Met

Ser

Ser

34

Gln

Phe

Leu
45
Thr

Asn

Met

Thr

Gln

Tyr

Arg

45

Asp

Thr

Tyr

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Ala

Ser

30

Glu

Ser

val

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Val

Gly

15

Thr

Leu

val

Tyr

Cys

95

Ala

Gly

Tyr

Val

Val

Tyx
80

Cys

Thr

Gly
Cys
Val
Lys
Leu
80

Asn

Pro



ES 2447 844 T3

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Ser Arg Ser Thr Tyr

Phe Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Gly Val
35 : 40 45

Ala Val Ile Asn Tyr Gly Thr Thr Thr Pro Tyr Tyr Pro Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Ser Ser Lys Asn Thr Vval Tyr
65 70 75 80

Leu Arg Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys
85 920 95

Ala Ala Ala Ser Thr Trp Val Pro Gly Phe Phe Pro Leu Phe Ala Ser
100 105 110

Gln Tyr Asn Ser Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 24

<211> 128 ]

<212> PROTEINA

<213> Camelus dromedarius

<400> 24
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ala Thr Ala Ser Asp Tyr
: 20 © 25 30

Cys Met Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Gly Val
35 40 45

Ala Ala Ile Ser Arg Gly Gly Met Thr Tyr His Val Asp Ser Val Arg
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asn Asn Ala Gln Asn Thr Val Tyr Leu
65 70 75 - 80

Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Ser Cys Ala
85 20 95
Ala Val Ser Cys Ala Gly Ala Trp Phe Ala Asn Arg Ala Leu Arg Glu

100 105 ) 110

Ser Ala Phe Thr Tyr Trp Gly Pro Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser
N 115 120 125
<210> 25
<211>120
<212> PROTEINA
<213> Lama glama
<400> 25

35
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Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu
20

Asp Met Gly Trp
35

Ala Ala Ile Thr
50

Gly Arg Phe Thr

Gln Met Asn Ser-

Ala Lys Asn Phe
100

Gly Thr Gln Val
115
<210> 26
<211>121 ]
<212> PROTEINA
<213> Lama glama

<400> 26
Gln Val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Tyr Met Thr Trp
35

Ser Ser Ile Asn Ser

50

Val Lys Gly Arg Phe

65

Tyr Leu Gln Met Asn

Cys Gla Leu Gly Gln

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Leu

85

Phe

Thr

Gln

Ser

Val

85

100

Gln Gly Thr Gln Val

115
<210> 27
<211> 122 ]
<212> PROTEINA
<213> Lama glama
<400> 27

ES 2447 844 T3

Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly

10 15

Ala Ser Gly Arg Ile Phe Asp Leu Arg
25 . 30

Val Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val

45

Thr Ser Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys

Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu

75 80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Asn

90 95

Ser Gly Tyr Phe Leu Tyr Trp Gly Lys
105 110

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10 15

Ala Ser Gly Phe Thr Phe Glu Thr Gln

25 - 30

Ala Pro Gly Lys Gly Pro Glu Tyr Val

Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln
40
Gly Gly
55
Ser Arg
70
Lys Pro
Ser Ala
Val Ser Ser
120
Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln
40
Gly Gly Thr
55
Thr Ile Ser
70
Asn Leu Arg
Trp Ala Gly
Thr Vval Ser
120

45

Ile Lys Tyr Tyr Ala Asn Ser Ser
60

Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu
75 80

Pro Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr
90 95

Val Gly Ala Ala Ser Ser Arg Gly
105 110

Ser

36



10

15

Gln vVal Gln Leu

Ser Leu Arg Leu

Trp Met Tyr Trp
35

Ser Ala Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asp

Ser Lys Gly Thr
' 100

Gly Lys Gly Thr
115

<210> 28

<211> 122 ]

<212> PROTEINA

<213> Lama glama

<400> 28

Gln Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Léu
20

Trp Met Tyr Trp
35

Ser Ala Ile Asn

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn

Thr Lys Gly Leu
100

Gly Gln Gly Thr
115
<210> 29
<211>10 i
<212> PROTEINA

Gln
Ser
Val
Thr
Thr
Ser
E

Gly

Gln

Gln
Ser
Phe
Phe
Thr
Ser
85

Ser

Gln

Glu

Cys

Arg

Glu

Ile

70

Leu

Pro

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Pro

Val

<213> Camelus dromedarius

<400> 29

Glu Tyr Thr Tyr Gly Tyr
5

1

<210> 30

<211> 16 ]
<212> PROTEINA

Ser

Ala

Gln

Gly.

55

Ser

Lys

Phe

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Tyr

Thr

Cys

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Thr

val

120

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ser

Arg

val
120

Ser

ES 2447 844 T3

Gly

Ser

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

Ser

Gly

Ser

25

Pro

val

Asp

Glu

Asp

105

Ser

Met

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Ile

Ser

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

Leu

Ser

Gly
10

Leu

Phe

Lys

Arg

Arg

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Glu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Ser

37

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Thr

Gln

Phe

Leu

Thr

Asn

val

Ser

Pro

Ser

Glu

Gly

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
110

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyzr

95

Ser

Gly

15

Ser

Arg

Ser

Leu

Tyx

95

Ser

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Arg

Gly

Tyx

Val

Val

Tyr

80

Cys

Arg
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15

20

25

30

35

40

45

50

<213> Camelus dromedarius
<400> 30

Thr Ile Thr Ser Asp Gly
1 5
<210> 31

<211>13 ]

<212> PROTEINA

<213> Camelus dromedarius
<400> 31

Lys Thr Cys Ala Asn Lys
1 5
<210> 32

<211>10 ]

<212> PROTEINA

<213> Camelus dromedarius

<400> 32

Gly Tyr Thr Tyr Ser Thr
1 5

<210> 33

<211> 16

<212> PROTEINA
<213> Camelus dromedarius

<400> 33

Ser Ile Arg Asn Asp Gly
1 5
<210> 34

<211> 16

<212> PROTEINA
<213> Camelus dromedarius

<400> 34
Arg Ile Gly Val Gly Pro
5

1

<210> 35
<211>10 ]
<212> PROTEINA
<213> Lama glama
<400> 35

Gly Phe Thr Phe Glu Thr
1 5
<210> 36

<211> 18

<212> PROTEINA
<213> Lama glama

<400> 36

Ser Ile Asn Ser Gly Gly
1 5

Lys Gly

<210> 37

<211> 11

<212> PROTEINA
<213> Lama glama

<400> 37

Gly Gln Trp Ala Gly Val
1 5
<210> 38

<211> 115

<212> PROTEINA
<213> Camelus dromedarius
<400> 38

Ser

Leu

Cys

Ser

Gly

Gln

Thr

Thr

Gly

Ser

Thr

Gly

Tyr

Ile

Ala
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Ser Tyr
10

Ala Lys

10

Met Ala

Ala Tyr

10

Thr Cys

10

Met Thr

Lys Tyr

10

Ala
10

Val Asp Ser Val Lys Gly
15

Phe Ile Ser

Ala Asp Ser Val Lys Gly
15

Ser Ile Tyr Ala Pro Tyr

Tyr Ala Asn Ser Ser Val
15

Ser Ser
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Asp Val Gln Leu Gln Glu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Trp Met Tyr Trp Val Arg
35

Ala Gln Ile Asn Ala Arxg

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Thr Asp Ser Arg Gly
100

Val Ser Ser
115
<210> 39
<211> 115 )
<212> PROTEINA
<213> Camelus dromedarius

<400> 39
Asp Val Gln Leu Gln Glu
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20
Trp Leu Tyr Trp Val Arg
35

Ser Gln Ile Gly Pro Ser

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu

Ala Thr Ser Ser Gly Gly
100

Val Ser Ser
115
<210> 40
<211> 115 i
<212> PROTEINA
<213> Camelus dromedarius
<400> 40

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Thr

Ser

Ala

Asp

Gly

Ser

Lys

Asn

Gly

Ala

Ala

Ser

Arg

Pro

His

Gly

Ala

Ala

40

Arg

Arg

Pro

Glu
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Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Lys
105

Gly

Ser
25
Pro

Ser

Asp

Glu

Arg
105

Gly
10

Glu
Gly
Ile
Asn
Asp

20

Gly

Gly
10

Gly

Gly
Thr
Asn
Asp

90

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Gln

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Ser

Gln

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

val

Thr

Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gly

39

Gln
Phe
Leu
Vél
Asn
val

Thr

Arg

Phe

Ile
45

Ala
Lys

Val

Thr

Pro

Gly

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Ala
30
Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly
15

Sef
Trp
Ser
Leu
Tyr

95

val

Gly
15

Asn

Trp
Ala
Leu
Tyr

95

val

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr
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Asp Val Gln Leu Gln

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Trp Met Tyr Trp Val
35

Ser Gln val Asn Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu His Met Asn Ser
85

Ala Thr Asp Ser Ser
100

Val Ser Ser
115
<210> 41
<211>115
<212> PROTEINA

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Gly

<213> Camelus dromedarius

<400> 41

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Arg

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Cys

Trp Met Tyr Trp Val Arg

35

Gln

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Tyr
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Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Arg
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Gln

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Gly Gly Gly Leu Val

Ala

Ala

Ser Gln Ile Asn
50

Ser

Ser Gly

55

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ser
85

Ile
70

Leu

Ser

Lys

Gly

Arg

Pro

Ala Thr Gly Ser
100

val Ser Ser
115

<210> 42

<211> 115 .

<212> PROTEINA

Ala

Gly Gln

<213> Camelus dromedarius

<400> 42

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Lys
105

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Gln

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

40

Gln

Phe

Leu

45

Val

Asn

val

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyxr

Gln
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

val

Gly

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr
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15

Asp Val Gln Leu Gln Glu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Trp Met Tyr Trp Val Arg
35

Ser Gln Ile Asp Gly Gly
50

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Thr Asp Ser Ala Gly
100

vVal Ser Ser
115
<210> 43
<211> 115 )
<212> PROTEINA
<213> Camelus dromedarius

<400> 43
Asp Val Gln Leu Gln Glu
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Trp Met Tyr Trp Val Arg
35

Ser Gln Ile Asp Ser Gly
50

Lys Gly Arg Phe Ser Ala
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Thr Asp Ser Ile Gly
100 :

Val Ser Ser
115
<210> 44
<211>23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cebador CALL0O1
<400> 44
gtcctggetg ctctictaca agg
<210> 45

ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Ser

23

Gly

Ala

Ala

Arg

Arg

Pro

His

Gly

Ala

Ala

40

Tyr

Arg

Pro

Asn
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Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Arg
105

Gly

Sexr

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Lys
103

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gly

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

Thr

Gln

Leu

Phe

Lys

Tyxr

Ser

75

Thr

Gln

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala
60

Lys Asn

Ala Met

Gly Thr

Val Gln

Pro Phe

Gly Leu

45

Tyr Thr

60

Lys Asn

Ala Val

Gly Thr

41

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gln
110

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Val

Gly

15

Val

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

val

Gly

Tyxr

Val

Leu

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr
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<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador CALL002

<400> 45

ggtacgtgct gttgaactgt tcc 23
<210> 46

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> AE6

<400> 46

gatgtgcagc tgcaggagtc tggaggagg 29
<210> 47

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador FR4FOR

<400> 47

ggactagtgc ggccgetgea gacggtgacc tgggt
<210> 48

<211> 15 .

<212> PROTEINA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Sustrato de péptido FRET
<400> 48

Ser Glu Val Asn Leu Asp Ala Glu Phe Arg Lys Arg Arg Arg Arg
10 15

1 5
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REIVINDICACIONES
1.- Un anticuerpo de dominio individual, desprovisto de una cadena ligera, que se une especificamente a BACE1
que es capaz de inhibir la escision de proteina precursora de beta amiloide (APP) como se determina en un ensayo
celular.

2.- El anticuerpo de dominio individual de acuerdo con la reivindicacién 1 que procede de camélidos.

3.- El anticuerpo de dominio individual de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 cuya secuencia de
amino&cidos comprende SEC ID N.%°: 6, 22 o 26.

4.- El anticuerpo de dominio individual de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para usar como un
medicamento.

5.- El anticuerpo de dominio individual de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para usar en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

6.- Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de dominio individual de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3 y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7.- El uso de un anticuerpo de dominio individual de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o de la
composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 6 para la fabricacion de un medicamento para tratar la
enfermedad de Alzheimer.

8.- El uso de un anticuerpo de dominio individual cuya secuencia de aminoacidos comprende SEC ID N.%°: 6, 22 0 26
para la fabricacién de un medicamento para tratar la enfermedad de Alzheimer.
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Figura 1

Mb_B1
NB_B2
Nb_B3
Nb_BS
Nb_B8
Nb_B9

. Nb_B10
Mb_B11

Nb_B12

Mb_B15

Nb_B16
Nb_B21
Nb_B2S

Nb_B26

Nb_B4
Nb_B6
Nb_B?
Nb_B13
Nb_B14

Nb_B24
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---- Armazén-1 ----

S 10 15 20 25
! ! | 1 |
DVQLQESGGGSVOAGGSLRLSCVAS
DVQLQEsGcsquacesnaLscaﬁs
DVQLOESGGGSVOAGGSLRLSCAVS
DVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAAS
DVQLOESGGGSVOAGGSLRLSCARS
DVOLOESGGGSVQAGGSLRLSCAAS
DVQLQESGGGSVOPGGSLRLSCAAS
DVQLQESGGGSAQAGGSLRLSCEVS
DVQLOESGGGSVQAGGSLRLSCVAS
DVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAAS
DVQLQESGGGSVQAEGSLRLSCTAS
DVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAAS

QVQLOESGGGTVQAGGSLRLSCAAS

DVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCAAS

DVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
DVOLQESGGGLVRPGGSLRLSCAAS
DVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
DVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
DVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAAS

DVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAAS

>< -CDR1- >

30 35
l |
GWTYSSNSLSMA
GFSYS—PYYMG
GYTYN-——IYTMA
GYTFT—~KYEMG
GGTVS--IPYMA
EYTYG—YCSMG
GYFYS-—RRYMG
GYTYS—GYFMG
GFTYR-~RYFMG
GYSYS—~-YYIG
GYTYS~~-~LMG
GYTSE--MNRFA
GYTYR—-SYCMG

GYAFS--SYYMG

EFTFG--SYWMY
GFTFA—NYWLY
GFAFS—-SYWMY
GFTFS—-SYWMY
GEFTFS——NYWMY

GFPFS—-VYWMY

44

< Armazén-2 >

40 45
i |

WFRQAPGREREGVA
WFRQAPGKEREGVA
WERQAPGKEREGVA
WFROAPGKECELVS
urnoepcxxnzc§a
WYRQAPGRERELVS
'WFROAPGKEREGVA
WERQAPGEEREGVA
WFRQAPGKEREAVA
WFROAPGREREGVA
WFRQAPGKEREGVA
WLRQRPGKDREVVA
WFRQAPGKEREEVA

WFRQAPGREREEVT

WVRQAPGKGLEWVA
WVRDAPGKGIEWVS
WVRQAPGKGLEWVS
WVRQAPGKGLEWVS
WVRQAPGKGLEWVS

WVROAPGKGLEWVS

< --CDR2-- >

50 ab 55 60

[ VO I
~=TI-TSYVGRTYYADSVRG
-=AI-RKGIGTTYYADSVKG
~-=GIY~SPGGTTYYADSVKG
~~8I~1S-GGVTTYASSVKG
--ATIYD-GRAKT-YAGSLQG
~~TT-TSDGS-TSYVDSVKG
-~AI-NSGGSITSYADSVKG
—~-AI-~DTNGGRTWYADSVKG
--TM-FSEGGTTYYADSVKG
AIAIVNSGGGRTYYADSVRG
==VI=-NSGVGTTYYADSVKG
~=~VIFPTARGARFYSDSVNG

~=SI~NSDQGSTRYAASVKG

-=GI-TQIGGTTYYADSVKG

--QI-NARGSTIYYVDSVKG
~~QI~GPSGRSTYYADAVKG
~=QV-NSDGGSTYYVDSVKG
~=QI-NSSGGTTYYADSVRG
--QI-DGGGRKTYYADSLKG

~=QI-DSGGYTTYYTDSVKG

65
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Figura 1 continuacion

< ---- Armazén 3 ---- >

70 15 B0 abc 85 90

RETISRDHARST--VYLOIDSLKPEDTATYYCAA
RFTFSQDDAKNT--MYLOMNSLRPEDTAIYFCRV
RFTISQDNAKNT--VYLOMNSLAPEDTAIYYCAA
RFTISRDNAKNT=-VYLOMNSLKPEDTAVYYCAR
RFTISQDNDKNT--LYLOMNSLKPODTAVYYCAA
RETISQDNAKNT--VYLOMNSLKPEDTAKYYCYT
RET ISQDNAKNT--VYLOMNSLKPEDTATIYYCAA
RETISADNAEST--VYLOMNSLOPEDTAIYFCAA
RETATQDNAKNT--VYLOMNNLKEEOTATYYCAA
RFTISQGNDXNT-—VYLOMNSLKPEDTATYYCAA
RETISQDNAKST~=VYLQMNSLEPEDTAIYYCAA
RETISQDTAKNT«~VYLOMNSLEPEDTAMYFCAR
RETSSQDNANNTVIVYLOMNSLKPEDTALYYCAA
RETISRDNAKNT~-VYLOMDSLKPEDTAIYYCAK

RFTISRDNAKNT--LYLOMNSLEPEDTAVYYCAT
REFTISRDNARKT-~LYLOMNSLEPEDSAVYYCAT
RFTISRDNARNT-~LYLHMNSLKPEDTAVYYCAT
RFTISRDNARKNT=«LYLOMNSLEPEDTAVYYCAT
RETISRONARNT~~LYLOMNSLRPEDTAMYYCAT
RFSASRDNSENT--LYLOMNSLRKPEDTAVYYCAT

< --CDR3-- >
EYLGGS—FLSTGA===—=== YRY
GHYRAYATTSFDPRRA~—-—— YDY
RGGLLSRVLKEAG——m-nr ¥NA
QYPYSSSWPR--~CPFR---IGY
GNGGGNWE-~~RPSE~=--—YNY
KTCA-—NK—LGAK~———=—~ FIS

ALSRVPGFFP---LFPSQ—YNY
RRPPGGSWYFPPP-~~LREYSYNF
ASGCWYDGSPAA-—~—~RSVDVSF
RSLSWYSHEL~-~LQPSO~—~FNN
RRSWETGMTTTQALDPDW—FSY
SANAMTGEQPSG—=~————=YTY
NDGCAYRVYRGGAYG————~ YNF
LRRPFYYPLLERPSEGD---FDY

DSRGTH
SSGGNE
DSSGRY
GSAGQG

DSAGSH

DSIGSN
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Armazon-4

105 110
| |

WGQGTQVTVSS
WGQGTQVTVSS
WGQGTOVTVSS
WGQGTOVTVSS
WGEGTQVTVSS
WGQGTQVTVSS
WGQGTQVTVSS
WGQGTOVTVSS
WGHGTQVTVSS
WGQGTQVTVSS
WGQGTQVTVSS
WGOGTQVTVSS
WGQGTOVTVSS
WGOGTQVTVSS

EGQGTQVTVSS
RGQGTQVIVSS
RGQGTQVTVSS
KGQGTQVTVSS
RGQGTQVTVSS
RGQGTQVTVSS

Nb B1
Mb_B2
Nb_B3
Nb_B5
Nb_R@
Nb_BY
Nb_B10
Nb_Bp11
Nb__BlZ
Nb_B15
Nb_B16
Nb_B21
Mb_B2S
Nb_B26

Nb_B4
Nb_B6
Mb_B?
Mb_n13
Nb_B14
Nb_B24
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
Figura 5
E— Armazdén 1 -—-—-—- =
Nb_BS  DVOLOESGGGSVOAGGSLRLSCAAS

Nb_1B3 QVQLOESGGGSVQAGGSLRLSCRAS
Kb _10C2 QUVQLOESGGGEVQRGESLALECAAS
Nb_12B86 QYQLOESGGGSVQAGGSLRLSCARS
Hi_l0BS QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCANS

Nb_13A5 QVQLQOESGGGSVOAGGSLRLSCAHRS

Wb_2C6 OVOLOESGGGSVOAGGSLALSCAAS
Hb_6A4 QVOLOESGGELVOPGGSLRLESCARS
Nb_10C4d QVQLOESGGGSVOAGGFLRLSCAAS
Hb_13B6 QVQLOESGGGSVOAGESLRLSCAAS
¥b_1A4 QVOLQESGGGSVOAGGSLRLACAAS
Hb_ 286 QVOLOESGGGLVOAGGSLRLSCAAS
Nb_4A2 QVQLQESGGELVOPGGSLRLSCAAS
Nb_ 104 QVRLQESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
Wb 9D3 QVQLQESGGGLVQFGGSLRLSCAAS

Armazdn -2 —————— >

AFYISODNAENTVYLOMNSLEPEDTARYYCYT
RETISQDRARNTVYLOMNSLKPEDTGIYYCAA
RETISEDEDENTVYLOMNSLEPEDTAIYYCAR
RETISRDEDENTVYLOMNSLEPEDTAIYYCRAR
RETISQDHARNTVYLOMNSLEPEDTAIYYCAR
RETISODNAKNTVYLOMNSLKPEDTAIYYCAA
RFTISODHAKNTVYLOMNSLEPEDTAIYYCAR
RFTISEDNAKNTLYLOMNSLEPEDTAMYYCAT
RETISQDNAKRTVYLOMNSLEPEDTAMY YCHI
RFTVSREDSSENTVYLRMNSLEPEDTRIYYCAR
RETISRNNAQNTVYLOWNSLEPEDTATYSCAA
BFTISRDNAENTVYLOMNSLEPEDTAVYYCNA
RFTISADHAKNTLYLQMNHLRFPEDTAILY YCQL
RFTISRDNAKSTLYLOMDSLESEDTAVYYCSR
RETISPONARHTLYLOMNSLESEDTRVYYCTE

<-CDRB1->< Armazén 2 =<

EYTYGYC~SMG
E¥TDSTY-YMA
ROILTLY-YMG
ROILTLY-YMG
~~~NTYPTYMG
-==NTYPTYMG
GFTSSVY-YIS

WYROAFGHRERELVS
WFROAPGHERGGVA
WFRQAPGEEREGVA
WERQAPGKE REGVA
WERQAPGKE REGVA
WFROAFGEEREGVA
WFROAPGEEREGVA

TITSDGS-T5-YVDEVEG
TLASRYD-TTYYADSVEG
ALSSDII-ETSYANSVREG
AISSRII-FTSYANIVEG
AIXYTGDG-TTYYGDSVRG
AIYTGDG-TTYYGDSVEG
AINSGGG=ITEFYADRSVEG

GFTFENY-HMY WVRQAPGHGLEWVS QINSGGG-TTYSTDEVEG
GYTYSTC~5MA WYRQAPGEERELVS SI--RNDGSTAYADSVERG
GISRSTY-FMG WFRQAPGKEREGVA VINYGTT-TPYYPOSVEG
GATASOY-CMG WFRQAPGREREGVA AI-SRGG-MTYAVDEVRG -
GRIF-DLRADMG WYRDVEBGKQRELVA AX-TSGG-TSNYADEVEG
GETFETQ-YMT WVAQAPGRGEPEYVS SINSGGTIRYYAMNSSVRG
GETFSTY~WMY WVRQAPGRGLLIWVS AISTEGGS~TRYAGSVRG
GETF35Y-WMY WFROAPGKGLERVS AINFGGDV-TYYTDSVEG
< e CDR3 - = <Armazon 3>
ETCANKLGARFI=———~38 HGQGTOVTVSS ®b_RA4
SPRR-PGEFPLDESQYNY  WGQUIOVIVSS  Nb_lB3
AETWVPGFFELEAEQYNE WEQGETOVTVES Hb_10C2
ASTWVPGEFPLFASQYNS  WGQGTOVTVSS  Nb_12R6
ALSRVPGFEPLEPSOQYNY  WGRGTQVTVSS  Nb_10BS
ALSRVEGEFPLFPSQYNY  WGOGTOVTVSS  Nb_13A5
ALSRVPGFFPLEFSOYNY WEQETUVTVSS Nb_ZC6
D= STGSA  RGUGTOVIVSS  Wh_6ad
R=IGVGP-GGTCSIYARY WCEGTQVTVSE Nb 10C4
ASTWVPGFFPLFASQYNS WGQGTQVTVSS Nh_130R6
VSCAGAWFANRALRESAFTY WGEGTOVIVES — Bb _1Ad
ENFFSASGYFL——=——=Y WGKGTOVTVSS nn_ 2B6
GO~WAGVYGAARS~——=—~5 RGQGTQVTVSES Hb_4AZ
GTGEFTRIRSTG--—--8  KGRGTOVTVSS  Nb_1D4
GLSPYRDLESSG——==-5 RGQGTQVIVES ¥b_9D3
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Figura 6
PBS 1D4 2C6 4BS 4A.2 6A2 PBS 10C4 9D3 13A5 1B3 B9
Figura7

% de Inhibicion de actividad de BACE1 en ensayo de Fret

10C4
B9
A1
13B6

B s 50 75 100 13AS

m 10C2

9D3
R ‘ 94
' 6A4
4A2
a 485
’ " 286
| 2c6
2 ‘ ~ 1Ds
183

ij

-250 -200 -150 -100 -50

49



ES 2447 844 T3

Figura 8
A Efectos de 10C4 sobre BACE1 en ensayo de Fret
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Figura 9

Figura 10
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Figura 11
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