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DESCRIPCION
Anticuerpos especificos para protofibrillas solubles de péptido beta amiloide y usos de los mismos
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al diagndstico, prevencion y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, en
particular la enfermedad de Alzheimer, y otras enfermedades similares. Mas precisamente, a anticuerpos que se
unen especificamente a la proteina beta amiloide (AR) en su conformacioén de protofibrillas, tal como se define en las
reivindicaciones.

2. Antecedentes de la invencion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo e irreversible que causa cognitiva,
alteraciones cognitivas, de la memoria y del comportamiento. Es la causa mas comun de demencia en la poblacion
anciana que afecta a aproximadamente el 5 % de la poblacion mayor de 65 afios y al 20 % por encima de los 80
afios de edad. La EA se caracteriza por un inicio insidioso y un deterioro progresivo de multiples funciones
cognitivas. La neuropatologia involucra a los depdsitos proteinaceos argirofilicos tanto extracelulares como
intracelulares. Los depdésitos extracelulares, denominados placas neuriticas, consisten principalmente en la proteina
beta amiloide (AR) rodeada de neuritas distréficas (procesos neuronales inflamados distorsionados). Los AR dentro
de estos depositos extracelulares son fibrilares en su caracter con una estructura de lamina 3 plegada. Los AR en
estos depositos se pueden tefiir con ciertos colorantes, por ejemplo, Rojo Congo, y mostrar una ultraestructura
fibrilar. Estas caracteristicas, adoptada por el AR en su estructura fibrilar de las placas neuriticas, son la definicion de
la término genérico amiloide. La lesion patoldgica de la EA intracelular clasica es la marafia neurofibrilar (NFT), que
consiste en estructuras filamentosas llamados filamentos helicoidales emparejados (PHF) compuestas por hebras
retorcidas de la proteina tau asociada a los microtubulos hiperfosforilados. Las placas neuriticas frecuentes y los
depdsitos de maranas neurofibrilares en el cerebro son los criterios diagndsticos de la EA, observados en la
autopsia. Los cerebros de EA también muestran atrofia macroscépica del cerebro, pérdida de células nerviosas,
inflamacion local (microgliosis y astrocitosis) y a menudo angiopatia amiloide congofilica (CAA) en las paredes de los
vasos cerebrales.

Dos formas de péptidos AR, AR40 y AR42, son la especie dominante en las placas neuriticas de EA (Masters 1985),
mientras que AR40 es la especie prominente en el amiloide cerebrovascular asociado con la EA (Glenner 1984). Las
actividades enzimaticas permiten al AR que se forme continuamente a partir de una proteina mas grande llamada la
proteina precursora de amiloide (APP) tanto en sujetos sanos como en afectados por EA en todas las células del
cuerpo. Dos importantes acontecimientos de procesamiento de APP a través de las actividades B- y y-secretasa
permiten la produccion de AR, mientras que las actividades de una tercera enzima llamada a-secretasa impide la
generacion por escision dentro de la secuencia de AR (Selkoe, 1994; US5604102). El AR42 es un péptido de
cuarenta de dos aminoacidos de longitud, es decir, dos aminoacidos mas largo en el extremo C-terminal, en
comparacion con AR40. AR42 es mas hidrofébico, y se agrega mas facilmente en estructuras mas grandes de
péptidos AR tales como dimeros AR, tetrameros AR, oligdmeros AR, protofibrillas AR o fibrillas AR. Las fibrillas AR
son hidréfobas e insolubles, mientras que las otras estructuras son todo menos hidrofébicas y solubles. Todas estas
estructuras moleculares mas altas de los péptidos AR se definen individualmente en funcién de su aspecto biofisico
y estructural, por ejemplo en microscopia electrénica, y sus caracteristicas bioquimica, por ejemplo, mediante el
analisis de cromatografia de exclusién por tamafio / de transferencia de tipo western. Estos péptidos AR,
particularmente AR42, se ensamblaran poco a poco en diversas estructuras moleculares mas altas de AR durante el
periodo de vida. La EA, que es un trastorno fuertemente dependiente de la edad, se producira antes en la vida si
este proceso de ensamblaje se produce mas rapidamente. Este es el nicleo de la "hipotesis de la cascada amiloide”
de la EA que afirma que el procesamiento de APP, los niveles de AR42 y su ensamblaje en estructuras moleculares
mas altas es una causa central de la EA. El resto de la neuropatologia del cerebro con EA y los sintomas de la EA,
como la demencia, se deben de alguna manera al AR o a las formas ensambladas del mismo.

AR puede existir en diferentes longitudes, es decir, 1-39,1-40,1-42 y 1-43 y tamafios de fragmentos, es decir, 1-28,
3-40/42,11-40/ 42, 17-40 / 42 y 25- 35. Todos estos péptidos pueden agregarse y formar intermedios solubles y
fibrillas insolubles, teniendo cada forma molecular una conformacion estructural Gnica y la propiedad biofisica. Por
ejemplo, el AB1-42 monomeérico, es un péptido soluble y no tdxico de 42 aminoacidos, que se sugerido que participa
en las funciones normales de la sinapsis. Bajo ciertas condiciones, el AB1-42 puede agregarse en dimeros, trimeros,
tetrameros, pentameros hasta 12 unidades y formas oligoméricas superiores, todos con su propiedad fisicoquimica
distinta tales como el tamafio molecular, la estructura EM y la forma molecular en AFM (microscopia de fuerza
atomica). Un ejemplo de una forma de AR oligomérica soluble de peso molecular mas alto es el de las protofibrillas
(Hartley 1999, waals 1999), que tiene un peso molecular aparente> 100 kDa kDa y una estructura curvilinea de 4-11
nm de diametro y <200 nm de longitud. Recientemente se ha demostrado que los péptidos AR solubles oligoméricos
tales como las protofibrillas AR perjudican a la potenciacion a largo plazo (LTP)) (Hartley, 1999), medida de la
plasticidad sinaptica que se cree que refleja la formacion de la memoria en el hipocampo (Walsh 2001). Ademas,
oligdbmeros péptidos AR Arctic muestran mucho un efecto inhibidor de wtAB sobre LTP en el cerebro mucho mas
profundo, probablemente debido a su fuerte propension a formar protofibrillas AR (Klyubin 2003).
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También hay otras formas oligoméricas solubles descritas en la literatura que son claramente diferentes de las
protofibrillas. Un de estas formas oligoméricas es ADDL (ligando difundible derivado de amiloide) (Lambert 1998). El
analisis AFM de ADDL revel6 especies globulares predominantemente pequefias de 4,7 a 6,2 nm a lo largo del eje z
con pesos moleculares de 17-42 kDa. (Stine 1996). Otra forma se denomina ASPD (amiloidesferoides). Los ASPD
son oligémeros esféricos de AR1-40. Los estudios de toxicidad mostraron que los ASPD esféricos > 10 nm eran mas
toxicos que las formas moleculares inferiores (Hoshi 2003). Las fibrillas AR como la principal especie neurotdxica es
incompatible con la pobre correlacion entre la densidad de la placa neuritica y la puntuacion de la demencia por EA'y
también con los modestos signos de neurodegeneracion en ratones transgénicos APP actuales. Especies
intermedias de AR solubles neurotoxicas y su sitio subcelular apropiado de formacion y distribucién podria ser el
eslabon perdido que mejor explique la hipdtesis del amiloide. Esta idea ha ganado apoyo por el reciente
descubrimiento de la mutacién Arctic (E693) de APP, que provoca EA de aparicion temprana (US 2002/0162129 A1;
Nilsberth y col., 2001). La mutacion se encuentra dentro de la secuencia de péptidos AR. De este modo, los
portadores de la mutaciéon generaran variantes de los péptidos AR por ejemplo, Arctic AR40 y Arctic AB42. Tanto
Arctic AR40 como Arctic AB42 se ensamblaran con mucha mayor facilidad en estructuras moleculares mas altas
(protofibrillas) que son solubles y no fibrilares. Por tanto, el mecanismo patogénico de la mutacién Arctic sugiere que
las protofibrillas solubles moleculares mas altas producen EA.

2. 1 Diagnostico de la enfermedad de Alzheimer
2.1.1 Diagnoéstico clinico

El diagnéstico clinico de la enfermedad de Alzheimer (e) es dificil de hacer, especialmente en las primeras etapas de
la enfermedad. Hoy en dia, el diagnostico se basa en la historia clinica tipica combinada con la exclusion de otras
causas de demencia. Los centros clinicos con alta especializacion pueden tener una precision diagndstica del 85-90
% en comparacion con el diagnostico neuropatolégico. En las primeras etapas de la enfermedad, el cuadro clinico es
vago y todavia no se han identificado marcadores de diagndsticos definitivos (McKhann 1984). El desarrollo de
marcadores diagnosticos bioquimicos es importante por varias razones: para apoyar el diagnostico clinico, para
permitir a los médicos dar informacién adecuada a los pacientes y a sus familiares, para iniciar el tratamiento
farmacologico y los cuidados, y en diversos aspectos de la investigacion clinica.

2.1.2 Péptido 3 amiloide

Se han descubierto mutaciones patogénicas en los genes de la presenilina (PS) y de APP en familias con EA de
inicio precoz heredada como un rasgo dominante (Hardy 1992). Los efectos de algunas de estas mutaciones ahora
estan bastante bien comprendidos. La mutacion sueca de la EA (Mullan 1992; Axelman 1994; Lannfelt 1994) ha
revelado un mecanismo patogénico para el desarrollo de la EA. Cuando una construccion de ADNc con esta
mutacion se transfectd en lineas celulares humanas, dio lugar a una liberacién de AR soluble aproximadamente seis
veces mayor (Citron 1992, Cai 1993). Ademas, los fibroblastos de individuos con la mutacién sueca secretaron tres
veces mas AR en los medios en comparacion con los fibroblastos de los no portadores (Johnston 1994). La
sobreproduccion de AR por lo tanto, parecia ser un factor importante en la patogenia de la enfermedad en esta
familia sueca. Por lo tanto, se esperaba que los niveles de AR medidos en el liquido cefalorraquideo (LCR) de
miembros de la familia podrian diferenciar a los portadores de los no portadores de la mutacion. Sin embargo, no se
encontraron diferencias en los niveles de AR totales entre los grupos (14,5 + 3,3 ng / ml frente a 14,9 + 2,3 ng / ml)
(Lannfelt 1995). Una explicacion de este resultado puede ser que AR se elimina del LCR mediante la agregacion de
amiloide en el cerebro. Sin embargo, hubo una fuerte correlacion entre la duraciéon de la demencia y la disminucion
de los niveles de AR. Estas mediciones se realizaron con anticuerpos que reconocen el AR soluble monomérico. Con
anticuerpos monoclonales especificos de protofibrillas sera posible realizar mediciones mas precisas de las especies
toxicas.

2.1.3 AR en plasma

AR se encuentra en una forma soluble en el plasma y en otros tejidos (Seubert 1992), y no como se ha presumido
anteriormente, soélo en los cerebros de los casos de EA. Los niveles plasmaticos de AR en miembros de la familia
con la mutacion sueca revelaron que tanto AR40 como AR42 eran 2-3 veces mayores en los portadores de mutacion
(Scheuner 1996). La proporcion de AR42 del AR total fue de aproximadamente 10 % en ambos grupos, lo que esta
de acuerdo con experimentos realizados en cultivos de células con la mutacién sueca. Los portadores de la
mutacién por debajo de la edad de inicio esperado de la enfermedad tenian los mismos niveles de AR que casos ya
afectados. Esto indica que el metabolismo erroneo de APP puede desempenfiar un papel importante en la patogenia
precoz de la enfermedad.

2.1.4 AR42 en el LCR en la enfermedad de Alzheimer

Ensayos ELISA que miden especificamente AR40 y AR42 en el LCR en casos de EA han dado resultados diferentes.
Algunos investigadores (Pirttild 1994; Motter 1995) han encontrado disminucion de AR42 en la EA, mientras que en
un grupo se han encontrado niveles elevados en los casos tempranos en la progresion de la enfermedad. Los casos
mas dementes en un estudio tenian todos niveles muy bajos de AR42. En conclusién, es muy probable que AR42
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esté aumentado temprano en el proceso de la enfermedad y que los niveles de AR42 y AR40 disminuyan durante la
progresion de la enfermedad. El desarrollo de marcadores bioquimicos exactos de EA temprana es importante,
especialmente cuando los tratamientos farmacoldgicos eficaces estén disponibles en el futuro. Probablemente, la
terapia farmacoldgica deberia iniciarse en una etapa temprana de la enfermedad, antes de que se produzcan dafios
graves en el cerebro. Por tanto, seria muy deseable una terapia que haga posible prevenir la progresion de la
enfermedad a sus etapas posteriores.

2 Prevencion y tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

También se han descrito anticuerpos que son especificos de las diferentes conformaciones de AR, tales como
fibrillas de AR (O 'Nuallain 2002), AR micelar (Kayed 2003), LDDA (M93, M94) (Lambert 2001).

Varios estudios preclinicos en modelos animales transgénicos han demostrado disminucion de la carga de placas y
las mejoras en la funcién de la memoria después de la inmunizacion activa o pasiva con anticuerpos producidos
contra fibrillas (Shenk 1999, Janus 2000, Morgan 2000, Weiner 2000, Sigurdsen 2001). Dado que las fibrillas estan
presentes en los depositos patolégicos que se producen tarde en el proceso de la enfermedad de Alzheimer, los
anticuerpos Shenk solo pueden usarse para ralentizar la progresion de la enfermedad de Alzheimer cuando ya ha
alcanzado sus etapas posteriores.

Recientemente ELAN Pharmaceuticals ha realizado un ensayo clinico de fase Il en pacientes de Alzheimer con
demencia leve a moderada con su vacuna AN 1792, que es una preparacion agregada de wtAB42 humano. El
estudio tuvo que ser detenido debido a efectos secundarios en 5 % de los pacientes. El efecto secundario se
consider6 que se debia a meningioencefalitis inducida por linfocitos T (Nicholl 2003). Los objetivos de los
medicamentos de la vacuna de ELAN eran fibrillas insolubles que se encuentran en las placas internas del cerebro y
los depositos en las paredes de los vasos sanguineos del cerebro (angiopatia amiloide congofilica, CAA), que son
caracteristicas comunes de la enfermedad de Alzheimer. Por lo tanto, una respuesta inmune hacia las fibrillas
insolubles podria ser responsable de la inflamacion invasiva en las paredes de los vasos sanguineos del cerebro
que produce meningioencefalitis.

El documento W002/203911 divulga el descubrimiento de la mutacion Arctic en una familia sueca que conduce a la
aparicion temprana de la enfermedad de Alzheimer (55,6 afios). La mutacion Arctic (Glu> Gly), que se encuentra en
la posicién 22 en el péptido beta amiloide (AB), en combinacién con diversos experimentos condujo a la idea de que
el péptido AR era mucho mas propenso a oligomerizar y formar protofibrillas en comparaciéon con el AR40 de tipo
silvestre (wt). El descubrimiento indica por primera vez que la protofibrillas es un componente central en el proceso
de la enfermedad, y que la EA podria tratarse mediante la reduccion de la cantidad de protofibrillas en el cerebro.
Esta propiedad unica de la mutacién Arctic podria usarse después para generar protofibrillas. Después, el
documento WO002/203911 sugirié que dichas protofibrillas podrian utilizarse para inmunizar un ratén u otro animal, a
fin de generar anticuerpos, después de lo cual cualquier anticuerpo monoclonal especifico de protofibrillas podria
identificarse mediante deteccidn selectiva. Dichos anticuerpos deben ser especificos de un péptido AR de SEC ID N°
1 (pagina 7, parrafo tercero), es decir, un péptido portador de la mutacién Arctic y que tiene una conformacion de
protofibrillas.

Por lo tanto, en vista de las técnicas de la técnica anterior para la prevencion y el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, hay una necesidad de una técnica que permita la deteccion temprana de los marcadores de la
enfermedad de Alzheimer. Si dichos marcadores pudieran prevenirse sin causar efectos secundarios negativos, esto
seria un medio para prevenir y tratar la enfermedad de Alzheimer en una etapa temprana. Cualquier tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer que reduciria la cantidad de protofibrillas en el cerebro de pacientes con AD, seria de
valor terapéutico significativo.

3. Descripcion de la invencion

Las protofibrillas se producen temprano en la enfermedad de Alzheimer, cuando se ha producido poco dafio
cerebral. Un tratamiento con anticuerpos que reduzca los niveles de protofibrillas en el cerebro salvara al cerebro de
la destruccion neuronal y, por tanto, sera mas ventajoso para los pacientes de Alzheimer. La presente invencion
describe el desarrollo de este tipo de anticuerpos especificos de protofibrillas terapéuticos.

Segun un aspecto, la presente invencion se refiere a anticuerpos que tienen la propiedad de unirse tanto a AR42 de
tipo silvestre como a AR42 son protofibrillas (anticuerpos especificos de conformacion) y que son adecuados para el
desarrollo de productos farmacéuticos para la enfermedad de Alzheimer, dirigidos contra las protofibrillas AR42 de
tipo silvestre. Las ideas actuales en el campo de la investigacion de la enfermedad de Alzheimer es que las fibrillas
AR son la principal causa de la enfermedad. Por lo tanto, el enfoque de la presente invencion contradice la opinion
general en el campo.

Segun otro aspecto, la presente invencion se refiere también a una composicion que comprende dicho anticuerpo y,
opcionalmente, un vehiculo o excipiente.
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Para inmunizar y detectar los anticuerpos anti-protofibrillas especificos de conformacion, es necesario para producir
protofibrillas puras AB42arc y AR42 (> 95 % de grado de pureza). A fin de obtener dicha preparacién de protofibrillas
puro, también es necesario poder estabilizar las protofibrillas, de tal manera que se las protofibrillas permanecen y
no se separan en monomeros ni se agregan en fibrillas. También es necesario encontrar un solvente que hiciera
posible separar las protofibrillas mediante cromatografia en columna. Otra necesidad es la capacidad para analizar
dicha pureza antes de la inmunizacion. Las capacidades antes mencionadas son esenciales, ya que el grado de
pureza del antigeno (protofibrillas) decidir la posibilidad de producir anticuerpos anti-protofibrillas especificos de
conformacién, que a su vez deciden la posibilidad de deteccidon de anticuerpos con especificidad util. Si la
preparacion, por ejemplo, contiene 50 % de AR mondmero y 50 % de AR protofibrilla, solo es posible afirmar que la
unién del anticuerpo a dicha preparacion se puede unir ambas formas o solo una. Todas dichas caracteristicas
necesarias se proporcionan por la presente invencion.

Las caracteristicas mencionadas anteriormente no eran posibles cuando se presenté el documento W002/203911.
El método de analisis de HPLC reveld que la presente solicitud o cualquier otro método de analisis no se habia
desarrollado, por lo cual no era posible determinar si el péptido AB42arc en realidad formada protofibrillas,
probablemente debido a la falta de unién a protofibrillas. Solo era una hipétesis en el momento. Las principales
razones por las que el documento W0O02/203911 no pudo analizar y purificar la preparacion de protofibrillas a un
grado de pureza de > 95 %. Ademas, el hecho de que ellos no sabian cémo estabilizar las protofibrillas. A este
respecto, también debe mencionarse que las protofibrillas son muy dificiles de manejar en comparacién con, por
ejemplo, los péptidos AR40. AR42, pero en particular el péptido AR42Arc, es extremadamente dificil de manejar, ya
que se adhieren a tubos de ensayo y columnas y se agregan en fibrillas. Los Ultimos problemas se han resuelto por
la presente invencion mediante la provision de métodos para estabilizar las protofibrillas que implican bajas
temperaturas y disolventes seleccionados. El documento WO02/203911 203911 tampoco tenia medios para probar
la pureza de las protofibrillas antes de la inmunizacién. Esto es posible con la presente invencion mediante la
provision de un método nuevo de HPLC (exclusiéon por tamario). Ademas de esto, el documento W002/203911no
proporciond ningun medio para comprobar la especificidad por las protofibrillas de los anticuerpos seleccionados. La
presente invencion hace esto posible por la provision de un nuevo método de Elisa. El documento W002/203911 solo
podia producir protofibrillas AB40arc impuras y transitorias, no Utiles para el desarrollo de anticuerpos monoclonales
especificos de protofibrillas (el documento W0O02/203911 solo describe el analisis de los péptidos AR40 y AR40Arc,
véase el Ejemplo 3).

Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencién son particularmente adecuados para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer, ya que: i) se dirigiran y eliminara la forma AR mas toxica (protofibrilla), ii) proporcionara
una oportunidad para tratar la enfermedad temprano ya que las protofibrillas se desarrollan temprano en el proceso
de la enfermedad, iii) evitaran los efectos secundarios ya que no habra reaccién cruzada significativa con las fibrillas
AR presentes en la pared del vaso sanguineo del cerebro (CAA = Angiopatia amiloidogénica congofilica).

Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencién pueden ser humanos o humanizados, monoclonales o
policlonales. La presente invencion también se refiere a fragmentos biolégicamente activos de dichos anticuerpos,
con la condicién de que todavia tengan las propiedades reivindicadas.

Los anticuerpos frente a protofibrillas AR especificos de acuerdo con la presente invencion también se pueden usar
para cuantificar las protofibrillas AR42 de tipo silvestre en fluidos bioldgicos, por tanto, los anticuerpos seran
adecuados para el diagnostico clinico en una etapa temprana de la enfermedad y adecuado como un biomarcador
para supervisar la eficacia en clinica estudios.

Ademas, la invencidon describe procedimientos para generar protofibrillas AR42 tipo silvestre y AB42arc como
antigenos para la inmunizacion y para los reactivos para la deteccion de anticuerpos que se unen a las protofibrillas
Ap42arc y AR42 de tipo silvestre. Es muy importante determinar la pureza del antigeno (protofibrillas) es muy
importante en experimentos de cribado de anticuerpos, ya que afecta a las determinaciones de la especificidad del
anticuerpo por ELISA.

Para evaluar la pureza de una preparacion antigénica (protofibrillas AB42arc y AR42 de tipo silvestre) se ha
desarrollado un método de HPLC de exclusion por tamafo. El método HPLC inventado utiliza un detergente, con
baja interferencia 6ptica en la cromatografia. El detergente tiene la ventaja de que elimina interacciones de las
protofibrillas AB42arc y AR42 de tipo silvestre con la matriz de la columna, evitando la pérdida de material y que el
material se adhiera a la columna, y estimaciones erroneas de la pureza de las protofibrillas. Ademas, el detergente
es compatible con protofibrillas AR y no solubiliza en los monémeros AR ni altera su perfil bioldgico. Se ha
encontrado que el polisorbato (Tween) es un detergente adecuado, en particular, Polisorbato-80 (Tween-80). Otros
detergentes con propiedades similares son también Uutiles.

El anticuerpo segun la presente reacciona de forma cruzada de menos de 50 % con fibrillas AR. Dicho anticuerpo
puede detectar las protofibrillas AR de tipo silvestre y Arctic AR en un ELISA en un intervalo de concentracion de
1.000 a 10 ng / ml (véase el Ejemplo 5 y las Figuras 4A-C). En un ELISA optimizado o por otros sistemas de
deteccion con mayor sensibilidad, por ejemplo, union por proximidad, dicho nivel de deteccidn probablemente podria
bajarse hasta un nivel de deteccion de 1 a 0,1 ng/ ml.
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La presente invencion proporciona un método para generar anticuerpos que son especificos de las protofibrillas de 8
amiloide (AR) (oligdmeros de AR no fibrilares solubles de alto peso molecular no fibrilares). Los anticuerpos se
producen contra A en su conformacion de protofibrilla. Estos anticuerpos se pueden administrar a pacientes con EA
para reducir los niveles de protofibrillas en el cerebro, lo que sera de valor terapéutico significativo.

La disminucién de los niveles de protofibrillas podria ocurrir a través de la eliminacién del antigeno cuando se une a
un anticuerpo a través de fagocitosis mediada por microglia. Este es un proceso bioldgico bien documentado, que se
produce a través de la uniéon de la region constante de anticuerpo (Fc) a un receptor de Fc en las células
microgliales. La unién induce la fagocitosis (internalizacion y destruccion) del anticuerpo y su antigeno unido
(protofibrillas) que conduce a niveles reducidos de protofibrillas en el cerebro. Otros procesos mediados por
receptores no-Fc también pueden eliminan el antigeno (protofibrillas).

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para sintetizar protofibrillas AR que se van a usar como antigeno
para la inmunizacion. La sintesis se puede hacer a partir de AR (wtAB) de tipo silvestre o, alternativamente, de tipo
no silvestre, formas de AR mutadas o modificadas. En una realizacién preferida de la invencioén, pero no limitado a
dicha forma de realizacioén, la sintesis se inicia disolviendo wtAB1-42 en un agente de disociacion, por ejemplo
NaOH, para lograr una solucion homogénea AR, de aproximadamente 50-500 uM en la concentracion de péptido,
pero no limitado a esta concentracion. Agentes alternativos con la disociar para disociar son, por ejemplo,
dimetilsulféxido, DMSO; hexafluoroisopropanol, HFIP; acido trifluoroacético, TFA. El truncamiento puede ser de 1-10
aminoacidos, dando formas de wtAB tales como: wtAR2-42, wtAB-42, wtAB4-42, wtAR5-42 y asi sucesivamente. El
péptido wtAB1-42 disuelto se neutraliza posteriormente con PBS o tampén fisiolégico similar y se incuba a
temperatura mas alta, preferiblemente a 37 °C, durante un periodo de tiempo suficiente para que se produzca la
formacion de protofibrillas-a, por ejemplo durante la noche. Esto dara lugar protofibrillas AR de tipo silvestre. La
invencion también proporciona un determinacion del tamafio molecular (peso molecular) para evaluar la formacion y
la pureza de las protofibrillas, preferiblemente, pero no limitado a, un método cromatografico de exclusiéon por
tamafio (SEC).

El método de sintesis del antigeno de las protofibrillas tipo silvestre (wtAR42) puro comprende las etapas de disolver
un wtAB42 mediante el uso de un agente de disociacion, tal como NaOH (pH> 10), dimetilsulféxido, DMSO;
hexafluoroisopropanol, HFIP; acido trifluoroacético y TFA, para lograr una solucién monodispersa, neutralizar la
solucion por PBS (pH 7-8) o tampones biocompatibles similares, para lograr una solucion fisiologica, incubar la
solucién de péptido wtAB42 neutralizado a una concentraciéon de proteina elevada entre 1-1000 uM, preferiblemente
440 uM, durante 6 horas o mas a 20-40 °C, preferiblemente 37 °C, para formar protofibrillas Ap42wt, diluir las
protofibrillas a aproximadamente 1-500 uM, preferiblemente a 50um centrifugando a velocidad y tiempo suficientes
para sedimentar las fibrillas wtAB42, lo que normalmente tarda 5 minutos a 17. 000 g a + 4 C, evaluar la pureza de la
preparacion de protofibrillas mediante HPLC para controlar que la pureza sea > 95 %, usando, por ejemplo, HPLC
de exclusién por tamario, utilizando un tampén fisiolégico tal como PBS a pH neutro como tampén de carrera,
incluyendo un detergente, tal como polisorbato (Tween), o detergente similar, para evitar que las protofibrillas se
peguen a la matriz de la columna y la disociacion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la sintesis de protofibrillas Al de tipo no silvestre usando AB1-42, o formas
truncadas en N-terminal (1-10 truncamientos), ya sea con la mutacién Arctic G22E (documento US 2002-0162129
A1), la mutacion holandesa EP22Q, la mutacion flamenca, la mutacion italiana E22K, la mutacion de lowa D23N y
combinaciones de los mismos. En una realizacion preferida de la invencion se usa el péptido AB42arc (es decir, que
comprende la mutacién arc tic). EI método para hacer protofibrillas AB42arc es similar al de las protofibrillas wtAR42
excepto que las protofibrillas AB42arc no se incuban a 37 °C durante la noche ya que se forman espontaneamente
después de la etapa de neutralizacion.

El método de sintesis del antigeno de las protofibrillas AB42arc puro comprende las etapas de disolver un péptido
Ap42arc mediante el uso de un agente de disociacion, tal como NaOH (pH> 10), dimetilsulfoxido, DMSO;
hexafluoroisopropanol, HFIP; acido trifluoroacético y TFA, para lograr una solucion monodispersa, neutralizar la
solucion por PBS (pH 7-8) o tampones biocompatibles similares, para lograr una solucion fisiolégica, estabilizar las
protofibrillas formadas de forma espontanea manteniéndolas a menos de 20 °C, preferentemente a 0 — 5 °C,
centrifugar las protofibrillas a la misma temperatura que en la etapa de estabilizacién a una velocidad y tiempo
suficientes para sedimentar las fibrillas de AB42arc, lo que normalmente tarda 5 minutos a 17. 000 g a + 4 C, evaluar
la pureza de la preparacion de protofibrillas mediante HPLC para controlar que la pureza sea > 95 %, usando, por
ejemplo, HPLC de exclusion por tamario, utilizando un tampén fisioldgico tal como PBS a pH neutro como tampén de
carrera, incluyendo un detergente, tal como polisorbato (Tween), o detergente similar, para evitar que las
protofibrillas se peguen a la matriz de la columna y la disociacion.

Otro aspecto de la invencién se refiere al desarrollo de anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con las
protofibrillas AR42 de tipo silvestre después de la inmunizacién con protofibrillas AR42arc.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método para estabilizar las protofibrillas AR y donde la estabilizacion
puede evaluarse mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC). Las protofibrillas AR eluyen después de
12-13 minutos en un pico uniforme sobre una columna Superdex 75 o de exclusiéon por tamafio similar. La
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estabilidad de la conformacion también se puede evaluar mediante tincion con Rojo Congo y (microscopia
electrénica, donde las protofibrillas alcanzan una estructura curva lineal de 6-10 nm de diametro y < 200 nm de
longitud. La disminucidon de la temperatura tiene un efecto significativo en la estabilidad conformacional de las
protofibrillas AR. Las muestras deben mantenerse preferentemente por debajo de 20 °C, preferiblemente por debajo
de 5 °C, y lo mas entre 0 °C y 5 °C. Adicionalmente, los agentes que disminuyen la polaridad o la tension superficial
o aumentan la viscosidad tienen efectos estabilizantes sobre la conformacién de las protofibrillas AB. Por ejemplo, 10
a 50 % de glicerol o 0,6-5 % de polisorbato (Tween) tienen efectos estabilizadores en las protofibrillas AR. Estos
agentes y tratamientos pueden anadirse a la preparacion de protofibrillas AR preferiblemente después de la etapa de
neutralizacion en el método para sintetizar protofibrillas AR descrito anteriormente. La adicion de estos agentes
antes de esta etapa también es posible. El aumento de la estabilidad de las protofibrillas es ventajoso al desarrollar
anticuerpos monoclonales y cuando se usan protofibrillas AR como reactivos en inmunoensayos, tales como ELISA,
radioinmunoensayo (RIA), transferencia Western o transferencia de puntos.

El método de estabilizacion de las protofibrillas AR incluye mezclarlas con un agente que disminuya la polaridad del
disolvente o uno que disminuya la tension superficial, tal como glicerol o polisorbato (Tween), o una combinacion de
dichos agentes. La estabilizacion también se puede lograr manteniendo las protofibrillas a una temperatura por
debajo de 20 °C, preferiblemente 0-5 °C. Dichos métodos también se pueden combinar.

La invencion se refiere ademas a al uso de anticuerpos especificos de las protofibrillas anti-AR para las
determinaciones de protofibrillas AR en tejidos humanos y animales, por ejemplo, en liquido cefalorraquideo, sangre,
suero, orina y tejido cerebral, pero no se limita a estos tejidos, proporcionando un posible método de diagndstico
para la enfermedad de Alzheimer. Los métodos adecuados para el ensayo de las protofibrillas AR en estos tejidos
asi como en cultivos de células utilizando un anticuerpo anti-protofibrillas AR son inmunoensayos tales como ELISA,
RIA, transferencia western o, transferencia puntual o unién por proximidad. El método seria adecuado para seguir la
eficacia del tratamiento (reduccion de protofibrillas) en los ensayos clinicos y adecuados como prueba de
diagndstico para la enfermedad de Alzheimer o el sindrome de Down.

El método de diagndstico o monitorizacion de la enfermedad de Alzheimer (EA) o el sindrome de Down comprende
las etapas de marcar el anticuerpo de acuerdo con la presente invencién con un agente que puede generar una
sefial medible, administrar dicho anticuerpo de acuerdo con un sujeto que tiene o se sospecha que tiene EA o
sindrome de Down, medir la cantidad de protofibrillas unidas al anticuerpo mediante la medicion de la sefial
generada por el agente.

La invencion ademas se refiere al uso de un anticuerpo anti-protofibrillas AR en formacion de imagenes para la
deteccion, localizacion y cuantificacion de protofibrillas AR en tejidos humanos y animales. El anticuerpo anti-
protofibrillas AR podria marcarse con un ligando radiactivo tal como Im, C14, H% Gali068, pero no se limitan a estos
radiois6topos, para fines de deteccion. Ademas del marcaje con marcadores radiactivos, también se podian usar
ADN, moléculas fluorescentes, enzimas que convierten un sustrato de tal manera que su absorbancia se pueda
medir. El método sera adecuado como una herramienta de diagnéstico para la enfermedad de Alzheimer o el
sindrome de Down, la demencia por cuerpos de Lewy, la demencia vascular, y otros trastornos neurodegenerativos.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de un anticuerpo anti-protofibrillas AR para la prevencion o
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Los estudios preclinicos en modelos animales transgénicos han
demostrado efectos sobre la carga de la placa (Bard 2000), inversion del déficit de memoria (Dodard 2002) y drenaje
de AR del SNC después de tratamiento con anticuerpos anti-AB. Sin embargo, los anticuerpos utilizados en estos
estudios no han sido especificos de las protofibrillas AR. La administraciéon de un anticuerpo anti-protofibrillas AR,
con poca o ninguna reactividad cruzada con los monémeros vy fibrillas AR seria especialmente adecuada para el
tratamiento y la prevencion de la enfermedad de Alzheimer. En primer lugar, no se uniria significativamente a las
formas fibrilares de AR y evitaria la interaccion con los depdsitos fibrilares que son frecuentes en las paredes de los
vasos sanguineos, evitando cortar inmunorreacciones con inflamacién grave del cerebro y encefalitis, que se
encontré en el estudio de vacunacion de ELAN (véase al final de los Antecedentes) con la vacuna AN-1792 (Nicoll
2004). En segundo lugar, un anticuerpo anti-protofibrillas AR con baja reactividad cruzada con el monémero Al31-40
y AB1-42 no se uniria e interferiria con sus funciones bioldgicas normales, evitando asi los efectos secundarios.

En dicho método de prevencion o tratamiento de un sujeto con enfermedad de Alzheimer o con sindrome de Down
que tiene o se sospecha que tiene enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, demencia con cuerpos de Lewy,
demencia vascular, y otros trastornos neurodegenerativos, se administra el anticuerpo o composicién de acuerdo
con la presente invencion.

La invenciéon también proporciona una técnica mediante la cual los anticuerpos anti-protofibrillas AR se pueden
utilizar para identificar y seleccionar epitopos presentes en protofibrillas AR pero menos en los mondémeros AR y
fibrillas AR u otras formas conformacionales AR. El método es general y es aplicable a otros amiloides que forman
protofibrillas tales como, entre otros, el péptido de la proteina amiloide de los islotes (IAPP, amilina) asociado con la
diabetes tipo 2, la proteina prion (PrP), alfa-sinucleina (Parkinson). Teniendo en cuenta el papel central de las
protofibrillas de beta amiloide (AR) en la enfermedad de Alzheimer, estos anticuerpos pueden utilizarse para
diagnosticar o tratar la enfermedad de Alzheimer. Hay una necesidad de un método que especificamente pueda
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determinar las protofibrillas en diferentes tejidos humanos y animales tales el liquido cefalorraquideo (LCR), plasma,
sangre, orina y tejido cerebral, pero no se limita a estos tejidos. Tal método podria ser utilizado como un método de
diagndstico para la enfermedad de Alzheimer, aunque también para enfermedades similares que formen
protofibrillas amiloides, incluyendo Parkinson (alfa-sinucleina) (Sthilerman 2002), diabetes de tipo 2 (polipéptido de
amiloide de los islotes IAPP) (documento WOO03/092619 A2), y la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob y la
correspondiente enfermedad animal denominada enfermedad de las vacas locas (proteina prién) (DeMarco 2004),
pero no se limita a estas enfermedades.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de anticuerpos anti-protofibrillas AR para
deteccion selectiva in vitro o in vivo de sustancias que inhiben o modulan los niveles de protofibrillas AR y / o
actividad en cultivos celulares o modelos animales, siendo posibles farmacos para el Alzheimer. Los sistemas de
deteccion adecuados serian, entre otros, cultivos celulares (HEC o células de neuroblastoma) o, por ejemplo el
modelo de raton transgénico Thy-1 APPSweArc, (Nilsson y col., Solicitud de patente sueca 0400707-6, 2004) que
expresa la proteina humana precursora de amiloide (APP) con la mutacién Arctic (E693G) que proporciona una
mayor produccion de protofibrillas AR. Los farmacos candidatos para el Alzheimer se pueden administrar a estos
cultivos celulares o modelos animales transgénicos y sus efectos sobre los niveles de protofibrillas AR se pueden
medir mediante un inmunoensayo, usando un anticuerpo anti-protofibrillas AR como reactivo. Tal método seria
idealmente adecuado para la identificacion de potentes candidatos a farmacos frente al Alzheimer.

Dicho método para deteccion vitro o en vivo de sustancias que inhiben o modulan los niveles de protofibrillas AR y /
0 su actividad en cultivos celulares o modelos animales, comprende las etapas de administrar posibles farmacos
candidatos a un cultivo celular o un modelo animal, administrar el anticuerpo de acuerdo con cualquiera de la
presente invencion, marcado con un agente que puede generar una sefial medible, a dicho cultivo celular o modelo
animal, evaluar el efecto de dichos farmacos candidatos mediante la medicién de la cantidad de protofibrillas unidas
al anticuerpo mediante la medicion de la sefial generada por el agente.

Segun otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método de deteccion de protofibrillas AR in vitro, que
comprende marcar de acuerdo con la presente invencién con un agente que puede generar una sefial medible,
poner en contacto dicho anticuerpo o la composicion que comprende el anticuerpo con una muestra biolégica que se
sospecha que contiene protofibrillas solubles, medir la cantidad de protofibrillas unidas al anticuerpo mediante la
medicion de la sefial generada por el agente. Dicho método puede ser un inmunoensayo. Las muestras biologicas
analizadas pueden seleccionarse a partir de plasma, LCR, cerebro y otros tejidos de origen animal o humano. El
marcaje incluye marcar con marcadores radiactivos, también se podian usar ADN, moléculas fluorescentes, enzimas
que convierten un sustrato de tal manera que su absorbancia se pueda medir. Todos los porcentajes en la
descripcion se refieren al porcentaje en volumen, a menos que se indique lo contrario.

4. Descripcion de los dibujos

Figura 1. Cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) del monémero AB40 humano, protofibrilla AB42Arc,
protofibrilla wtAB42 y preparaciones de fibrillas wtAB42

Los mondémeros AR Humanos y las protofibrillas AR eluyen en 19-20 minutos y a 12-13 minutos,
respectivamente. Las preparaciones de protofibrillas (B y C) estan esencialmente libres (< 3 %) de contaminacion
de otras formas de AR conformacionales. El andlisis de la preparacion de fibrillas (D) se hizo después de
centrifugacion a 17.900 xg durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se analiz6 el sobrenadante que
demuestra la ausencia casi completa de cualquier forma AR solubles en la preparacion de fibrillas.

Figura 2. Estudio de estabilidad de las protofibrillas

La estabilidad de las protofibrillas AB42Arc y las preparaciones de protofibrillas wt42 se mediante SEC. Una
conversion de protofibrillas en fibrillas se evalué mediante una disminucién en el area del pico de las protofibrillas
(disminucion de la absorbancia (AU) a 214 nm, tiempo de eluciéon 12-13 minutos). La adicién de 10-50 % de
glicerol, 0,6 % de Tween-20 o el almacenamiento a 0-5 °C, todo aumenté la estabilidad de las protofibrillas de
manera significativa.

Figura 3. Titulacién de suero de ratén después de la inmunizacion con protofibrillas wtAB42

Se inmunizé a ratones con una preparacion de protofibrillas wtAB42 en adyuvante completo de Freund (primera
inyeccion) y adyuvante incompleto de Freund (5-6 refuerzos). Se recogié sangre y se determinaron los titulos de
anticuerpos contra protofibrillas AR. Ratén n° 2 y n® 4 mostraron los titulos mas altos.

Figura 4. Método de ELISA de tipo sandwich usando anti-~AcMo 258 para la determinacién de protofibrillas A. Se
recubrié una placa de microtitulaciéon durante la noche con el AcMo 258. Se afiadieron preparaciones de
protofibrillas wtApR42, protofibrillas ABR42Arc, mondmeros wtAB40 vy fibrillas wtAB42 en concentraciones
decrecientes y se incubaron durante 1 hora a + 4 °C. Se afiadié anticuerpo anti-AR secundario (6E10).
Finalmente, a cada pocillo se afiadié6 un anticuerpo de detecciéon conjugado con ALP (fosfatasa alcalina)
anticuerpo conjugado (anti-IgG). La deteccion se logré mediante la adicion de sustrato de ALP. La formacion de
color se midi6 a 405 nm y a 492 nm.
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El AcMo 258 se unio a las protofibrillas wtAB42 y un poco menos a las protofibrillas AB42Arc. No se observo unién a
monomeros de wtAB40. La ligera de unidn a fibrillas wtAB42 se debe probablemente a una ligera contaminacion con
protofibrillas wtAR42 (véase la Figura 1 D).

5. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustracion y no estan destinados a limitar la invencion a los ejemplos
especificos proporcionados.

Ejemplo: 1 Sintesis de péptido beta amiloide humano (AB) de diferentes conformaciones

Las formas silvestre o mutante sintéticas humanas de los péptidos AB1-42 o AB1-40 se adquirieron en Polypeptide
Laboratories GmbH. Los péptidos fueron sintetizados mediante un procedimiento de sintesis de péptidos en fase
sélida estandar. Los péptidos se purificaron posteriormente con RP-HPLC hasta una pureza en el intervalo de 90-95
%. También es posible usar proveedores alternativos que producen péptidos Al con pureza similar.

Sintesis de monémeros AR 1-40 humanos de tipo silvestre

Un péptido sintético wtAB1-40 se disolvié en 1 volumen de NaOH 10 mM pH> 10, y 1 volumen de 2 x PBS frio (pH 7-
8) hasta una concentracion de 50 uM. La preparacion del monémero wtAB1-40 se centrifugd a 17. 900 ga + 4 °C
durante 5 minutos antes del analisis (Figura 1).

Sintesis de protofibrillas AB1-42 humanas de tipo silvestre

Un péptido sintético wtAB1-42 se disolvié en 9 volimenes de NaOH 10 mM pH> 10, se agité en voértex durante 2
minutos y se diluy6 con 1 volumen de 10 x PBS (pH 7-8). La concentracion final del péptido era, en este punto, 443
uM. El péptido se incubd adicionalmente durante la noche a 37 °C. Después de la incubacion durante la noche, el
péptido se diluyé adicionalmente con PBS a 50 uM. La muestra se centrifugd durante 17. 900 x g durante 5 minutos
antes del analisis y la inmunizacion.

Sintesis de protofibrillas AB1-42Arc humanas

Un péptido sintético AB1-42Arc (E22G) se disolvioé en 1 volumen de NaOH 10 mM pH> 10, y 1 volumen de 2 x PBS
frio (pH 7-8) hasta una concentracion final del péptido de 50 uM. Las protofibrillas AB1-42Arc se formaron
inmediatamente y las protofibrillas AB1-42Arc se estabilizaron manteniendo la solucion a 0-4 °C antes del analisis o
la inmunizacién. La muestra se centrifugd a 17. 000 xg durante 5 minutos a + 4 °C antes del analisis. Formas
alternativas para estabilizar las protofibrillas AB1-42Arc eran afiadir glicerol hasta una concentracion final de 5-50 %
o agregar Tween-20 a una concentracion final de 0,6 %.

Sintesis de protofibrillas AB1-42 humanas de tipo silvestre

Un péptido sintético wtAB1-42 se disolvid en 1 volumen de agua destilada doble, se agité en vortex durante 2
minutos y se diluyé con 1 volumen de 10 x PBS (pH 7-8) y de nuevo se agitdé en vortex durante 2 minutos. La
concentracion final del péptido era, en este punto, 50 uM. La preparacion de protofibrillas wtAR1-42 se incubo a 37
°C, durante 48 horas antes del andlisis. La muestra se centrifugd a 17.900 x g durante 5 minutos a antes del analisis
SEC. Se analizé el sobrenadante después de la centrifugacion. No se realizé centrifugacion cuando se analizaron 1-
42 preparaciones de fibrillas mediante ELISA o transferencia de puntos.

Anélisis de la preparacion de AR mediante cromatografia de exclusion por tamario (SEC)

Se us6 un sistema Merck Hitachi D-7000 HPLC LaChrom, que tiene un detector de diodos de matriz (DAD) modelo
L-7455 y una bomba modelo L-7100, para el analisis cromatografico de preparaciones de protofibrillas en
combinacién con una columna Superdex 75 PC3. 2 / 30 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). El
sistema cromatografico separa los monémeros AR de las protofibrillas, que se eluyen en el volumen vacio de la
columna. La columna se equilibré con Na;HPO4-50 mM NaH.PO4(PH 7,4) con NaCl 0,15 M (PBS) y 0,6 % de Tween
20 y se eluy6 con el mismo tampén a un caudal de 0,08 ml / min (la presion fue 5-6 bares) a temperatura ambiente
(22 °C). Diez (10 ul) de una muestra de 50 uM-100 uM de AR se sometié analisis utilizando un barrido de longitud de
onda entre 200-400 nm. Se afadié Tween-20 a la muestra para dar una concentracion final de 0,6 % antes de la
cromatografia. Los datos se extrajeron a partir de mediciones a 214 y 280 nm. Areas de los picos se integraron
utilizando el modelo de Merck Hitachi D-7000 Chromatography Data Station Software. La figura 1 muestra
cromatogramas del monoémero wtAB1-40, wtABR1-42 protofibrilla, AB1-42Arc protofibrilla y preparaciones de fibrillas
wtABR1-42.

Cada preparacion fue esencialmente libre (< 3 %) de otras formas conformacionales contaminantes de AR excepto la
preparacion monomero wtA1-40 que contenia 6,4 % de protofibrillas (tiempo de elucién 12-13 minutos).
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Ejemplo 2: Desarrollo de anticuerpos monoclonales especificos de protofibrillas

Se us6 un procedimiento estandar para el desarrollo monoclonal. Se inyect6é a los ratones con la preparacion de
protofibrillas wtAB1-42. Como alternativa podrian usarse protofibrillas AB1-42Arc. Cada lote de protofibrilla wtAR1-42
se analizé mediante SEC y Rojo Congo (se une estructuras en lamina 8 en las proteinas) antes de la inmunizacion
para determinar la pureza de las protofibrilas y que la preparacion contenia estructura en lamina B). El
procedimiento utilizado para inmunizar ratones era un protocolo estandar que implica inyecciones s.c. en presencia
de adyuvante de Freund. Cada uno de seis ratones fue inmunizado con 10 ug de protofibrillas wtAB1-42 y
posteriormente se administraron refuerzos con 30 ug. La muestra se mezcl6 1: 1 con adyuvante de Freund completo
antes de la primera inyeccion. Para las sucesivas 5 inyecciones de refuerzo se utilizé adyuvante incompleto de
Freund. El raton no fue inmunizado (control). Los ratones se sangraron y la sangre se recogié para las
determinaciones de titulos de anticuerpos (Figura 3). ). Se administré a los ratones una mas de refuerzo (30 ug) y
después se sacrifico y se extrajo el bazo para determinar el desarrollo de hibridoma. El método de preparacion
hibridoma utilizado fue de acuerdo con el procedimiento estandar (Harlow 1988).

Ejemplo 3: Deteccion de anticuerpos especificos de las protofibrillas wtAB1-42

Se desarrollé un método de ELISA donde los sobrenadantes de hibridoma se seleccionaron para los anticuerpos
que se unen a las protofibrillas AB1-42. El sobrenadante n® 258 del hibridoma mostré una alta especificidad de las
protofibrillas (Figura 3). El hibridoma n°® 258 se volvio a sembrar y se volvié a someter a deteccion selectiva para
determinar una linea celular homogénea. El anticuerpo monoclonal que se produce a partir de del hibridoma n°® 258
se defini6 como anticuerpo monoclonal 258 (AcMo 258). Alternativamente, la deteccidon selectiva (la union a
protofibrillas AR pero no a los mondmeros AR o fibrillas) puede llevarse a cabo contra una biblioteca de presentacion
de fagos de anticuerpos, donde la biblioteca se ha hecho a partir de ARN aislado de animales inmunizados con
protofibrillas.

Ejemplo 4. Caracterizacion del AMO n° 258 mediante andlisis de transferencia Western.

El objetivo del experimento era determinar si el AcMo 258 reacciona de forma cruzada con la proteina precursora
amiloide humana de tipo silvestre (WtAPP) o la APP humana, APPswe, APP SWE-arco (Nilsberth 2001, Mullan
1992), todos los cuales contiene AB1-42 no escindido. Las células fueron transfectadas con plasmidos que expresan
wtAPP APPswe y APPswe- arc humanos, Las células se recogieron después y se solubilizaron y las proteinas
celulares se separaron mediante SDS-PAGE vy de transfirieron a papeles de filtro de nitrocelulosa y posteriormente
se incubaron con AcM0298 o AcMo 6E10. La unién especifica de estos anticuerpos a proteinas celulares separadas
se detecto incubando los papeles de filtro en una solucion de anticuerpo IgG/IgM secundario y después se desarrolld
mediante incubacion con sefial super de Pierce (art nr 34080-P) y una ligera pelicula sensible.

El AcMo 258 no mostré union a wtAPP, APPswe o APPswe arco ni monémero wtABR40. El AcMo 6E10 comercial se
uni6 a todas estas formas.

Ejemplo 5: ELISA de tipo sandwich para la caracterizacion y determinaciones de protofibrillas. La
especificidad del AcMo 258 se determiné mediante un ELISA de tipo sandwich

Una placa de 96 pocillos ELISA se recubrié con el AcMo 258 durante la noche a + 4 °C. Después del recubrimiento,
los pocillos se bloquearon con BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. Las muestras de AR, es decir, los
mondémeros wtAB40, protofibrillas wtAB42, protofibrillas wtAR42-Arc, fibrillas wtAB42, se afiadieron a la placa de
microtitulacion en 5 x diluciones comenzando con 10 ug / ml. Las muestras se incubaron durante 1 hora a + 4 °C,
después de lo cual se afiadié 10 ng / pocillo de un anticuerpo secundario comercial, 6E10 (Signet) y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente. La deteccion se consigue mediante la incubacion con un anticuerpo anti-lgG
conjugado con ALP-conjugado durante 1 hora a temperatura ambiente, y la posterior incubacién con el sustrato a
temperatura ambiente, durante una hora de acuerdo con el procedimiento del fabricante. Las muestras se leyeron en
un lector de placa de microtitulacion (Spectra max 190 Molecular Devices, Sunyvale, EE.UU.) a 405 nm y 492 nm.
Figura 42. Figura 4A.

AcMo 258 mostré poca o ninguna reactividad cruzada hacia monomeros wtABR40 o fibrillas wtAB42. Las
concentraciones de las protofibrillas wtAB42 inferiores a 10 ng /ml eran medibles.

La union de un anticuerpo anti-AB42arc especifico de protofibrillas (7E4) (AB42arc en la conformacion de
protofibrillas se utiliz6 como antigeno durante la inmunizacién) se midié en el -ELISA de tipo sandwich recubierto con
concentraciones crecientes de protofibrillas wtAB42. La deteccidon se logra mediante un Acmo especifico de AR
(1C3) como anticuerpo de deteccion secundario (figura 4B) o por AcMo 6E10 comercial, como anticuerpo secundario
(Figura 4C). Se consiguié una fuerte union del AcMo 7E4 a las protofibrillas wtAB42. Los niveles de concentracion
tan bajos como de 2-5 ng / ml de protofibrillas wtAB42 eran mensurables. Los anticuerpos monoclonales 4E11 y
10F7 muestran una unién menos fuerte a las protofibrillas wtAB42 (Figura 4B y 4C).
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o fragmento del mismo que se une a protofibrillas de AR42 de tipo silvestre y a protofibrillas de
AR42 con baja reactividad cruzada del mondmero AR42 donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo se puede
obtener mediante el uso de protofibrillas de AR42Arc o AR42wt con una pureza superior al 95 % para inmunizacién y
deteccion selectiva.

2. El anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho anticuerpo o fragmento del
mismo puede detectar tanto protofibrillas de AR42 de tipo silvestre como protofibrillas de Arctic AR en un ELISA en el
intervalo de concentracion de 1000-10 ng/ml.

3. El anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho anticuerpo o fragmento del
mismo puede detectar tanto protofibrillas de AR42 de tipo silvestre como protofibrillas de Arctic AR en un ELISA en el
intervalo de concentracion de 1000-0,1 ng/ml.

4. El anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde dicho
anticuerpo es policlonal.

5. El anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde dicho
anticuerpo es monoclonal (AcMo).

6. El anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, donde dicho anticuerpo o fragmento
del mismo se ha producido contra protofibrillas que comprenden dichos péptidos AR que contienen una o varias
mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en la mutacion Arctic G22E, la mutacion holandesa E22Q, la
mutacion flamenca A21G, la mutacion italiana E22K, la mutacion de lowa D23N y combinaciones de las mismas.

7. El anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con las reivindicaciones 1-6, donde dicho anticuerpo o fragmento
del mismo es humano o ha sido humanizado.

8. El anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con las reivindicaciones 1-7, en el anticuerpo o fragmento del
mismo esté marcado.

9. Una composicion que comprende uno o mas anticuerpos o fragmentos de los mismos de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1-8.

10. La composicion de la reivindicacion 9 que comprende ademas un vehiculo o excipiente.
11. Un método de deteccién de protofibrillas AR in vitro, que comprende las etapas de:

- marcar el anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o la
composicion de acuerdo con la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10 con un agente que puede generar una
sefal medible;

- afiadir dicho anticuerpo marcado o composicidon que comprende un anticuerpo a una muestra biolodgica que
comprende o se sospecha que comprende protofibrillas AR;

- medir la concentracion del complejo formado entre dicha protofibrilla AR y dicho anticuerpo o fragmento del
mismo.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 11, donde dicho método de deteccidn es un inmunoensayo.
13. El método de acuerdo con la reivindicacion 11, donde dicho ensayo de union de proximidad.

14. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-13, donde dicha muestra bioldgica se selecciona
de plasma, LCR, cerebro y otros tejidos de origen animal o humano.

15. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-13, donde el anticuerpo o fragmento del mismo
esta marcado con marcadores radiactivos, ADN, moléculas fluorescentes, o enzimas que convierte un sustrato de tal
manera que su absorbancia se puede medir.

16. El anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o la composicion de
acuerdo con la reivindicacion 9 o la reivindicaciéon 10 para su uso en la prevencion o tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer o el sindrome de Down en un sujeto que tiene o se sospecha que tiene la enfermedad de Alzheimer o
el sindrome de Down.

17. Un método para /a deteccion selectiva in vitro de sustancias que inhiben o modulan los niveles de protofibrillas
ARy / o la actividad en cultivos de células, que comprende las etapas de:
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- administrar posibles farmacos candidatos a un cultivo celular,

- administrar un anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o la
composicion de acuerdo con la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10 marcado con un agente que puede generar
una sefial medible, a dicho cultivo celular,

- evaluar el efecto de dichos farmacos candidatos mediante la medicién de la cantidad de protofibrillas unidas al
anticuerpo o fragmento del mismo mediante la medicién de la sefial generada por el agente.

18. Un método de diagndstico o monitorizacion de la enfermedad de Alzheimer (EA) o el sindrome de Down, que
comprende las etapas de:

- afiadir el anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 a una
muestra bioldgica de un sujeto que tiene o se sospecha que tiene EA o sindrome de Down,

- medir la cantidad de protofibrillas unidas al anticuerpo o fragmento del mismo utilizando ELISA, RIA,
transferencia de Western, transferencia de mancha o unién por proximidad.

19. Un anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en un
método de diagnosticar la enfermedad de Alzheimer, comprendiendo el método:

- marcar el anticuerpo o fragmento del mismo definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 con un
agente que puede generar una sefial medible;

- afnadir dicho anticuerpo marcado a una muestra tomada de un sujeto; y

- medir la concentracion del complejo formado entre dicho anticuerpo o fragmento del mismo y cualquier
protofibrilla AB en dicha muestra.

20. Un anticuerpo o fragmento del mismo de acuerdo una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en un
método de diagnosticar el sindrome de Down, la demencia con cuerpos de Lewy o demencia vascular,
comprendiendo el método:

- marcar el anticuerpo o fragmento del mismo definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 con un
agente que puede generar una sefial medible;

- afnadir dicho anticuerpo marcado a una muestra tomada de un sujeto; y

- medir la concentracion del complejo formado entre dicho anticuerpo o fragmento del mismo y cualquier
protofibrilla AB en dicha muestra.
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FIG. 1 (cont.)
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FIG. 2
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FIG. 2 (cont.)
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FIG. 3
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FIG.4 B

Titulacion mediante en ELISA de tipo sandwhich de 4 anticuerpos monoclonales
(258, 7TE4, 4E11 y 10F7) contra concentracion de protofibrillas wtAB42
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Titulacion mediante ELISA de tipo sandwich de 4 anticuerpos monoclonales (258, 7E4, 4E11y
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FIG. 4 C

10F7) contra la concentracién de protofibrillas wtAB42
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