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DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal anti beta amiloide

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

La amiloidosis no es una enfermedad Unica, sino mas bien un grupo diverso de procesos patoldgicos progresivos
caracterizados por depositos en el tejido extracelular de una proteina de tipo almidon, cérea, denominada amiloide,
que se acumula en uno o mas organos o sistemas del cuerpo. A medida que los depositos de amiloide se acumulan,
empiezan a interferir en la funcién normal del érgano o sistema corporal. Hay al menos 15 tipos diferentes de
amiloidosis. Las formas principales son la amiloidosis primaria sin antecedentes conocidos, la amiloidosis secundaria
que sigue a alguna otra afeccion, y la amiloidosis hereditaria.

La amiloidosis secundaria se produce en personas que tienen una infecciéon o una enfermedad inflamatoria croénica,
tal como la tuberculosis, una infeccién bacteriana denominada fiebre mediterranea familiar, infecciones de los
huesos (osteomielitis), artritis reumatoide, inflamacién del intestino delgado (ileitis granulomatosa), enfermedad de
Hodgkin, y lepra.

Las fibrillas de proteina amiloide, que representan aproximadamente el 90 % del material amiloide, comprenden uno
de varios tipos diferentes de proteinas. Algunas de estas proteinas son capaces de plegarse en las denominadas
fibrillas en lamina "beta-plegada”, una configuracion uUnica de proteina que muestra sitios de unién para el rojo
Congo que da como resultado las propiedades especiales de tincion de la proteina amiloide. Ademas, los depdsitos
de amiloide estan estrechamente asociados con el componente amiloide P (pentagonal) (AP), una glucoproteina
relacionada con el amiloide P del suero normal (SAP), y con glucosaminoglucanos sulfatados (GAG), carbohidratos
complejos del tejido conjuntivo.

Muchas enfermedades del envejecimiento se basan en o estan asociadas con las proteinas de tipo amiloide y se
caracterizan, en parte, por la acumulacion de depésitos extracelulares de material amiloide o de tipo amiloide que
contribuyen a la patogénesis, asi como al avance de la enfermedad. Estas enfermedades incluyen, pero no se
limitan a, trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), incluyendo enfermedades o
afecciones caracterizadas por una pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro
cognitivo leve (DCL), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis (tipo holandés), y el complejo de Parkinson-demencia de Guam. Otras enfermedades que se basan en o
estan asociadas con las proteinas de tipo amiloide son la paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple;
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis
lateral amiotréfica), miositis por cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de inicio en la edad adulta; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos, y otras, incluyendo la degeneracion macular.

Aunque la patogenia de estas enfermedades puede ser diversa, sus depositos caracteristicos contienen a menudo
muchos componentes moleculares compartidos. En gran medida, esto puede ser atribuible a la activacion local de
las rutas proinflamatorias y por lo tanto puede estar asociado con el deposito simultdneo de componentes activados
del complemento, reaccionantes en fase aguda, moduladores inmunitarios, y otros mediadores de la inflamacién
(McGeer et al., 1994).

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurolégico que se cree que esta causado principalmente por
placas amiloides, una acumulacion de depdsito andmalo de proteinas en el cerebro. El tipo mas frecuente de
amiloide encontrado en el cerebro de los individuos afectados se compone principalmente de fibrillas AB. Las
pruebas cientificas demuestran que un aumento en la produccion y acumulacion de la proteina beta-amiloide en
placas conduce a la muerte de las células nerviosas, lo que contribuye al desarrollo y progreso de la EA. La pérdida
de células nerviosas en zonas estratégicas del cerebro, causa a su vez, una reduccién en los neurotransmisores y el
deterioro de la memoria. Las proteinas responsables principalmente de la acumulacion de placa incluyen la proteina
precursora amiloide (APP) y dos presenilinas (presenilina | y presenilina Il). La escision secuencial de la proteina
precursora amiloide (APP), que es expresada constitutivamente y catabolizada en la mayoria de las células, por las
enzimas [(-secretasa y y-secretasa, conduce a la liberacion de un péptido AR de 39 a 43 aminoacidos. La
degradacion de las proteinas precursoras amiloides aumenta probablemente su propension a agregarse en placas.
El fragmento AB(1-42) en particular, tiene una alta propension a acumular agregados debido a dos residuos de
aminoacidos muy hidrofobos en su C-terminal. Se cree por lo tanto que el fragmento AB(1-42) esta principalmente
implicado y es responsable del inicio de la formacién de la placa neuritica en la EA y que tiene, por lo tanto, un alto
potencial patolégico. Por lo tanto, existe la necesidad de anticuerpos especificos que puedan dirigirse a la formacion
de la placa amiloide y difundirla.

Los sintomas de la EA se manifiestan lentamente y el primer sintoma puede ser solamente una leve mala memoria.
En esta etapa, las personas pueden olvidar acontecimientos recientes, actividades, los nombres de personas o
cosas familiares y pueden no ser capaces de resolver problemas matematicos sencillos. A medida que la
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enfermedad avanza, los sintomas se perciben mas facilmente y se vuelven lo suficientemente graves como para
hacer que las personas con EA o sus familiares busquen ayuda médica. Los sintomas de la EA en la fase media
incluyen el olvido de como realizar tareas sencillas, tales como el aseo, y el desarrollo de problemas con el habla, la
comprension, la lectura o la escritura. Los pacientes con EA en fase tardia se pueden volver ansiosos o agresivos,
pueden marcharse de casa y finalmente, necesitan atencion total.

En la actualidad, la unica manera definitiva para diagnosticar la EA es identificar placas y ovillos en el tejido cerebral
en una autopsia después de la muerte del individuo. Por lo tanto, los médicos so6lo pueden hacer un diagnéstico de
una EA "posible" o "probable" mientras la persona esté todavia viva. Utilizando los métodos actuales, los médicos
pueden diagnosticar la EA correctamente hasta el 90 por ciento de las veces utilizando varias herramientas para
diagnosticar la EA "probable". Los médicos hacen preguntas sobre la salud general de la persona, los problemas
médicos anteriores, y el historial de cualquiera de las dificultades que tiene la persona para realizar las actividades
diarias. Las pruebas conductuales de memoria, resolucion de problemas, atencion, el acto de contar y el lenguaje
proporcionan informacion sobre la degeneracion cognitiva y pruebas médicas tales como andlisis de sangre, orina o
liquido cefalorraquideo, y gammagrafias cerebrales, pueden proporcionar alguna informacion adicional.

La gestion de la EA consiste en tratamientos basados en medicacion y no basados en medicacion. Hasta ahora, los
tratamientos dirigidos a cambiar el curso de la enfermedad subyacente (retrasar o invertir el progreso) han sido en
gran parte insatisfactorios. Se ha demostrado que los medicamentos que restauran el déficit (defecto), o el mal
funcionamiento, de los mensajeros quimicos de las células nerviosas (neurotransmisores), en particular, los
inhibidores de la colinesterasa (ChEls), tales como la tacrina y la rivastigmina, mejoran los sintomas. Los inhibidores
de la colinesterasa impiden la degradacion enzimatica de los neurotransmisores, aumentando de este modo la
cantidad de mensajeros quimicos disponibles para transmitir las sefiales nerviosas en el cerebro.

Para algunas personas en las fases inicial e intermedia de la enfermedad, los farmacos tacrina (COGNEX®, Morris
Plains, NJ), donepezilo (ARICEPT®, Tokyo, JP), rivastigmina (EXELON®, East Hanover, NJ) o galantamina
(REMINYL®, New Brunswick, NJ) pueden ayudar a evitar que algunos de los sintomas empeoren durante un tiempo
limitado. Otro farmaco, la memantina (NAMENDA®, New York, NY), ha sido aprobado para el tratamiento de la EA
de moderada a grave. También hay disponibles medicamentos para hacer frente a las manifestaciones psiquiatricas
de la EA. Ademas, algunos medicamentos pueden ayudar a controlar los sintomas conductuales de la EA tales
como el insomnio, la agitacion, la deambulacion, la ansiedad y la depresion. El tratamiento de estos sintomas a
menudo hace que los pacientes se sientan mas comodos y que su cuidado sea mas facil para los cuidadores.
Desafortunadamente, a pesar de los avances terapéuticos significativos que demuestran que esta clase de agentes
es constantemente mejor que un placebo, la enfermedad sigue avanzando, y el efecto medio sobre el
funcionamiento mental sélo ha sido modesto. Muchos de los farmacos utilizados en la medicacion de la EA tales
como, por ejemplo, los inhibidores de la colinesterasa también tienen efectos secundarios que incluyen disfuncion
gastrointestinal, toxicidad hepatica y pérdida de peso.

Otras enfermedades que se basan en o estan asociadas con la acumulacion y el depdsito de proteina de tipo
amiloide son el deterioro cognitivo leve, la demencia por cuerpos de Lewy (LBD), la esclerosis lateral amiotréfica
(ELA), la miositis por cuerpos de inclusion (IBM) y la degeneracion macular, en particular, la degeneracion macular
asociada a la edad (DMAE).

Deterioro cognitivo leve (DCL) es un término general mas comunmente definido como un trastorno de la memoria
ligero pero medible. Una persona con deterioro cognitivo leve experimenta problemas de memoria mayores que los
que normalmente se esperan con el envejecimiento, pero no presenta otros sintomas de demencia, tales como
deterioro del juicio o razonamiento. El deterioro cognitivo leve es una afeccion que refleja con frecuencia una fase
preclinica de la EA.

Se cree que el depdsito de B-amiloide dentro de la corteza entorrinal (EC) desempefia un papel clave en el
desarrollo del deterioro cognitivo leve (DCL) en los ancianos. Esto esta en consonancia con la observacion de que
los niveles de AB(1-42) en el liquido cefalorraquido (CSF) disminuyen significativamente una vez que la EA se
vuelve clinicamente manifiesta. En contraste con los niveles de AB(1-42) en CSF, los niveles de tau en el CSF se
incrementan significativamente en la fase de deterioro cognitivo leve, y estos valores siguen siendo elevados a partir
de entonces, lo que indica que el aumento de los niveles de tau en el CSF puede ayudar para detectar los sujetos
con deterioro cognitivo leve que se prevé que desarrollaran la EA.

La demencia por cuerpos de Lewy (LBD) es un trastorno neurodegenerativo que se puede producir en personas
mayores de 65 afios de edad, que tipicamente ocasiona sintomas de deterioro cognitivo (pensamiento) y cambios
conductuales anémalos. Los sintomas pueden incluir deterioro cognitivo, signos neurolégicos, trastornos del suefio,
e insuficiencia neurovegetativa. El deterioro cognitivo es el rasgo de presentacion de la demencia por cuerpos de
Lewy en la mayoria de los casos. Los pacientes tienen episodios recurrentes de confusion que empeoran
progresivamente. La fluctuacion en la capacidad cognitiva se asocia a menudo con grados cambiantes de atencion y
alerta. El deterioro cognitivo y las fluctuaciones de pensamiento pueden variar en cuestion de minutos, horas o dias.

Los cuerpos de Lewy se forman a partir de proteinas neurofilamentosas fosforiladas y no fosforiladas; contienen la
proteina sinaptica alfa-sinucleina, asi como ubiquitina, que esta implicada en la eliminacion de las proteinas dafiadas
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o anormales. Ademas de los cuerpos de Lewy, también pueden estar presentes las neuritas de Lewy, que son
cuerpos de inclusién en los procesos celulares de las células nerviosas. Las placas amiloides se pueden formar en
los cerebros de pacientes aquejados de demencia por cuerpos de Lewy, sin embargo tienden a ser menores en
numero que las vistas en los pacientes con enfermedad de Alzheimer. Los ovillos neurofibrilares, el otro distintivo
micropatolégico de la EA, no son una caracteristica principal de la demencia por cuerpos de Lewy, pero con
frecuencia se encuentran presentes en adicion a las placas amiloides.

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) se caracteriza por la degeneracion de las neuronas motoras superiores e
inferiores. En algunos pacientes con ELA, pueden estar presentes demencia o afasia (ELA-D). La demencia es mas
comunmente una demencia frontotemporal (FTD), y muchos de estos casos tienen inclusiones ubiquitina-positivas,
tau-negativas en las neuronas de la circunvolucion dentada y las capas superficiales de los l6bulos frontales y
temporales.

La miositis por cuerpos de inclusion (IBM) es una enfermedad incapacitante que se encuentra usualmente en
personas mayores de 50 afios, en la que las fibras musculares desarrollan inflamacién y empiezan a atrofiarse, pero
en la que el cerebro esta a salvo y los pacientes conservan su inteligencia plena. Se ha encontrado que dos enzimas
que intervienen en la produccién de la proteina p-amiloide aumentan en el interior de las células musculares de los
pacientes con esta enfermedad progresiva, muy comun de las personas mayores, en la que también se incrementa
el B-amiloide.

Otra enfermedad que se basa en o esta asociada con la acumulacion y depdsito de proteina de tipo amiloide es la
degeneracion macular.

La degeneracion macular es una enfermedad ocular comdn que provoca el deterioro de la macula, que es la zona
central de la retina (el tejido fino como el papel en la parte posterior del ojo donde las células sensibles a la luz
envian sefiales visuales al cerebro). La vision nitida, limpida, 'recta’' es procesada por la macula. La lesion de la
macula da como resultado el desarrollo de puntos ciegos y vision borrosa o distorsionada. La degeneraciéon macular
asociada a la edad (DMAE) es una causa importante de deterioro visual en los Estados Unidos y para las personas
mayores de 65 afios es la principal causa de ceguera legal entre los caucasicos. Aproximadamente 1,8 millones de
estadounidenses de 40 afios y mayores tienen DMAE avanzada, y otros 7,3 millones de personas con DMAE
intermedia, tienen un riesgo sustancial de pérdida de la vision. El gobierno estima que en 2020 habra 2,9 millones de
personas con DMAE avanzada. Las victimas de la DMAE a menudo se sorprenden y se frustran al descubrir lo poco
que se conoce sobre las causas y el tratamiento de esta enfermedad causa de ceguera.

Hay dos formas de degeneracion macular: la degeneracion macular seca y la degeneracion macular humeda. La
forma seca, en la que las células de la macula comienzan lentamente a romperse, se diagnostica en el 85 por ciento
de los casos de degeneracion macular. Ambos ojos resultan normalmente afectados por la DMAE seca, aunque un
ojo puede perder vision mientras que el otro ojo permanece sin afectar. Las drusas, que son depositos de color
amarillo debajo de la retina, son signos precoces comunes de la DMAE seca. El riesgo de desarrollar DMAE seca
avanzada o DMAE humeda aumenta a medida que aumenta el nUmero o tamario de las drusas. Es posible que la
DMAE seca avance y ocasione pérdida de vision sin convertirse en la forma humeda de la enfermedad; sin
embargo, también es posible que en las primeras etapas la DMAE seca cambie de repente a la forma humeda.

La forma humeda, aunque solo representa el 15 por ciento de los casos, se traduce en un 90 por ciento de las
cegueras, y se considera DMAE avanzada (no existe una fase temprana o intermedia de la DMAE humeda). La
DMAE humeda va siempre precedida por la forma seca de la enfermedad. A medida que la forma seca empeora,
algunas personas empiezan a tener un crecimiento anormal de vasos sanguineos detras de la macula. Estos vasos
son muy fragiles y se produciran pérdidas de liquido y sangre (de ahi lo de degeneracion macular "humeda"),
causando un dafio rapido a la macula.

La forma seca de DMAE a menudo ocasionara inicialmente una vision ligeramente borrosa. El centro de la vision en
particular, puede llegar a ser borroso a continuacion y esta region aumenta de tamafio a medida que la enfermedad
progresa. Es posible que no se observen sintomas si sélo esta afectado un ojo. En la DMAE humeda, las lineas
rectas pueden parecer onduladas y se puede producir rapidamente la pérdida de la vision central.

El diagndstico de la degeneracién macular implica tipicamente un examen con dilatacion del ojo, una prueba de
agudeza visual y una inspeccion del fondo de ojo utilizando un procedimiento llamado fundoscopia para ayudar a
diagnosticar la DMAE, y, si se sospecha que hay DMAE humeda se puede realizar también una angiografia con
fluoresceina. Si la DMAE seca alcanza las fases avanzadas, no existe ningun tratamiento actual para evitar la
pérdida de vision. Sin embargo, una formula especifica de altas dosis de antioxidantes y cinc puede retrasar o evitar
que la DMAE intermedia progrese hasta la fase avanzada. La terapia con Macugen® (inyeccion de pegaptanib de
sodio), la fotocoagulacion con laser y la terapia fotodinamica pueden controlar el crecimiento anormal de los vasos
sanguineos y la hemorragia en la macula, lo que resulta util para algunas personas que tienen DMAE hdameda; sin
embargo, la vision que se haya perdido no sera restaurada por estas técnicas. Si ya se ha perdido la vision, existen
ayudas de baja vision que pueden ayudar a mejorar la calidad de vida.
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Uno de los primeros signos de degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es la acumulacién de drusas entre
la lamina basal del epitelio pigmentario de la retina (RPE) y la membrana de Bruch (BM). Estudios recientes
realizados por Anderson et al, han confirmado que las drusas contienen beta amiloide. (Experimental Eye Research
78 (2004) 243-256).

La investigacion en curso contintia con estudios que exploran los factores ambientales, genéticos y dietéticos que
pueden contribuir a la DMAE. Se estan explorando también nuevas estrategias de tratamiento, incluyendo
trasplantes de células retinales, farmacos que eviten o ralenticen el progreso de la enfermedad, radioterapia,
terapias génicas, un chip informatico implantado en la retina que pueda ayudar a estimular la visiéon y agentes que
eviten el crecimiento de nuevos vasos sanguineos debajo de la macula.

Un factor importante a tener en cuenta cuando se desarrollan nuevos farmacos es la facilidad de uso para los
pacientes objetivo. La administracion oral de farmacos, especificamente comprimidos, capsulas y capsulas blandas,
representan el 70 % de todas las formas farmacéuticas consumidas debido a la comodidad del paciente. Los
desarrolladores de farmacos estan de acuerdo en que los pacientes prefieren la administracion oral en lugar de
someterse a inyecciones u otras formas mas invasivas de administracion médica. También son preferibles las
formulaciones que dan como resultado intervalos bajos de administracion (esto es, una vez al dia o liberacion
sostenida). La facilidad de administracion de antibidticos en formas farmacéuticas orales se traduce en un aumento
del cumplimiento del paciente durante el tratamiento.

Lo que se necesita son métodos y composiciones eficaces para la generacion de anticuerpos altamente especificos
y altamente eficaces, lo cual es un requisito previo si los anticuerpos se van a proporcionar en una forma
farmacéutica oral. Preferiblemente, tales anticuerpos reconoceran epitopos especificos sobre diversos antigenos
tales como la proteina amiloide.

Lo que se necesita también, por lo tanto, son composiciones y métodos eficaces para tratar, en sujetos que lo
necesiten, las complicaciones asociadas con enfermedades y trastornos que estan causadas por o asociados con
proteinas amiloides o de tipo amiloide incluyendo la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados
con la formacion de la placa amiloide, incluyendo la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad,
incluyendo, pero sin limitarse a, trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), incluyendo
enfermedades o afecciones caracterizadas por una pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por
ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (tipo holandés); complejo de Parkinson-demencia de Guam; ademas de otras
enfermedades que se basan en o estan asociadas con las proteinas de tipo amiloide, tales como la paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), miositis por cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de
inicio en la edad adulta; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otros, incluyendo la degeneraciéon macular.
En particular lo que se necesita son anticuerpos especializados y altamente eficaces capaces de contrarrestar las
manifestaciones fisioldgicas de la enfermedad, tales como la formacién de placas asociadas con la agregacion de
fibras del péptido amiloide o de tipo amiloide.

Se ha demostrado que los anticuerpos anti-amiloide provocados por la inoculacién de ABi42 mezclado con
adyuvante completo o incompleto de Freund, son capaces de reducir la carga amiloide en ratones transgénicos para
la enfermedad de Alzheimer humana (Schenk et al., 1999).

La inoculacion intraperitoneal de AB1.16 tetrapalmitoilado reconstituido en liposomas a ratones transgénicos NORBA
provoco titulos significativos de anticuerpos anti-amiloide, que también se ha demostrado que son capaces de
solubilizar las fibras y placas amiloides in vitro e in vivo. (Nicolau et al., 2002).

Un posible mecanismo por el cual se produce la disolucion de las placas y fibras amiloides fue sugerido por primera
vez por Bard et al.,, (2000), quien avanzé la conclusién, basada en sus datos, de que los anticuerpos opsonizaban
las placas, que a continuacion eran destruidas por los macréfagos de la microglia. De Mattos et al., (2001) indicaron
que un MAD dirigido contra el dominio central del B-amiloide era capaz de unirse y secuestrar completamente el
amiloide del plasma. Argumentaron que la presencia de estos mAb en la circulacion desplazaba el equilibrio de AR
entre el cerebro y el plasma, favoreciendo el aclaramiento periférico y el catabolismo en lugar del depdsito dentro del
cerebro.

Frenkel et al., 2007 (Journal of Neuroimmunology, vol. 106, no. 1-2, pages 23-31) describen la generacion de un anti
amiloide beta (Abeta) scFv (508F) que presenta propiedades de desagregacion. El anticuerpo monoclonal inicial fue
generado contra los aminoacidos 1-16 conjugados a KLH. Este anticuerpo evita la neurotoxicidad, mediada por
Abeta, hacia las células cultivadas y rompe las estructuras de fibrillas amiloides preformadas.

Moretto et al., 2007 (Journal of Biological Chemistry, vol. 282, no. 15, pages 11436-11445) describen un anticuerpo
anti Abeta generado contra Abeta (1-15) introducido en cuatro copias dentro del sitio activo de tioredoxina bacteriana
que se une a las fibrillas y oligdmeros de Abeta 42 pero no a los monémeros y reduce la patologia de Abeta en los
ratones transgénicos. El anticuerpo reduce la carga de placa después de inyeccion en los hemisferios cerebrales.
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Kim et al., 2004 (Neurobiology of Aging, vol. 25, 1 page 145) describen el desarrollo de anticuerpos especificos de
conformacion para neutralizacién de los oligdmeros Abeta.

Lambert et al, 2007 (Journal of Neurochemistry, vol. 100, no. 1, pages 23-35) describen la generacién de
anticuerpos monoclonales especificos para los oligomeros y fibrillas de Abeta pero que no se unen al monémero
Abeta fisiolégicamente prevalente.

Fukuchi et al., 2006 (Biochemical and Biophysical Research Communications, vol. 344, no. 1, pages 79-86)
describen el aislamiento de un scFv (scFv59) que reacciona especificamente con los Abeta oligoméricos y las placas
amiloides. El anticuerpo scFv inhibe la agregacion de Abeta y la citotoxicidad mediada por Abeta in vitro. El scFv 59
reacciona con el Abeta tetramérico pero basicamente con el Abeta monomeérico.

Los documentos W0O2005081872 y W02006121656 describen métodos para provocar una respuesta inmunitaria
con anticuerpos de alta especificidad conformacionalmente sensibles que comprenden un constructo antigénico
supramolecular que comprende péptidos antigénicos de beta amiloide modificados por PEGilacion o por acido
palmitico. Los anticuerpos monoclonales producidos desagregaron las fibras amiloides hasta un 80 %.

El documento W02007064972 describe la generacion de anticuerpos monoclonales (8F5 & 8C5) frente a
globuldmeros Abeta1-42 que se unen preferentemente a los globulémeros (oligédmeros) en comparacion con las
preparaciones monoméricas de Abeta1-40 y 1-42. Estos anticuerpos se unen débilmente a Abeta fibrilar. Se ha
informado que el anticuerpo 8F5 mejora las capacidades cognitivas en los ratones APP transgénicos.

La presente invencion proporciona nuevos métodos y composiciones que comprenden anticuerpos altamente
especificos y altamente eficaces que tienen la capacidad de reconocer especificamente y unirse a proteinas -
amiloides especificas. Los anticuerpos dados a conocer por las ensefianzas de la presente invencion son
particularmente Utiles, en sujetos que lo necesiten, para el tratamiento de enfermedades y trastornos que estan
causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide incluyendo la amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con la formacién de placa amiloide, incluyendo la amiloidosis secundaria y la
amiloidosis relacionada con la edad, incluyendo, pero sin limitarse a, trastornos neuroldgicos tales como la
enfermedad de Alzheimer (EA), incluyendo enfermedades o afecciones caracterizadas por una pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL ), demencia por cuerpos de
Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés); el complejo de Parkinson-
demencia de Guam; ademas de otras enfermedades que se basan en o estan asociadas con proteinas de tipo
amiloide, tales como la paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld Jacob,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis de tipo holandés, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada
con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotrofica), miositis por cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de inicio en la edad
adulta, amiloidosis cardiaca senil, tumores endocrinos, y otros, incluyendo la degeneracion macular, por nombrar
solamente algunos.

Por ofra parte, la presente invencién proporciona nuevos métodos y composiciones para conservar o aumentar la
capacidad de memoria cognitiva en un mamifero que presenta una enfermedad o afeccion asociada a amiloides que
comprende administrar a un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano que necesite
dicho tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal segun la invencion.

La presente invencion hace uso de presentaciones de antigeno que dan como resultado la exposicion y
estabilizacion mejoradas de una conformacion preferida de antigeno, que finalmente da como resultado anticuerpos
con propiedades Unicas.

En particular, se proporciona un anticuerpo incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, o mas particularmente, un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que ha sido generado frente a un constructo antigénico
supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido -
amiloide, particularmente de un fragmento seleccionado del péptido B-amiloide, modificado con un resto hidrofilo tal
como, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), o como alternativa, con un resto hidrofobo, tal como, por ejemplo, un acido
palmitico, en donde dicho resto hidréfilo o hidréfobo se une covalentemente a cada uno de los terminales del péptido
antigénico por medio de al menos uno, particularmente uno o dos aminoacidos tales como, por ejemplo, lisina, acido
glutamico y cisteina o cualquier otro aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz de servir como un
dispositivo de conexion para acoplar el resto hidréfilo o hidréfobo al fragmento de péptido.

Cuando se utiliza un resto hidroéfilo tal como PEG, el fragmento seleccionado del péptido B-amiloide puede ser un
fragmento que corresponde a la secuencia de aminoacidos AB22-35 ¥ AP29-40, respectivamente, y los terminales libres
de PEG se pueden unir covalentemente a fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto adecuado para funcionar
como el elemento de anclaje, por ejemplo para insertar el constructo antigénico en la bicapa de un liposoma.

Cuando se utiliza un resto hidréfobo tal como acido palmitico, el fragmento seleccionado del péptido B-amiloide
puede ser un fragmento que corresponde a la secuencia de aminoacidos AB1.15 y este resto hidréfobo puede servir
directamente como el elemento de anclaje, por ejemplo, para insertar el constructo antigénico en la bicapa de un
liposoma.
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La presente invencion se refiere a un anticuerpo o una parte funcional del mismo capaz de unirse especificamente a
un beta amiloide, en donde el anticuerpo o la parte funcional del mismo comprende:

a. (i) un dominio variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica
en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % ala
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 7, o una parte funcional de la misma que comprende tres CDR
(regiones determinantes de la complementariedad) de la cadena ligera que tiene las secuencias de
polipéptidos de SEQ ID NOs: 9-11; y

(ii) un dominio variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica
en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % ala
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 8, o una parte funcional de la misma que comprende tres CDRs de la
cadena pesada que tiene las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NOs: 12-14; o

b. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 7 y 8, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos 3 sustituciones conservativas en las secuencias de
SEQIDNOs:7y8;0

c. (i) un dominio variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica
en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % ala
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 19, o una parte funcional de la misma que
comprende tres CDRs de la cadena ligera que tiene las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NOs: 21-23;

y

(i) un dominio variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica
en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a
una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, o una parte funcional de la misma que
comprende tres CDRs de la cadena pesada que tiene las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NOs: 24-
26; 0

d. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 17 y 18, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos 3 sustituciones conservativas en las secuencias de
SEQ ID NOs: 17y 18; 0

e. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 19 y 20, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 19y 20,

en donde dicho anticuerpo tras la co-incubacion con un péptido Abeta1-42 monomérico y/o oligomérico, inhibe la
agregacion de los monémeros Abeta en fibrillas amiloides poliméricas de alto peso molecular y, en adicién tras la co-
incubacién con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la
agregacion de péptidos Abeta1-42 monomeéricos y/o oligoméricos, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados, en una relaciéon de concentracion molar de 1:100 después de incubaciéon durante 24 horas
a 37 °C.

En una realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo o una parte funcional del mismo capaz de unirse
especificamente a un beta amiloide, en donde:

a. las regiones CDR (regiones determinantes de complementariedad) del anticuerpo o parte funcional del mismo
son:

i. la CDR1 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 9;

ii. la CDR2 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 10;

iii. la CDR3 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 11;

iv. la CDR1 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 12;

v. la CDR2 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 13;y

vi. la CDR3 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 14; 0
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b. las regiones CDR del anticuerpo o parte funcional del mismo son:

i. la CDR1 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 21;

ii. la CDR2 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 22;

iii. la CDR3 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 23;

iv. la CDR1 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 24;

v. la CDR2 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 25;y

vi. la CDR3 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 26;

en donde dicho anticuerpo tras la co-incubacion con un péptido Abeta1-42 monomérico y/o oligomérico, inhibe la
agregacion de los monoémeros Abeta en fibrillas amiloides poliméricas de alto peso molecular y, en adicién tras la co-
incubacién con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la
agregacion de péptidos Abeta1-42 monomeéricos y/o oligoméricos, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados, en una relaciéon de concentraciéon molar de 1:100 después de incubaciéon durante 24 horas
a 37 °C.

En una realizacién especifica, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o la parte funcional del mismo.

En una realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo o una parte funcional del mismo segun una cualquiera
de las realizaciones precedentes, cuyo anticuerpo es un anticuerpo monoclonal y es capaz de unirse
especificamente a un beta amiloide, en donde el anticuerpo monoclonal o la parte funcional del mismo comprende:

(i) un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 7 y un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 8; o

(ii) un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 17 y un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 18; o

(iii) un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 19 y un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 20.

En otra realizacién especifica, la invencion se refiere al anticuerpo o una parte funcional del mismo de cualquiera de
las realizaciones precedentes, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o una parte funcional del mismo
y comprende:

a. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 7 y 8, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 7 y 8; en donde el aminoacido de la posicion 52 se selecciona de cualquier aminoacido, o
del grupo que consiste en cisteina, tirosina, y serina; o

b. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 17 y 18, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 17 y 18; en donde el aminoacido de la posicién 52 se selecciona de cualquier aminoacido,
o del grupo que consiste en cisteina, tirosina, y serina; o

c. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 19 y 20, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 19 y 20; en donde el aminoacido de la posiciéon 52 se selecciona de cualquier aminoacido,
o del grupo que consiste en cisteina, tirosina, y serina.

En otra realizacién especifica, la invencién se refiere al anticuerpo o una parte funcional del mismo de cualquiera de
las realizaciones precedentes, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o una parte funcional del mismo
y comprende:
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a. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 7 y 8, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 7 y 8; en donde el aminoacido de la posicion 52 es cisteina; o

b. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 17 y 18, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 17 y 18; en donde el aminoacido de la posicion 52 es cisteina; o

c. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 19 y 20, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 19 y 20; en donde el aminoacido de la posicion 52 es cisteina.

En otra realizacion especifica, el anticuerpo o una parte funcional del mismo segun una cualquiera de las
realizaciones precedentes, es un anticuerpo quimérico o la parte funcional del mismo.

En otra realizacion especifica mas, el anticuerpo o una parte funcional del mismo segun una cualquiera de las
realizaciones precedentes, es un anticuerpo humanizado o la parte funcional del mismo.

En otra realizacion especifica, la invencion se refiere a un anticuerpo o una parte funcional del mismo segun una
cualquiera de las realizaciones precedentes, en donde el anticuerpo o la parte funcional del mismo ha sido producido
por la linea celular de hibridoma EJ1A9, depositada con el nimero de depdsito DSM ACC2844, o la linea celular de
hibridoma FG1F9E4, depositada con el nimero de depdsito DSM ACC2845, o la linea celular de hibridoma
FK2A6A6, depositada con el nimero de depdsito DSM ACC2846.

En una realizacion, la invencion se refiere a un polinucleétido, particularmente un polinucleétido aislado, que codifica
el anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las realizaciones precedentes, particularmente
un polinucleétido que codifica el dominio variable de la cadena ligera y el dominio variable de la cadena pesada del
anticuerpo o fragmento funcional del mismo segun una cualquiera de las realizaciones precedentes.

En una realizacién especifica, el polinucleétido comprende al menos una de las secuencias de nucledtidos
expuestas en SEQ ID NOs: 15-16, y SEQ ID NOs: 27-30.

En una realizacién, la invencién se refiere a una composicion terapéutica, particularmente una composicion
terapéutica que comprende ademas un vehiculo, un diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables, cuya
composicion comprende el anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las realizaciones
precedentes en una cantidad terapéuticamente eficaz.

En una realizacion especifica, la composicion terapéutica segun la realizacion precedente, comprende ademas una
sustancia bioldgicamente activa seleccionada de uno o mas compuestos utilizados en el tratamiento de
enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide,
incluyendo la amiloidosis, compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, quelantes de
metales, inhibidores de la reparacion del ADN, tales como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-
propanosulfénico (3APS), 1,3-propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de la secretasa, inhibidores de la -
secretasa y y-secretasa, proteinas tau, neurotransmisores, rompedores de laminas 8, moléculas antiinflamatorias, o
inhibidores de la colinesterasa (ChEls), tales como tacrina, rivastigmina, donepezilo, galantamina y/o suplementos
nutritivos.

En una realizacion, la invencion se refiere al anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las
realizaciones precedentes, para uso en:

a. el tratamiento de enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas
amiloides o de tipo amiloide incluyendo la amiloidosis; o

b. el tratamiento o alivio de los efectos de enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados
con proteinas amiloides o de tipo amiloide incluyendo la amiloidosis, trastornos neurolégicos tales como la
enfermedad de Alzheimer (EA), y enfermedades o afecciones caracterizadas por una pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL), demencia por
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés), el
complejo de Parkinson-demencia de Guam y otras enfermedades que se basan en o estan asociadas con
proteinas de tipo amiloide tales como la paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad
de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral
amiotrofica), miositis por cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de inicio en la edad adulta; amiloidosis
cardiaca senil; tumores endocrinos, y degeneracion macular en un sujeto; o

c. el tratamiento de un sujeto mediante la reduccion de la carga de placa en el cerebro del sujeto que
padece una enfermedad o afeccion asociada con un aumento de la carga de placa en el cerebro; o
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d. el tratamiento de un sujeto mediante la reduccion de la cantidad de placas en el cerebro del sujeto que
padece una enfermedad o afeccion asociada con un aumento de la carga de placa en el cerebro; o

e. el tratamiento de un sujeto mediante la reduccion de la cantidad total de AB soluble en el cerebro del
sujeto que padece una enfermedad o afeccidon asociada con el aumento de las concentraciones de AR
soluble en el cerebro; o

f. el tratamiento de un sujeto mediante la conservacion o el incremento de la capacidad de memoria
cognitiva en el sujeto que presenta una enfermedad o afeccion asociada con el amiloide.

La invencion se refiere ademas a una linea celular caracterizada porque produce el anticuerpo o la parte funcional
del mismo de una cualquiera de las realizaciones precedentes, particularmente una linea celular que es:

a. hibridoma EJ1A9, depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM
ACC2844, o

b. hibridoma FG1F9E4, depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibid el nimero de depdsito DSM
ACC2845, o

c. hibridoma FK2A6A6, depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibio el nimero de depdsito DSM
ACC2846.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un método de diagnéstico de una enfermedad o afeccién asociada con
el amiloide o de diagndstico de una predisposicion a la misma, en un sujeto, que comprende detectar la union
inmunoespecifica de un anticuerpo o un fragmento activo del mismo a un epitopo de la proteina amiloide en una
muestra del sujeto, que incluye las etapas de:

a. poner en contacto una muestra del sujeto que se sospecha que contiene la proteina amiloide, con el
anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las realizaciones precedentes;

b. dejar que el anticuerpo o la parte funcional del mismo se una a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunoldgico;

c. detectar la formacion del complejo inmunoldgico; y

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra del sujeto.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método para determinar la extension de la carga de placa
amiloidogénica en un tejido de un sujeto, que comprende:

a. analizar una muestra del sujeto en cuanto a la presencia de proteina amiloide con el anticuerpo o la parte
funcional del mismo segun una cualquiera de las realizaciones precedentes;

b. determinar la cantidad de anticuerpo unida al antigeno; y
c. calcular la carga de placa en el tejido del sujeto.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método para el seguimiento de la enfermedad residual minima en un
sujeto después de tratamiento con el anticuerpo o la parte funcional del mismo de una cualquiera de las
realizaciones precedentes, en donde dicho método comprende:

a. poner en contacto una muestra del sujeto que se sospecha que contiene la proteina amiloide, con el
anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las realizaciones precedentes;

b. dejar que el anticuerpo o la parte funcional del mismo se una a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunoldgico;

c. detectar la formacion del complejo inmunolégico;

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra; y

e. comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor normal de control, en donde un
aumento de la cantidad de dicho agregado en comparacion con un valor normal de control indica que dicho
sujeto padece una enfermedad residual minima.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para predecir el grado de respuesta de un sujeto al
tratamiento con el anticuerpo o la parte funcional del mismo de una cualquiera de las realizaciones precedentes, que
comprende:
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a. poner en contacto una muestra del sujeto que se sospecha que contiene la proteina amiloide, con el
anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las realizaciones precedentes;

b. dejar que el anticuerpo o la parte funcional del mismo se una a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunoldgico;

c. detectar la formacion del complejo inmunolégico;

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra del sujeto; y

e. comparar la cantidad de dicho complejo inmunoloégico antes y después del inicio del tratamiento,

en donde una reduccién de la cantidad de dicho agregado indica que dicho sujeto tiene altas posibilidades de
responder al tratamiento.

En otras realizaciones adicionales, la invencion proporciona un kit de ensayo que comprende el anticuerpo o la parte
funcional del mismo de una cualquiera de las realizaciones precedentes, particularmente un kit de ensayo que
comprende ademas instrucciones para utilizar el anticuerpo o la parte funcional del mismo con el fin de que se una a
la proteina amiloide y forme un complejo inmunoldgico, y para detectar la formacion del complejo inmunoldgico de tal
manera que la presencia o ausencia del complejo inmunolégico se correlacione con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide.

También se incluye en la presente memoria un método para producir el anticuerpo o la parte funcional del mismo de
una cualquiera de las realizaciones precedentes, que comprende cultivar la linea celular como se ha descrito aqui
previamente.

La presente invencion comprende ademas un método para producir el anticuerpo o fragmento funcional del mismo
segun una cualquiera de las realizaciones precedentes, que comprende cultivar la linea celular como se ha descrito
aqui previamente, o expresar el polinucleétido como se ha descrito aqui previamente en una célula para producir el
anticuerpo o fragmento funcional del mismo.

Se describe en la presente memoria un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo reconoce y se une a un
epitopo conformacional y se une al amiloide polimérico soluble y a las fibrillas o fibras de amiloide, respectivamente,
particularmente a los péptidos de AB amiloide polimérico soluble y a las fibrillas o fibras de AB amiloide,
respectivamente.

Se describe ademas un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo reconoce y se une a un epitopo
conformacional preferentemente expuesto sobre péptidos amiloides poliméricos solubles y péptidos amiloides
oligoméricos, respectivamente, particularmente sobre péptidos AR amiloides poliméricos solubles y péptidos AR
amiloides oligoméricos que comprenden una pluralidad de péptidos A 1-42 monoméricos, respectivamente.

También se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo reconoce y se une a un epitopo
conformacional preferentemente expuesto sobre péptidos amiloides poliméricos solubles y péptidos amiloides
oligoméricos, respectivamente, pero también sobre fibrillas o fibras amiloides, particularmente sobre péptidos AR
amiloides poliméricos solubles y péptidos AR amiloides oligoméricos que comprenden una pluralidad de péptidos
AB1-42 monoméricos, y sobre las fibrillas o fibras de amiloide que incorporan una pluralidad de dichos péptidos
oligoméricos, respectivamente.

La herencia del alelo €4 de la proteina apolipoproteinakE (apoE4) es un fuerte factor genético de riesgo para la
enfermedad de Alzheimer. Esta proteina es capaz de unirse al amiloide y se sabe que esta implicada tanto en el
aclaramiento de AR través de la barrera hematoencefalica, como en la promocion de los depdsitos de AB. A la
inversa, la unién de amiloide se asocia a la regién de unidon de ApoE a la lipoproteina hidrofoba y esta asociacion
disminuye drasticamente la capacidad de unién de ApoE a los lipidos en general.

Por consiguiente, un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo como se describe en la presente memoria, es capaz de
inhibir o disminuir de otro modo la interaccion del amiloide con ApoE4 en el cerebro de un sujeto, particularmente un
mamifero, pero especialmente un ser humano, particularmente en el cerebro de un sujeto, particularmente un
mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afeccién asociada con el aumento de
la concentracion de AP en el cerebro. El anticuerpo descrito aqui, particularmente un anticuerpo monoclonal,
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, se une por lo tanto
preferentemente a péptidos amiloides poliméricos solubles y a péptidos amiloides oligoméricos, respectivamente,
particularmente a los péptidos AB poliméricos solubles y a los péptidos AR oligoméricos que comprenden una
pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos, respectivamente. Un anticuerpo como se describe en la presente

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 548 102 T3

memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, se une a los péptidos AR monoméricos que tienen al menos 30, particularmente al
menos 35, mas particularmente al menos 38, incluso mas particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos,
pero no muestra esencialmente ninguna unién a los péptidos A monoméricos que tienen menos de 30 residuos, en
particular a los péptidos que tienen menos de 20 residuos, mas particularmente a los péptidos que tienen menos de
10 residuos, pero especialmente a los péptidos que tienen 8 residuos o menos.

Un anticuerpo como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, se une a los péptidos AR
monoméricos que tienen al menos 30, particularmente al menos 35, mas particularmente al menos 38, incluso mas
particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos, particularmente al péptido AB1-40 monomeérico y al péptido
amiloide polimérico soluble y/o al péptido amiloide oligomérico que comprenden una pluralidad de péptidos AR1-42
monomeéricos, pero no muestra esencialmente ninguna union al péptido AB17-40 monomérico.

Un anticuerpo como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, se une al péptido ABR1-40
monomérico, particularmente al péptido AB1-40 monomérico y al péptido amiloide polimérico soluble y/o al péptido
amiloide oligomérico que comprenden una pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos, pero no muestra
esencialmente ninguna unién al péptido AR17-40 monomérico.

En otro aspecto, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-40
monomérico, particularmente al péptido A 1-40 monomérico y al péptido amiloide polimérico soluble y/o al péptido
amiloide oligomérico que comprenden una pluralidad de péptidos AR 1-42 monomeéricos, pero muestra una union
sustancialmente mas débil al péptido AB 1-28 monomérico.

En otro aspecto, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-40
monomérico, en particular al péptido AB 1-40 monomeérico y al péptido amiloide polimérico soluble y/o al péptido
amiloide oligomérico que comprenden una pluralidad de péptidos AB 1-42 monomeéricos, pero muestra una union
intermedia al péptido A 1-42 monomérico.

En otro aspecto, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-40
monomérico, en particular al péptido AB 1-40 monomeérico y al péptido amiloide polimérico soluble y/o al péptido
amiloide oligomérico que comprenden una pluralidad de péptidos AR 1-42 monoméricos, pero muestra una union
sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomérico y una union intermedia al péptido AR 1-42 monomeérico.

En otro aspecto, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-40
monomérico, particularmente al péptido A 1-40 monomérico y al péptido amiloide polimérico soluble y/o al péptido
amiloide oligomérico que comprenden una pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos, pero muestra una unién
sustancialmente mas débil al péptido AB 1-28 monomérico y esencialmente ninguna unién al péptido AR 17-40
monomerico.

En otro aspecto, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-40
monomérico, en particular al péptido AR 1-40monomérico y al péptido amiloide polimérico soluble y/o al péptido
amiloide oligomérico que comprenden una pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos, pero muestra una unién
intermedia al péptido AB 1-42 monomérico y esencialmente ninguna union al péptido AB 17-40 monomeérico.

En otro aspecto, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-40
monomérico, en particular al péptido AR 1-40 monomeérico y al péptido amiloide polimérico soluble y/o al péptido
amiloide oligomérico que comprenden una pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos, pero muestra una unién
sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomeérico y una unién intermedia al péptido AR 1-42 monomérico y
esencialmente ninguna union al péptido AR 17-40 monomérico.

En un aspecto, el anticuerpo que se describe aqui, tras la co-incubaciéon con un péptido AR monomérico en una
forma monomérica y/o oligomérica que tiene al menos 30, particularmente al menos 35, mas particularmente al
menos 38, incluso mas particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos en una forma monomérica y/o
oligomérica, pero especialmente con un péptido AB1-42 monomérico y/o un péptido oligomérico que comprende una
pluralidad de dichos péptidos AB1-42 monoméricos, particularmente en una relacidon de concentracidon molar de
anticuerpo a AB 1-42 de hasta 1:1000, pero especialmente en una relacion de concentracion molar entre 1:10 y
1:100, inhibe la agregacion de los AR mondmeros y/u oligémeros en fibrillas poliméricas de alto peso molecular.
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En particular, la co-incubacion del anticuerpo con péptidos amiloides monomeéricos y/o oligoméricos se lleva a cabo
durante 24 horas a 60 horas, particularmente durante 30 horas a 50 horas, mas particularmente durante 48 horas a
una temperatura entre 28 °C y 40 °C, particularmente entre 32 °C y 38 °C, mas particularmente a 37 °C.

En un aspecto especifico, la co-incubacion con péptidos amiloides monoméricos y/o oligoméricos se lleva a cabo
durante 48 horas a una temperatura de 37 °C.

En particular, el anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, se une preferentemente a un péptido AB1.40 monomérico
y, tras la co-incubacién con el péptido AB1.40 monomeérico y/o oligomérico, inhibe la agregacién de los AR mondémeros
en fibrillas poliméricas de alto peso molecular.

En un aspecto, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une preferentemente a un
péptido AB140 monomérico, particularmente a un péptido AR 1-40 monomérico y a un péptido amiloide soluble
polimérico y/o oligomérico que comprende una pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos, pero muestra una union
sustancialmente mas débil a un péptido AB 1-28 monomeérico y una unién intermedia a un péptido 1-42 monomérico
y esencialmente no muestra ninguna unién a un péptido AR 17-40 monomérico y, tras la co-incubacién con un
péptido AB142 monomeérico y/o oligomérico inhibe la agregacion de los monémeros AR en fibrillas poliméricas de alto
peso molecular.

En un aspecto, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une preferentemente a un
péptido AB140 monomérico y también a péptidos AB142, oligoméricos y/o poliméricos, pero muestra una union
sustancialmente mas débil a un péptido AB 1-28 monomérico y/o una union intermedia a un péptido 1-42
monomeérico y/o esencialmente ninguna unién a un péptido AB 17-40 monomérico y, tras la co-incubacion con un
péptido AB+1.42 monomérico y/o oligomérico inhibe la agregacion de los mondémeros y/o de los oligdmeros AR en
fibrillas poliméricas de alto peso molecular.

En un aspecto, el anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo inhibe la agregacion de los AR mondmeros en fibrillas
poliméricas de alto peso molecular en al menos un 40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos un 60 %,
particularmente al menos un 65 %, mas particularmente al menos un 75 %, incluso mas particularmente al menos un
80 %, pero especialmente al menos 85 %-90 %, o mas, en comparacion con los respectivos monémeros de péptidos
amiloides incubados en solucion tampon (control).

En un aspecto, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une preferentemente a un péptido
AB140 monomérico y también a péptidos ARi42 oligoméricos y/o poliméricos, pero muestra una union
sustancialmente mas débil a un péptido AB 1-28 monomérico y/o una union intermedia a un péptido 1-42
monomeérico y/o esencialmente ninguna unién a un péptido AR 17-40 monomeérico vy, tras la co-incubacion con
péptido AB1.42 monomérico y/o oligomérico durante 24 horas a una temperatura de 37 °C inhibe la agregacion de los
monomeros y/o oligémeros AR en fibrillas poliméricas de alto peso molecular en al menos un 10 %, al menos un 20
% , al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos un 60 %, particularmente al
menos un 65 %, mas particularmente al menos un 75 %, incluso mas particularmente al menos un 80 %, pero
especialmente al menos 85 % -90 % con una relaciéon de concentracion molar de anticuerpo a AB142 de 1:100 y en al
menos un 40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos un 60 %, particularmente al menos un 65 %, mas
particularmente al menos un 75 %, incluso mas particularmente al menos un 80 %, pero especialmente al menos 85
%-90 % con una relaciéon de concentracion molar de anticuerpo a AB142 de 1:10 como se determina por un ensayo
de fluorescencia de tioflavina T (Th-T), particularmente un ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T) como se
describe en los Ejemplos 1.4 y 2.4 mas adelante.

Como se describe en esta memoria, la unién de los anticuerpos a péptidos amiloidogénicos monomeéricos y/o
oligoméricos pero, en particular, a la forma amiloide (1-42) conduce a la inhibiciéon de la agregacion de los péptidos
amiloidogénicos monomeéricos y/o oligoméricos en fibrillas o filamentos de alto peso molecular. Por medio de la
inhibicién de la agregacion de los péptidos amiloidogénicos monoméricos y/o oligoméricos, los anticuerpos son
capaces de prevenir o ralentizar la formacion de placas amiloides, particularmente la forma amiloide (1-42), que se
sabe que se vuelve insoluble por un cambio de conformacién secundaria y que es la parte principal de las placas
amiloides en los cerebros de animales o seres humanos enfermos.

El potencial del anticuerpo para la inhibicion de la agregacion se puede determinar por cualquier método adecuado
conocido en la técnica, por ejemplo por ultracentrifugacion en gradiente de densidad seguido por un analisis de
sedimentacion SDS-PAGE en un gradiente preformado y/o por un ensayo de fluorescencia de tioflavina T ( Th-T).

En un aspecto, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, como se describe en la
presente memoria, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo
anticuerpo, tras la co-incubacién, en particular en una relacién de concentracion molar entre 1:10 y 1:1000, mas
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particularmente en una relaciéon de 1:100, con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular
preformados, formados por la agregacion de péptidos AR monomeéricos y/o oligoméricos que tienen al menos 30,
particularmente al menos 35, mas particularmente al menos 38, incluso mas particularmente al menos 40 residuos
de aminoacidos en una forma monomérica y/o oligomérica que comprende una pluralidad de dichos péptidos
monomeéricos, pero especialmente péptidos AB142 monomeéricos y/o oligoméricos, es capaz de desagregar las
fibrillas o filamentos poliméricos preformados en al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %,
particularmente al menos un 40 %, mas particularmente al menos un 50 %, incluso mas particularmente al menos un
60 %, pero especialmente al menos un 70 % o mas.

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

En ofro aspecto especifico, la inhibicion de la agregacion y el potencial de desagregacion del anticuerpo,
respectivamente, se determinan por el ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T).

En otro aspecto especifico, el anticuerpo es co-incubado con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso
molecular preformados, durante 12 horas a 36 horas, particularmente durante 18 horas a 30 horas, mas
particularmente durante 24 horas a una temperatura entre 28 °C y 40 °C, particularmente entre 32 °C y 38 °C, mas
particularmente a 37 °C.

En particular, la co-incubacién con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados,
se lleva a cabo durante 24 horas a una temperatura de 37 °C.

En un aspecto, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une preferentemente a un péptido
AB140 monomeérico particularmente a un péptido AR 1-40 monomeérico y a un péptido amiloide soluble polimérico y/o
oligomérico que comprende una pluralidad de péptidos ABs42 monoméricos, pero muestra una unidn
sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomérico y una unién intermedia al péptido 1-42 monomérico y
esencialmente ninguna unién al péptido AR 17-40 monomérico vy, tras la co-incubacién con fibrillas o filamentos
amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la agregacion de péptidos ABi.41
monomeéricos y/o oligoméricos es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados,
particularmente en al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 20 %, particularmente al menos 30 %, mas
particularmente al menos un 40 %, incluso mas particularmente al menos un 50 %, pero especialmente al menos un
60 %, e incluso mas particularmente un 70 % o mas.

En particular, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une preferentemente a un péptido
AB140 monomérico y también a péptidos ARi42 oligoméricos y/o poliméricos, pero muestra una union
sustancialmente mas débil a un péptido AB 1-28 monomérico y/o una union intermedia a un péptido 1-42
monomeérico y/o esencialmente ninguna unién a un péptido AR 17-40 monomeérico vy, tras la co-incubacion con
fibrillas o filamentos de amiloides de alto peso molecular preformados, formados por la agregacion de péptidos AB1.42
monomeéricos y/o oligoméricos es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados,
particularmente en al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 20 %, particularmente al menos un 30 %, mas
particularmente al menos un 40 %, incluso mas particularmente al menos un 50 %, pero especialmente al menos un
60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 % o mas.

En un aspecto, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une preferentemente a un péptido
AB140 monomérico y también a péptidos ARi42 oligoméricos y/o poliméricos, pero muestra una union
sustancialmente mas débil a un péptido AB 1-28 monomérico y/o una union intermedia a un péptido 1-42
monomeérico y/o esencialmente ninguna union a un péptido A 17-40 monomérico y tras la co-incubacion con fibrillas
o filamentos de amiloide de alto peso molecular preformados, formados por la agregacion de un péptido AB1.42
monomeérico y/o oligomérico durante 24 horas a una temperatura de 37 °C produce una desagregacion de las fibrillas
o filamentos poliméricos preformados en al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %,
al menos un 40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos un 55 %, particularmente al menos un 60 %, mas
particularmente al menos un 70 % y mas, con una relacién de concentracion molar de anticuerpo a AB142 de 1:100 y
en al menos un 40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos un 60 %, particularmente al menos un 65 %, mas
particularmente al menos un 75 %, incluso mas particularmente al menos un 80 %, pero especialmente al menos un
85 %-90 % con una relacién de concentracién molar de anticuerpo a AB142 de 1:10 como se determina por un
ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T), particularmente un ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T)
como se describe en los Ejemplos 1.4 y 2.4 mas adelante.

Tanto por medio de la inhibicién de la agregacion de proteina amiloide como por medio de la desagregacion de
fibrillas o filamentos amiloidogénicos poliméricos, los anticuerpos son capaces de evitar o ralentizar la formacion de
placas amiloides lo que lleva a un alivio de los sintomas asociados con la enfermedad y a un retraso o inversion de
Su progreso.
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Por consiguiente, en un aspecto adicional se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal,
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo como se describe en la
presente memoria, cuyo anticuerpo es capaz de disminuir la cantidad total de AR en el cerebro de un sujeto,
particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afecciéon asociada
con un aumento de la concentracién de AB en el cerebro.

En otro aspecto se proporciona un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo como se describe aqui, cuyo anticuerpo es
capaz de romper las placas reduciendo de este modo la carga de placa en el cerebro de un sujeto, particularmente
un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afeccién asociada con un aumento
en la carga de placa en el cerebro. Un anticuerpo como se describe en esta memoria, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, disminuye la carga de placa en el cerebro en
al menos un 10 %, al menos un 20 %, particularmente al menos un 25 %, mas particularmente al menos un 30 %, al
menos un 40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos un 60 %, particularmente al menos un 65 %, mas
particularmente al menos un 75 %, incluso mas particularmente al menos un 80 %, pero especialmente al menos 85
% - 90 %.

En otro aspecto mas, se describe en esta memoria un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal,
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo es
capaz de solubilizar las placas lo que esta asociado con una reduccion de la cantidad de placas en el cerebro de un
sujeto, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afeccion
asociada con un aumento en la carga de placa en el cerebro. El anticuerpo, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo reduce la cantidad de placas en el cerebro en al menos
un 10 %, particularmente al menos un 15 %, mas particularmente al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un
40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos un 60 %, particularmente al menos 65 %, mas particularmente al
menos un 75 %, incluso mas particularmente al menos un 80 %, pero especialmente al menos 85 % -90 %.

Se debe entender que el anticuerpo descrito puede presentar una, dos o mas de las propiedades especificas
descritas en esta memoria en diferentes combinaciones.

Por ejemplo, en un aspecto, se describen anticuerpos, pero especialmente anticuerpos monoclonales, incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyos anticuerpos son bi-
especificos o bi-eficaces porque presentan tanto una propiedad de inhibicion de la agregacion, como una propiedad
de desagregacion como se define en esta memoria, particularmente acompafiadas de un alto grado de sensibilidad
conformacional.

En un aspecto, un anticuerpo como se describe en la presente memoria es bi-especifico o bi-eficaz vy, tras la co-
incubacion con un péptido AR monomeérico y/o oligomérico que tiene al menos 30, particularmente al menos 35, mas
particularmente al menos 38, incluso mas particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos en una forma
monomérica y/o oligomérica que comprende una pluralidad de dichos péptidos monoméricos, pero especialmente
con un péptido AB142 monomérico y/o oligomérico, inhibe la agregacion de los monémeros A en fibrillas poliméricas
de alto peso molecular y, ademas, tras la co-incubacion con fibrillas o filamentos de amiloide poliméricos de alto
peso molecular preformados, formados por la agregaciéon de péptidos AR monomeéricos y/o oligoméricos que tienen
al menos 30, particularmente al menos 35, mas particularmente al menos 38, ain mas particularmente al menos 40
residuos de aminoacidos en una forma monomérica y/o oligomérica que comprende una pluralidad de dichos
péptidos monomeéricos, pero especialmente péptidos AB142 monoméricos y/o oligoméricos, es capaz de desagregar
las fibrillas o filamentos poliméricos preformados.

En particular, la co-incubacion con péptidos amiloides monomeéricos y/o oligoméricos y con fibrillas o filamentos de
amiloide poliméricos de alto peso molecular preformados, respectivamente, tiene lugar con una relacion de
concentracion molar de hasta 1:1000, pero especialmente con una relacion de concentracion molar entre 1:10 y
1:100, particularmente a una relacion de concentracién molar de 1:100.

La co-incubacién de un anticuerpo como se describe en esta memoria con péptidos amiloides monoméricos y/o
oligoméricos se lleva a cabo durante 24 horas a 60 horas, particularmente durante 30 horas a 50 horas, mas
particularmente durante 48 horas a una temperatura entre 28 °C y 40 °C, particularmente entre 32 °C y 38 °C, mas
particularmente a 37 °C, mientras que la co-incubacién con fibrillas o filamentos de amiloide poliméricos de alto peso
molecular preformados, se lleva a cabo durante 12 horas a 36 horas, particularmente durante 18 horas a 30 horas,
mas particularmente durante 24 horas a una temperatura entre 28 °C y 40 °C, particularmente entre 32 °C y 38 °C,
mas particularmente a 37 °C.

En un aspecto, un anticuerpo bi-especifico o bi-eficaz como se describe en la presente memoria, es capaz de
desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados en al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un
20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos un 55 %, particularmente
al menos un 65 %, mas particularmente al menos un 70 %, incluso mas particularmente al menos un 70 %, pero
especialmente al menos 75 % -80 %.
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En un aspecto, se describe aqui un anticuerpo bi-especifico o bi-eficaz, particularmente un anticuerpo monoclonal
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo inhibe
la agregacion de péptidos AR monoméricos y/o oligoméricos que tienen al menos 30, particularmente al menos 35,
mas particularmente al menos 38, incluso mas particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos en una forma
monomérica y/o oligomérica que comprende una pluralidad de dichos péptidos monoméricos, pero especialmente
péptidos AB1.42 monomeéricos y/o oligoméricos, en al menos un 40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos
un 65 %, mas particularmente al menos un 75 %, incluso mas particularmente al menos un 80 %, pero
especialmente al menos 85-90 %, o mas en comparacion con los respectivos mondémeros de péptidos amiloides
incubados en solucion tampon (control).

En un aspecto, se describe aqui un anticuerpo bi-especifico o bi-eficaz, particularmente un anticuerpo monoclonal
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo
muestra una alta especificidad para los péptidos AB+1.40 monoméricos particularmente para un péptido AR 1-40
monomeérico y para un péptido amiloide soluble polimérico y/o oligomérico que comprende una pluralidad de
péptidos AB+.42 monoméricos, pero no muestra esencialmente ninguna o solamente una reactividad cruzada de leve
a moderada con un mondémero de péptido amiloide seleccionado del grupo que consiste en los péptidos
monoméricos AB1.2s, AB17-40, AB1-38, AB1-39, AB1-41, Y/0 AB142

En un aspecto especifico, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo es hasta 1000
veces, particularmente de 50 a 100 veces, mas particularmente de 80 a 100 veces, pero especialmente 100 veces
mas sensible al péptido amiloide AB1.40, €n comparacion con AB1-2s, AB17-40, AB1-38, AB1-39, AB1-41, Y/O AB142 y €S
capaz de inhibir, in vitro e in vivo, la agregacion de péptidos amiloidogénicos monoméricos y/o oligoméricos.

En un aspecto, se describe aqui un anticuerpo bi-especifico o bi-eficaz, particularmente un anticuerpo monoclonal
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une
preferentemente a un péptido AB140 monomérico y también a péptidos AB+.42 oligoméricos y/o poliméricos, pero
muestra una union sustancialmente mas débil a un péptido AR 1-28 monomeérico y/o una union intermedia a un
péptido 1-42 monomeérico y/o esencialmente ninguna union a un péptido AR 17-40 monomérico y , tras la co-
incubacion con un péptido AB142 monomeérico y/o oligomérico durante 24 horas a una temperatura de 37 °C inhibe la
agregacion de los monémeros y/o oligémeros AR en fibrillas poliméricas de alto peso molecular en al menos un 5 %,
al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %,
particularmente al menos un 55 %, particularmente al menos un 65 %, mas particularmente al menos un 70 %, con
una relacion de concentracion molar de anticuerpo a ABs42 de 1:100 y en al menos un 10 %, al menos un 20 %, al
menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, particularmente al menos un 60 %, particularmente al menos
un 65 %, mas particularmente al menos un 75 %, incluso mas particularmente al menos un 80 %, pero
especialmente al menos 85 % -90 % con una relacién de concentracion molar de anticuerpo a AB142de 1:10 y tras la
co-incubacién con fibrillas o filamentos de amiloide poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la
agregacion de péptido AB142 monomeérico y/o oligomérico durante 24 horas a una temperatura de 37 °C produce una
desagregacion de las fibrillas o filamentos poliméricos preformados en al menos un 10 % con una relaciéon de
concentracion molar de anticuerpo a AB142de 1:100 y en al menos un 20 % con una relaciéon de concentracion molar
de anticuerpo a AB+42 de 1:10 como se determina por un ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T), en particular
un ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T) como se describe en los Ejemplos 1.4 y 2.4 mas adelante.

En otro aspecto especifico, se describe en la presente memoria un anticuerpo particularmente un anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo
anticuerpo tiene una alta sensibilidad de unién al péptido amiloide AB1.40y es capaz de detectar péptidos amiloides
AB142 solubles oligdmeros y/o polimeros en una concentracion de hasta 0,01 ug, pero particularmente en un
intervalo de concentracion entre 0,5 pgy 0,01 pg, mas particularmente entre 0,1 pug y 0,01 ug, pero especialmente
en una concentracion de 0,01 ug.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo ha sido
generado frente a un constructo antigénico supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a
la secuencia de aminoacidos del péptido B-amiloide, AB+.15, modificada con restos de acido palmitico hidréfobos, en
donde dicho resto hidréfobo esta unido covalentemente a cada terminal por medio de un aminoacido tal como, por
ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz de servir como una molécula
de enlace.

El anticuerpo como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, reconoce y se une a un epitopo
conformacional.

En un aspecto, se describe una region variable de la cadena ligera que presenta una secuencia de aminoacidos que
es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % a
las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 7, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una,
particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena ligera que tiene las
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secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 9-11, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones
estructurales naturales.

En un aspecto, se describe una region variable de la cadena pesada que presenta una secuencia de aminoacidos
que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99
% a las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 8, o una parte funcional de la misma que comprende al menos
una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena pesada que tiene las
secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 12-14, pero especialmente todos las CDRs insertadas en sus regiones
estructurales naturales.

Ademas, la solicitud describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo como se describe en la presente memoria en
donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de la cadena ligera que presenta una secuencia de
aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 % o0 99 % a las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 7, o una parte funcional de la misma que
comprende al menos una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena
ligera que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 9-11, pero especialmente todas las CDRs insertadas
en sus regiones estructurales naturales .

Ademas, se describe en la presente memoria un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, en donde dicho anticuerpo
comprende un dominio variable de la cadena pesada que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica
en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a las
secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 8, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una,
particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena pesada que tienen las
secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 12-14, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones
estructurales naturales .

En un aspecto, se describe en la presente memoria un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal,
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, en donde dicho
anticuerpo comprende un dominio variable de la cadena ligera y un dominio variable de la cadena pesada que
presentan una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, o
una parte funcional de la misma que comprende parte o la totalidad de las CDRs de la cadena pesada y de la
cadena ligera que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 9-14.

En una realizacion, la invenciéon se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo comprende una secuencia polipeptidica
representada en SEQ ID NO: 7 y/o SEQ ID NO: 8. La invencién se refiere ademas al anticuerpo monoclonal ACI-24-
Ab-3 que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 7-8.

También comprende la presente invencion un anticuerpo cuya secuencia ha sido alterada por la introduccion de al
menos una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 o mas sustituciones conservativas en las
secuencias SEQ ID NOs: 7-8, de tal manera que el anticuerpo mantiene esencialmente su funcionalidad completa.

En un aspecto, se describe un fragmento de péptido que comprende la CDR1 de la cadena ligera como se
proporciona en SEQ ID NO: 9 y/o la CDR2 de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 10 y/o la CDR3
de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 11.

En un aspecto, se describe un fragmento de péptido que comprende la CDR1 de la cadena pesada como se
proporciona en SEQ ID NO: 12 y/o la CDR2 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 13 y/o la
CDR3 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 14.

En un aspecto, se describen

la CDR1 de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 9,

la CDR2 de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 10, y
la CDR3 de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 11..
En un aspecto, se describen

la CDR1 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 12,
la CDR2 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 13,y
la CDR3 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 14..
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En un aspecto, se describe un polinucleédtido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una region
variable de la cadena ligera que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 % , 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a las secuencias proporcionadas en
SEQ ID NO: 7, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una, particularmente al menos dos, mas
particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena ligera que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs:
9-11, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

En un aspecto, se describe un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una region
variable de la cadena pesada que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 % , 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a las secuencias proporcionadas en
SEQ ID NO: 8, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una, particularmente al menos dos, mas
particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena pesada que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID
NOs: 12-14, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

En un aspecto, se describe un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo como se describe en la presente memoria, en donde dicho anticuerpo comprende un
dominio variable de la cadena ligera que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %,
87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a las secuencias proporcionadas
en SEQ ID NO: 7, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una, particularmente al menos dos,
mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena ligera que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID
NOs: 9-11, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

En un aspecto, se describe un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo como se describe en la presente memoria, en donde dicho anticuerpo comprende un
dominio variable de la cadena pesada que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86
%, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % a las secuencias
proporcionadas en SEQ ID NO: 8, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una, particularmente
al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena pesada que tiene las secuencias de
polipéptidos SEQ ID NOs: 12-14, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones estructurales
naturales.

En una realizacion, la invencién se refiere a un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo segun la presente invencion y como se describe en la presente memoria
en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de la cadena ligera y un dominio variable de la cadena
pesada que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91
%, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 7 y en SEQ
ID NO: 8, o una parte funcional de la misma que comprende las CDRs de la cadena ligera y de la cadena pesada
que tienen la secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 9-14.

En otra realizacién de la invencién, se proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica el anticuerpo segun la invencién como se describe aqui, pero particularmente una secuencia de
nucledétidos que codifica el anticuerpo monoclonal que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 7-8. En
particular, estas secuencias de polinucleétidos son las SEQ ID NOs: 15-16.

Ademas, se describe un polinucledtido que se hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de 8 nucleétidos
que codifica el anticuerpo monoclonal que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 7-8. En particular se
proporciona un polinucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con las secuencias de nucleétidos SEQ ID
NOs: 15-16.

En particular, la posicion 52 de las SEQ ID NOs: 7-8, puede ser cualquier aminoacido. En una realizacién adicional,
la posicién 52 puede ser un residuo de tirosina, serina, o cisteina. Mas particularmente la posicién 52 es un residuo
de cisteina.

En un aspecto especifico, se describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo
producido por la linea celular de hibridoma EJ1A9, depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de
depodsito DSM ACC2844.

En una realizacion, la invenciéon se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, producido por la linea celular de hibridoma EJ1A9,
depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2844.

En un aspecto, se describe un epitopo AR que se une a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo

funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo ha sido generado contra un constructo

antigénico supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos
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del péptido B-amiloide, AB1.15, modificada con restos hidréfobos de acido palmitico, en donde dicho resto hidréfobo
esta unido covalentemente a cada terminal por medio de un aminoacido tal como, por ejemplo, lisina o cualquier otro
aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz de servir como una molécula de enlace. La invencién se
refiere ademas al epitopo AR que se une al anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une
a péptidos AR monomeéricos que tienen al menos 10, particularmente al menos 20, mas particularmente al menos 30,
aun mas particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos, y/o a péptidos amiloides poliméricos solubles que
comprenden una pluralidad de dichos péptidos amiloides monoméricos y/o a fibras o fibrillas de amiloide que
incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos pero especialmente a un péptido AB142 monomérico y a
péptidos AR poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AB+142 monoméricos Y fibrillas o fibras
AB que incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, y no muestra esencialmente ninguna unién a los
péptidos AR monomeéricos que tienen 8 residuos de aminoacidos o menos.

En un aspecto especifico, se describe en la presente memoria un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo
anticuerpo se une a péptidos AR monoméricos que tienen al menos 30, incluso mas particularmente al menos 40
residuos de aminoacidos, y/o a péptidos amiloides poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de dichos
péptidos amiloides monomeéricos y/o a fibras o fibrillas de amiloide que incorporan una pluralidad de dichos péptidos
poliméricos pero especialmente a un péptido ABi42 monomérico y a péptidos AB poliméricos solubles que
comprenden una pluralidad de péptidos AB1.42 monoméricos y a fibrillas o fibras AB que incorporan una pluralidad de
dichos péptidos poliméricos, pero no muestra esencialmente ninguna unién a un péptido AR 17-40 monomeérico.

En otro aspecto especifico, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido
AB 1-42 monomérico y a péptidos AR poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AB1.2
monomeéricos y a fibrillas o fibras AR que incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero muestra una
union sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomérico.

En otro aspecto, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-42
monomeérico y a péptidos A3 poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AB1.42 monoméricos y
a fibrillas o fibras AR que incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero muestra una unién
sustancialmente mas débil al péptido AB 1-28 monomérico y esencialmente ninguna unién al péptido AR 17-40
monomerico.

En particular, el anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal como se describe en la presente memoria,
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, se une a un péptido
AB142 monomérico y a péptidos AR poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AR142
monomeéricos y a fibrillas o fibras AR que incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero muestra una
union sustancialmente mas débil a un péptido AR 1-28 monomeérico y/o esencialmente ninguna unién a un péptido
AB 17-40 monomérico, y, tras la co-incubacion con péptido AB142 monomérico y/o oligomérico, inhibe la agregacion
de los monémeros AR en fibrillas poliméricas de alto peso molecular.

En un aspecto, el anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal como se describe en la presente memoria,
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, inhibe la agregacion de
los monémeros y/o oligémeros AR en fibrillas poliméricas de alto peso molecular en al menos un 20 %, al menos un
30 %, particularmente al menos un 40 %, particularmente al menos un 50 %, mas particularmente al menos un 60 %,
incluso mas particularmente al menos un 70 %, pero especialmente al menos 80 % -90 %, o mas, en comparacion
con los respectivos monomeros de péptidos amiloides incubados en solucién tampén (control).

En un aspecto, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal segun la invencion, incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une a un
péptido AB142 monomérico y a péptidos AR poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AB1.42
monomeéricos y a fibrillas o fibras AR que incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero muestra una
union sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomérico y/o esencialmente ninguna union al péptido AR 17-
40 monomeérico y, tras la co-incubacion con péptido AB142 monomérico y/o oligomérico durante 24 horas a una
temperatura de 37 °C inhibe la agregacion de los monémeros AR en fibrillas poliméricas de alto peso molecular en al
menos un 20 %, al menos un 30 %, en particular al menos un 40 %, particularmente al menos un 50 %, mas
particularmente al menos un 60 %, incluso mas particularmente al menos un 70 % con una relacion de
concentracion molar de anticuerpo a AB142 de 1:100 y en al menos un 50 % , mas particularmente al menos un 60
%, mas particularmente al menos un 65 %, incluso mas particularmente al menos un 70 % con una relaciéon de
concentracion molar de anticuerpo a AB+142 de 1:10 como se determina por un ensayo de fluorescencia de tioflavina
T (Th-T), particularmente un ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T) como se describe en los Ejemplos 1.4 y
2.4,
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En particular, se describe un anticuerpo, particularmente el anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une a un péptido AB1.42 monomérico
y a péptidos AB poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AB142 monomeéricos y a fibrillas o
fibras AB que incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero muestra una unién sustancialmente
mas débil a un péptido AB 1-28 monomeérico y/o esencialmente ninguna union a un péptido A 17-40 monomérico, y
tras la co-incubacion con fibrillas o filamentos de amiloide poliméricos de alto peso molecular preformados, formados
por la agregacion de péptidos AB1.42 monoméricos y/o oligoméricos es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados, en particular en al menos un 10 %, al menos un 20 % , particularmente al menos un 30 %,
mas particularmente al menos un 40 %, incluso mas particularmente al menos un 50 %, pero especialmente al
menos un 60 % o mas.

En un aspecto, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une a un péptido AB1.42 monomérico
y a péptidos AB poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AB142 monomeéricos y a fibrillas o
fibras AB que incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero muestra una unién sustancialmente
mas débil a un péptido AB 1-28 monomeérico y/o esencialmente ninguna union a un péptido AB 17-40 monomérico y,
tras la co-incubacion con fibrillas o filamentos de amiloide poliméricos de alto peso molecular preformados, formados
por la agregacion de péptido AB1.42 monomérico y/o oligomérico durante 24 horas a una temperatura de 37 °C
produce una desagregacion de las fibrillas o filamentos poliméricos preformados en al menos un 10 %, al menos un
20 %, al menos un 30 %, particularmente al menos un 40 %, particularmente al menos un 50 %, mas particularmente
al menos un 60 %, incluso mas particularmente al menos un 70 %, con una relacién de concentracion molar de
anticuerpo a AB142 de 1:100 y en al menos un 40 %, particularmente al menos un 50 %, mas particularmente al
menos un 60 %, incluso mas particularmente al menos un 70 % con una relacién de concentracion molar de
anticuerpo a AB142 de 1:10 como se determina por un ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T), particularmente
un ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T) como se describe en los Ejemplos 1.4 y 2.4 mas adelante.

Por medio de la inhibicién de la agregacion de la proteina amiloide y/o por medio de la desagregacion de las fibrillas
o filamentos amiloidogénicos poliméricos, los anticuerpos segun la presente invencion son capaces de evitar o
ralentizar la formacion de placas amiloides lo que lleva a un alivio de los sintomas asociados con la enfermedad y a
un retraso o inversién de su progreso.

Por consiguiente, es una realizacién adicional de la invencidon proporcionar un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo
como se describe en la presente memoria, cuyo anticuerpo es capaz de disminuir la cantidad total de AR en el
cerebro de un sujeto, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad
o afeccién asociada con el aumento de la concentracién de AB en el cerebro.

El anticuerpo de la invencién, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo como se describe aqui, es capaz de romper las placas
disminuyendo de este modo la carga de placa en el cerebro de un sujeto, en particular un mamifero, pero
especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afeccion asociada con un aumento de la carga de
placa en el cerebro. Un anticuerpo segun la invencion, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, disminuye la carga de placa en el cerebro en al menos un 20 %, particularmente al
menos un 25 %, mas particularmente al menos un 30 %, incluso mas particularmente mas del 30 % .

El anticuerpo de la invencién, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo como se describe en la presente memoria es capaz
ademas de solubilizar las placas lo que esta asociado con una reduccion de la cantidad de placas en el cerebro de
un sujeto, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afeccion
asociada con un aumento de la carga de placa en el cerebro. Un anticuerpo segun la invencion, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, reduce la cantidad de placas en el cerebro
en al menos un 10 %, particularmente al menos un 15 %, mas particularmente al menos un 20 %.

Se debe entender que un anticuerpo segun la invencion puede presentar una, dos o mas de las propiedades
especificas descritas en esta memoria en diferentes combinaciones.

Por ejemplo, en una realizacién, la presente invencién proporciona anticuerpos, pero especialmente anticuerpos
monoclonales, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyos
anticuerpos son bi-especificos o bi-eficaces porque presentan tanto una propiedad de inhibicion de la agregacion,
como una propiedad de desagregaciéon como se define aqui, en particular acompafiada de un alto grado de
sensibilidad conformacional.

En un aspecto, el anticuerpo segun la invencion y como se describe en la presente memoria es bi-especifico o bi-
eficaz y, tras la co-incubacién con un péptido AR monomeérico y/o oligomérico que tiene al menos 30, particularmente
al menos 35, mas particularmente al menos 38, incluso mas particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos,
pero especialmente con un péptido AB1.42 monomeérico y/o oligomérico, inhibe la agregaciéon de los monémeros AR
en fibrillas poliméricas de alto peso molecular y, ademas, tras la co-incubacion con fibrillas o filamentos amiloides
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poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la agregacion de péptidos AR monomeéricos y/o
oligoméricos que tienen al menos 30, particularmente al menos 35, mas particularmente al menos 38, incluso mas
particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos, pero especialmente péptidos AB142 monoméricos y/o
oligomeéricos, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados.

En particular, la co-incubacion con péptidos amiloides monoméricos y/o oligoméricos y con fibrillas o filamentos
amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados, respectivamente, tiene lugar a una relacion de
concentracion molar de hasta 1:1000, pero especialmente a una relacion de concentracion molar entre 1:10 y
1:1000, particularmente en una relacién de concentracion molar de 1:100.

La co-incubacién de un anticuerpo segun la invencién con péptidos amiloides monoméricos y/o oligoméricos se lleva
a cabo durante 24 horas a 60 horas, particularmente durante 30 horas a 50 horas, mas particularmente durante 48
horas a una temperatura entre 28 °C y 40 °C, particularmente entre 32 °C y 38 °C, mas particularmente a 37 °C,
mientras que la co-incubacioén con fibrillas o filamentos de amiloide poliméricos de alto peso molecular preformados
se lleva a cabo durante 12 horas a 36 horas, particularmente durante 18 horas a 30 horas, mas particularmente
durante 24 horas a una temperatura entre 28 °C y 40 °C, particularmente entre 32 °C y 38 °C, mas particularmente a
37 °C.

El anticuerpo bi-especifico o bi-eficaz segun la invencion y como se describe en la presente memoria,
particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados en al menos un 10
%, al menos un 20 %, al menos un 30 %, particularmente al menos un 40 %, particularmente al menos un 50 %, mas
particularmente al menos un 60 %, aun mas particularmente al menos un 70 %.

El anticuerpo bi-especifico o bi-eficaz segun la invencion y como se describe en la presente memoria,
particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, es capaz ademas de inhibir la agregacion de péptidos AR monomeéricos y/o oligoméricos que
tienen al menos 30, particularmente al menos 35, mas particularmente al menos 38, aun mas particularmente al
menos 40 residuos de aminoacidos, pero especialmente de péptidos AB1.42 monoméricos y/o oligoméricos, en al
menos un 30 %, particularmente al menos 40 %, particularmente al menos un 50 %, mas particularmente al menos
un 60 %, incluso mas particularmente al menos un 70 %, pero especialmente al menos 80-90 %, o mas, en
comparacion con los respectivos monémeros de péptidos amiloides incubados en soluciéon tampdén (control).

El anticuerpo bi-especifico o bi-eficaz como se describe aqui, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, presenta una alta especificidad
para los péptidos AB142 monoméricos pero no muestra esencialmente ninguna o solamente una reactividad cruzada
leve con un mondémero de péptido amiloide seleccionado del grupo que consiste en los péptidos AB128 ¥ AB17-40
monomericos.

El anticuerpo como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, es hasta 1000 veces,
particularmente de 50 a 1000 veces, mas particularmente de 80 a 100 veces, pero especialmente 100 veces mas
sensible a un péptido amiloide AB1.42 en comparacion con AB+-2s y/o0 AB17-40, Y €S capaz de inhibir, in vitro e in vivo, la
agregacion de péptidos amiloidogénicos monomeéricos y/o oligoméricos y/o de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados.

El anticuerpo bi-especifico o bi-eficaz como se describe aqui, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une a un
péptido AB142 monomérico y a péptidos AR poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AB1.42
monomeéricos y a fibrillas o fibras AR que incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero muestra una
union sustancialmente mas débil a un péptido AR 1-28 monomeérico y/o esencialmente ninguna unién a un péptido
AB 17-40 monomeérico, y tras la co-incubacion con péptido AB142 monomérico y/o oligomérico durante 24 horas a
una temperatura de 37 °C inhibe la agregacion de los monémeros AR en fibrillas poliméricas de alto peso molecular
en al menos un 30 % con una relacion de concentraciéon molar de anticuerpo a AB142 de 1:100 y en al menos un 65
% con una relacion de concentracion molar de anticuerpo a AB142 de 1:10 y, tras la co-incubacién con fibrillas o
filamentos de amiloide poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la agregacion de péptido Ap:-
42 monomeérico y/o oligomérico durante 24 horas a una temperatura de 37 °C produce una desagregacion de las
fibrillas o filamentos poliméricos preformados en al menos un 20 %, con una relacién de concentracion molar de
anticuerpo a AB1.42 de 1:100 y en al menos un 50 % con una relacion de concentracion molar de anticuerpo a AB1.42
de 1:10 como se determina por un ensayo de fluorescencia de tioflavina T (Th-T), particularmente un ensayo de
fluorescencia de tioflavina T (Th-T) como se describe en los Ejemplos 1.4 y 2.4. mas adelante

El anticuerpo como se describe aqui, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, tiene una alta sensibilidad de unién al péptido amiloide
AB142 ¥y es capaz de detectar fibras AB142 en una concentracién de hasta 0,01 pg, pero particularmente en un
intervalo de concentracion entre 0,5 pg y 0,01 pg, mas particularmente entre 0,1 pug y 0,01 ug, pero especialmente
en una concentracion de 0,01 ug.
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El anticuerpo como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo ha sido generado
frente a un constructo antigénico supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la
secuencia de aminoacidos del péptido B-amiloide AB22-35 ¥ AB29-40 respectivamente, modificado con un resto hidrofilo
tal como, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), en donde dicho resto hidréfilo esta unido covalentemente a cada
terminal por medio de un aminoacido tal como, por ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido o analogo de
aminoacido adecuado capaz de servir como una molécula de enlace.

El anticuerpo segun la invenciéon y como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, reconoce y
se une a un epitopo conformacional.

En un aspecto, se describe una region variable de la cadena ligera que presenta una secuencia de aminoacidos que
es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % a
las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 19, respectivamente, o una parte funcional de la
misma que comprende al menos una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs
de la cadena ligera, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

En un aspecto, se describe una region variable de la cadena pesada que presenta una secuencia de aminoacidos
que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99
% a las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, respectivamente, o una parte funcional de
la misma que comprende al menos una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs
de la cadena pesada, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

Ademas, se describe aqui un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, en donde dicho anticuerpo comprende un dominio
variable de la cadena ligera que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a las secuencias proporcionadas en
SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 19, respectivamente, o una parte funcional de la misma que comprende al menos
una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena ligera, pero
especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

Ademas, se describe un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, en donde dicho anticuerpo comprende un dominio
variable de la cadena pesada que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a las secuencias proporcionadas en
SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, respectivamente, o una parte funcional de la misma que comprende al menos
una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena pesada, pero
especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

En una realizacion, la invencion se refiere a un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun la presente invencién y como
se describe en la presente memoria, en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de la cadena ligera
y un dominio variable de la cadena pesada que presentan una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85
%, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a las secuencias
proporcionadas en SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, o una parte funcional de la
misma que comprende todas o parte de las CDRs de la cadena pesada y de la cadena ligera.

La invencién se refiere ademas a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo comprende la secuencia de polipéptido como se
proporciona en SEQ ID NOs: 17 y SEQ ID NOs: 19 y/o en SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20. La invencién se refiere
ademas al anticuerpo monoclonal ACI-11-Ab-9 que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 17-18 y al
anticuerpo monoclonal ACI-12-Ab-11 que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 19-20.

También comprende la presente invencion un anticuerpo cuya secuencia ha sido alterada por la introduccion de al
menos una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 o mas sustituciones conservativas en las
secuencias de SEQ ID NOs: 17-18 y SEQ ID NOs: 19-20, respectivamente, de tal modo que el anticuerpo mantiene
esencialmente su funcionalidad completa.

En un aspecto, se describe un fragmento de péptido que comprende la CDR1 de la cadena ligera como se
proporciona en SEQ ID NO: 21 y/o la CDR2 de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 22 y/o la
CDR3 de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 23.

En un aspecto, se describe un fragmento de péptido que comprende la CDR1 de la cadena pesada como se
proporciona en SEQ ID NO: 24 y/o la CDR2 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 25 y/o la
CDR3 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 26.
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En un aspecto, se describen

la CDR1 de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 21.

la CDR2 de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 22, y
la CDR3 de la cadena ligera como se proporciona en SEQ ID NO: 23.

En un aspecto, se describen

la CDR1 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 24,.
la CDR2 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 25,y
la CDR3 de la cadena pesada como se proporciona en SEQ ID NO: 26.

En un aspecto, se describe un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una region
variable de la cadena ligera que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 % , 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a las secuencias proporcionadas en
SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 19, respectivamente, o una parte funcional de la misma que comprende al menos
una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena ligera representadas
en las SEQ ID NOs: 21-23, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

En un aspecto, se describe un polinucledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una region
variable de la cadena pesada que presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 % , 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a las secuencias proporcionadas en
SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, respectivamente, o una parte funcional de la misma que comprende al menos
una, particularmente al menos dos, mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena pesada
representadas en las SEQ ID NOs: 24-26, pero especialmente todas las CDRs insertadas en sus regiones
estructurales naturales.

En un aspecto, se describe un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de la cadena ligera que
presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 19,
respectivamente, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una, particularmente al menos dos,
mas particularmente al menos 3 de las CDRs de la cadena ligera representadas en las SEQ ID NOs: 21-23, pero
especialmente las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

En un aspecto, se describe un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, en donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de la cadena pesada que
presenta una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93
%, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20,
respectivamente, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una, particularmente al menos dos,
mas particularmente al menos 3 de las CDRs de |la cadena pesada representadas en las SEQ ID NOs: 24-26, pero
especialmente las CDRs insertadas en sus regiones estructurales naturales.

En una realizacion, la invencién se refiere a un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo segun la presente invencidon y como se describe en esta memoria, en
donde dicho anticuerpo comprende un dominio variable de la cadena ligera y un dominio variable de la cadena
pesada que presentan una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a las secuencias proporcionadas en SEQ ID NO: 17 y
SEQ ID NO: 19 y en SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, respectivamente, o una parte funcional de la misma que
comprende las CDRs de la cadena ligera y de la cadena pesada como se representan en las SEQ ID NOs: 21-26.

En otra realizacién de la invencién, se proporciona un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica el anticuerpo segun la invencién como se describe aqui, pero particularmente una secuencia de
nucleétidos que codifica un anticuerpo monoclonal que tiene las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NOs: 17-18 o
un anticuerpo monoclonal que tiene las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NOs: 19-20. En particular, los
polinucledtidos que codifican las SEQ ID NOs: 17-18 y SEQ ID NOs: 19-20 son las SEQ ID NOs: 27-28 y SEQ ID
NO: 29-30, respectivamente.

En otra realizacion, se proporciona un polinucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con una secuencia de
nucledtidos que codifica el anticuerpo monoclonal que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 17-18 o un
anticuerpo monoclonal que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 19-20. En particular se proporciona un
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polinucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con las secuencias de nucledtidos SEQ ID NOs: 27-28 o SEQ
ID NO: 29-30. En una realizacion especifica, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo tiene las propiedades
caracteristicas de un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma FG1F9E4, depositada el 25 de mayo de
2007 como DSM ACC2845.

En particular, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, producido por la linea celular de hibridoma FG1F9E4, depositada el 25
de mayo de 2007 como DSM ACC2845.

En una realizacion especifica, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de
un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma FK2A6A6, depositada el 25 de mayo de 2007 como DSM
ACC2846.

En una realizaciéon especifica, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, producido por la linea celular de hibridoma FK2A6A6,
depositada el 25 de mayo de 2007 como DSM ACC2846.

En particular, se describe un epitopo AB que se une a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo ha sido generado contra un constructo
antigénico supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos
del péptido B-amiloide, AB22.35 ¥ AB2940, respectivamente, modificado con un resto hidrofilo tal como, por ejemplo,
polietilenglicol (PEG), en donde dicho resto hidréfilo esta unido covalentemente a cada terminal por medio de un
aminoacido tal como, por ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz de
servir como una molécula de enlace. Se describe ademas un epitopo AB que se une al anticuerpo monoclonal ACI-
11-Ab-9 y un epitopo AB que se une al anticuerpo monoclonal ACI-12-Ab-11. En un aspecto, el anticuerpo segun la
invencion y como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, es capaz de disminuir la cantidad
total de AB soluble en el cerebro de un sujeto, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que
padece una enfermedad o afeccién asociada con el aumento de las concentraciones de AB soluble en el cerebro.

En otro aspecto, el anticuerpo segun la invencion y como se describe en la presente memoria es capaz de romper
las placas disminuyendo de este modo la carga de placa en el cerebro de un sujeto, particularmente un mamifero,
pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afeccion asociada con un aumento de la carga de
placa en el cerebro.

En otro aspecto, el anticuerpo segun la invenciéon y como se describe en la presente memoria es capaz de solubilizar
las placas lo que esta asociado con una reduccidon de la cantidad de placas en el cerebro de un sujeto,
particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afecciéon asociada
con un aumento de la carga de placa en el cerebro.

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar métodos y composiciones que comprenden un anticuerpo
segun la invencion y como se describe en esta memoria para la prevencion y/o tratamiento terapéutico y/o alivio de
los efectos de las enfermedades y trastornos en un sujeto que lo necesite, los cuales estan causados por o
asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide incluyendo, pero sin limitarse a, la amiloidosis (un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con la formacion de placa amiloide incluyendo la amiloidosis secundaria y la
amiloidosis relacionada con la edad tales como enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, trastornos
neurolégicos tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), enfermedades o afecciones caracterizadas por una
pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL), demencia por
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés); el complejo
de Parkinson-demencia de Guam, ademas de otras enfermedades y condiciones que se basan en o estan asociadas
con proteinas de tipo amiloide, tales como la paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotrofica),
miositis por cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de inicio en la edad adulta; y amiloidosis cardiaca senil); tumores
endocrinos, y degeneracion macular, por ejemplo, mediante la inmunizacién pasiva de un sujeto, incluyendo un
mamifero o un ser humano, con un anticuerpo segun la invenciéon y como se ha descrito antes en esta memoria.

En un aspecto especifico de la invencion, el anticuerpo monoclonal de estos métodos es ACI-24-Ab-3 que tiene las
secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 7-8 o una parte funcional de las mismas como se describe aqui.

En otro aspecto especifico de la invencion, el anticuerpo monoclonal de estos métodos es ACI-11-Ab-9 que tiene las
secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 17-18 o ACI-12-Ab-11 que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NO:
9-10, respectivamente, o una parte funcional de las mismas como se describe aqui.

La invencion se refiere ademas a una composicion terapéutica que comprende un anticuerpo como se describe aqui,
particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, en una cantidad terapéuticamente eficaz.
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En una realizacioén, la composicién farmacéutica comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en
particular en una cantidad terapéuticamente eficaz.

En una realizacion, la invencién proporciona una composicién como se describe, para su uso en el tratamiento de
enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide
incluyendo, pero sin limitarse a, amiloidosis, tumores, y degeneracién macular.

En un aspecto especifico de dichas realizaciones, el anticuerpo monoclonal utilizado es ACI-24-Ab-3 que tiene las
secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 7-8 o una parte funcional de las mismas como se describe aqui.

En otro aspecto especifico de dichas realizaciones, el anticuerpo monoclonal utilizado se selecciona del anticuerpo
monoclonal ACI-11-Ab-9 que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOS: 17-18 y del anticuerpo monoclonal
ACI-12-Ab-11 que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 19-20 o una parte funcional de las mismas como
se describen en la presente memoria.

Un anticuerpo segun la invencioén, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, se puede administrar en combinacién con otras
sustancias biolégicamente activas u otros procedimientos de tratamiento para el tratamiento de enfermedades. Las
otras sustancias biolégicamente activas pueden ser parte de la misma composicion que ya comprende un anticuerpo
segun la invencion, en la forma de una mezcla, en donde el anticuerpo y la otra sustancia biolégicamente activa se
mezclan entre si o con el mismo disolvente y/o vehiculo farmacéuticamente aceptables o el anticuerpo y la otra
sustancia biolégicamente activa se pueden proporcionar por separado, como parte de composiciones separadas,
que se pueden ofrecer por separado, o juntas en la forma de un kit de partes.

El anticuerpo, en particular el anticuerpo monoclonal segun la invencién, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, se puede administrar a un sujeto que lo necesite, al
mismo tiempo que la ofra u otras sustancias biolégicamente activas, de forma intermitente o secuencial. Por
ejemplo, un anticuerpo monoclonal segun la invencion, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente
o partes funcionales del mismo se puede administrar simultdneamente con una primera sustancia adicional
bioldgicamente activa, o administrada secuencialmente después o antes del anticuerpo. Si se elige un régimen de
aplicacion en el que se administra mas de una sustancia adicional biolégicamente activa junto con al menos un
anticuerpo segun la invencion, los compuestos o sustancias se pueden administrar parcialmente de manera
simultanea, parcialmente de manera secuencial en varias combinaciones.

En una realizacion, la invencion se refiere a una composiciéon que comprende un anticuerpo como se describe en la
presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, en una cantidad terapéuticamente eficaz y una sustancia o compuesto
adicional biolégicamente activo, particularmente un compuesto utilizado en el tratamiento de enfermedades y
trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide, incluyendo, pero sin
limitarse a, la amiloidosis, tumores endocrinos, y degeneracion macular y/o un vehiculo y/o un diluyente y/o un
excipiente farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién, se proporciona una composicién segun la invenciéon y como se describe en la presente memoria
que comprende un anticuerpo como se describe aqui, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, y que comprende ademas al
menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos
anti-apoptoticos, quelantes de metales, inhibidores de la reparacion del ADN, tales como pirenzepina y metabolitos,
acido 3-amino-1-propanosulfonico (3APS), 1,3-propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de la secretasa, inhibidores
de la B-secretasa y y-secretasa, proteinas tau, neurotransmisores, rompedores de laminas [, moléculas
antiinflamatorias, o inhibidores de la colinesterasa (ChEls), tales como tacrina, rivastigmina, donepezilo, y/o
galantamina y otros farmacos y suplementos nutritivos, y opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente y/o un
excipiente farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién especifica, la invencién proporciona una composicion que comprende un anticuerpo como se
describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende ademas al menos un compuesto que es
un inhibidor de la colinesterasa (ChEl).

En otra realizaciéon especifica, la invenciéon proporciona una composicién que comprende un anticuerpo como se
describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende ademas al menos un compuesto
adicional seleccionado del grupo que consiste en tacrina, rivastigmina, donepezilo, galantamina, niacina vy
memantina.

En otra realizacion mas de la invencion se proporcionan composiciones que comprenden un anticuerpo como se

describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo

funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende ademas al menos un "antipsicético

atipico”, tal como, por ejemplo clozapina, ziprasidona, risperidona, aripiprazol o olanzapina para el tratamiento de los
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sintomas psicoticos positivos y negativos, incluyendo alucinaciones, delirios, trastornos del pensamiento (que se
manifiestan por incoherencia notable, pérdida de asociacion, tangencialidad), y el comportamiento extrafio o
desorganizado, ademas de anhedonia, afecto aplanado, apatia, y aislamiento social, y, opcionalmente, que
comprende ademas un vehiculo y/o un diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

Otros compuestos que se pueden utilizar adecuadamente en composiciones en combinacién con un anticuerpo
segun la presente invencion, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del
mismo, estan descritos, por ejemplo, en el documento WO 2004/058258 (véanse especialmente las paginas 16 y 17)
que incluye las dianas terapéuticas del farmaco (paginas 36-39), acidos alcanosulfénicos y acidos alcanosulfuricos
(paginas 39-51), inhibidores de la colinesterasa (paginas 51-56), antagonistas del receptor NMDA (paginas 56-58),
estrogenos (paginas 58-59), farmacos antiinflamatorios no esteroideos (paginas 60-61), antioxidantes (paginas 61-
62), agonistas de los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) (paginas 63-67), agentes
reductores del colesterol (paginas 68-75); inhibidores de amiloides (paginas 75-77), inhibidores de la formacion de
amiloides (paginas 77-78), quelantes de metales (paginas 78-79), antipsicoticos y antidepresivos (paginas 80-82),
suplementos nutricionales (paginas 83-89) y compuestos que aumentan la disponibilidad de sustancias
biolégicamente activas en el cerebro (véanse las paginas 89-93) y profarmacos (paginas 93 y 94), cuyo documento
se incorpora aqui como referencia.

En particular, la composicién segun la invencion comprende el anticuerpo monoclonal y/o la sustancia
bioldgicamente activa, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
en una cantidad terapéuticamente eficaz.

El anticuerpo como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, se puede producir por un método
que comprende generar en un organismo hospedante adecuado un anticuerpo contra un constructo antigénico
supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido -
amiloide o un fragmento del mismo, particularmente del péptido 3-amiloide AB1.15, modificado con restos hidréfobos,
particularmente un resto de acido palmitico, o, como alternativa, particularmente de péptido 3-amiloide AB22-23 y AB2o-
40, respectivamente, modificado con restos hidrdéfilos, particularmente restos de polietilenglicol (PEG), en donde
dicho resto hidroéfobo o hidréfilo esta unido covalentemente a cada terminal por medio de al menos uno,
particularmente uno o dos aminoacidos tales como, por ejemplo, lisina, acido glutamico y cisteina o cualquier otro
aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz de servir como una molécula de enlace; y aislar el anticuerpo.

Cuando se utiliza un resto hidréfilo tal como PEG, el fragmento seleccionado del péptido B-amiloide puede ser un
fragmento que corresponde a la secuencia de aminoacidos AB22-35, ¥ AB29-40, respectivamente, y los extremos libres
de PEG se pueden unir covalentemente a fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto adecuado para funcionar
como el elemento de anclaje, por ejemplo para insertar el constructo antigénico en la bicapa de un liposoma.

El anticuerpo segun la invenciéon y como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo y/o de una
composicion farmacéutica segun la invenciéon y como se describe en la presente memoria , o de una mezcla segun
la invencion y como se describe en la presente memoria, se pueden utilizar para la preparacion de un medicamento
para tratar o aliviar, en un sujeto que lo necesite, los efectos de las enfermedades y trastornos que estan causados
por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide, incluyendo, pero sin limitarse a, amiloidosis, tumores
endocrinos, y degeneracion macular.

En una realizacion, la invencién se refiere a un método para la preparacién de una composicion farmacéutica o de
una mezcla segun la invencion y como se describe aqui, utilizando un anticuerpo segun la invencién y como se
describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, para su uso en el tratamiento o alivio, en un sujeto que
lo necesite, de los efectos de las enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas
amiloides o de tipo amiloide, incluyendo, pero sin limitarse a, amiloidosis, tumores endocrinos, y degeneracion
macular .

En una realizacién, la invenciéon proporciona un método para la preparacién de un medicamento utilizando un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, una composicion farmacéutica o una mezcla segun la invencion y como se describe
en la presente memoria, para la prevencion, tratamiento o alivio, en un sujeto que lo necesite, de los efectos de
enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide,
incluyendo, pero sin limitarse a, amiloidosis, tumores endocrinos, y degeneracién macular.

En una realizacién especifica, la invencion se refiere a un método para la preparacion de una composicion
farmacéutica utilizando particularmente un anticuerpo segun la invencion y como se describe en la presente
memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, que comprende formular dicho anticuerpo en una forma farmacéuticamente aceptable,
particularmente de tal modo que el anticuerpo esté comprendido en la composicion en una cantidad
terapéuticamente eficaz.
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En un aspecto de la invencion, se proporciona un método para reducir la carga de placa en el cerebro de un sujeto,
particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afecciéon asociada
con un aumento de la carga de placa en el cerebro que comprende administrar a un sujeto, particularmente un
mamifero, mas particularmente un ser humano que necesite dicho tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz
de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, o una composicion o una mezcla segun la invencién y como se ha
descrito antes en la presente memoria.

En un aspecto especifico de la invencién, el anticuerpo monoclonal utilizado en estos métodos es ACI-24-Ab-3 que
tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 7-8 o una parte funcional del mismo como se describe aqui. En
particular, el anticuerpo monoclonal es producido por el hibridoma EJL A9, depositado el 25 de mayo de 2007 como
DSM ACC2844.

En un aspecto especifico adicional de la invencion, el anticuerpo monoclonal utilizado en estos métodos es el
anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo de anticuerpos que comprende ACI-11-Ab-9 que tiene las secuencias
de polipéptidos SEQ ID NOs: 17-18 y ACI-12-AB-11 que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 19-20 o
una parte funcional de los mismos como se describe aqui. En particular, el anticuerpo monoclonal es producido por
el hibridoma FG1F9E4, depositado el 25 de mayo de 2007 como DSM ACC2845, o por el hibridoma FK2A6A6,
depositado el 25 de mayo de 2007 como DSM ACC2846.

En particular, la carga de placa se reduce en al menos un 20 %, particularmente al menos un 25 %, mas
particularmente al menos un 30 %, incluso mas particularmente mas de un 30 %.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un método para reducir la cantidad de placas en el cerebro de un
sujeto, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afeccion
asociada con un aumento en la carga de placa en el cerebro que comprende administrar a un sujeto, particularmente
un mamifero, mas particularmente un ser humano que necesita tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz
de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, o una composicién o una mezcla segun la invencién y como se ha
descrito antes en la presente memoria..

En un aspecto especifico de la invencién, el anticuerpo monoclonal utilizado en tales métodos es ACI-24-Ab-3 que
tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 7-8 o una parte funcional del mismo como se describe aqui. En
particular, el anticuerpo monoclonal es producido por el hibridoma EJ1A9, depositado el 25 de mayo de 2007 como
DSM ACC2844.

En un aspecto especifico adicional de la invencion, el anticuerpo monoclonal utilizado en estos métodos es el
anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo de anticuerpos que comprende ACI-11-Ab-9 que tiene las secuencias
de polipéptidos SEQ ID NOs: 17-18 y ACI-12-Ab-11 que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 19-20 o
una parte funcional de los mismos como se describe aqui. En particular, el anticuerpo monoclonal es producido por
el hibridoma FG1F9E4, depositado el 25 de mayo de 2007 como DSM ACC2845, o el hibridoma FK2A6A6,
depositado el 25 de mayo de 2007 como DSM ACC2846.

En particular, la cantidad de placas en el cerebro se reduce al menos en un 10 %, particularmente al menos un 15
%, mas particularmente mas de un 15 %.

En otro aspecto mas de la invencion, se proporciona un método para disminuir la cantidad total de AB soluble en el
cerebro de un sujeto, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad
o afeccion asociada con el aumento de las concentraciones de AR soluble en el cerebro, que comprende administrar
a un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano que necesite tal tratamiento, una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, o una composicion o una mezcla segun la
invencion y como se describe en la presente memoria.

En un aspecto especifico de la invencion, el anticuerpo monoclonal de estos métodos es ACI-24-Ab-3 que tiene las
secuencias de polipéptidos SEQ ID NOs: 7-8 o una parte funcional del mismo como se describe aqui. En particular,
el anticuerpo monoclonal es producido por el hibridoma EJ1A9, depositado el 25 de mayo de 2007 como DSM
ACC2844.

En un aspecto especifico adicional de la invencion, el anticuerpo monoclonal utilizado en estos métodos es el
anticuerpo monoclonal seleccionado del grupo de anticuerpos que comprende ACI-11-Ab-9 que tiene las secuencias
de polipéptidos SEQ ID NOs: 17-18 y ACI-12-Ab-11 que tiene las secuencias de polipéptidos SEQ ID NO: 19-20 o
una parte funcional de los mismos como se describe aqui. En particular, el anticuerpo monoclonal es producido por
el hibridoma FG1F9E4, depositado el 25 de mayo de 2007 como DSM ACC2845, o el hibridoma FK2A6A6,
depositado el 25 de mayo de 2007 como DSM ACC2846.

En otro aspecto mas de la invencioén, se proporciona un método para prevenir, tratar o aliviar, en un sujeto que lo
necesite, los efectos de las enfermedades y trastornos causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo
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amiloide, incluyendo, pero sin limitarse a, amiloidosis, tumores endocrinos, y degeneracién macular en un animal,
mamifero, o un ser humano afectado por dicho trastorno mediante la administracion de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, o una composicion o una mezcla segun la
invencion y como se describe aqui, a un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano
que necesite tal tratamiento.

En otro aspecto mas de la invencion, se proporciona un método para conservar o aumentar la capacidad de
memoria cognitiva en un mamifero que presenta una enfermedad o afeccion asociada con el amiloide que
comprende administrar a un animal, particularmente un mamifero, mas particularmente un ser humano que necesita
dicho tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, o una
composicion o una mezcla segun la invencion o como se ha descrito antes en la presente memoria.

En una realizacién, la invencion se refiere a una linea celular de hibridoma, caracterizada porque produce un
anticuerpo monoclonal segun la invencién o como se ha descrito antes en la presente memoria.

En particular, la invencion se refiere a una linea celular de hibridoma, caracterizada porque produce un anticuerpo
monoclonal cuyo anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por el hibridoma
EJ1A9, depositado el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2844.

En una realizacién especifica de la invencién, se proporciona la linea celular de hibridoma EJ1A9, depositada el 25
de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2844.

En particular, la invencion se refiere a una linea celular de hibridoma, caracterizada porque produce un anticuerpo
monoclonal cuyo anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por el hibridoma
FG1F9E4, depositado el 25 de mayo de 2007 como DSM ACC2845, o el hibridoma FK2A6A6, depositado el 25 de
mayo de 2007 como DSM ACC2846.

En una realizacién especifica de la invencién, se proporciona la linea celular de hibridoma FG1F9E4, depositada el
25 de mayo de 2007, como DSM ACC2845.

En otra realizacién especifica de la invencién, se proporciona la linea celular de hibridoma FK2A6A6, depositada el
25 de mayo de 2007, como DSM ACC2846.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método de diagnéstico de una enfermedad o afeccién asociada con
el amiloide en un sujeto, que comprende la deteccion de la union inmunoespecifica de un anticuerpo como se
describe en esta memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, a un epitopo de la proteina amiloide en una muestra o in
situ, que incluye las etapas de

(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo del sujeto que se sospecha que
contiene la proteina amiloide, con un anticuerpo segun la invencién, cuyo anticuerpo se une a un epitopo
conformacional de la proteina amiloide;

(b) dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunoldégico;

(c) detectar la formacion del complejo inmunoldgico, particularmente de tal manera que la presencia o
ausencia del complejo inmunoldgico se correlacione con la presencia o ausencia de la proteina amiloide; y

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

En una realizacién especifica la composicion de la etapa (a) comprende una combinacion de anticuerpos para el
tratamiento de dicho sujeto.

En una realizacion, se proporciona un método para determinar la extension de la carga de placa amiloidogénica en
un tejido de un sujeto que lo necesite, que comprende

(a) obtener una muestra representativa del tejido del sujeto objeto de la investigacion;

(b) analizar dicha muestra para la presencia de la placa amiloide con un anticuerpo segun la invencion y
como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo;

(c) determinar la cantidad de anticuerpo unido a la muestra, particularmente de tal manera que la presencia
o ausencia del complejo inmunoldgico se correlacione con la presencia o ausencia de placa amiloide; y

(d) calcular la carga de placa en el tejido del sujeto.
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En una realizacion, se proporciona un método para diagnosticar una predisposicion a una enfermedad o afeccion
asociada con el amiloide en un sujeto, que comprende la deteccion de la unidn especifica de un anticuerpo como se
describe aqui, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, a un epitopo de la proteina amiloide en una muestra o in situ, que
incluye las etapas de

(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo del sujeto que se sospecha que
contiene la proteina amiloide, con el anticuerpo, en donde el anticuerpo se une a un epitopo conformacional
de la proteina amiloide;

(b) dejar que el anticuerpo se una a cualquier proteina amiloide en la muestra para formar un complejo
inmunoldgico;

(c) detectar la formacion del complejo inmunoldgico;

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de
proteina amiloide en la muestra o parte o zona especifica del cuerpo del sujeto; y

(e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor normal de control,

en donde un aumento en la cantidad de dicho complejo en comparacion con un valor normal de control indica que
dicho paciente padece o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccion asociada con el amiloide.

En una realizacion, se proporciona un método para el seguimiento de la enfermedad residual minima en un sujeto
después de tratamiento con un anticuerpo o una composicién segun la invencidon, en donde dicho método
comprende:

(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo del sujeto que se sospecha que
contiene la proteina amiloide, con un anticuerpo segun la invencién y como se describe en la presente
memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo , cuyo anticuerpo se une a un epitopo conformacional de la
proteina amiloide;

(b) dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunolégico;
(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico;

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra o parte o zona especifica del cuerpo del sujeto; y

(e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor normal de control,

en donde un aumento en la cantidad de dicho complejo en comparacion con un valor normal de control indica que
dicho sujeto todavia padece una enfermedad residual minima.

En una realizaciéon especifica la composicion de la etapa (a) comprende una combinacion de anticuerpos para el
tratamiento de dicho sujeto.

En una realizacién, se proporciona un método para predecir el grado de respuesta de un sujeto que esta siendo
tratado con un anticuerpo o una composicién segun la invencion, que comprende

(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo que se sospecha que contiene la
proteina amiloide con un anticuerpo segun la invencidon y como se describe en la presente memoria,
particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une a un epitopo conformacional de la proteina amiloide;

(b) dejar que el anticuerpo se una al antigeno amiloide para formar un complejo inmunolégico;
(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico;

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra o parte o zona especifica del cuerpo del sujeto; y

(e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico antes y después del inicio del tratamiento,

en donde una disminuciéon en la cantidad de dicho complejo inmunoldgico indica que dicho sujeto tiene altas
posibilidades de responder al tratamiento.

En una realizaciéon especifica la composicion de la etapa (a) comprende una combinacion de anticuerpos para el
tratamiento de dicho sujeto.
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En una realizacion, la invencion se refiere a un kit de ensayo para la deteccion y diagnéstico de enfermedades y
condiciones asociadas con el amiloide en un sujeto que lo necesite, que comprende un anticuerpo segun la
invencion y como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal incluyendo
cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, e instrucciones para utilizar el
anticuerpo con el fin de que se una a la proteina amiloide y forme un complejo inmunoldgico, y para detectar la
formacién del complejo inmunolégico de tal manera que la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico se
correlacione con la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

Estos y otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién se haran evidentes después de una
revision de la siguiente descripcion detallada de las realizaciones descritas y de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de las figuras y secuencias

La Figura 1 muestra los resultados de un estudio de mapeo epitépico del anticuerpo monoclonal murino ACI-24-Ab-3
realizado mediante ELISA utilizando una biblioteca de péptidos de los péptidos superpuestos que cubren la
secuencia completa de aminoacidos de ABR1-42. La unién a la AB1-42 completa se utiliz6 como control positivo.
Todos los demas péptidos fueron de 8 a 10 aminoacidos (aa) de largo. El numero de péptido corresponde al
aminoacido de la secuencia AB1-42 en el que empieza el péptido. Los resultados se expresan como D.O. (densidad
optica).

La Figura 2 muestra los resultados de un estudio de mapeo epitdpico del anticuerpo monoclonal murino ACI-24-Ab-3
realizado mediante ELISA utilizando péptidos mas largos que cubren AR k1-28, 17-40, 1-40, 1-42A (Anaspec) o 1-
42B (Bachem). Los resultados se expresan como D.O., después de restar el ruido de fondo. Los resultados
muestran la media £ 1 error estandar de 2 experimentos independientes.

La Figura 3 representa la inhibicion mediada por el ACI-24-Ab-3 de la agregacion de AB1-42 con una relacién molar
de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 y 1:10. Los resultados muestran la media + 1 error estandar de 2 experimentos
independientes.

La Figura 4 representa la desagregacion mediada por ACI-24-Ab-3 de pre-agregados de ABR1-42 con una relacion
molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 y 1:10. Los resultados muestran la media + 1 error estandar de 2
experimentos independientes.

La Figura 5 representa la union del anticuerpo ACI-24-Ab-3 a preparaciones del péptido AR1-42 proto-fibrilares (PF)
de alto peso molecular (HMW) enriquecidas con oligdmeros y a preparaciones del péptido AB1-42 monoméricas de
bajo peso molecular (LMW).

La Figura 6 representa la union del anticuerpo de control 6E10 a preparaciones del péptido AB1-42 proto-fibrilares
(PF) de alto peso molecular (HMW) enriquecidas con oligémeros y a preparaciones del péptido AB1-42 monoméricas
de bajo peso molecular (LMW).

La Figura 7 representa la unién del anticuerpo ACI-24-Ab-3 (A) y del anticuerpo control 6E10 (B) a mondmeros y
oligébmeros del péptido AB1-42. Los resultados se expresan como la media (+ SEM) de los valores de densidad
optica (D.O.) de tres experimentos independientes.

La Figura 8 muestra los resultados de un estudio de mapeo epitdpico del anticuerpo monoclonal murino ACI-11-Ab-9
realizado mediante ELISA utilizando una biblioteca de péptidos de los péptidos superpuestos que cubren la
secuencia de aminoacidos completa de AB1-42. La unién a la AB1-42 completa se utiliz6 como control positivo.
Todos los demas péptidos fueron de 8 a 10 aminoacidos de largo. El nimero de péptido corresponde al aminoacido
de la secuencia AB1-42 en el que empieza el péptido. Los resultados se expresan como D.O..

La Figura 9 muestra los resultados de un estudio de mapeo epitdpico del anticuerpo monoclonal murino ACI-11-Ab-9
realizado mediante ELISA utilizando péptidos mas largos que cubren AB 1-28, 17-40, 1-40, 1-42A (Anaspec) o 1-42B
(Bachem). Los resultados se expresan como D.O., después de restar el ruido de fondo. Los resultados se expresan
como la media * 1 error estandar de 2 experimentos independientes.

La Figura 10 muestra los resultados de un estudio de mapeo epitépico del anticuerpo monoclonal murino ACI-12-Ab-
11 realizado mediante ELISA utilizando una biblioteca de péptidos de péptidos superpuestos que cubren la
secuencia de aminoacidos completa de AB1-42. La unién a la AB1-42 completa se utiliz6 como control positivo.
Todos los otros péptidos fueron 8 a 10 aa de largo. El nimero de péptido corresponde al aminoacido de la secuencia
AB1-42 en el que empieza el péptido. Los resultados se expresan como D.O..

La Figura 11 muestra los resultados de un estudio de mapeo epitépico del anticuerpo monoclonal murino ACI-11-Ab-
9 realizado mediante ELISA utilizando el péptido mas largo que cubre AR 1-28, 17-40, 1-40, 1-42A (Anaspec) o 1-
42B (Bachem). Los resultados se expresan como D.O., después de restar el ruido de fondo. Los resultados
muestran la media * error estandar de 2 experimentos independientes.
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La Figura 12 representa la inhibicion mediada por el ACI-11-Ab-9 de la agregacion de AR1-42 con una relacién molar
de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 y 1:10. Los resultados muestran la media + 1 error estandar de 2 experimentos
independientes.

La Figura 13 representa la desagregacion mediada por ACI-11-Ab-9 de pre-agregados de AB1-42 con una relacion
molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 y 1:10. Los resultados muestran la media + 1 error estandar de 2
experimentos independientes.

La Figura 14 representa la inhibicion mediada por el ACI-12-Ab-11 de la agregacion de AB1-42 con una relacion
molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 y 1:10. Los resultados muestran la media + 1 error estandar de 2
experimentos independientes.

La Figura 15 representa la desagregacion mediada por ACI-12-Ab-11 de pre-agregados de AB1-42 con una relacion
molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 y 1:10. Los resultados muestran la media + 1 error estandar de 2
experimentos independientes

La Figura 16 representa la union del anticuerpo ACI-12-Ab-11 (A) y del anticuerpo control 6E10 (B) a mondmeros y
oligébmeros del péptido AR1-42. Los resultados se presentan como la media (+ SEM) de los valores de densidad
optica (D.O.) de tres experimentos independientes.

La Figura 17 representa esquematicamente las etapas en el ensayo ELISA que se puede utilizar para analizar la
union de rhApoE4 a AB4x-biotina.

La Figura 18 representa los resultados obtenidos del desarrollo de un ensayo ELISA para la unidon de rhApoE4 a
ABao-biotina. Para optimizar las concentraciones de rhApoE4 y AB4z-biotina, se analizan diluciones de rhApoE4 con
una concentracion constante de AB42-biotina.

La Figura 19 representa el efecto del exceso de ABa4z-biotina sobre la uniéon de ABa42-biotina complejada con rhApoE4
en el ensayo ELISA descrito.

La Figura 20 representa una determinaciéon en una muestra de la concentracion optima de ABa4z-biotina en el ensayo
ELISA descrito.

La Tabla 1.1 expone los anticuerpos y constructos antigénicos utilizados para producir ciertos anticuerpos descritos
en la presente memoria.

Tabla 1.2 Union de péptidos AR a ACI-24-Ab-3. Los resultados se expresan como D.O. después de restar el ruido de
fondo.

Tabla 1.3 Union de ACI-24-Ab-3 a 33 péptidos superpuestos de AR 1-42 analizada mediante ELISA. La union al AB
1-42 completo se utilizd6 como control positivo. Todos los otros péptidos fueron de 8 a 10 aa de largo. El nimero de
péptido corresponde al aminoacido de la secuencia AR 1-42 en el que comienza el péptido. Los resultados se
expresan como D.O.

Tabla 1.4 Unién del anticuerpo ACI-24-Ab-3 (EJ1A9 de ratdn) a preparaciones del péptido AB1-42 proto-fibrilares
(PF) de alto peso molecular (HMW) enriquecidas con oligémeros y a preparaciones del péptido AB1-42 monoméricas
de bajo peso molecular (LMW).

Tabla 1.5 Unién del anticuerpo control 6E10 a preparaciones del péptido AR1-42 proto-fibrilares (PF) de alto peso
molecular (HMW) enriquecidas con oligémeros y a preparaciones del péptido AB1-42 monoméricas de bajo peso
molecular (LMW).

Tabla 1.6 Unién del anticuerpo ACI-24-Ab-3 (EJ1A9 de ratén) a mondmeros y oligémeros del péptido AB1-42. Los
resultados se expresan como valores de D.O..

Tabla 1.7 Unién del anticuerpo de control 6E10 a mondmeros y oligémeros del péptido AB1-42. Los resultados se
expresan como valores de D.O..

La Tabla 2.1 expone los anticuerpos y constructos antigénicos utilizados para producir ciertos anticuerpos descritos
en la presente memoria.

Tabla 2.2 Unién de péptidos AR a ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11. Los resultados se expresan como D.O. después de
restar el ruido de fondo.

Tabla 2.3 Unién de ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 a 33 péptidos superpuestos de AB1-42 analizada mediante ELISA.
La unién al AB1-42 completo se utilizé como control positivo. Todos los otros péptidos fueron de 8 a 10 aa de largo.
El nimero de péptido corresponde al aminoacido del AR 1-42 en el que comienza el péptido. Los resultados se
expresan como valores de D.O.
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Tabla 2.4 Unién del anticuerpo ACI-12-Ab-11 (FK2A6A6 clon) a monémeros y oligémeros del péptido AR1-42. Los
resultados se expresan como valores de D.O..

Tabla 2.5 Unién del anticuerpo de control 6E10 a los monoémeros y oligémeros del péptido AB1-42. Los resultados se
expresan como valores de D.O..

SEQ ID NO: 1: Péptido antigénico AB22-3s,

SEQ ID NO: 2: Péptido antigénico AB29-40,

SEQ ID NO: 3: Fragmento AR1-2s de péptido AR

SEQ ID NO: 4: Fragmento AR+7.40 de péptido AB

SEQ ID NO: 5 Fragmento AB1.40 de péptido AR

SEQ ID NO 6: Fragmento AB1.42 de péptido AR

SEQ ID NO: 7 Secuencia de aminoacidos de la secuencia del dominio variable de la cadena ligera de ACI-24-Ab-3.
SEQ ID NO: 8 Secuencia de aminoacidos de la secuencia del dominio variable de la cadena pesada de ACI-24-Ab-3.
SEQ ID NO: 9 Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera

SEQ ID NO: 10 Secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la cadena ligera

SEQ ID NO: 11 Secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la cadena ligera

SEQ ID NO: 12 Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada

SEQ ID NO: 13 Secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la cadena pesada

SEQ ID NO:14 Secuencia de aminoacidos de la CDRS3 de la cadena pesada

SEQ ID NO: 15 Secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia del dominio variable de la cadena ligera de
ACI-24-Ab-3.

SEQ ID NO: 16 Secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia del dominio variable de la cadena pesada de
ACI-24-Ab-3.

SEQ ID NO: 17 Secuencia de aminoacidos de la secuencia del dominio variable de la cadena ligera de ACI-11-Ab-9.
SEQ ID NO: 18 Secuencia de aminoacidos de la secuencia del dominio variable de la cadena pesada de ACI-11-Ab-9
SEQ ID NO: 19 Secuencia de aminoacidos de la secuencia del dominio variable de la cadena ligera de ACI-12-Ab-11.
SEQ ID NO: 20 Secuencia de aminoacidos de la secuencia del dominio variable de la cadena pesada de ACI-12-Ab-11.
SEQ ID NO: 21 Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena ligera

SEQ ID NO: 22 Secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la cadena ligera

SEQ ID NO: 23 Secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la cadena ligera

SEQ ID NO: 24 Secuencia de aminoacidos de la CDR1 de la cadena pesada

SEQ ID NO: 25 Secuencia de aminoacidos de la CDR2 de la cadena pesada

SEQ ID NO: 26 Secuencia de aminoacidos de la CDR3 de la cadena pesada

SEQ ID NO: 27 Secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia del dominio variable de la cadena ligera de
ACI-11-Ab-9.

SEQ ID NO: 28 Secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia del dominio variable de la cadena pesada de
ACI-11-Ab-9.

SEQ ID NO: 29 Secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia del dominio variable de la cadena ligera de
ACI-12-Ab-11.

SEQ ID NO: 30 Secuencia de polinucleétidos que codifica la secuencia del dominio variable de la cadena ligera de
ACI-12-Ab-11.
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Definiciones

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

Los términos "un", "una" "el" y “la” como se utilizan en la presente memoria, se definen para significar "uno o mas" e
incluyen el plural a menos que el contexto no sea el apropiado.

"o«

Los términos "deteccion" “detectar” o "detectado" como se utilizan en la presente memoria significan el uso de
técnicas conocidas para la deteccién de moléculas biolégicas tales como métodos inmunoquimicos o histologicos y
se refieren a la determinacion cualitativa o cuantitativa de la presencia o concentracion de la biomolécula en
investigacion.

"Amiloide 8, AB o B-amiloide" es un término reconocido en la técnica y se refiere a proteinas y péptidos $-amiloides,
proteina precursora B-amiloide (APP), ademas de las modificaciones, fragmentos y cualquier equivalente funcional
de los mismos. Como se usa en la presente memoria, § amiloide se refiere a cualquier fragmento producido por
escision proteolitica de APP, pero especialmente a aquellos fragmentos que estan implicados en o asociados con
las patologias amiloides, incluyendo, pero sin limitarse a, AB+.3s, AB1-39, AB1-40, AB141, AB1.42 Y AB1.43.

La estructura y las secuencias de los péptidos $-amiloides como se ha mencionado antes son bien conocidas por los
expertos en la técnica y los métodos de produccion de dichos péptidos o de su extraccion del cerebro y otros tejidos
estan descritos, por ejemplo, por Glenner and Wong, Biochem Biophys Res Comm 129, 885-890 (1984). Por otra
parte, los péptidos B-amiloides también estan disponibles comercialmente en diversas formas.

"Fibrilla AB" o "Filamento AB " o "fibrillas de amiloide" o "proto-fibrillas" son formas poliméricas de proteina
monomérica que forma fibras individuales o agrupadas con un diametro de fibra constante que son insolubles en
medio acuoso y contienen grandes cantidades de una estructura 8 cruzada en su nucleo; en gran parte con cadenas
beta perpendiculares al eje de las fibrillas.

"AB monomérico” o "monémero de AB" son proteinas B-amiloides completamente solubilizadas sin complejos
agregados en medio acuoso.

"Proto-fibrillas" o "preparacion proto-fibrilar" tal como se utiliza aqui se refiere a fracciones de peso molecular mas
alto de péptidos AR amiloides poliméricos, que estan enriquecidos con oligdmeros solubles de A amiloides.

"Amiloide polimérico soluble" y "péptidos AR amiloides oligoméricos" y "oligdmero de AB" se utilizan de modo
intercambiable en la presente memoria y se refieren a multiples monémeros agregados de péptidos amiloides, o de
péptidos de tipo amiloide, o de péptidos amiloides modificados o truncados o de otros derivados de péptidos
amiloides que forman estructuras oligoméricas o poliméricas que son solubles tanto in vitro en medio acuoso como
in vivo en el cuerpo de mamiferos o seres humanos, mas particularmente en el cerebro, pero se refieren
particularmente a multiples mondémeros agregados de péptidos amiloides o de péptidos amiloides modificados o
truncados o de derivados de los mismos, que son solubles en el cuerpo de mamiferos o seres humanos, mas
particularmente en el cerebro.

"Péptidos AB amiloides poliméricos solubles" y "péptidos AR amiloides oligoméricos" y "oligdmero de AR" se utilizan
de modo intercambiable en la presente memoria y se refieren a multiples mondémeros agregados de péptidos AB
amiloides, o de péptidos AR amiloides modificados o truncados o de otros derivados de péptidos AR amiloides que
forman estructuras oligoméricas o poliméricas que son solubles tanto in vitro en medio acuoso como in vivo en el
cuerpo de un mamifero o de un ser humano, mas particularmente en el cerebro, pero se refieren particularmente a
multiples mondémeros agregados de B-amiloide (AB) o de péptidos de B-amiloide (AB) modificados o truncados o de
derivados de los mismos, que son solubles en el cuerpo de mamiferos o de seres humanos, mas particularmente en
el cerebro.

Con respecto a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une a un péptido AR 1-40 monomérico particularmente a un péptido A 1-
40 monomeérico y a un péptido amiloide soluble polimérico y/o oligomérico que comprende una pluralidad de
péptidos AB1-42 monoméricos, pero muestra una unién sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomérico y
una union intermedia al péptido 1-42 monomérico, y esencialmente ninguna union al péptido AR 17-40 monomérico;
por una "unién sustancialmente mas débil" se entiende una unidn, que es al menos aproximadamente 80 %,
particularmente al menos aproximadamente 85 %, mas particularmente al menos aproximadamente 90 %, pero
especialmente al menos aproximadamente 95 % menor que la union al péptido AR 1-40 monomérico.

Con respecto a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-42 monomeérico y a péptidos A poliméricos solubles
que comprenden una pluralidad de péptidos ABi42 monoméricos y a fibrillas o fibras AB que incorporan una
pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero muestra una union sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28
monomeérico y esencialmente ninguna union al péptido AR 17-40 monomeérico, por una "union sustancialmente mas
débil" se entiende una unién, que es al menos aproximadamente 60 %, en particular al menos aproximadamente 65
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%, mas particularmente al menos aproximadamente 70 %, incluso mas particularmente al menos aproximadamente
80 %, pero especialmente al menos aproximadamente 90 % y hasta el 100 % menor que la unién al péptido AR 1-42
monomerico.

Con respecto a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-40 monomérico particularmente al péptido AR 1-40
monomeérico y al péptido amiloide soluble polimérico y/o oligomérico que comprende una pluralidad de péptidos AB1-
42 monoméricos, pero muestra una unién sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomérico y una union
intermedia al péptido 1-42 monomeérico y esencialmente ninguna unién al péptido AR 17-40 monomeérico; por una
"unién intermedia" se entiende una unién, que es al menos aproximadamente 60 %, particularmente al menos
aproximadamente 65 %, mas particularmente al menos aproximadamente 70 %, incluso mas particularmente al
menos aproximadamente 80 %, menor que la unién al péptido AR 1-40 monomeérico.

Con respecto a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-40 monomérico particularmente al péptido AR 1-40
monomérico y al péptido amiloide soluble polimérico y/o oligomérico que comprende una pluralidad de péptidos AB1-
42 monoméricos, pero muestra una unién sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomérico y una union
intermedia al péptido monomérico 1-42 y esencialmente ninguna unién al péptido AR 17-40 monomérico; por
"esencialmente ninguna union" se entiende una unidén, que es al menos aproximadamente 95 %, particularmente al
menos aproximadamente 98 %, pero especialmente al menos aproximadamente 99 % y hasta el 100 % menor que
la unién al péptido AR 1-40 monomeérico.

Con respecto a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se une al péptido AR 1-42 monomérico y a los péptidos AB poliméricos
solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AR1-42 monomeéricos y a fibrillas o fibras AB que incorporan
una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero muestra una unién sustancialmente mas débil al péptido AB 1-28
monomeérico y esencialmente ninguna union al péptido AB 17-40 monomérico, por "esencialmente ninguna unién" se
entiende una unién, que es al menos aproximadamente 85 %, particularmente al menos aproximadamente 90 %,
mas particularmente al menos aproximadamente 95 %, incluso mas particularmente al menos aproximadamente 98
%, pero especialmente al menos aproximadamente 99 % y hasta el 100 % menor que la union al péptido AR 1-42
monomerico.

La union del anticuerpo segun la invencién como se describe en la presente memoria, particularmente un anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, a péptidos
AB monoméricos se determina mediante un ensayo de tipo ELISA, en particular mediante un ensayo ELISA
utilizando péptidos AB monoméricos biotinilados, pero especialmente mediante un ensayo ELISA como se describe
en los Ejemplos 1.16 y 2.16 mas adelante.

Por "aislado" se entiende una molécula bioldgica libre de al menos alguno de los componentes con los que aparece
naturalmente.

La expresion "enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo
amiloide" incluye, pero no se limita a, las enfermedades y trastornos causados por la presencia o actividad de las
proteinas de tipo amiloide en estado monomérico, de fibrillas, o polimérico, o cualquier combinacién de los tres.
Dichas enfermedades y trastornos incluyen, pero no se limitan a, amiloidosis, tumores endocrinos, y degeneracion
macular.

El término "amiloidosis" se refiere a un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion de la placa
amiloide incluyendo, pero sin limitarse a, la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad tales
como enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, trastornos neurolégicos tales como la enfermedad de
Alzheimer (EA), incluyendo enfermedades o afecciones caracterizadas por una pérdida de la capacidad de memoria
cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de
Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés); complejo de Parkinson-demencia de Guam;
ademas de otras enfermedades que se basan en o estan asociadas con las proteinas de tipo amiloide, tales como la
paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson,
demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), miositis por cuerpos de inclusion (IBM),
diabetes de inicio en la edad adulta; y amiloidosis cardiaca senil, y varias enfermedades oculares, incluyendo la
degeneracion macular, neuropatia 6ptica relacionada con drusen y cataratas debidas a los depdsitos de beta-
amiloide.

Los términos "anticuerpo" o "anticuerpos" como se utilizan en la presente memoria son términos reconocidos en la
técnica y se entiende que se refieren a moléculas o fragmentos activos de moléculas que se unen a antigenos
conocidos, particularmente a moléculas de inmunoglobulina y a porciones inmunolégicamente activas de las
moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de wunibn que se une
inmunoespecificamente a un antigeno. La inmunoglobulina segun la invencién puede ser de cualquier tipo (IgG, IgM,
IgD, IgE, IgA e IgY) o clase (IgG1, 1I9G2, 1IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2) o subclases de molécula de inmunoglobulina.
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Se pretende que "anticuerpos" dentro del alcance de la presente invencion incluya anticuerpos monoclonales,
policlonales, quiméricos, de cadena sencilla, biespecificos o bi-eficaces, simianizados, humanos y humanizados,
ademas de los fragmentos activos de los mismos. Los ejemplos de los fragmentos activos de las moléculas que se
unen a antigenos conocidos incluyen fragmentos Fab, F(ab'),, scFv y Fv, incluyendo los productos de una biblioteca
de expresion de inmunoglobulina Fab y los fragmentos de unién a epitopos de cualquiera de los anticuerpos y
fragmentos mencionados anteriormente.

Estos fragmentos activos se pueden derivar de un anticuerpo de la presente invencion mediante varios métodos
conocidos en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales purificados se pueden escindir con una enzima,
tal como pepsina, y se pueden someter a filtracion en gel mediante HPLC. La fraccidon apropiada que contiene los
fragmentos Fab se puede recoger a continuaciéon y concentrar por filtracion de membrana y similares. Para una
descripcion adicional de las técnicas generales para el aislamiento de fragmentos activos de anticuerpos, véase, por
ejemplo, Khaw, BA et al. J. Nucl. Med. 23: 1011-1019 (1982); Rousseaux et al. Methods Enzymology, 121: 663-69,
Academic Press, 1986.

Un "anticuerpo humanizado" se refiere a un tipo de anticuerpo manipulado que tiene sus CDR derivadas de una
inmunoglobulina donadora no humana, estando derivadas el resto de las porciones derivadas de inmunoglobulina de
la molécula, de una o mas inmunoglobulinas humanas. Ademas, los residuos de soporte del marco se pueden
alterar para conservar la afinidad de unién. Los métodos para obtener “anticuerpos humanizados" son bien
conocidos por los expertos en la técnica. (véase, por ejemplo, Queen et al, Proc Natl Acad Sci USA, 86: 10029-
10032 (1989), Hodgson et al, Bio/Technology, 9: 421 (1991)).

Un "anticuerpo humanizado" se puede obtener también mediante un nuevo enfoque de ingenieria genética que
permite la produccién de anticuerpos policlonales de tipo humano madurados por afinidad en animales grandes,
tales como, por ejemplo, conejos (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos No. 7.129.084).

El término "anticuerpo monoclonal" también es bien reconocido en la técnica y se refiere a un anticuerpo que se
produce en masa en el laboratorio a partir de un Unico clon y que reconoce solamente un antigeno. Los anticuerpos
monoclonales se elaboran tipicamente fusionando una célula B productora de anticuerpos, normalmente de vida
corta, con una célula de crecimiento rapido, tal como una célula cancerosa (denominada a veces célula "inmortal").
La célula hibrida resultante o hibridoma, se multiplica rapidamente, creando un clon que produce grandes cantidades
del anticuerpo. Para los fines de la presente invencién, también se debe entender que "anticuerpo monoclonal”
comprende los anticuerpos que son producidos por un clon madre que todavia no ha alcanzado una monoclonalidad
completa.

El término "CDR" se refiere a la region hipervariable de un anticuerpo. El término "region hipervariable”, "HVR", o
"HV", cuando se utiliza aqui se refiere a las regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en
la secuencia y/o que forman bucles estructuralmente definidos. Generalmente, los anticuerpos comprenden seis
regiones hipervariables; tres en la VH (region variable de la cadena pesada) (H1, H2, H3), y tres en la VL (region
variable de la cadena ligera) (L1, L2, L3). Un ndmero de delineaciones de la region hipervariable estan en uso y se
abarcan en la presente memoria. Las regiones determinantes de complementariedad de Kabat se basan en la
variabilidad de la secuencia y son comunmente las mas utilizadas (Kabat et al, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Serviice, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)).

Las letras "HC" y "LC" que preceden al término "CDR" se refieren, respectivamente, a una CDR de una cadena
pesada y de una cadena ligera. Chothia se refiere en cambio a la ubicacion de los bucles estructurales (Chothia and
Lesk J. Mol Biol. 196:. 901-917 (1987)). Las regiones hipervariables de AbM representan un compromiso entre las
CDRs de Kabat y los bucles estructurales de Chothia, y son utilizadas por el software de modelado de anticuerpos
AbM de Oxford Molecular. Las regiones hipervariables de "contacto" se basan en un andlisis de las estructuras
cristalinas complejas disponibles. Los residuos de cada una de estas regiones hipervariables se indican a
continuacion.

Bucle Kabat AbM Chothia Contacto
L1 L24-L34 L24-L34 L26-L32 L30-L36
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55
L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96
H1 H31-H35B H31-H35B H26-H32 H30-H35B
(Numeracioén de Kabat)

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

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58
H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 548 102 T3

Las regiones hipervariables pueden comprender “regiones hipervariables extendidas" como sigue: 24-36 o 24-34
(L1), 46-56 o 50-56, (L2) y 89-97 0 89-96 (L3) en la VL y 26-35 (H1), 50-65 0 49-65 (H2) y 93-102, 94-102, 0 95-102
(H3) en la VH. Los residuos del dominio variable se numeran segun Kabat et al., supra, para cada una de estas
definiciones.

El término "numeracion de residuo de dominio variable segun Kabat" o "numeracion de posicion de aminoacido
segun Kabat", y variaciones del mismo, se refiere al sistema de numeracion utilizado para los dominios variables de
la cadena pesada o dominios variables de la cadena ligera de la compilacion de anticuerpos en Kabat et al,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991).

Utilizando este sistema de numeracion, la secuencia de aminoacidos lineal real puede contener menos aminoacidos
o0 aminoacidos adicionales que corresponden a un acortamiento de o a una inserciéon en una FR (regién marco) o
HVR del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de la cadena pesada puede incluir una inserciéon de un
solo aminoacido (residuo 52a segun Kabat) después del residuo 52 de H2 y residuos insertados (por ejemplo,
residuos 82a, 82b, y 82c, etc. segun Kabat) después del residuo 82 de la FR de la cadena pesada. La numeracion
de Kabat de los residuos se puede determinar para un anticuerpo dado mediante la alineacidon en regiones de
homologia, de la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada "estandar" de Kabat.

Se entiende dentro del alcance de la presente invencién que "anticuerpo funcionalmente equivalente" hace
referencia a un anticuerpo que comparte sustancialmente con un anticuerpo al menos una propiedad funcional
importante, por ejemplo, las propiedades funcionales descritas en la presente memoria, incluyendo, pero sin
limitarse a: especificidad de union a la proteina B-amiloide, particularmente a la proteina AB142, y mas
particularmente a la regién epitdpica 4-16 de la proteina ABi42, inmunorreactividad in vitro, inhibicion de la
agregacion de los monémeros de AB1.42 en fibrillas poliméricas de alto peso molecular y/o desagregacion de fibrillas
poliméricas de AB+4> preformadas, y/o una propiedad de rotura de la lamina B, y aliviar los efectos de las
enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con las proteinas amiloides o de tipo amiloide
incluyendo, pero sin limitarse a, amiloidosis, tumores endocrinos, y degeneracion macular, cuando se administra
profilacticamente o terapéuticamente. Los anticuerpos pueden ser de cualquier clase tales como IgG, IgM, o IgA, etc.
o de cualquier subclase tales como IgG1, 1gG2a, etc. y otras subclases descritas en la presente memoria o
conocidas en la técnica, pero particularmente de la clase IgG4. Ademas, los anticuerpos pueden ser producidos por
cualquier método, tal como presentacion en fagos, o producidos en cualquier organismo o linea celular, incluyendo
bacterias, insectos, mamiferos u otro tipo de célula o linea celular que produce anticuerpos con las caracteristicas
deseadas, tales como anticuerpos humanizados . Los anticuerpos también se pueden formar mediante la
combinacién de una porcién Fab y una region Fc de especies diferentes.

Los términos "biespecifico" o "bifuncional" y "bi-eficaz" se utilizan como sinénimos dentro del alcance de esta
solicitud para caracterizar un anticuerpo que presenta tanto una propiedad de inhibicion de la formacion de fibras de
amiloide o de tipo amiloide, como una propiedad de desagregacion de fibras de amiloide o de tipo amiloide.

El término "antigeno" se refiere a una entidad o fragmento de la misma que puede inducir una respuesta inmunitaria
en un organismo, particularmente un animal, mas particularmente un mamifero, incluyendo un ser humano. El
término incluye inmunoégenos y regiones de los mismos responsables de la antigenicidad o determinantes
antigénicos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "soluble" significa que se disuelve parcial o completamente en
una solucién acuosa.

También como se utiliza en la presente memoria, el término "inmunogénico" se refiere a sustancias que provocan o
potencian la produccion de anticuerpos, células T u otras células inmunitarias reactivas dirigidas contra un agente
inmunogénico y que contribuyen a una respuesta inmunitaria en seres humanos o animales.

Se produce una respuesta inmunitaria cuando un individuo produce suficientes anticuerpos, células T y otras células
inmunitarias reactivas contra las composiciones inmunogénicas de la presente invencion, administradas para
moderar o aliviar el trastorno a ser tratado.

"Amiloide polimérico soluble" se refiere a multiples monémeros agregados de péptidos amiloides, o de péptidos de
tipo amiloide, o de péptidos amiloides modificados o truncados o de otros derivados de péptidos amiloides que
forman estructuras oligoméricas o poliméricas que son solubles en el cuerpo de un mamifero o de un ser humano,
mas particularmente en el cerebro, pero particularmente a multiples monémeros agregados de 3-amiloide (AB) o de
péptidos de B-amiloide (AB) modificados o truncados o de sus derivados, que son solubles en el cuerpo de un
mamifero o de un ser humano, mas particularmente en el cerebro.

El término "hibridoma" es reconocido en la técnica y los expertos en la técnica entienden que hace referencia a una
célula producida por la fusidon de una célula productora de anticuerpos y una célula inmortal, por ejemplo, una célula
de mieloma multiple. Esta célula hibrida es capaz de producir un suministro continuo de anticuerpos. Véase la
definicion anterior de "anticuerpo monoclonal" y los ejemplos que siguen para una descripcién mas detallada de un
método de fusién conocido en la técnica.
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El término "portador”, como se usa en la presente memoria significa una estructura a la que se puede incorporar o
con la que se puede asociar un péptido antigénico o constructo supramolecular, presentando o exponiendo de este
modo los péptidos antigénicos o parte del péptido al sistema inmunolégico de un ser humano o de un animal.
Cualquier particula que se pueda utilizar de forma adecuada en la terapia de animales o de seres humanos, tal
como, por ejemplo, una vesicula, una particula o un material particulado se pueden utilizar como un portador en el
contexto de la presente invencién. El término comprende ademas métodos de administracién en los que las
composiciones de constructo antigénico supramolecular que comprenden el péptido antigénico pueden ser
transportadas a los sitios deseados mediante mecanismos de administracion. Un ejemplo de tal sistema de
administracion utiliza metales coloidales tales como oro coloidal. El término "portador" comprende, ademas,
mecanismos de administracion conocidos por los expertos en la técnica incluyendo, pero sin limitarse a,
hemocianina de lapa bocallave (KLH), seroalbumina bovina (BSA) y otros adyuvantes.

En un constructo antigénico supramolecular segun la presente invencion, el liposoma puede tener una doble funcion
ya que puede ser utilizado como un portador que comprende el constructo supramolecular como se describe en la
presente memoria y, al mismo tiempo, puede funcionar como un adyuvante para aumentar o estimular la respuesta
inmunitaria en el animal o ser humano diana a ser tratado con la vacuna terapéutica segun la invenciéon. Se debe
entender también que las composiciones de constructo antigénico supramolecular de la presente invenciéon pueden
comprender ademas adyuvantes adicionales, tales como, por ejemplo, lipido A, alumbre, fosfato de calcio,
interleucina 1, y/o microcapsulas de polisacaridos y proteinas, pero particularmente un lipido A detoxificado, tal como
lipido A monofosforilado o difosforilado, o alumbre, conservantes, diluyentes, emulsionantes, estabilizantes
adicionales, y otros componentes que son conocidos y utilizados para las vacunas en la técnica. Por otra parte, se
puede utilizar en la composicion de la presente invencién cualquier sistema adyuvante conocido en la técnica. Tales
adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, adyuvante incompleto de Freund, adyuvante completo de Freund,
manano acetilado con uniones B-(1,4) polidisperso ("Acemanano"), TI-TERMAX® (adyuvantes de copolimero de
polioxietileno-polioxipropileno de CytRx Corporation), adyuvantes lipidicos modificados de Chiron Corporation,
adyuvantes derivados de saponina de Cambridge Biotech, Bordetella pertussis muerta, el lipopolisacarido (LPS) de
bacterias gram-negativas, aniones poliméricos grandes tales como sulfato de dextrano, y geles inorganicos tales
como alumbre, hidréxido de aluminio, o fosfato de aluminio.

Las proteinas portadoras que se pueden utilizar en las composiciones de constructo antigénico supramolecular de la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a, la proteina de unién a maltosa "MBP"; seroalbumina bovina "BSA";
hemocianina de lapa bocallave "KLH"; ovoalbumina; flagelina; tiroglobulina; seroalbumina de cualquier especie;
gammaglobulina de cualquier especie; células singénicas; células singénicas portadoras de antigenos la; y
polimeros de D- y/o L-aminoacidos.

Ademas, el término "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de anticuerpo que, cuando se
administra a un ser humano o a un animal, provoca una respuesta inmunitaria que es suficiente para producir un
efecto terapéutico en dicho ser humano o animal. La cantidad eficaz se determina facilmente por un experto en la
técnica siguiendo procedimientos de rutina.

La "homologia" entre dos secuencias se determina por la identidad de secuencia. Si dos secuencias que se van a
comparar entre si difieren en longitud, la identidad de secuencia se refiere preferiblemente al porcentaje de los
residuos de nucledtidos de la secuencia mas corta que son idénticos a los residuos de nucleétidos de la secuencia
mas larga. La identidad de secuencia se puede determinar convencionalmente con el uso de programas
informaticos, tales como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics
Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive Madison, WI 53711). Bestfit utiliza el algoritmo de
homologia local de Smith and Waterman, Advances in Applied Mathematics 2 (1981), 482-489, con el fin de
encontrar el segmento que tiene la identidad de secuencia mas alta entre dos secuencias. Cuando se usa Bestfit o
cualquier otro programa de alineamiento de secuencias para determinar si una secuencia concreta tiene por ejemplo
una identidad del 95 % con una secuencia de referencia de la presente invencion, los parametros se ajustan
preferiblemente de modo que el porcentaje de identidad se calcula a lo largo de toda la longitud de la secuencia de
referencia y se permiten interrupciones de homologia de hasta un 5 % del nimero total de los nucledtidos en la
secuencia de referencia. Cuando se utiliza Bestfit, los denominados parametros opcionales se dejan preferiblemente
en sus valores preestablecidos ("por defecto"). Las desviaciones que aparecen en la comparacion entre una
secuencia dada y las secuencias de la invencidon descritas anteriormente pueden estar causadas por ejemplo por
adicion, delecidn, sustitucion, inserciéon o recombinacion. Tal comparacion de secuencias también se puede llevar a
cabo preferiblemente con el programa "fasta20u66" (version 2.0u66, Septiembre de 1998 por William R. Pearson y la
Universidad de Virginia; véanse también W.R. Pearson (1990), Methods in Enzymology 183, 63-98, los ejemplos
adjuntos y http://workbench.sdsc.edu/). Para este fin, se pueden utilizar los ajustes de los parametros "por defecto".

Como se usa en la presente memoria un "cambio conservativo" se refiere a alteraciones que son sustancialmente
conformacionalmente o antigénicamente neutrales, que producen cambios minimos en la estructura terciaria de los
polipéptidos mutantes, o que producen cambios minimos en los determinantes antigénicos de los polipéptidos
mutantes, respectivamente, en comparacion con la proteina nativa. Cuando se refiere a los anticuerpos y fragmentos
de anticuerpo de la invencién, un cambio conservativo significa una sustitucion de aminoacido que no vuelve al
anticuerpo incapaz de unirse al receptor del sujeto. Los expertos en la técnica podran predecir qué sustituciones de
aminoacidos se pueden hacer a la vez que se mantenga una alta probabilidad de que sean conformacionalmente y
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antigénicamente neutrales. Se proporciona esa orientacion, por ejemplo, en Berzofsky, (1985) Science 229: 932-940
y Bowie et al. (1990) Science 247: 1306-1310. Los factores a tener en cuenta que afectan a la probabilidad de
mantener la neutralidad conformacional y antigénica incluyen, pero no se limitan a: (a) la sustitucion de aminoacidos
hidréfobos es menos probable que afecte a la antigenicidad ya que los residuos hidréfobos es mas probable que
estén localizados en el interior de una proteina; (b) la sustitucion de aminoacidos fisioquimicamente similares, es
menos probable que afecte a la conformacién debido a que el aminoacido sustituido imita estructuralmente al
aminoacido nativo; y (c) la alteracién de secuencias conservadas evolutivamente es probable que afecte
negativamente a la conformacién ya que dicha conservacion sugiere que las secuencias de aminoacidos pueden
tener importancia funcional. Los expertos en la técnica podran evaluar las alteraciones en la conformacion de la
proteina utilizando ensayos bien conocidos, tales como, pero no limitados a los métodos de fijacién de
microcomplemento (véase, por ejemplo, Wasserman et al (1961) J. Immunol 87: 290-295; Levine et al (1967) Meth
Enzymol 11: 928-936) y por medio de estudios de unién utilizando anticuerpos monoclonales dependientes de la
conformacion (véase, por ejemplo Lewis et al (1983) Biochem 22: 948-954) .

El término "hibridar" como se utiliza aqui se refiere a condiciones de hibridacién convencionales, preferiblemente a
condiciones de hibridacion en las que se utiliza 5xSSPE, SDS al 1 %, 1x soluciéon de Denhardt como una solucién
y/o las temperaturas de hibridacion estan entre 35 °C y 70 °C, preferiblemente 65 °C. Después de la hibridacion, el
lavado se lleva a cabo preferiblemente primero con 2 x SSC, SDS al 1 % y seguidamente con 0,2 x SSC a
temperaturas entre 35 °C y 70 °C, preferiblemente a 65 °C (con respecto a la definicion de SSPE, SSC y solucion de
Denhardt véase Sambrook et al Molecular Biology: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, New York, 1989). Son particularmente preferidas las condiciones de hibridacion rigurosas como por ejemplo
las descritas en Sambrook et al., supra. Las condiciones de hibridacién rigurosas particularmente preferidas estan
presentes, por ejemplo si se producen la hibridacién y el lavado a 65 °C como se ha indicado anteriormente. Las
condiciones de hibridaciéon no rigurosas, por ejemplo, con hibridacion y lavado realizados a 45 °C, son menos
preferidas y a 35 °C todavia menos.

La presente invencion se puede entender mas facilmente mediante referencia a la siguiente descripcion detallada de
las realizaciones especificas incluidas en la presente memoria. Aunque la presente invencién ha sido descrita con
referencia a detalles especificos de ciertas realizaciones de la misma, no se pretende que tales detalles sean
considerados como limitaciones del alcance de la invencion.

La presente invencidon proporciona anticuerpos y partes funcionales de los mismos que son anticuerpos
conformacionalmente sensibles. Estos anticuerpos reconocen epitopos especificos en una amplia variedad de
antigenos proteicos amiloides. Los anticuerpos son utiles para el diagnéstico y la intervencién terapéutica en
enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide, y
especialmente en la enfermedad de Alzheimer

Los anticuerpos se pueden administrar a los individuos para inmunizarlos pasivamente contra una variedad de
enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide tales
como la enfermedad de Alzheimer.

Los anticuerpos proporcionados en la presente memoria son anticuerpos monoclonales o policlonales que tienen
especificidad de unién para los péptidos antigénicos implicados en la iniciacion, progreso y/o empeoramiento de
diversas enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide
tales como, la enfermedad de Alzheimer.

Los anticuerpos segun la invencion se preparan mediante la inmunizacion de un animal, tal como un ratén, rata,
conejo o cualquier otra especie animal que pueda producir anticuerpos nativos o humanos, con una composicion de
un constructo antigénico supramolecular.

Los constructos antigénicos supramoleculares descritos en la presente memoria, generalmente comprenden
péptidos modificados para mejorar el efecto antigénico, en donde dichos péptidos son modificados por medio de
pegilacion (utilizando polietilenglicol o polietilenglicol modificado), o son modificados por medio de otros métodos
tales como por acido palmitico, poli-aminoacidos (por ejemplo poli-glicina, poli-histidina), polisacaridos (por ejemplo,
acido poligalacturénico, acido polilactico, poliglicélido, quitina, quitosano), polimeros sintéticos (poliamidas,
poliuretanos, poliésteres) o co-polimeros (por ejemplo, poli(acido metacrilico) y N-(2-hidroxi)propilmetacrilamida) y
similares.

La modificacion por acido palmitico (palmitoilacion), aunque proporciona un ancla para el péptido en la bicapa de
liposomas, debido a la reducida longitud relativa del resto de acido graso Cis0 conduce a la colocacion del péptido
practicamente en la superficie del liposoma. Por lo tanto, las células que procesan el antigeno tendran que absorber
el liposoma completo con el péptido, lo que, en la mayoria de los casos, se traduce en una respuesta inmunitaria
mas lenta en términos relativos.

En una realizacion de la invencion, se utiliza un péptido amiloide modificado AB22.35 y péptido AB2g.0,
respectivamente, en la preparacion de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal segun la invencion.

38



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 548 102 T3

En una realizaciéon de la invencién, se utiliza un péptido amiloide AB1.1s modificado en la preparacion de un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal segun la invencion.

El péptido amiloide AB1.15 modificado se puede sintetizar siguiendo el método descrito por Nicolau et. al. 2002. El
enfoque referido por Nicolau et al, implica modificar el péptido antigénico por medio de un injerto sobre resina de un
resto lipofilo o hidréfobo, en los residuos de aminoacido terminales de un péptido pre-formado dando como resultado
un producto de pureza considerablemente alta. En particular, un aminoacido protegido, particularmente un
aminoacido protegido con Fmoc, se une a una resina utilizando la quimica de acoplamiento conocida. Se separa el
grupo protector y se acopla un segundo residuo de aminoacido protegido. Se utilizan entonces la sintesis estandar
automatizada de péptidos empleando la quimica de proteccién conocida, en particular la quimica de Fmoc/tBu, y los
grupos protectores estandar de la cadena lateral, para sintetizar el péptido antigénico AR mediante el acoplamiento
sobre los aminoacidos 22 a 25, 29 a 40 y 1 a 15, respectivamente, de la proteina amiloide AB1.42 para producir el
fragmento de péptido. En una etapa final se acoplan dos aminoacidos protegidos adicionales al fragmento de
péptido en crecimiento. Los grupos Mtt se pueden escindir entonces selectivamente y se pueden acoplar al acido
palmitico. Después del lavado de la resina, se elimina el grupo protector y la resina se escinde de forma simultanea,
seguido por las desprotecciones de las cadenas laterales utilizando la metodologia estandar. El producto final se
puede obtener entonces con alta pureza y se puede confirmar su identidad por métodos conocidos en la técnica
tales como, por ejemplo, espectrometria de masas por electropulverizacion.

El resto lipdfilo o hidréfobo segun la presente invencion puede ser un acido graso, un triglicérido o un fosfolipido en
donde la cadena principal carbonada del acido graso tiene al menos 10 atomos de carbono. Particularmente, el resto
lipdfilo o hidrofobo es un acido graso con una cadena principal carbonada de al menos aproximadamente 14 atomos
de carbono y hasta aproximadamente 24 atomos de carbono, formando también parte de la presente invencion cada
numero individual de atomos de carbono que entra dentro de este intervalo. Mas particularmente, el resto lipéfilo o
hidréfobo tiene una cadena principal carbonada de al menos 14 atomos de carbono. Los ejemplos de restos
hidréfobos incluyen, pero no se limitan a, acido palmitico, acido estearico, acido miristico, acido laurico, acido oleico,
acido linoleico, acido linolénico y colesterol o DSPE. En una realizacidon especifica de la presente invencion, el resto
lipdfilo o hidréfobo es el acido palmitico.

Para mejorar la respuesta inmunitaria, se puede aplicar adecuadamente otra ancla/espaciador para reconstituir el
péptido en el liposoma, por ejemplo, polietilenglicol (PEG).

El PEG se une covalentemente a un residuo de aminoacido unido a ambos terminales del péptido, en particular, un
residuo de aminoacido Glu, Cys o Lys o cualquier otro residuo de aminoacido que se pueden utilizar adecuadamente
para unir covalentemente el PEG al péptido. En el otro extremo de la cadena se puede unir covalentemente un resto
hidréfobo para que funcione como el elemento de anclaje en la bicapa del liposoma, tal como, por ejemplo, fosfatidil
etanol amina (PEA). De este modo, el liposoma todavia funciona como un adyuvante y el péptido que esta
suficientemente lejos de la bicapa se puede procesar solo y de este modo aumenta su inmunogenicidad en
comparacion con el antigeno palmitoilado.

En ciertas realizaciones, los constructos antigénicos supramoleculares utilizados dentro del alcance de la presente
invencion comprenden una secuencia peptidica, unida covalentemente a la lisina pegilada, una en cada terminal. La
longitud de la cadena de PEG (polietilenglicol) puede variar de n = 8 a n = 150.000 o mas, particularmente de n = 10
a n = 80.000, mas particularmente de n = 20 a n = 10.000. En una realizacion especifica de la invencion, la longitud
de la cadena de PEG no es mayor que n = 45, en particular entre n =5 y n = 40, mas particularmente entre n =10 y
n = 30, y aun mas particularmente n = 10.

Los constructos supramoleculares descritos en la presente memoria se pueden sintetizar utilizando la sintesis de
péptidos automatizada y la quimica de proteccion conocida, en particular la quimica de Fmoc/tBu y los grupos
protectores estandar de cadena lateral. Tipicamente, la pegilacion de los péptidos da como resultado mezclas de
regioisémeros.

Para lograr una union especifica del sitio de un conjugado de PEG-lipido tanto para el terminal C como para el
terminal N de AB se pueden utilizar péptidos parcialmente protegidos. Para aquellas secuencias de péptidos que
contienen residuos de Lys o de His internos, se afiade a cada terminal una Lys (ivDde) protegida ortogonalmente. Se
puede afadir una Gly adicional al extremo del terminal C para facilitar la sintesis. Se separa el grupo protector y se
N-acetila utilizando anhidrido acético seguido de la escision selectiva de los grupos ivDde.

Se debe dar prioridad a una resina, particularmente una resina de 2-clorotritilo, que es sensible a los acidos y por lo
tanto permite el aislamiento de péptidos protegidos.

En una realizacién especifica de la invencion, la reaccion de acoplamiento se realiza en la fase de solucion. La
escision selectiva de la resina en condiciones suaves libera entonces los péptidos protegidos internamente.

Los acoplamientos en fase de solucion se lograron satisfactoriamente con los péptidos derivados de una secuencia

de proteina B-amiloide tal como, por ejemplo, un AB22.35 Y AB29-40, respectivamente, o un AB+.15 @ una molécula de

PEG modificada por un acido graso-fosfatidilcolina tal como, por ejemplo, DSPE. La separacion de los productos

mono- y di-acoplados antes de las desprotecciones finales de las cadenas laterales se puede lograr mediante el uso
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de cromatografia de intercambio catidnico. La posterior desproteccion de las cadenas laterales de los péptidos
conduce al aislamiento de los conjugados deseados con una pureza aceptable. La purificacion se puede lograr por
métodos bien conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, HPLC, etc.

Este enfoque para la sintesis de antigenos (3-amiloides con lipido-PEG en los N- y C-terminales utilizando péptidos
protegidos es aplicable a una amplia variedad de secuencias peptidicas.

Los antigenos liposomales segun la invencion se pueden preparar entonces como se describe en Nicolau et al.,
2002. El péptido antigénico amiloide AR modificado, en particular el péptido antigénico AB22-35 y ABg40 PEGilado
modificado, o el péptido antigénico AB+.1s palmitoilado, se pueden reconstituir en un constructo que consiste en
liposomas, particularmente liposomas compuestos de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC),
dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPEA), dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) vy colesterol, que contienen
opcionalmente lipido A monofosforilado.

En una realizacion especifica de la invencion se utilizan liposomas con lipido A, como adyuvante para preparar la
vacuna anti-amiloide. Se mezclan dimiristoilfosfatidil-colina, dimiristoilfosfatidil-glicerol y colesterol, especificamente
en una relacién molar de 0,9:1,0:0,7. A continuacion se afiade un inmunomodulador fuerte tal como, por ejemplo,
lipido A monofosforilado, a una concentracién adecuada, particularmente a una concentracion entre 30 y 50 mg por
mmol, mas particularmente a 40 mg por mmol de fosfolipidos. Se afiade a continuacion el péptido AB antigénico
modificado en una relacion molar de péptido a fosfolipidos entre 1:30 y 1:200, particularmente en una relacién molar
entre 1:1000, 1:50, y 1:120, mas particularmente de 1:100. Se separan los disolventes, por ejemplo, mediante
evaporacion, y la pelicula resultante se hidrata con solucién tampén estéril, tal como, por ejemplo PBS.

Los liposomas se pueden preparar también por la técnica de inyeccion de flujo cruzado como se describe, por
ejemplo, en Wagner et al (2002) Journal of Liposome Research Vol 12(3), pp 259-270. Durante la inyeccion de
soluciones de lipidos en un sistema tampén acuoso, los lipidos tienden a formar "precipitados”, seguido por auto-
ordenamiento en vesiculas. El tamafio de las vesiculas obtenidas depende de factores tales como la concentracion
de lipidos, la velocidad de agitacion, la velocidad de inyeccion, y la eleccién de los lipidos. El sistema de preparacion
puede consistir en un médulo de inyeccion de flujo cruzado, recipientes para la fase polar (por ejemplo, una solucion
tampon de PBS), un recipiente para la solucion de etanol/lipido y un dispositivo de presion, pero en particular un
dispositivo de presion de nitrégeno. Mientras se bombea la solucién acuosa o polar a través del médulo de inyeccion
de flujo cruzado, se inyecta la solucién de etanol/lipido en la fase polar aplicando diferentes presiones.

El liposoma todavia funciona como un adyuvante y el péptido que esta suficientemente lejos de la bicapa se puede
procesar solo y de este modo aumenta su inmunogenicidad en comparacion con el antigeno palmitoilado.

El terminal libre de PEG se une covalentemente a una molécula de fosfatidiletanolamina (donde el acido graso
puede ser: miristico, palmitico, estearico, oleico, etc., o una combinacién de los mismos) para funcionar como el
elemento de anclaje. Esta estructura supramolecular puede ser anclada mediante reconstitucion en liposomas que
consisten en fosfolipidos y colesterol (fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol, colesterol en diversas relaciones
molares. Se pueden utilizar otros fosfolipidos. El lipido A se utiliza a una concentraciéon de aproximadamente 40
pg/umol de fosfolipidos.

En ciertas realizaciones, los constructos antigénicos supramoleculares palmitoilados o pegilados comprenden un
péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de B-amiloide. Los péptidos también pueden comprender o
corresponder a un péptido beta amiloide completo y a fragmentos activos del mismo. Adicionalmente, los péptidos
Utiles para la presente invencion, en particular comprenden AR22-35 ¥ ABz9-40, respectivamente, o AB1.15 y fragmentos
activos de los mismos.

Para producir y preparar anticuerpos y para determinar la inmunogenicidad del constructo A antigénico modificado
se inmuniza con el péptido antigénico un animal apropiado seleccionado del grupo que consiste en ratones, ratas,
conejos, cerdos, aves, etc., pero particularmente ratones, especialmente ratones C57BL/6. La inmunogenicidad del
constructo antigénico se determina mediante el sondeo de muestras de suero a intervalos de tiempo adecuados
después de la inmunizacién utilizando un inmunoensayo tal como, por ejemplo, un ensayo ELISA.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencién se pueden preparar utilizando métodos clasicos de
clonaciéon y de fusion celular bien conocidos en la técnica. El inmundgeno (antigeno) de interés, se administra
tipicamente (por ejemplo, por inyeccion intraperitoneal) a ratones naturales o endogamicos (por ejemplo, ratones
BALB/c o especialmente ratones C57BL/6), ratas, conejos u otras especies animales o ratones transgénicos que
pueden producir anticuerpos nativos o humanos. El inmundgeno se puede administrar solo, o mezclado con
adyuvante, o se puede expresar a partir de un vector (vector replicon VEE, vaccinia), o como ADN, o como una
proteina de fusién para inducir una respuesta inmunitaria. Las proteinas de fusién comprenden el péptido contra el
que se desea una respuesta inmunitaria acoplado a proteinas portadoras, tales como, por ejemplo, beta.-
galactosidasa, glutation S-transferasa, hemocianina de lapa bocallave (KLH) y seroalbumina bovina. En estos casos,
los péptidos sirven como haptenos con las proteinas portadoras. Una vez que el animal recibe dosis de refuerzo, por
ejemplo, dos o0 mas veces, se recogen las células del bazo de los animales inmunizados y se generan hibridomas
fusionando las células del bazo sensibilizadas con una linea celular de mieloma, tal como células de mieloma murino
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SP2/0 (ATCC, Manassas, VA ) utilizando los procedimientos bien conocidos de Kohler and Milstein (Nature 256:
495-497 (1975)) y Harlow and Lane (Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, New York
1988)).

En una realizacion especifica de la invencion, el constructo antigénico segun la invencion, particularmente una
composicion de vacuna que comprende dicho constructo antigénico en una forma farmacéuticamente aceptable, se
administra en dosis repetidas, en particular en 1 a 15 dosis, mas particularmente en 2 a 10 dosis, ain mas
particularmente en 3 a 7 dosis, pero especialmente en 4 a 6 dosis, a intervalos de tiempo entre 1 y 10 semanas,
particularmente a intervalos de tiempo entre 1 y 6 semanas, mas particularmente a intervalos de tiempo entre 1y 4
semanas, y aun mas particularmente a intervalos de tiempo entre 2 y 3 semanas. Se hace seguimiento de la
respuesta inmunitaria tomando muestras de suero en un momento adecuado después de las dosis de refuerzo,
particularmente 3 a 10 dias después del refuerzo, mas particularmente 4 a 8 dias después del refuerzo y mas
particularmente 5 a 6 dias después del refuerzo y determinando la inmunogenicidad del constructo antigénico
utilizando metodologia conocida, en particular uno de los inmunoensayos utilizados cominmente tal como, por
ejemplo, un ensayo ELISA.

La inmunizacién con el constructo antigénico segun la invencién, pero particularmente con una composicion de
vacuna que comprende el constructo antigénico segun la invencidon en una forma farmacéuticamente aceptable
conduce a una respuesta inmunitaria significativa en el animal tratado. Se seleccionan los animales, pero
especialmente ratones con titulos terapéuticos para una fusiéon de las células productoras de anticuerpos,
particularmente los linfocitos B con una linea celular de crecimiento continuo o inmortal, tal como una linea celular de
mieloma. Se induce la fusidon de las células mediante la adicion de polietilenglicol. Los titulos terapéuticos son
aquellos que dan un resultado positivo en un ensayo ELISA a una dilucion entre 1:4000 y 1:6000, particularmente
entre 1:4500 y 1:5500, mas particularmente a 1:5000.

Las células hibridas resultantes son clonadas a continuacién, de la manera convencional, por ejemplo utilizando
dilucién limitante, y se cultivan los clones resultantes, que producen los anticuerpos monoclonales deseados.

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

Los hibridomas se seleccionan posteriormente para determinar su capacidad de producir anticuerpos monoclonales
contra las enfermedades o trastornos asociados con amiloides especificos. Los hibridomas que producen los
anticuerpos de interés se clonan, se expanden y se almacenan congelados para la produccion futura. El hibridoma
preferido produce un anticuerpo monoclonal que tiene el isotipo IgG.

El anticuerpo policlonal se prepara inmunizando animales, tales como ratones o conejos, o cualquier otro animal
apropiado con las composiciones de constructos antigénicos supramoleculares de la presente invencion descritos en
esta memoria. A continuacion se recoge el suero sanguineo de los animales, y se examinaron los anticuerpos de los
sueros para ver la reactividad de unién frente a la proteina amiloide.

Los anticuerpos segun la invencién se pueden preparar en una formulacion fisioldgicamente aceptable y pueden
comprender un vehiculo, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptables utilizando técnicas conocidas. Por
ejemplo, el anticuerpo segun la invencion y como se describe en la presente memoria, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, en particular, el anticuerpo monoclonal
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, se combina con un
vehiculo, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptables para formar una composicion terapéutica. Los
vehiculos, diluyentes y/o excipientes farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsiones de aceite/agua,
diversos tipos de agentes humectantes, soluciones estériles, etc.

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

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar a un sujeto en la forma de un sélido, liquido o
aerosol en una dosis adecuada, farmacéuticamente eficaz. Los ejemplos de las composiciones sélidas incluyen
pildoras, cremas y unidades de dosificacion implantables. Las pildoras se pueden administrar por via oral. Las
cremas terapéuticas se pueden administrar por via tépica. Las unidades de dosificacion implantables se pueden
administrar localmente, por ejemplo, en un sitio del tumor, o se pueden implantar para la liberacion sistematica de la
composicion terapéutica, por ejemplo, por via subcutanea. Los ejemplos de las composiciones liquidas incluyen
formulaciones adaptadas para inyeccidon por via intramuscular, subcutanea, intravenosa, intraarterial, y
formulaciones para administracion topica e intraocular. Los ejemplos de las formulaciones en aerosol incluyen
formulaciones para inhaladores para administracién a los pulmones.

Las composiciones se pueden administrar por vias de administracion estandar. En general, la composicion se puede

administrar por via tépica, oral, rectal, nasal, intradérmica, intraperitoneal, o parenteral (por ejemplo, intravenosa,

subcutanea, o intramuscular). Ademas, la composicién se puede incorporar en matrices de liberacion sostenida,

tales como polimeros biodegradables, siendo implantados los polimeros en la proximidad de donde se desea la
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liberacion, por ejemplo, en el sitio de un tumor. El método incluye la administracion de una dosis Unica, la
administracion de dosis repetidas a intervalos de tiempo predeterminados, y la administraciéon sostenida durante un
periodo de tiempo predeterminado.

Una matriz de liberacion sostenida, como se usa en la presente memoria, es una matriz formada de materiales,
normalmente polimeros que son degradables por hidrélisis enzimatica o de acido/base o por disolucién. Una vez
insertada en el cuerpo, la matriz sufre la accion de las enzimas y fluidos corporales. La matriz de liberacion
sostenida se elige deseablemente entre materiales biocompatibles tales como liposomas, polilactidas (acido
polilactico), poliglicolida (polimero de acido glicdlico), polilactida co-glicolida (copolimeros de acido lactico y acido
glicdlico), polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos, acido hialurénico, colageno, sulfato de condroitina, acidos
carboxilicos, acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos, acidos nucleicos, poliaminoacidos, aminoacidos tales
fenilalanina, tirosina, isoleucina, polinucledtidos, polivinilpropileno, polivinilpirrolidona y silicona. Una matriz
biodegradable preferida es una matriz de uno cualquiera de polilactida, poliglicolida, o polilactida co-glicolida
(copolimeros de acido lactico y acido glicolico).

Es bien conocido por los expertos en la técnica pertinente que la dosificacién de la composicién dependera de varios
factores tales como, por ejemplo, la enfermedad a ser tratada, la composicion particular utilizada, y otros factores
clinicos tales como el peso, tamafio, sexo y estado general de salud del paciente, la superficie corporal, el
compuesto o la composicién particular a administrar, otros farmacos que se administren de forma concurrente, y la
via de administracion.

La composicién se puede administrar en combinaciéon con otras composiciones que comprenden una sustancia o
compuesto biolégicamente activo, particularmente al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, quelantes de metales, inhibidores de la
reparacion del ADN, tales como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-propanosulfénico (3APS), 1,3-
propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de secretasa, inhibidores de [-secretasa y y-secretasa, proteinas tau,
neurotransmisores, rompedores de la [amina (3, moléculas antiinflamatorias, "antipsicéticos atipicos", tales como, por
ejemplo, clozapina, ziprasidona, risperidona, aripiprazol u olanzapina o inhibidores de la colinesterasa (ChEls), tales
como tacrina, rivastigmina, donepezilo, y/o galantamina y otros farmacos y suplementos nutritivos, tales como, por
ejemplo, vitamina B12, cisteina, un precursor de acetilcolina, lecitina, colina, Ginkgo biloba, acetil-L-carnitina,
idebenona, propentofilina, o un derivado de xantina, junto con un anticuerpo segun la presente invencion vy,
opcionalmente, un vehiculo y/o un diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables y las instrucciones para
el tratamiento de enfermedades.

La materia proteinacea farmacéuticamente activa puede estar presente en cantidades entre 1 ng y 10 mg por dosis.
Generalmente, el régimen de administracion debe estar en el intervalo entre 0,1 ug y 10 mg del anticuerpo segun la
invencion, particularmente en un intervalo de 1,0 yg a 1,0 mg, y mas particularmente en un intervalo entre 1,0 ugy
100 pg, siendo también parte de la invencion todas las cifras individuales que entran dentro de estos intervalos. Si la
administracién se produce por medio de perfusiéon continua, una dosificacion mas adecuada puede estar en el
intervalo entre 0,01 yg y 10 mg de unidades por kilogramo de peso corporal por hora siendo también parte de la
invencion todas las cifras individuales que entran dentro de estos intervalos.

La administraciéon normalmente sera parenteral, por ejemplo por via intravenosa. Las preparaciones para
administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas 0 no acuosas, estériles. Los
disolventes no acuosos incluyen, sin limitarse a ellos, propilenglicol, polietilenglicol, aceite vegetal tal como aceite de
oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los disolventes acuosos se pueden seleccionar del
grupo que consiste en agua, soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucion salina
y medios tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen solucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer,
dextrosa y cloruro de sodio, solucién de Ringer con lactato, o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen
reponedores de fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de Ringer) y
otros. También pueden estar presentes conservantes tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes quelantes, gases inertes, etc.

La composicion farmacéutica puede comprender ademas vehiculos proteinaceos tales como, por ejemplo, albumina
de suero o inmunoglobulina, particularmente de origen humano. Otros agentes biolégicamente activos pueden estar
presentes en la composicion farmacéutica de la invencién dependiendo de su uso previsto.

Cuando el objetivo de unién se encuentra en el cerebro, ciertas realizaciones de la invencién proporcionan el
anticuerpo o fragmento activo del mismo para atravesar la barrera hematoencefalica. Ciertas enfermedades
neurodegenerativas estan asociadas con un aumento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, de tal
modo que el anticuerpo o fragmento activo del mismo se puede introducir faciimente en el cerebro. Cuando la
barrera hematoencefalica permanece intacta, existen varios métodos conocidos en la técnica para el transporte de
moléculas a través de ella, que incluyen, pero no se limitan a, métodos fisicos, métodos basados en lipidos, y
métodos basados en receptores y canales.

Los métodos fisicos de transporte del anticuerpo o fragmento activo del mismo a través de la barrera
hematoencefalica incluyen, pero no se limitan a, salvar la barrera hematoencefalica en su totalidad, o crear aberturas
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en la barrera hematoencefalica. Los métodos para salvar la barrera incluyen, pero no se limitan a, la inyeccion
directa en el cerebro (véase, por ejemplo, Papanastassiou et al, Gene Therapy 9:. 398-406 (2002)) y la implantacién
de un dispositivo de administracion en el cerebro (véase, por ejemplo, Gill . et al., Nature Med. 9: 589-595 (2003); y
Gliadel Waters™, Guildford Pharmaceutical). Los métodos para crear aberturas en la barrera incluyen, pero no se
limitan a, ultrasonidos (véase, por ejemplo, la Publicacién de Patente de Estados Unidos No. 2002/0038086), presion
osmotica (por ejemplo, mediante la administracion de manitol hipertonico (Neuwelt, EA, Implication of the Blood-
Brain Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (1989))), permeabilizacién mediante, por ejemplo,
bradiquinina o permeabilizador A-7 (véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Nos. 5.112.596,
5.268.164, 5.506.206, y 5.686.416), y transfeccion de las neuronas que se sitian en la barrera hematoencefalica con
vectores que contienen genes que codifican el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno (véase, por ejemplo, la
Publicacion de Patente de Estados Unidos No. 2003/0083299).

Los métodos, basados en lipidos, para transportar el anticuerpo o fragmento activo del mismo a través de la barrera
hematoencefalica incluyen, pero no se limitan a, encapsular el anticuerpo o fragmento activo del mismo en
liposomas que se acoplan a los fragmentos activos del mismo que se unen a los receptores sobre el endotelio
vascular de la barrera hematoencefalica (véase, por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados
Unidos N° 20020025313), y recubrir el anticuerpo o fragmento activo del mismo con particulas de lipoproteinas de
baja densidad (véase, por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 20040204354) o
apolipoproteina E (véase, por ejemplo, la Publicaciéon de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 20040131692).

Los métodos, basados en receptores y canales, para transportar el anticuerpo o fragmento activo del mismo a través
de la barrera hematoencefalica incluyen, pero no se limitan a, utilizar bloqueantes glucocorticoides para aumentar la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (véase, por ejemplo, las publicaciones de Solicitud de Patente de
Estados Unidos Numeros 2002/0065259, 2003/0162695 y 2005/0124533); activar los canales de potasio (véase, por
ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2005/0089473), inhibir los transportadores de
farmacos ABC (véase, por ejemplo, la Publicaciéon de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2003/0073713);
recubrir los anticuerpos con una transferrina y modular la actividad de los uno o mas receptores de transferrina
(véase, por ejemplo, la publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos No. 2003/0129186), y cationizar los
anticuerpos (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.004.697).

En una realizaciéon adicional, la presente invencion proporciona métodos y kits para la deteccion y el diagndstico de
enfermedades o afecciones asociadas con el amiloide, para el diagnostico de una predisposicion a una enfermedad o
afeccion asociada con el amiloide o para el seguimiento de la enfermedad residual minima en un paciente o para
predecir el grado de respuesta de un paciente a un tratamiento con un anticuerpo o una composicion de vacuna segun
la invencién y como se describe en la presente memoria. Estos métodos incluyen métodos inmunolégicos conocidos,
utilizados comunmente para detectar o cuantificar sustancias en muestras bioldgicas o en una afeccion in situ.

El diagndstico de una enfermedad o afeccién asociada con el amiloide o de una predisposicion a una enfermedad o
afeccion asociada con el amiloide en un paciente, se puede lograr mediante la deteccién de la unidn
inmunoespecifica de un anticuerpo de la invencion, particularmente un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo
del mismo, a un epitopo de la proteina amiloide en una muestra o in situ, lo que incluye poner en contacto la muestra
0 una parte o zona especifica del cuerpo que se sospecha que contiene la proteina amiloide, con un anticuerpo que
se une a un epitopo de la proteina amiloide, dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunoldgico, detectar la formacion del complejo inmunoldgico y correlacionar la presencia o ausencia del
complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de proteina amiloide en la muestra o parte o zona especifica del
cuerpo, comparar opcionalmente la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor de control normal, en
donde un aumento en la cantidad de dicho complejo inmunolégico en comparacién con un valor de control normal
indica que dicho paciente padece o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad o afeccion asociada con el
amiloide. La proteina amiloide puede estar en la forma monomeérica, de fibrillas, y/o en la forma polimérica. El
anticuerpo o porcién activa del mismo puede ser especifico para las formas monomeéricas, para las fibrillas, y/o para
las formas poliméricas de la proteina amiloide.

El seguimiento de la enfermedad residual minima en un paciente después del tratamiento con un anticuerpo o una
composicion de vacuna segun la invencion, se puede conseguir mediante la deteccion de la unidn inmunoespecifica
de un anticuerpo de la invencion, particularmente un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo del mismo a un
epitopo de la proteina amiloide en una muestra o in situ, lo que incluye poner en contacto la muestra o una parte o
zona especifica del cuerpo que se sospecha que contiene la proteina amiloide, con un anticuerpo que se une a un
epitopo de la proteina amiloide, dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo
inmunoldgico, detectar la formacion del complejo inmunolégico y correlacionar la presencia o ausencia del complejo
inmunoldégico con la presencia o ausencia de proteina amiloide en la muestra o parte o zona especifica del cuerpo,
comparar opcionalmente la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor de control normal, en donde un
aumento en la cantidad de dicho complejo inmunolégico en comparacion con un valor de control normal indica que
dicho paciente puede sufrir todavia una enfermedad residual minima. La proteina amiloide puede estar en la forma
monomeérica, de fibrillas, y/o en la forma polimérica. El anticuerpo o porcién activa del mismo puede ser especifico
para las formas monomeéricas, para las fibrillas, y/o para las formas poliméricas de la proteina amiloide.
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La prediccion del grado de respuesta de un paciente a un tratamiento con una composicion de vacuna segun la
invencion se puede conseguir mediante la deteccion de la unidn inmunoespecifica de un anticuerpo monoclonal o un
fragmento activo del mismo a un epitopo de la proteina amiloide en una muestra o in situ, lo que incluye poner en
contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo que se sospecha que contiene la proteina amiloide,
con un anticuerpo que se une a un epitopo de la proteina amiloide, dejar que el anticuerpo se una a la proteina
amiloide para formar un complejo inmunolégico, detectar la formacion del complejo inmunolégico y correlacionar la
presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o ausencia de proteina amiloide en la muestra o
parte o zona especifica del cuerpo, comparar opcionalmente la cantidad de dicho complejo inmunolégico antes y
después del inicio del tratamiento, en donde una disminucion en la cantidad de dicho complejo inmunolégico indica
que dicho paciente tiene altas posibilidades de responder al tratamiento. La proteina amiloide puede estar en la
forma monomeérica, de fibrillas, y/o en la forma polimérica. El anticuerpo o porcién activa del mismo puede ser
especifico para las formas monomeéricas, para las fibrillas, y/o para las formas poliméricas de la proteina amiloide.

Las muestras biologicas que se pueden utilizar para el diagndstico de una enfermedad o afeccidon asociada con el
amiloide, para el diagnoéstico de una predisposicion a una enfermedad o afeccién asociada con el amiloide o para el
seguimiento de una enfermedad residual minima en un paciente o para predecir el grado de respuesta de un
paciente a un tratamiento con un anticuerpo o una composicion de vacuna segun la invencion y como se describe en
la presente memoria, son por ejemplo, fluidos tales como suero, plasma, saliva, secreciones gastricas, moco, liquido
cefalorraquideo, liquido linfatico y similares o muestras de tejido o células obtenidas de un organismo tal como tejido
neural, cerebral, cardiaco o vascular. Para determinar la presencia o ausencia de la proteina amiloide en una
muestra se puede utilizar cualquier inmunoensayo conocido por los expertos en la técnica tales como, por ejemplo,
ensayos que utilizan métodos de deteccion indirecta utilizando reactivos secundarios para la deteccion, ensayo
ELISA y ensayo de inmunoprecipitacion y aglutinacion. Una descripcion detallada de estos ensayos se proporciona,
por ejemplo, en Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988
555-612, el documento WO96/13590 de Maertens and Stuyver, Zrein et al. (1998) y el documento W0O96/29605.

Para el diagnostico in situ, el anticuerpo o cualquier parte activa y funcional del mismo se puede administrar al
organismo a ser diagnosticado, por métodos conocidos en la técnica tales como, por ejemplo, inyeccion intravenosa,
intranasal, intraperitoneal, intracerebral, intraarterial, de tal manera que se pueda producir una unién especifica entre
un anticuerpo segun la invencion y una region epitopica sobre la proteina amiloide. El complejo anticuerpo/antigeno
se puede detectar convenientemente a través de una marca unida al anticuerpo o a un fragmento funcional del
mismo o cualquier otro método de deteccién conocido en la técnica.

Los inmunoensayos utilizados en aplicaciones de diagndstico o en aplicaciones para el diagnéstico de una
predisposicion a una enfermedad o afeccion asociada con el amiloide o para el seguimiento de la enfermedad
residual minima en un paciente o para predecir el grado de respuesta de un paciente a un tratamiento con un
anticuerpo o una composicion de vacuna segun la invencion y como se describe en la presente memoria, se basan
tipicamente en antigenos, anticuerpos, o reactivos secundarios marcados para la deteccion. Estas proteinas o
reactivos se pueden marcar con compuestos generalmente conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo
enzimas, radioisotopos, y sustancias fluorescentes, luminiscentes y cromogénicas incluyendo, pero sin limitarse a
ellas, particulas coloreadas, tales como perlas de oro coloidal y de latex. De éstos, el marcaje radiactivo se puede
utilizar para casi todos los tipos de ensayos y con la mayor parte de las variaciones. Las marcas conjugadas con
enzima son particularmente Utiles cuando se debe evitar la radiactividad o cuando se necesitan resultados rapidos.
Los fluorocromos, aunque requieren un equipo costoso para su uso, proporcionan un método de deteccion muy
sensible. Los anticuerpos utiles en estos ensayos incluyen anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, y
anticuerpos policlonales purificados por afinidad.

Alternativamente, el anticuerpo puede ser marcado indirectamente por reaccién con sustancias marcadas que tienen
afinidad por la inmunoglobulina, tales como proteina A o G o anticuerpos secundarios. El anticuerpo se puede
conjugar con una segunda sustancia y se puede detectar con una tercera sustancia marcada que tiene afinidad por
la segunda sustancia conjugada con el anticuerpo. Por ejemplo, el anticuerpo se puede conjugar con biotina y el
producto conjugado de anticuerpo-biotina se puede detectar utilizando avidina o estreptavidina marcadas. Del mismo
modo, el anticuerpo se puede conjugar con un hapteno y el producto conjugado de anticuerpo-hapteno se puede
detectar utilizando un anticuerpo anti-hapteno marcado.

Los expertos en la técnica conoceran estas y otras marcas adecuadas que se pueden emplear de acuerdo con la
presente invencion. La unién de estas marcas a anticuerpos o fragmentos de los mismos se puede conseguir
utilizando métodos estandar cominmente conocidos por los expertos en la técnica. Los métodos tipicos estan
descritos por Kennedy, J.H., ef al., 1976 (Clin. Chim. Acta 70:1-31), y Schurs, A. H. W. M. et al. 1977 (Clin. Chim
Acta 81:1-40). Los métodos de acoplamiento mencionados en el tltimo son el método del glutaraldehido, el método
del peryodato, el método de dimaleimida, y otros, todos los cuales se incorporan como referencia a la presente
memoria.

Los inmunoensayos actuales utilizan un método de anticuerpo doble para detectar la presencia de un analito, en
donde el anticuerpo esta marcado indirectamente por la reactividad con un segundo anticuerpo que ha sido marcado
con una marca detectable. El segundo anticuerpo es preferiblemente uno que se une a los anticuerpos del animal
del que se deriva el anticuerpo monoclonal. En otras palabras, si el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo de
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ratén, entonces el segundo anticuerpo marcado es un anti-anticuerpo de raton. Para el anticuerpo que se va a
utilizar en el ensayo descrito en la presente memoria, esta marca es preferiblemente una perla recubierta con
anticuerpo, particularmente una perla magnética. Para el anticuerpo a emplear en el inmunoensayo descrito en la
presente memoria, la marca es preferiblemente una molécula detectable tal como una sustancia radiactiva,
fluorescente o electroquimioluminiscente.

También se puede emplear dentro del alcance de la presente invencién un sistema alternativo de doble anticuerpo, a
menudo referido como sistemas de formato rapido, ya que se adaptan a determinaciones rapidas de la presencia de
un analito. El sistema requiere una alta afinidad entre el anticuerpo y el analito. Segun una realizacién de la presente
invencion, la presencia de la proteina amiloide se determina utilizando un par de anticuerpos, cada uno especifico
para la proteina amiloide. Uno de dicho par de anticuerpos se denomina en la presente memoria "anticuerpo
detector" y el otro de dicho par de anticuerpos se denomina en la presente memoria "anticuerpo de captura". El
anticuerpo monoclonal de la presente invencion se puede utilizar o bien como anticuerpo de captura o bien como
anticuerpo detector. El anticuerpo monoclonal de la presente invencién se puede utilizar también como anticuerpo
tanto de captura como detector, juntos en un solo ensayo. De este modo una realizacion de la presente invencion
utiliza el método sandwich de doble anticuerpo para la deteccion de la proteina amiloide en una muestra de fluido
biolégico. En este método, el analito (proteina amiloide) se intercala entre el anticuerpo detector y el anticuerpo de
captura, estando el anticuerpo de captura inmovilizado de forma irreversible sobre un soporte sélido. El anticuerpo
detector debera contener una marca detectable, con el fin de identificar la presencia del sandwich de anticuerpo-
analito y por lo tanto la presencia del analito.

Las sustancias en fase solida a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, placas de microtitulacion, tubos de
ensayo de poliestireno, perlas magnéticas, de plastico o de vidrio y portaobjetos que son bien conocidos en el
campo del radioinmunoensayo y del inmunoensayo enzimatico. Los métodos para el acoplamiento de anticuerpos a
fases solidas también son bien conocidos por los expertos en la técnica. Mas recientemente, han sido empleados
como soportes sélidos numerosos materiales porosos tales como nailon, nitrocelulosa, acetato de celulosa, fibras de
vidrio y otros polimeros porosos.

La presente invencion se refiere también a un kit de diagnoéstico para detectar la proteina amiloide en una muestra
biolégica que comprende una composicion como se ha definido anteriormente. Por otra parte, la presente invencion
se refiere al ultimo kit de diagndstico, el cual ademas de una composicion como se ha definido anteriormente,
comprende también un reactivo de deteccion como se ha definido anteriormente. El término "kit de diagndstico" se
refiere en general a cualquier kit de diagnostico conocido en la técnica. Mas especificamente, este Ultimo término se
refiere a un kit de diagndstico como se describe en Zrein et al. (1998).

Es otro objetivo mas de la presente invencion proporcionar nuevas inmunosondas y kits de ensayo para la deteccion
y el diagndstico de enfermedades y afecciones asociadas con el amiloide, que comprenden los anticuerpos segun la
presente invencién. Para las inmunosondas, los anticuerpos estan unidos directa o indirectamente a una molécula
informadora adecuada, por ejemplo, una enzima o un radionuclido. El kit de ensayo incluye un recipiente que
contiene uno o mas anticuerpos segun la presente invencion e instrucciones para utilizar los anticuerpos con el fin
de que se unan al antigeno amiloide y formen un complejo inmunolégico, y para detectar la formacién del complejo
inmunolégico de tal manera que la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico se correlacione con la presencia
0 ausencia de la proteina amiloide.

Ejemplos

Ejemplo 1: Anticuerpo generado por medio de la inmunizacion con constructos antigénicos supramoleculares de AR1.
15 palmitoilados

Ejemplo 1.1 Métodos para preparar los constructos antigénicos supramoleculares de AB+.15 palmitoilados
1.1.1 Sintesis del péptido antigénico tetra(palmitoil lisina)-AB1-15

Se sintetiz6 el péptido amiloide 1-15 palmitoilado siguiendo un método previamente descrito mejorado (Nicolau et. al.
2002). Este nuevo enfoque implicé el injerto sobre resina de acido palmitico a los residuos terminales de Lys del
péptido preformado en lugar de la sintesis en fase sdlida por etapas, incorporando el aminoacido modificado 9-
fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc)-Lys(Pal)-OH. Este nuevo enfoque mejora la eficacia del acoplamiento y proporciona
un producto de pureza considerablemente mas alta. Por lo tanto, el aminoacido protegido ortogonalmente Fmoc-
Lys(Mtt)-OH se unié a una resina de Wang utilizando la quimica de acoplamiento de [hexafluorofosfato de 2-(1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio] (HBTU). Se elimin6 el grupo Fmoc utilizando piperidina al 20 % en DMF y
se acopldé un segundo residuo de Fmoc-Lys(Mit)-OH. A continuacion se utilizéd la sintesis de péptidos automatizada
estandar utilizando la quimica de Fmoc/tBu y grupos protectores estandar de la cadena lateral para acoplar sobre los
siguientes 15 aminoacidos para producir una secuencia peptidica. Finalmente, los dos ultimos aminoacidos
acoplados fueron Fmoc-Lys(Mtt)-OH. Los grupos Mt se escindieron a continuacion selectivamente utilizando acido
trifluoroacético (TFA) al 1 % en diclorometano, para liberar un fragmento peptidico y después se acoplaron a acido
palmitico utilizando HBTU. Después de lavar la resina, el grupo Fmoc se elimind con piperidina al 20 % en
dimetilformamida (DMF) y, finalmente, se realizaron simultdneamente la escision de la resina y las desprotecciones
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de la cadena lateral utilizando TFA en condiciones estandar. La trituracion en éter dietilico frio proporcioné el
producto como un sélido blanco. La espectrometria de masas por electropulverizacion confirmé la identidad del
producto (m/z esperado: 1097,9 ([M]3+); encontrado: 1096,8 ([M-3H]3+), sin que se detectara ningun otro péptido tri-
, di- 0 mono-palmitoilado.

Ejemplo 1.2: Anticuerpos producidos mediante fabricacién de constructos antigénicos supramoleculares o fmAbs
generados frente al constructo antigénico supramolecular de AB1.15 palmitoilado

Se utilizo antigeno palmitoilado (ACI-24, AB1.15) para la inmunizacion en ratones C57BL/6 a intervalos de 2 semanas.
Se inmunizaron 10-12 animales con cada antigeno (volumen de inyeccion: 200 pl que contenian 8 nmoles de
péptido). La ultima inyeccioén se realizé 4 dias antes del sacrificio de los animales. Después de 5 dosis de refuerzo,
se seleccionaron los ratones con titulos terapéuticos (cuando una dilucién 1:5.000 del suero fue positiva en un
ensayo ELISA) para una fusion. Se recogieron las células del bazo de los animales inmunizados y se generaron
hibridomas mediante la fusion de las células del bazo sensibilizadas con una linea celular de mieloma. La fusion de
los linfocitos B de los bazos de los ratones se llevé a cabo con células de la linea celular de mieloma SP2-0. (ATCC,
Manassas, VA) utilizando los procedimientos bien conocidos de Kohler and Milstein (Nature 256: 495-497 (1975)) y
Harlow and Lane (Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988)).

Se indujo la fusidn de las células mediante la adicion de polietilenglicol. Las células hibridas resultantes se cultivaron
entonces durante 10 + 14 dias de la manera convencional para permitir el crecimiento clonal. La seleccion clonal
inicial se realiz6 utilizando la dilucion limitante. Se seleccionaron los clones de hibridoma productores de IgG y se
sometieron a ensayo para determinar su unién especifica al péptido AB142 por medio de ELISA y se cultivaron los
clones resultantes que producen los anticuerpos monoclonales deseados.

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

A continuacién se seleccionaron los hibridomas en cuanto a la capacidad de producir anticuerpos monoclonales
contra enfermedades o trastornos asociados con amiloides especificos. Una vez que se identificé el clon madre, éste
se subclond cuatro veces para asegurar la monoclonalidad y permitir que se estabilizara el hibrido. Los hibridomas
que producen anticuerpos de interés se clonaron, se expandieron y se conservaron congelados para una produccion
en el futuro.

El anticuerpo se sometié a isotipificacion por medio de un kit de isotipificacion monoclonal de ratén disponible
comercialmente y el clon estable se adapté al medio exento de suero y se colocé en un biorreactor para la
produccién de anticuerpos.

El hibridoma preferido produjo un anticuerpo monoclonal que tiene el isotipo I1gG1.
Ejemplo 1.3: Determinacion de la especificidad del anticuerpo mACI-24-Ab3

Para analizar la especificidad del anticuerpo mACI-24-Ab3, se hace una transferencia de diferentes concentraciones
de fibrillas de amiloide 1-42, 1-40 y 17-40, 1-28 pre-formadas, a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL
(Amersham Biosciences). Después de bloquear con leche en polvo al 10 % y Tween 20 al 0,7 %, se incuban las
membranas con anticuerpo primario a 20 pug/ml durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de lavado, se
incuban las membranas con anticuerpo de oveja anti-lIgG de ratéon conjugado con peroxidasa de rabano picante
(Amersham Biosciences) durante 1 hora a temperatura ambiente, se lavan y se incuban con una solucion
quimioluminiscente seguido de la exposicion de la membrana a una pelicula de rayos X.

Para medir la unién del mAb mACI-24-Ab3 al B-amiloide, se preforman fibras 1-42, 1-40 y 17-40, 1-28 durante siete
dias a 37 °C y se transfieren a la membrana. Se utilizan 20 pg/ml de anticuerpo para medir la capacidad de unién y
el anticuerpo unido se detecta mediante exposicién a anticuerpo de oveja anti-lIgG de ratén conjugado con
peroxidasa de rabano picante durante 20 minutos.

Ejemplo 1.4: Ensayo de fluorescencia con tioflavina T (Th-T)

Para medir tanto las propiedades de inhibicién de la agregacion, como las propiedades de desagregacion del mAb,
se utilizé el ensayo de fluorescencia con tioflavina T (Th-T) que se une especificamente a moléculas de AR1.42 fibrilar
y, posteriormente, se correlaciona la intensidad de emision de fluorescencia con la cantidad de filamentos de AB1.42
presentes en la solucion.

Se reconstituy6 polvo liofilizado de AB142 en hexafluoroisopropanol (HFIP) hasta concentracion 1 mM. La solucion
peptidica se sometié a sonicacion durante 15 min a temperatura ambiente, se agité durante la noche, y se
prepararon alicuotas en tubos de microcentrifuga no siliconados. A continuacion, se evapor6 el HFIP bajo una
corriente de argon. La pelicula peptidica resultante se secé al vacio durante 10 min y se conservo a -80 °C hasta su
uso.
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1.4.1 Ensayo de agregacion de AB1.42

Para el ensayo de determinacion de la inhibicion de la agregacion de AB+42 mediada por anticuerpos, se diluyd
previamente el anticuerpo en PBS y se prepar6 en un tubo de incubacion no siliconado una solucién de ensayo que
contenia los siguientes componentes: anticuerpo pre-diluido 3,3 o 0,33 uM, tioflavina T 10 pM, AB142 33 puM, y
DMSO al 8,2 %. Por lo tanto las relaciones molares finales de anticuerpo a AB1.42 fueron 1:10 y 1:100. Se prepararon
también soluciones de control apropiadas. Las soluciones se incubaron a continuaciéon durante 24 horas a 37 °C, y
se leyo la espectrofluorescencia (unidades de fluorescencia relativa; RFU) en seis réplicas en placas negras de 348
pocillos (Perkin-Elmer) en un espectrofluorémetro FluoroCount de Perkin-Elmer. La inhibicion de la agregacion o
desagregacion se expresa como % medio de inhibicion o desagregacion, respectivamente, segun la siguiente
ecuacion

% de inhibicion =

(RFU de control posit - RFU de control negat) - (RFU de muestra con AB+1.42 - RFU de muestra sin AB1.42 X 100 %

(RFU de control posit - RFU de control negat) n

dio una media de 26 % (2 experimentos independientes), mientras que en una relacién molar de 1:10 la inhibicién
fue del 51 % (2 experimentos independientes).

1.4.2 Ensayo de desagregacion de AB1.42

Para medir las propiedades de desagregacion del mAb se utilizd el ensayo de fluorescencia con tioflavina T (ThT)
que se une especificamente a moléculas de AR+ fibrilar y, posteriormente, se correlaciona la intensidad de la
emision de fluorescencia con la cantidad de filamentos AB1.42 presentes en la solucion.

Para el ensayo de determinacion de la desagregacion de AB1.42 pre-agregados, mediada por anticuerpos, se elaboré
un AB+42 de bajo peso molecular, preparado como se ha descrito anteriormente, como una solucién 110 yM en
DMSO al 27 % y 1x PBS. Se dejé después que esta solucion se agregara a 37 °C durante 24 horas tras lo cual se
afadieron: anticuerpo pre-diluido 3,3 o 0,33 pM, y tioflavina T 10 uM. Esto dio lugar a una relacion molar de 1:10 y
1:100 de anticuerpo a AB142, conteniendo DMSO al 8,2 %. Esta solucién se incubd entonces durante 24 horas
adicionales a 37 °C. Se midi6 después la espectrofluorescencia y se calcul6 el % de desagregacion como se ha
descrito anteriormente.

El anticuerpo ACI-24-Ab-3 mostré una desagregacion significativa de los AB+42 pre-agregados en el ensayo de
desagregacion. Con una relacion molar de anticuerpo a AB1.42 de 1:100 la desagregacion tuvo un promedio del 12 %
(2 experimentos independientes), mientras que con una relacion molar 1:10 la desagregaciéon fue del 20 % (2
experimentos independientes).

De los resultados anteriores es evidente que ACI-24-Ab-3 presenta bi-funcionalidad en la interaccién con los
filamentos AB142, ya que es capaz de inhibir la agregacion de AB142 y la desagregacion de las fibras AR142
preformadas.

Ejemplo 1.5: Interacciones mACI-01Ab7C2-AB1.42

Las interacciones entre el anticuerpo ACI-24-Ab-3 y el péptido amiloide AB142 se estudian utilizando la resonancia de
plasmones superficiales (SPR). Se determina la unién del anticuerpo de ratdn a los mondémeros o a las fibras de AB1.42.

Todos los experimentos de SPR se llevan a cabo en un aparato Biacore X (Biacore AB). Los reactivos para la
inmovilizacién (EDC, NHS y etanolamina), los chips sensores CM5 y SA, asi como el tampon de muestra y de
migracion HBS-EP se adquirieron de Biacore AB. El acetato de sodio (10 mM, pH 5,0) se utiliza como tampo6n de
acoplamiento para aumentar el rendimiento del acoplamiento. Se prepara AB1.42 fibrilar (Bachem) afiadiendo tampdn
PBS a AB1.42 hasta una concentracion final de 3 mg/ml y dejando los viales a 37 °C durante 7 dias. Se acopla el AB1.
42 fibrilar a un chip sensor CM5 que contiene una matriz de carboximetildextrano unida a la superficie. EI AB1.42
monomérico biotinilado (Bachem) se acopla a un chip Sensor SA que consiste en una matriz de
carboximetildextrano con estreptavidina unida covalentemente. Tipicamente se ensayan cuatro o cinco
concentraciones de mAb mediante diluciones seriadas utilizando tampdn de migracion. Las inyecciones se realizan
partiendo de la concentracion mas baja y se hacen pasar sobre ambos fc 1y 2 a un caudal de 30 pyL/min durante 3
min. La célula de flujo 2 no se derivatiza y las respuestas se restan de fc 1 para corregir el ruido del aparato y los
cambios refractivos de volumen. Una vez finalizada la inyeccion, se lavan las superficies inmediatamente con
tampon de migracion durante 5 min. Para separar el anticuerpo unido restante de las fibrillas de AB142, se lleva a
cabo la regeneracion de la superficie inyectando pulsos de NaOH 10 mM. Se realiza un analisis cinético utilizando
algoritmos para la integracion numérica y el analisis global utilizando BlAevaluation 3.0. Las curvas obtenidas para
las inyecciones de analito a diferentes concentraciones se superponen y las lineas de base se ajustan a cero. Para
el ajuste de curvas, todos los datos se ajustan simultdneamente a un complejo homogéneo 1:1.

Se determina la unién del anticuerpo ACI-24-Ab-3 de ratén al amiloide.

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 548 102 T3

Ejemplo 1.6: Unién del anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3 a las fibras amiloides

Para analizar el lado de unién molecular del anticuerpo ACI-24-Ab-3 sobre las fibras preformadas se realiza
microscopia electronica de transmision (TEM) con contraste negativo.

El anticuerpo, ACI-24-Ab-3, se acopla con oro coloidal de 8 nm segun Slot JW, Geuze HJ (1985). Para la co-
incubacion de fibras de amiloide 1-42 (AB142) se incuban fibras 6,65 uM durante 24 horas a temperatura ambiente
con el anticuerpo marcado con oro con una relaciéon molar de 1:100. Seguidamente se incuban 5 pl de muestra en
una gradilla de Cu de descarga luminiscente recién preparada (malla 200) cubierta con pelicula de parlodio/C
durante 45 segundos, se lava 3 veces con agua y 1 vez con acetato de uranilo al 2 % recién preparado diluido y
filtrado. Se tifien las muestras en acetato de uranilo al 2 % durante 15-20 segundos. Se aspira el exceso de tinte
sobre las gradillas y después se secan al aire. Se preparan tres gradillas de cada muestra. Se analizan las gradillas
por microscopia electrénica de transmisién Hitachi 7000.

Ejemplo 1.7: Fraccionamiento por ultracentrifugacion en gradiente de densidad

Las propiedades del anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3 para inhibir la polimerizacion de las fibras de AB1.42 y para
desagregar las fibras de AB+42 se estudian mediante ultracentrifugacion en gradiente de densidad (Rzepecki ef al.,
2004) que se basa en el principio de distribuir entre diferentes tamafios las fibras de péptidos resultantes después de
la incubacion con y sin anticuerpos, seguido por un analisis de sedimentaciéon en SDS-PAGE en un gradiente
preformado (OptiPrep™). El analisis simultaneo de poblaciones de fibras de AB preformadas, las propiedades de
desagregacion y de inhibicion de la agregacion de los anticuerpos co-incubados, y la union de los anticuerpos a las
fibras son ventajas evidentes de estos métodos.

Para la inhibicion de la agregacion de ABi.42, se incuban los monémeros AB142 con mAb ACI-24-Ab-3 en dos
relaciones molares diferentes (relacion molar de monémero AB142 treinta o cien veces mayor que mAb) con una
concentracion final de AR de 50 uM. Después de 24 horas de incubacion a 37 °C, las muestras se superponen sobre
un gradiente discontinuo de Optiprep™ y los tubos se centrifugan a 259 000 g durante 3 horas a 4 °C. Se recogen 15
fracciones (140 ul cada una), la fraccion 1 es la fraccion menos densa de la parte superior del gradiente y la fraccion
15 es la fraccion mas densa de la parte inferior del gradiente. También se recoge el sedimento. Las fracciones
recogidas se analizan mediante SDS-PAGE con tincién de plata. La concentracion de AB1.42 para los ensayos de
inhibicion es cinco veces menor que para los ensayos de desagregacion lo que disminuye la cinética de agregacion
del amiloide y asegura la medida dentro de una fase lineal.

Para la desagregacion de las fibrillas de AB1.42 preformadas mediante la co-incubacion con el mAb ACI-24-Ab-3 (a
dos relaciones molares diferentes 1:30 y 1:100, mAb + mondmero AB142 con una concentracion final de AR de 246
pMM), se incuban las muestras durante 24 horas a 37 °C. Después de 24 horas se fraccionan las muestras por
ultracentrifugacion y se separan por SDS-PAGE como se ha descrito mas arriba y anteriormente (Rzepecki et al.,
2004).

Ejemplo 1.8: Ensayo de fluorescencia para evaluar la inhibicién de la agregacion de filamentos de AB142 Y la
desagregacion de filamentos de ABi.42 preformados mediante co-incubacion con mAb ACI-24-Ab-3. Ensayo de
fluorescencia BIS-ANS

Para evaluar las propiedades de inhibicién del mAb se utiliza el ensayo de fluorescencia BIS-ANS (Levine, 2002)
que detecta especificamente el mondémero o la poblacién no fibrilar de filamentos de AB+.42. Antes de la medida de
fluorescencia, se pre-incuban los monémeros de AB142, 0 con tampdn, sirviendo como control, o con mAb ACI-24-
Ab-3 (relacion molar 1:100, mAb vs. péptido AB142) durante 14 horas a 37 °C. Las unidades fluorescentes relativas
se registran automaticamente y los resultados se expresan como cambios con respecto al control, en porcentaje.

Ejemplo 1.9: Caracterizacion por NMR y fluorescencia de la interaccion del anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3 con
el péptido B-amiloide 1-42 marcado con 3c

Para evaluar el mecanismo potencial por el cual el mAb solubiliza las fibras pre-formadas o inhibe la formaciéon de
fibras, se realiza un experimento cara a cara entre el ensayo de fluorescencia con Th-T y la NMR en estado sélido
del péptido B-amiloide 1-42 marcado en Tyr10 y Val12 con U-"*C. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion es
seguir la transicion de la lamina B por medio de espectroscopia de NMR en estado sélido en el péptido B-amiloide y
en presencia del anticuerpo monoclonal y comparar directamente ésta con la capacidad de desagregacion medida
por el ensayo de fluorescencia con Th-T.

La espectroscopia de NMR en estado sélido no detecta solamente una transiciéon en la estructura secundaria, sino
que permite también localizar los dominios del péptido ABi42 que dominan la transicidon estructural. Se ha
demostrado la aplicabilidad de la NMR en estado sélido al problema ya que ha contribuido a la determinacion de la
estructura de las fibras de AB142 QPetkova et al., 2004, Petkova et al., 2002). En particular la correlacién del
desplazamiento quimico de BCq y SCB con la estructura secundaria (Cornilescu et al., 1999, Luca et al., 2001,
lwadate et al., 1999) es una herramienta valiosa para analizar los cambios en la estructura secundaria dentro de un
péptido.
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La sintesis del péptido marcado que incluoye una valina pre-marcada con BCenla posiciéon 12 (12Val) y una tirosina
pre-marcada con °C en la posicidn 10 ('°Tyr) se realiza mediante un protocolo de sintesis Fmoc. La identidad y la
pureza del péptido se confirman por espectroscopia de masas MALDI. El péptido B-amiloide (1-42) marcado se
utiliza para generar fibras incubando la soluciéon de péptido en tampdén PBS durante 1 semana a 37 °C. El principal
problema, la escasa solubilidad del péptido B-amiloide en tampén PBS, se pudo resolver de la siguiente manera: Se
incrementa temporalmente el valor de pH del tampén PBS por medio de cantidades muy pequefias de amoniaco
para disolver el péptido B-amiloide. Se vuelve a obtener el valor de pH original del tampén PBS incubando la
muestra en presencia de un bafio de PBS mas grande utilizando el caracter volatil del amoniaco.

Para medir el efecto de los anticuerpos que rompen la lamina 3, se incuba la solucién de las fibras con el anticuerpo
durante 24 horas a 37 °C tanto para el ensayo de NMR como de Th-T. Para la comparacién en tiempo real se utiliza
una alicuota de la misma solucion para el ensayo de fluorescencia con Th-T y la solucion restante se liofiliza para las
medidas de la NMR.

Las capacidades de desagregacion de ACI-24-Ab-3 se analizan por la co-incubacion con fibras de 3 amiloide
marcadas con "°C preformadas, utilizando el ensayo de fluorescencia con Th-T.

Para investigar las diferencias entre la incubacion con PBS (control) y con mAb se deconvoluciona cada espectro
utilizando PeakFit (http://www.systat.com/products/PeakFit). Las lineas son bien concordantes empleando un
procedimiento mixto de ajuste Lorentziano/Gaussiano.

Ejemplo 1.10: Funcionalidad de ACI-24-Ab-3 sobre las fibras amiloides

12.1 Modificacion de la conformacion de fibras de AB1-42 e inicio de la desagregacion después de la unién del
anticuerpo ACI-24-Ab-3

Con el fin de evaluar el mecanismo por el cual el anticuerpo es capaz de desagregar las fibras beta-amiloides (AB1-
42) preformadas, se realiza una comparacion cara a cara del ensayo de fluorescencia con tioflavina-T (Th-T) que
mide la desagregacion y la resonancia magnética nuclear (NMR) en estado soélido del péptido AB+142 marcado en la
Tirosina 10 y en la Valina 12 con U-"C que analiza la conformacién secundaria.

Ejemplo 1.11: Mapeo epitopico del anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3

Se realizd el mapeo epitdpico del anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3 mediante ELISA utilizando una biblioteca de
péptidos que comprende un total de 33 péptidos biotinilados que abarcan la secuencia completa de aminoacidos
(aa) de AB1-42 (producida por Mimotopes, Clayton Victoria, Australia y adquirida de ANAWA Trading SA, Wangen
Suiza). Los péptidos en la biblioteca de péptidos se componian de péptidos aa de 8, 9 o 10-meros. Se utilizé un
péptido AB1-42 completo biotinilado (secuencia humana) como control positivo (Bachem, Bubendorf, Suiza).
Ademas, los péptidos mas largos que cubren AB1-28, AB17-40, AB1-40 y AB1-42 se utilizaron para definir la region
mas ancha a la que se pueden unir estos anticuerpos. Estos 4 péptidos también fueron biotinilados (fabricados por
Anaspec y adquiridos de ANAWA Trading SA, Suiza). El mapeo epitdpico se realizd de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Mimotopes). En resumen, se bloquearon las placas recubiertas con estreptavidina
(NUNC, Roskilde, Dinamarca) con BSA al 0,1 % en PBS durante la noche a 4 °C. Después de lavado con PBS-
Tween 20 al 0,05 %, se recubrieron las placas durante 1 hora a temperatura ambiente con los diferentes péptidos de
la biblioteca, diluidos en BSA al 0,1 %, azida de sodio al 0,1 % en PBS hasta una concentracion final 10 uM.
Después de lavado, se incubaron las placas durante 1 hora a temperatura ambiente con los diferentes anticuerpos,
diluidos a 10 pyg/ml para ACI-24-Ab-3 en BSA al 2 %, azida sdédica al 0,1 % en PBS. Las placas se lavaron de nuevo
y se incubaron con anti-lgG de ratén, de cabra, conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson Immunresearch West
Grove, PA, USA.) durante 1 h a temperatura ambiente. Después del lavado final, las placas se incubaron con
sustrato de fosfatasa (pNPP, Sigma Aldrich-, St Louis, MO, USA.) y se leyeron después de 3 horas de incubacion a
405 nm utilizando un lector de placas de ELISA.

Se encontrd sorprendentemente que el ACI-24-Ab-3 no se unia significativamente a AB1-42 y tampoco presentaba
ninguna unioén a ninguno de los otros péptidos de la biblioteca, a pesar de su capacidad para inhibir la agregacion de
ABR1-42.

Para determinar si ACI-24-Ab-3 puede reconocer otros péptidos A se evalud la union a AR1-28, AB17-40 y AB1-40
y AB1-42. El ACI-24-Ab-3 no mostré ninguna uniéon a AB17-40 y ninguna unién o una unién baja a AR1-28 y AB1-42,
pero mostré una unioén importante a AB1-40. Este resultado sugiere que el ACI-24-Ab-3 puede ser especifico para
AB1-40.

Ejemplo 1.12: Influencia de la vacunacién pasiva con ACI-24-Ab-3 sobre la carga de amiloide del cerebro en ratones
hAPP transgénicos sencillos

Para evaluar la capacidad in vivo del anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3 para unirse y aclarar el amiloide soluble
del cerebro, se utilizan ratones hAPP sencillos de 6 meses de edad, agrupados por sexo y edad, para un estudio de
inmunizacién pasiva con dosis diferentes. La carga de amiloide soluble se analiza al final del estudio recogiendo el
cerebro de los animales y realizando un ELISA especifico para AR 1-40 y AB 1-42 (TGC, Alemania).
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Ocho-trece animales por grupo reciben dos inyecciones a un intervalo de una semana de 100, 300 y 1000 pg de
anticuerpo monoclonal en 200 pl de PBS mientras que la inyeccion de PBS solo sirve como control. Un dia después
de la segunda inyeccion, se sacrifican los animales para el analisis bioquimico de la fraccion de amiloide soluble.
Para cuantificar la cantidad de AB1-40 humano y AB1-42 humano en la fraccién soluble de los productos
homogeneizados del cerebro y/o del fluido cefalorraquideo (CSF), se utilizan kits de ensayo de inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) comercialmente disponibles (h Amyloid B 40 o 3 42 ELISA high sensitive, TGC, Suiza). Se
realiza el ensayo ELISA segun el protocolo del fabricante. En resumen, se preparan patrones (una dilucion de AR1-
40 o AB1-42 sintéticos) y muestras en una placa de polipropileno de 96 pocillos sin capacidad de union a las
proteinas (Greiner, Alemania). Las diluciones patrones con concentraciones finales de 1000, 500, 250, 125, 62,5,
31,3 y 15,6 pg/ml y las muestras se preparan en el diluyente de muestra, proporcionado con el kit de ELISA, hasta
un volumen final de 60 pl. Puesto que los niveles de amiloide se incrementan con la edad del ratén y puesto que la
evaluacion real requiere que las lecturas de las muestras estén dentro de la parte lineal de la curva estandar, las
muestras para el analisis de AB 40 se diluyen 2:3, y las muestras para el analisis de AB 42 no se diluyen.

Las muestras, los patrones y los blancos (50 pl) se afiaden a la placa de poliestirol recubierta con anti-AB (el
anticuerpo de captura reconoce selectivamente el extremo C terminal del antigeno) en adicién con un conjugado de
anticuerpo anti-AB selectivo (anticuerpo de deteccion biotinilado) y se incuban durante la noche a 4 °C con el fin de
permitir la formacion del complejo anticuerpo-amiloide-anticuerpo. Al dia siguiente, se afiade un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa, seguido 30 minutos mas tarde de la adicion de una mezcla de TMB/perdxido, dando
como resultado la conversion del sustrato en un producto coloreado y se mide la intensidad de color por medios de
fotometria con un lector de ELISA con un filtro de 450 nm. La cuantificacién del contenido de AB de las muestras se
obtiene comparando la absorbancia con la curva patron elaborada con AB1-40 o AB1-42 sintéticos. Los datos se
expresan como cambios individuales con respecto al valor medio de control (en porcentaje con respecto al control).

Ejemplo 1.13: Influencia de la administraciéon pasiva crénica de ACI-24 Ab-3 sobre la carga de placa en ratones
hAPPxPS1 transgénicos dobles

Para evaluar la capacidad in vivo del anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3 para unirse y reducir las placas amiloides
en el cerebro, se utilizan ratones hAPPxPS1 transgénicos dobles de 3,5 meses de edad, agrupados por sexo y
edad, para un estudio de inmunizacion pasiva crénica de 4 meses de duracién. Las placas amiloideas se analizan al
final del estudio por histoquimica del cerebro de los animales mediante la unién de tioflavina S.

Quince animales transgénicos reciben 16 inyecciones semanales de 500 ug de anticuerpo monoclonal en PBS. Se
inyectan 15 animales con PBS solo, sirviendo como controles. Todas las inyecciones se administran por via
intraperitoneal. En el sacrificio, los ratones se anestesian y se someten a lavado abundante trans-cardiaco con suero
fisiolégico a 4 °C para eliminar la sangre de los vasos cerebrales. Seguidamente, se retira el cerebro del craneo y se
separan el rombencéfalo y el prosencéfalo con un corte en el plano coronal/frontal. El prosencéfalo se divide
uniformemente en hemisferio izquierdo y derecho utilizando un corte sagital en la linea media. Un hemisferio se fija
con posterioridad durante la noche en paraformaldehido al 4 % para histologia. Se cortan secciones sagitales con el
vibratomo (40 pm) para incubaciones flotantes libres y se almacenan a 4 °C hasta la tincion en PBS con azida de
sodio al 0,1 %. Se tifien cinco secciones a diferentes niveles de placas densas con Tioflavina S. Las secciones de
todos los animales utilizados se asignan al azar para la tincion y cuantificacion a ciegas. Se toman las imagenes con
un microscopio Leica DMR equipado con una camara Sony DXC-9100P y se analizan con un ordenador utilizando el
software Leica Q-Win. Los ajustes de intensidad de luz y de condensador para el microscopio se mantienen
constantes durante todo el proceso de captacion de imagenes. Todas las imagenes obtenidas se someten a las
mismas subrutinas de ordenador para minimizar el sesgo del investigador. Se aplican los umbrales de segmentacion
uniformemente a lo largo de todo el analisis. Se selecciona la zona del subiculo para la cuantificacion automatica de
la carga de amiloide en la tincion de tioflavina S.

Ejemplo 1.14: Influencia de la vacunacion pasiva con ACI-24-Ab-3 sobre la capacidad de memoria en ratones hAPP
transgénicos sencillos

Para analizar la capacidad in vivo del anticuerpo ACI-24-Ab-3 para modificar o aumentar la funcionalidad cognitiva,
se utilizan ratones hAPP sencillos de 9 meses de edad, agrupados por sexo y edad, para el estudio de la
inmunizacion pasiva. Se mide la cogniciéon no espacial al final del periodo de inmunizacion, con un nuevo test de
reconocimiento de objetos (ORT).

Doce animales por grupo reciben dos inyecciones intraperitoneales de 400 ug de anticuerpo monoclonal en 200 pl
de PBS mientras que la inyeccion de PBS solo sirve como control. Un dia después de la segunda inyeccion, se
estudia la capacidad cognitiva en un nuevo test de reconocimiento de objetos (ORT)12’13. Para enrolarlos en el ORT
se colocan los ratones durante 10 minutos en una arena conductual y se enfrentan a un nuevo objeto desconocido.
Se registra el tiempo de exploracion. Tres horas mas tarde, los mismos animales se vuelven a colocar en la misma
arena para una segunda sesion, pero enfrentados con el objeto viejo, previamente explorado, y, adicionalmente, con
un objeto nuevo. Una vez mas, se registran los tiempos de exploracién para ambos objetos y se calcula el indice de
cognicién resultante como la relacion del tiempo de exploracion para el nuevo objeto con respecto al tiempo de
exploracion total y se expresa como cambios proporcionales con respecto al control.
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Ejemplo 1.15 -Union preferencial del anticuerpo monoclonal de ratdén a la preparacion de péptido AR1-42 proto-
fibrilar (PF) de alto peso molecular (HMW) enriquecida en oligdmeros sobre la de monémeros de bajo peso
molecular (LMW)

La unién de anticuerpos monoclonales de raton anti-betaamiloide al péptido AB1-42 de monémeros de bajo peso
molecular (LMW) y a las preparaciones de péptido AR1-42 proto-fibrilares (PF) de alto peso molecular enriquecidas
en oligébmeros, se pueden realizar utilizando ELISA.

Se utilizé cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) empleando 2 columnas de SEC Superdex 75 HR 10/30
(Intervalo 3-70 kDa) y Superose 6 HR 10/30 (Intervalo 5-5000 kDa), para preparar fracciones de péptido AR1-42 que
consisten en preparaciones de péptido AR1-42 proto-fibrilares (PF) de alto peso molecular (HMW) enriquecidas en
oligdbmeros y preparaciones de péptido AB1-42 de mondmeros de bajo peso molecular (LMW). Los eluatos
resultantes se tifieron entonces con acetato de uranilo y se examinaron por microscopia electrénica de transmision
de alta resolucion (TEM) a 100 kV para verificar la morfologia estructural de las fracciones de AB1-42 eluidas.

Se realiz6 entonces un ensayo ELISA recubriendo las fracciones de AB1-42 sobre la placa de ensayo de alta avidez
a 2 uM durante la noche. Después, se bloqued la placa recubierta con BSA al 1,0 % y se afiade el anticuerpo ACI-
24-Ab-3 (EJ1A9 de ratén) en una dilucién seriada empezando a 20 ug/ml. También se utilizé una dilucion en serie de
un anticuerpo estandar (6E10, Chemicon). Para la deteccion de la unién se utilizd el anticuerpo anti-IgG de ratén
conjugado con fosfatasa alcalina y fosfato de 4-nitrofenilo. Se leyeron las placas a 405 nm. Todas las condiciones se
ensayaron por duplicado con coeficiente de variacion (CV) <0,2.

La unién del anticuerpo ACI-24-Ab-3 anti-AB de raton (EJ1A9 de ratén) y el anticuerpo de control 6E10 se midié por
ELISA. La tabla 1.4 y la figura 5 muestran los valores de la densidad éptica (D.O.) para el anticuerpo ACI-24-Ab-3
(EJ1A9 de raton) tras la union a las preparaciones proto-fibrilares (PF) enriquecidas en oligdmeros y a las de
monoémeros LMW, del péptido humano AB1-42. La tabla 1.5 y la Figura 6 muestran los valores de densidad o6ptica
(D.0O.) para el anticuerpo de control anti-AR1-42 de 6E10 tras la unién a las preparaciones del péptido humano AB1-
42 proto-fibrilares (PF) enriquecidas de oligémeros y las de monémeros LMW.

Estos resultados indican que el anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3 muestra una unién mas fuerte a los péptidos
AB1-42 que tienen una morfologia de oligdmeros PF de orden superior a la del péptido monomérico LMW. Ademas,
estos resultados sugieren que el ACI-24-Ab-3 se une a un epitopo que se presenta preferentemente sobre
fracciones de AR1-42 proto-fibrilares (PF) enriquecidas con oligémeros.

Ejemplo 1.16: Unién del anticuerpo monoclonal ACI-24-Ab-3 a los monémeros y oligémeros del péptido amiloide 31-
42

Se evaluo la unién del anticuerpo ACI-24-Ab-3 anti-amiloide B (clon: EJ1A9) a mondmeros y oligémeros del péptido
AB1-42. Antes de ser utilizado en el estudio, el anticuerpo se conservé a -80 °C. El péptido AR1-42 (W.M. Keck
Facility, Yale University) se conservd como polvo liofilizado, hasta el dia de su uso. Todos los demas materiales eran
de Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Suiza) a menos que se indique otra cosa.

Para preparar monémeros y fracciones de peso molecular mas alto con mejor enriquecimiento de oligémeros del
péptido AB1-42, se utilizd6 una metodologia mejorada empleando cromatografia de exclusion por tamafio (SEC). Se
utilizaron dos columnas de SEC, Supelco TSK G4000PW-XL (intervalo 1500 kDa; Sigma) y Superosa 6 HR 10/30
(intervalo 5-5.000 kDa; GE Healthcare Bio-Sciences AB Uppsala, Suecia), para preparar fracciones del péptido AB1-
42 enriquecidas en monomeros LMW y fracciones de oligobmeros de peso mas alto. Los eluatos de SEC resultantes
se tifieron entonces con acetato de uranilo y se examinaron mediante microscopia electronica de transmision de alta
resolucion (TEM) a 100 kV para verificar la morfologia estructural de las fracciones de AB1-42 (no se muestran).
Para investigar la union del anticuerpo a las fracciones de AB1-42, se realiz6é un ELISA. Las fracciones de AB1-42 se
recubrieron sobre placas de ensayo de alta avidez a 2,2 yM en PBS durante 2 horas. Las placas recubiertas se
lavaron entonces cinco veces con Tween-20 al 0,05 % en PBS y se bloquearon con BSA al 1,0 %. Se afiadieron los
anticuerpos anti-AB, incluyendo el anticuerpo de control (6E10) en una dilucion seriada partiendo de las
concentraciones indicadas. Se utilizd el anticuerpo anti IgG de ratén conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson
ImmunoResearch, Suffolk, Inglaterra), y fosfato de 4-nitrofenilo para la deteccion de la union. Se leyeron las placas a
405 nm después de una incubacion de 14 horas a temperatura ambiente. Se repitid el ensayo tres veces. La Figura
7 muestra la media (+ SEM) de los valores de densidad 6ptica (D.O.) obtenidos de los tres ensayos ELISA
separados. El anticuerpo ACI-24-AB-3 demostré una unién superior a la preparaciéon de AB1-42 enriquecida en
oligdbmeros en comparacion con la fraccion no enriquecida en oligdmeros, y que consiste principalmente en
monomeros de ABR1-42 (Figura 7A). En comparacion, el anticuerpo de control 6E10 se unié igualmente bien a ambas
fracciones de AB1-42. Las Tablas 1.6 y 1.7 muestran los valores de D.O. obtenidos en los ensayos ELISA 1, 2,y 3,
para los anticuerpos ACI-24-Ab-3 y 6E10, respectivamente.

Estos resultados indican que el anticuerpo ACI-24-Ab-3 (clon: EJ1A9) presenta una afinidad de union superior para
las preparaciones de AB1-42 enriquecidas en oligdmeros que la que tiene para las preparaciones monomeéricas de
ABR1-42.
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Ejemplo 2: Anticuerpo generado mediante la inmunizacioén con un constructo antigénico supramolecular pegilado
Ejemplo 2.1: Métodos para preparar constructos antigénicos supramoleculares
2.1.1 Sintesis del antigeno péptido B-amiloide pegilado

Para mejorar la respuesta inmunitaria, se ha aplicado un ancla/espaciador para reconstituir el péptido en el
liposoma, por ejemplo, polietilenglicol (PEG). EI PEG se uni6 covalentemente al residuo de lisina unido a ambos
terminales del péptido. En el otro extremo de la cadena (PEG n = 70) se uni6 covalentemente fosfatidiletanolamina
(PEA) para que funcionara como el elemento de anclaje en la bicapa del liposoma. De este modo, el liposoma
todavia funciona como un adyuvante y el péptido que esta lo suficientemente alejado de la bicapa se puede procesar
solo y de ese modo aumenta su inmunogenicidad en comparacion con el antigeno palmitoilado.

Los constructos supramoleculares descritos en la presente memoria se sintetizaron excepcionalmente utilizando las
protecciones convencionales de las cadenas laterales de los aminoacidos, Fmoc/tBu. Tipicamente, la pegilacion de
los péptidos da como resultado mezclas de regioisdmeros. En la presente memoria se demuestra un método
conveniente para la union especifica del sitio de un conjugado de PEG-lipido tanto al C terminal como al N terminal
de AR utilizando péptidos parcialmente protegidos.

Para aquellas secuencias de péptidos que contienen residuos internos de Lys o His (22-35), se afiadié un Lys(ivDde)
protegido ortogonalmente a cada terminal. Se afiadio un Gly adicional al C-terminal para facilitar la sintesis. El grupo
Fmoc se elimind con piperidina al 20 % en DMF y se N-acetil6 utilizando anhidrido acético. La escision selectiva de
los grupos ivDde se logré con hidrato de hidrazina al 3 % en DMF durante una hora. Se prefirié la resina de 2-
clorotritilo sobre la resina de Wang mas ampliamente utilizada ya que se ha demostrado que la primera es mucho
mas resistente a la hidrazinolisis. Ademas, la resina de 2-clorotritilo es extremadamente sensible a los acidos y por
lo tanto, a diferencia de la resina de Wang, permite el aislamiento de péptidos protegidos. En efecto, fue necesario
llevar a cabo la reaccion de acoplamiento en la fase de solucion ya que el acoplamiento del péptido unido a la resina
con el reactivo lipidico pegilado pre-activado DSPE-PEG-SPA no dio lugar a ningun producto de acoplamiento. Por
lo tanto la escision selectiva de la resina en condiciones suaves (acido acético/trifluoroetanol/diclorometano, 1:1:8, 1
h, temperatura ambiente) dio los péptidos protegidos internamente.

Los acoplamientos en fase de solucion se lograron satisfactoriamente con los péptidos derivados de la secuencia de
AB22-35 Y APB290, respectivamente, a DSPE-PEG-SPA en DMSO y exceso de base. Las reacciones se inactivaron
después por la adicién de un exceso de etanolamina durante 2 h y se liofilizé la solucién.

Para la secuencia 29-40, no se necesitd ninguna estrategia de proteccion especial.

La purificacién por HPLC (columna semi-preparativa de fase inversa C,) proporcioné entre 50-70 % de pureza de los
conjugados de PEG-lipido en N- y C-terminales cuyas identidades se confirmaron por medio de MALDI (desorcién-
ionizacion laser asistida por matriz). Cada secuencia mostré una variacion considerable en la facilidad de la reaccion
de acoplamiento y se ajustaron las condiciones en consecuencia (temperatura, nimero de equivalentes molares de
DSPE-PEG-SPA, tiempo). Para la separacion del exceso de DSPE-PEG-SPA del producto deseado se aplica la
purificacion por HPLC. La separacion de los productos mono- y di-acoplados antes de las desprotecciones finales de
las cadenas laterales se puede lograr mediante el uso de cromatografia de intercambio catiénico. Las posteriores
desprotecciones de las cadenas laterales del péptido y la separacion del exceso de DSPE-PEG-SPA inactivado
conducen al aislamiento de los conjugados deseados con una pureza aceptable.

Este enfoque para la sintesis de antigenos 3-amiloides con lipido-PEG en N- y C-terminales utilizando péptidos
protegidos es aplicable a una amplia variedad de secuencias de péptidos.

Ejemplo 2.2: Anticuerpos provocados por constructos antigénicos supramoleculares
Fabricacion de los mAb originados contra los constructos antigénicos supramoleculares ABz2-35 y AB29-40 pegilados:

Se prepararon antigenos liposomales como se ha descrito (Nicolau et al, 2002, PNAS, 99, 2332-37). Las
secuencias de PEG-AB2235 ¥ PEG-AB2940 Se reconstituyeron en un constructo que consistia en liposomas
elaborados de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), dimiristoilfosfatidiletanolamina (DMPEA), dimiristoilfosfatidilglicerol
(DMPG) vy colesterol (relaciones molares 0,9:0,1:0,1:0,7) que contenia lipido A monofosforilado (40 mg/mM de
fosfolipidos). Estos antigenos se utilizaron para la inmunizacién en ratones C57BL/6 a intervalos de 2 semanas. Se
inmunizaron 10-12 animales con cada antigeno. Después de 3 a 6 dosis de refuerzo, se seleccionaron los ratones
con titulos terapéuticos: (cuando una dilucién 1:5000 del suero fue positiva en el ensayo ELISA) para la fusion. Se
recogen las células del bazo de los animales inmunizados y se generan hibridomas mediante fusion de las células
de bazo sensibilizadas con una linea celular de mieloma. La fusion de los linfocitos B de los bazos de los ratones se
llevé a cabo con células de la linea celular de mieloma SP2-0. (ATCC, Manassas, VA), utilizando los procedimientos
bien conocidos de Kohler and Milstein (Nature 256: 495-497 (1975)) y Harlow and Lane (Antibodies: A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988))

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 548 102 T3

Se indujo la fusion de las células mediante la adicion de polietilenglicol. Las células hibridas resultantes se clonaron
a continuacion, de la manera convencional, por ejemplo utilizando la dilucion limitante. Se seleccionaron los clones
de hibridoma que producen IgG y se sometieron a ensayo para determinar su unién especifica al péptido AB1.42
mediante ELISA y se cultivaron los clones resultantes, que producen los anticuerpos monoclonales deseados.

Los hibridomas asi obtenidos se seleccionaron quimicamente cultivando en placas las células en un medio de
seleccion que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT).

A continuacién, se seleccionaron los hibridomas para determinar la capacidad para producir anticuerpos
monoclonales contra enfermedades o trastornos especificos asociados a amiloides. Los hibridomas que producen
anticuerpos de interés se clonaron, se expandieron y se conservaron congelados para la produccion futura. Los
hibridomas preferidos producen anticuerpos monoclonales que tienen el isotipo IgG.

Ejemplo 2.3: Determinacion de la especificidad de los anticuerpos ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11

Para analizar la especificidad de los anticuerpos ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11, se transfieren diferentes
concentraciones de fibrillas de amiloide 1-42, 1-40 y 17-40, 1-28 pre-formadas, a membranas de nitrocelulosa
Hybond ECL (Amersham Biosciences). Después de bloquear con leche en polvo al 10 % y Tween 20 al 0,7 %, se
incuban las membranas con el anticuerpo primario a 20 yg/ml durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de
lavado, se incuban las membranas con anticuerpo de oveja anti-IgG de raton conjugado con peroxidasa de rabano
picante (Amersham Biosciences) durante 1 h a temperatura ambiente, se lavan y se incuban con solucion
quimioluminiscente seguido por la exposicion de la membrana a una pelicula de rayos X.

Para medir la unién de los mAb AC-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 al B-amiloide se pre-forman fibras 1-42, 1-40 y 17-40, 1-
28 durante siete dias a 37 °C y se transfieren a la membrana. Se utilizan 20 pyg/ml de anticuerpo para medir la
capacidad de union y el anticuerpo unido se detecta mediante exposicion a anticuerpo de oveja anti-IgG de ratdn
conjugado con peroxidasa de rabano picante durante 20 minutos.

Ejemplo 2.4: Ensayo de fluorescencia con tioflavina T (Th-T)

Para medir tanto las propiedades de inhibicién de la agregacion como las propiedades de desagregacion de los mAb
se utilizé el ensayo de fluorescencia con tioflavina T (Th-T) que se une especificamente a moléculas de AR1.42 fibrilar
y, seguidamente, se correlaciona la intensidad de la emision fluorescente con la cantidad de filamentos de AB142
presentes en la solucion.

Se reconstituyd polvo liofilizado de AB1.42 en hexafluoroisopropanol (HFIP) hasta concentracién 1 mM. La solucién de
péptido se sometié a ultrasonidos durante 15 min a temperatura ambiente, se agité durante la noche, y se
prepararon alicuotas en tubos de microcentrifuga no siliconados. Se evaporo entonces el HFIP bajo una corriente de
argon. La pelicula peptidica resultante se sec6 al vacio durante 10 min y se conservé a -80 °C hasta su uso.

2.4.1 Ensayo de agregacion de AB1.42

Para el ensayo de la inhibicion, mediada por anticuerpos, de la agregacion de ABR1-42, se diluyé previamente el
anticuerpo en PBS y se prepard en un tubo de incubacion no siliconado una soluciéon de ensayo que contenia los
siguientes componentes: anticuerpo pre-diluido 3,3 o 0,33 pM, tioflavina T 10 yM, AB1-42 33 uM, y DMSO al 8,2 %.
Por lo tanto las relaciones molares finales de anticuerpo a AB1-42 fueron 1:10 y 1:100. Se prepararon también
soluciones de control adecuadas. Las soluciones se incubaron entonces durante 24 horas a 37 °C, y se ley¢ la
espectrofluorescencia (unidades de fluorescencia relativa; RFU) en seis réplicas en placas negras de 348 pocillos
(Perkin-Elmer) en un espectrofluorémetro FluoroCount de Perkin-Elmer. La inhibicion de la agregacién o la
desagregacion se expresa como % medio de inhibicion o desagregacion, respectivamente, segun la siguiente
ecuacion

% de inhibicion =

(RFU de control posit - RFU de control negat) - (RFU de muestra con AB+1.42 - RFU de muestra sin AB1.42 X 100 %

(RFU de control posit - RFU de control negat)

El anticuerpo ACI-11-Ab-9 mostré una inhibicion significativa de la agregacion de AR1-42 en comparacion con el
control. Con una relacion molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 la inhibicion tuvo un promedio del 34 % (3
experimentos independientes), mientras que con una relacion molar 1:10 la inhibicién fue del 69 % (2 experimentos
independientes).

El anticuerpo ACI-12-Ab-11 mostré también una inhibicion significativa de la agregacion de AB1-42 en comparacion
con el control. Con una relacién molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 la inhibicién tuvo un promedio del 30 % (2
experimentos independientes), mientras que con una relacién molar 1:10 la inhibicién fue del 66 % (2 experimentos
independientes).
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2.4.2 Ensayo de desagregacion de AB1-42

Para medir las propiedades de desagregacion del mAb se utilizd el ensayo de fluorescencia con tioflavina T (ThT)
que se une especificamente a las moléculas de AB1-42 fibrilar y, posteriormente, se correlaciona la intensidad de la
emision de fluorescencia con la cantidad de filamentos AB1-42 presentes en la solucion.

Para el ensayo de determinacion de la desagregacion, mediada por anticuerpos, de AB1-42 pre-agregados, se
elabor6 un AB1-42 de bajo peso molecular, preparado como se ha descrito anteriormente, como una solucion 110
MM en DMSO al 27 % y 1x PBS. Se dej6 después que esta solucion se agregara a 37 °C durante 24 horas tras lo
cual se anadieron: anticuerpo pre-diluido 3,3 o0 0,33 pM, y tioflavina T 10 yM. Esto dio lugar a una relacién molar de
1:10 y 1:100 de anticuerpo a ABR1-42, conteniendo DMSO al 8,2 %. Esta solucion se incubd entonces durante 24
horas adicionales a 37 °C. Se midi6 después la espectrofluorescencia y se calcul6 el % de desagregacion como se
ha descrito anteriormente.

El anticuerpo ACI-11-Ab-9 mostré una desagregacion significativa de los AB1-42 pre-agregados en el ensayo de
desagregacion. Con una relacion molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 la desagregacion tuvo un promedio del 22
% (3 experimentos independientes), mientras que con una relacion molar 1:10 la desagregacién fue del 52 % (3
experimentos independientes).

El anticuerpo ACI-12-Ab-11 mostré también una desagregacion significativa de los AB1-42 pre-agregados en el
ensayo de desagregacion. Con una relacion molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 la desagregacion tuvo un
promedio del 18 % (2 experimentos independientes), mientras que con una relacion molar 1:10 la desagregacion fue
del 54 % (2 experimentos independientes).

De los resultados anteriores es evidente que los anticuerpos ACI-11-Ab-9 y ACI-12 Ab-11 presentan bi-funcionalidad
en la interaccion con los filamentos AR1-42, ya que ambos anticuerpos con capaces de inhibir la agregacion de AB1-
42 y la desagregacion de las fibras AR1-42 preformadas.

Ejemplo 2.5: Interacciones de ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11

Las interacciones entre los anticuerpos ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 con el péptido amiloide AB1.42 se estudian
utilizando la resonancia de plasmones superficiales (SPR). Se determina la union del anticuerpo de raton a
cualquiera de los mondémeros o fibras de AB142.

Todos los experimentos SPR se llevan a cabo en un aparato Biacore X (Biacore AB). Los reactivos para la
inmovilizacién (EDC, NHS y etanolamina), los chips sensores CM5 y SA, asi como el tampon de muestra y de
migracion HBS-EP se adquirieron de Biacore AB. El acetato de sodio (10 mM, pH 5,0) se utiliza como tampo6n de
acoplamiento para aumentar el rendimiento del acoplamiento. Se prepara AB1-42 fibrilar (Bachem) afiadiendo
tampon PBS a AB1-42 hasta una concentracion final de 3 mg/ml y dejando los viales a 37 °C durante 7 dias. Se
acopla AB1-42 fibrilar a un chip sensor CM5 que contiene una matriz de carboximetildextrano unida a la superficie. El
AB1-42 monomérico biotinilado (Bachem) se acopla a un chip Sensor SA que consiste en una matriz de
carboximetildextrano con estreptavidina unida covalentemente. Tipicamente se ensayan cuatro o cinco
concentraciones de mAb mediante diluciones seriadas utilizando tampdn de migracion. Las inyecciones se realizan
partiendo de la concentracién mas baja y se hacen pasar sobre ambos fc 1y 2 a un caudal de 30 pyL/min durante 3
min. La célula de flujo 2 no se derivatiza y las respuestas se restan de fc 1 para corregir el ruido del aparato y los
cambios refractivos de volumen. Una vez finalizada la inyeccion, las superficies se lavan inmediatamente con
tampon de migracion durante 5 min. Para separar el anticuerpo unido restante de las fibrillas de AB1-42, se lleva a
cabo la regeneracion de la superficie inyectando pulsos de NaOH 10 mM. Se realiza un analisis cinético utilizando
algoritmos para la integracion numérica y el analisis global utilizando BlAevaluation 3.0. Las curvas obtenidas para
las inyecciones de analito a diferentes concentraciones se superponen y las lineas de base se ajustan a cero. Para
el ajuste de la curva, todos los datos se ajustan simultaneamente a un complejo homogéneo 1:1.

Se determina la unién de los anticuerpos de ratén ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 al amiloide.
Ejemplo 2.6: Unién de los anticuerpos monoclonales ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 a las fibras amiloides

Para analizar el lado de unién molecular de los anticuerpos ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 sobre las fibras
preformadas se realiza microscopia electrénica de transmision (TEM) con contraste negativo.

Los anticuerpos ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 se acoplan con oro coloidal de 8 nm segun Slot JW, Geuze HJ (1985).
Para la co-incubacion de fibras de amiloide 1-42 (AB1-42) se incuban fibras 6,65 uM durante 24 horas a temperatura
ambiente con el anticuerpo marcado con oro con una relacion molar de 1:100. Seguidamente se incuban 5 pl de
muestra en una gradilla de Cu de descarga luminiscente recién preparada (malla 200) cubierta con pelicula de
parlodio/C durante 45 segundos, se lava 3 veces con aguay 1 vez con acetato de uranilo al 2 % recién preparado
diluido y filtrado. Se tifien las muestras en acetato de uranilo al 2 % durante 15-20 segundos. Se aspira el exceso de
tinte sobre las gradillas y después se secan al aire. Se preparan tres gradillas de cada muestra. Se analizan las
gradillas por microscopia electrénica de transmision Hitachi 7000.
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Ejemplo 2.7: Fraccionamiento por ultracentrifugacion en gradiente de densidad

Las propiedades de los anticuerpos monoclonales ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 para inhibir la polimerizacion de las
fibras de AB142 y para desagregar las fibras de AB142, se estudian mediante ultracentrifugacion en gradiente de
densidad (Rzepecki et al., 2004) que se basa en el principio de distribuir entre diferentes tamarios las fibras de
péptidos resultantes después de la incubacion con y sin anticuerpos, seguido por un analisis de sedimentacion en
SDS-PAGE en un gradiente preformado (OptiPrep™). El analisis simultaneo de poblaciones de fibras de AR
preformadas, las propiedades de desagregacion y de inhibicion de la agregacion de los anticuerpos co-incubados, y
la unién de los anticuerpos a las fibras son ventajas evidentes de estos métodos.

Para la inhibicion de la agregacion de AB1.42, se incuban los monémeros AB+.42 con mAb ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-
11 respectivamente, en dos relaciones molares diferentes (relacion molar de monémero AB1.42 treinta o cien veces
mayor que mAb) con una concentracion final de AR de 50 uM. Después de 24 horas de incubacién a 37 °C, las
muestras se superponen sobre un gradiente discontinuo de Optiprep™ y los tubos se centrifugan a 259 000 g
durante 3 horas a 4 °C. Se recogen 15 fracciones (140 pl cada una), la fraccion 1 es la fraccién menos densa de la
parte superior del gradiente y la fraccion 15 es la fraccion mas densa de la parte inferior del gradiente. También se
recoge el sedimento. Las fracciones recogidas se analizan mediante SDS-PAGE con tincion de plata. La
concentracion de AB142 para los ensayos de inhibicion es cinco veces menor que para los ensayos de
desagregacion lo que disminuye la cinética de agregacion del amiloide y asegura la medida en la fase lineal.

Para la desagregacion de las fibrillas de AB1.42 preformadas mediante la co-incubaciéon con mAb ACI-11-Ab-9 y ACI-
12-Ab-11 (a dos relaciones molares diferentes 1:30 y 1:100, mAb + mondmero AR+.42 con una concentracion final de
AR de 246 pM), las muestras se incuban durante 24 horas a 37 °C. Después de 24 horas se fraccionan las muestras
por ultracentrifugacion y se separan por SDS-PAGE como se ha descrito mas arriba y anteriormente (Rzepecki et
al., 2004).

Ejemplo 2.8: Ensayo de fluorescencia para evaluar la inhibicion de la agregacion de filamentos de AB142 y la
desagregacion de filamentos de AB142 preformados mediante co-incubacion con mAb ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11,
respectivamente.

Ensayo de fluorescencia BIS-ANS

Para evaluar las propiedades de inhibicién del mAb se utiliza el ensayo de fluorescencia BIS-ANS (Levine, 2002)
que detecta especificamente el mondémero o la poblacién no fibrilar de filamentos de AB+.42. Antes de la medida de
fluorescencia, se pre-incuban los monémeros de AB142, 0 con tampdn, sirviendo como control, o con mAb ACI-11-
Ab-9 y ACI-12-Ab-11 (relacion molar 1:100, mAb vs. péptido AB142) durante 14 horas a 37 °C. Las unidades
fluorescentes relativas se registran automaticamente y los resultados se expresan como cambios con respecto al
control en porcentaje.

Ejemplo 2.9: Caracterizacion por NMR vy fluorescencia de la interaccion de los anticuerpos monoclonales ACI-11-Ab-
9y ACI-12-Ab-11 con el péptido B-amiloide 1-42 marcado con 3c

Para evaluar el mecanismo potencial por el cual el mAb solubiliza las fibras pre-formadas o inhibe la formaciéon de
fibras, se realiza un experimento cara a cara entre el ensayo de fluorescencia con Th-T y la NMR en estado sélido
del péptido B-amiloide 1-42 marcado en Tyr10 y Val12 con U-"*C. Por lo tanto, el objetivo de esta investigacion es
seguir la transicion de la lamina B por medio de espectroscopia de NMR en estado sélido en el péptido B-amiloide y
en presencia del anticuerpo monoclonal y comparar directamente ésta con la capacidad de desagregacion medida
por el ensayo de fluorescencia con Th-T.

La espectroscopia de NMR en estado sélido no detecta solamente una transiciéon en la estructura secundaria, sino
que permite también localizar los dominios del péptido ABi42 que dominan la transicidon estructural. Se ha
demostrado la aplicabilidad de la NMR en estado sdlido al problema, ya que ha contribuido a la determinacion de la
estructura de las fibras de AB142 (Petkova et al., 2004, Petkova et al, 2002). En particular la correlacion del
desplazamiento quimico de BCa y 130[3 con la estructura secundaria (Cornilescu et al., 1999, Luca et al., 2001,
lwadate et al., 1999) es una herramienta valiosa para analizar los cambios en la estructura secundaria dentro de un
péptido.

La sintesis del péptido marcado que incluoye una valina pre-marcada con BCenla posiciéon 12 (12Val) y una tirosina
pre-marcada con °C en la posicién 10 ('°Tyr) se realiza mediante un protocolo de sintesis Fmoc. La identidad y la
pureza del péptido se confirman mediante espectroscopia de masas MALDI. El péptido B-amiloide (1-42) marcado
se utiliza para generar fibras incubando la solucion de péptido en tampén PBS durante 1 semana a 37 °C. El
principal problema, la escasa solubilidad del péptido $-amiloide en tampdn PBS, se pudo resolver de la siguiente
manera: Se incrementa temporalmente el valor de pH del tampdon PBS por medio de cantidades muy pequefias de
amoniaco para disolver el péptido B-amiloide. Se vuelve a obtener el valor de pH original del tampon PBS incubando
la muestra en presencia de un bafio de PBS mas grande utilizando el caracter volatil del amoniaco.

Para medir el efecto de los anticuerpos que rompen la lamina 3, se incuba la soluciéon de las fibras con el anticuerpo
durante 24 horas a 37 °C tanto para el ensayo de NMR como de Th-T. Para la comparacién en tiempo real se utiliza
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una alicuota de la misma solucion para el ensayo de fluorescencia con Th-T y la solucion restante se liofiliza para las
medidas de la NMR.

Las capacidades de desagregacion de ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 se analizan por la co-incubacion con fibras de 3
amiloide marcadas con °C preformadas, utilizando el ensayo de fluorescencia con Th-T.

Para investigar las diferencias entre la incubacion con PBS (control) y con mAb se deconvoluciona cada espectro
utilizando PeakFit (http://www.systat.com/products/PeakFit). Las lineas son bien concordantes empleando un
procedimiento mixto de ajuste Lorentziano/Gaussiano.

Ejemplo 2.10: Funcionalidad de ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 sobre las fibras amiloides

12.1 Modificaciéon de la conformacion de fibras de AB1-42 e inicio de la desagregacion después de la union de los
anticuerpos ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11

Con el fin de evaluar el mecanismo por el cual los anticuerpos son capaces de desagregar las fibras beta-amiloides
(AB1-42) preformadas, se realiza una comparacion cara a cara del ensayo de fluorescencia con tioflavina-T (Th-T)
midiendo la desagregacion y la resonancia magnética nuclear (NMR) en estado sélido del péptido AB1-42 marcado
en la Tirosina 10 y en la Valina 12 con U-"C analizando la conformacion secundaria.

Ejemplo 2.11: Mapeo epitopico de los anticuerpos monoclonales ACL-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11

Se realizé el mapeo epitdpico de los anticuerpos monoclonales ACL-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 mediante ELISA
utilizando una biblioteca de péptidos que comprende un total de 33 péptidos biotinilados que abarcan la secuencia
completa de aminoacidos (aa) de AB1-42 (producida por Mimotopes, Clayton Victoria, Australia y adquirida de
ANAWA Trading SA, Wangen Suiza). Los péptidos en la biblioteca de péptidos se componian de péptidos aa de 8, 9
o 10-meros. Se utilizé un péptido AB1-42 completo biotinilado (secuencia humana) como control positivo (Bachem,
Bubendorf, Suiza). Ademas, los péptidos mas largos que cubren AR1-28, AB17-40, AB1-40 y AB1-42 se utilizaron
para definir la region mas ancha a la que se pueden unir estos anticuerpos. Estos 4 péptidos también fueron
biotinilados (fabricados por Anaspec y adquiridos de ANAWA Trading SA, Suiza). El mapeo epitopico se realizé de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Mimotopes). En resumen, se bloguearon las placas recubiertas con
estreptavidina (NUNC, Roskilde, Dinamarca) con BSA al 0,1 % en PBS durante la noche a 4 °C. Después de lavado
con PBS-Tween 20 al 0,05 %, se recubrieron las placas durante 1 hora a temperatura ambiente con los diferentes
péptidos de la biblioteca, diluidos en BSA al 0,1 %, azida de sodio al 0,1 % en PBS hasta una concentracion final 10
MM. Después de lavado, se incubaron las placas durante 1 hora a temperatura ambiente con los diferentes
anticuerpos, diluidos a 10 pug/ml para los anticuerpos ACL-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 en BSA al 2 %, azida sddica al
0,1 % en PBS. Las placas se lavaron de nuevo y se incubaron con anti-lgG de ratén, de cabra, conjugado con
fosfatasa alcalina (Jackson Immunresearch West Grove, PA, USA.) durante 1 h a temperatura ambiente. Después
del lavado final, las placas se incubaron con sustrato de fosfatasa (pNPP, Sigma Aldrich-, St Louis, MO, USA.) y se
leyeron después de 3 horas de incubacion a 405 nm utilizando un lector de placas de ELISA.

Se demostré que el ACI-11-Ab-9 se unia significativamente a AB1-42, pero era incapaz de unirse a ninguno de los
péptidos cortos de la biblioteca de péptidos. Por lo tanto, se llegé a la conclusién, de que el anticuerpo necesita mas
de 8 aa para unirse al epitopo y/o de que el ACI-11-Ab-9 puede reconocer un epitopo conformacional que esta
presente solamente en el AB1-42 de longitud completa.

Se demostro también que el ACI-12-Ab-11 se unia de modo significativo a AB1-42, pero similarmente al ACI-11-Ab-
9, el ACI-12-Ab-11 no se unia a ninguno de los péptidos cortos de la biblioteca de péptidos.

Para determinar si los anticuerpos ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 pueden reconocer otros péptidos AR se evalud la
union a AR1-28, AR17-40 y AB1-40 y AB1-42.

El ACI-11-Ab-9 mostré una unién considerable a AB1-28, AB1-40 y AB1-42, pero no mostrd ninguna union a AR17-40.

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el epitopo de ACI-11-Ab-9 esta en la region 1-28 de AB y que o
bien el epitopo tiene mas de 8 aminoacidos de longitud y/o que la unién a A es dependiente de la conformacion de AB.

El ACI-12-Ab-11 mostré una union significativa a Ab1-40 y Ab1-42 pero no mostré ninguna union a AB1-28 o AR17-
40. Por lo tanto, el ACI-12-Ab-11 so6lo se podria unir a AB1-40 y AB1-42 de longitud completa y no a ninguno de los
péptidos mas cortos de AB. Estos resultados sugieren que el epitopo reconocido por ACI-12-Ab-11 es dependiente
de la conformacién de AB ya que incluso 24 o 28 meros de AB fueron insuficientes para la unién del anticuerpo.

Ejemplo 2.12: Influencia de la vacunacién pasiva con ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 sobre la carga de amiloide del
cerebro en ratones hAPP transgénicos sencillos

Para evaluar la capacidad in vivo de los anticuerpos monoclonales ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 para unirse y aclarar
el amiloide soluble del cerebro, se utilizan ratones hAPP sencillos de 6 meses de edad, agrupados por sexo y edad,
para un estudio de inmunizacién pasiva con dosis diferentes. La carga de amiloide soluble se analiza al final del
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estudio recogiendo el cerebro de los animales y realizando un ELISA especifico para AR 1-40 y AR 1-42 (TGC,
Alemania).

Ocho-trece animales por grupo reciben dos inyecciones a un intervalo de una semana de 100, 300 y 1000 pg de
anticuerpo monoclonal en 200 pl de PBS mientras que la inyeccion de PBS solo sirve como control. Un dia después
de la segunda inyeccion, se sacrifican los animales para el analisis bioquimico de la fraccion de amiloide soluble.
Para cuantificar la cantidad de AB1-40 humano y AB1-42 humano en la fraccién soluble de los productos
homogeneizados del cerebro y/o del fluido cefalorraquideo (CSF), se utilizan kits de ensayo de inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) comercialmente disponibles (h Amyloid B 40 o B 42 ELISA high sensitive, TGC, Suiza). El
ELISA se realiza segun el protocolo del fabricante. En resumen, se preparan patrones (una dilucién de AB1-40 o
AB1-42 sintéticos) y muestras en una placa de polipropileno de 96 pocillos sin capacidad de unién a las proteinas
(Greiner, Alemania). Las diluciones patrones con concentraciones finales de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3 y 15,6
pg/ml y las muestras se preparan en el diluyente de muestra, proporcionado con el kit de ELISA, hasta un volumen
final de 60 pl. Puesto que los niveles de amiloide se incrementan con la edad del ratén y puesto que la evaluacion
real requiere que las lecturas de las muestras estén dentro de la parte lineal de la curva estandar, las muestras para
el analisis de A 40 se diluyen 2:3, y las muestras para el analisis de AB 42 no se diluyen.

Las muestras, los patrones y los blancos (50 pl) se afiaden a la placa de poliestirol recubierta con anti-AB (el
anticuerpo de captura reconoce selectivamente el extremo C terminal del antigeno) en adicién con un conjugado de
anticuerpo anti-AB selectivo (anticuerpo de deteccion biotinilado) y se incuban durante la noche a 4 °C con el fin de
permitir la formacion del complejo anticuerpo-amiloide-anticuerpo. Al dia siguiente, se afiade un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa, seguido 30 minutos mas tarde de la adicion de una mezcla de TMB/peroéxido, dando
como resultado la conversién del sustrato en un producto coloreado y se mide la intensidad de color por medios de
fotometria con un lector de ELISA con un filtro de 450 nm. La cuantificacién del contenido de AB de las muestras se
obtiene comparando la absorbancia con la curva patron elaborada con AB1-40 o AB1-42 sintéticos. Los datos se
expresan como cambios individuales con respecto al valor medio de control (en porcentaje con respecto al control).

Ejemplo 2.13: Influencia de la administracion pasiva crénica de ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 sobre la carga de placa
en ratones hAPPxPS1 transgénicos dobles

Para evaluar la capacidad in vivo de los anticuerpos monoclonales ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 para unirse y reducir
las placas amiloides en el cerebro, se utilizan ratones hAPPxPS1 transgénicos dobles de 3,5 meses de edad,
agrupados por sexo y edad, para un estudio de inmunizacion pasiva crénica de 4 meses de duracion. Las placas
amiloideas se analizan al final del estudio mediante histoquimica del cerebro de los animales por la uniéon de
tioflavina S.

Quince animales transgénicos reciben 16 inyecciones semanales de 500 ug de anticuerpo monoclonal en PBS. Se
inyectan 15 animales con PBS solo, sirviendo como controles. Todas las inyecciones se administran por via
intraperitoneal. En el sacrificio, los ratones se anestesian y se someten a lavado abundante trans-cardiaco con suero
fisioldgico a 4 °C para eliminar la sangre de los vasos cerebrales. Seguidamente, se retira el cerebro del craneo y se
separan el rombencéfalo y el prosencéfalo con un corte en el plano coronal/frontal. El prosencéfalo se divide
uniformemente en hemisferio izquierdo y derecho utilizando un corte sagital en la linea media. Un hemisferio se fija
con posterioridad durante la noche en paraformaldehido al 4 % para histologia. Se cortan secciones sagitales con el
vibratomo (40 pm) para incubaciones flotantes libres y se almacenan a 4 °C hasta la tincion en PBS con azida de
sodio al 0,1 %. Se tifien cinco secciones a diferentes niveles de placas densas con Tioflavina S. Las secciones de
todos los animales utilizados se asignan al azar para la tincion y cuantificacion a ciegas. Se toman las imagenes con
un microscopio Leica DMR equipado con una camara Sony DXC-9100P y se analizan con un ordenador utilizando el
software Leica Q-Win. Los ajustes de intensidad de luz y de condensador para el microscopio se mantienen
constantes durante todo el proceso de captacion de imagenes. Todas las imagenes obtenidas se someten a las
mismas subrutinas de ordenador para minimizar el sesgo del investigador. Se aplican los umbrales de segmentacion
de manera uniforme a lo largo de todo el analisis. Se selecciona la zona del subiculo para la cuantificacion
automatica de la carga de amiloide en la tincion de tioflavina S.

Ejemplo 2.14: Influencia de la vacunacién pasiva con ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 sobre la capacidad de memoria
en ratones hAPP transgénicos sencillos

Para analizar la capacidad in vivo de los anticuerpos ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 para modificar o aumentar la
funcionalidad cognitiva, se utilizan ratones hAPP sencillos de 9 meses de edad, agrupados por sexo y edad, para el
estudio de la inmunizacién pasiva. Se mide la cognicién no espacial al final del periodo de inmunizaciéon con un
nuevo test de reconocimiento de objetos (ORT).

Doce animales por grupo reciben dos inyecciones intraperitoneales de 400 ug de anticuerpo monoclonal en 200 pl
de PBS mientras que la inyeccién de PBS solo, sirve como control. Un dia después de la segunda inyeccion, se
estudia la capacidad cognitiva en un nuevo test de reconocimiento de objetos (ORT)12,13. Para enrolarlos en el
ORT se colocan los ratones durante 10 minutos en una arena conductual y se enfrentan a un nuevo objeto
desconocido. Se registra el tiempo de exploracion. Tres horas mas tarde, los mismos animales se vuelven a colocar
en la misma arena para una segunda sesion, pero enfrentados con el objeto viejo, previamente explorado, v,

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 548 102 T3

adicionalmente, con un objeto nuevo. Una vez mas, se registran los tiempos de exploracion para ambos objetos y se
calcula el indice de cognicidn resultante como la relacion del tiempo de exploracion para el nuevo objeto con
respecto al tiempo de exploracion total y se expresa como cambios proporcionales con respecto al control.

Ejemplo 2.15 - Union preferencial del anticuerpo monoclonal de raton a la preparacion de péptido AB1-42 proto-
fibrilar (PF) de alto peso molecular (HMW) enriquecida en oligdmeros sobre la de monémeros de bajo peso
molecular (LMW).

La unién de anticuerpos monoclonales de raton anti-betaamiloide al péptido AB1-42 de monémeros de bajo peso
molecular (LMW) y a las preparaciones de péptido AR1-42 proto-fibrilares (PF) de alto peso molecular enriquecidas
en oligébmeros, se pueden realizar utilizando ELISA.

Se utiliza cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) empleando 2 columnas de SEC Superdex 75 HR 10/30
(Intervalo 3-70 kDa) y Superose 6 HR 10/30 (Intervalo 5-5000 kDa), para preparar fracciones de péptido AR1-42 que
consisten en preparaciones de péptido AR1-42 proto-fibrilares (PF) de alto peso molecular (HMW) enriquecidas en
oligdbmeros y preparaciones de péptido AB1-42 de mondmeros de bajo peso molecular (LMW). Los eluatos
resultantes se tifien entonces con acetato de uranilo y se examinan por microscopia electronica de transmision de
alta resolucion (TEM) a 100 kV para verificar la morfologia estructural de las fracciones de AR1-42 eluidas.

Se realiza entonces un ensayo ELISA recubriendo las fracciones de AR1-42 sobre la placa de ensayo de alta avidez
a 2 uM durante la noche. Después, se bloquea la placa recubierta con BSA al 1,0 % y se afiade el anticuerpo ACI-
24-Ab-3 (EJ1A9 de ratén) en una dilucién seriada empezando a 20 pug/ml. También se utiliza una dilucién en serie de
un anticuerpo estandar (6E10, Chemicon). Para la deteccion de la unién se utiliza el anticuerpo anti-lgG de ratén
conjugado con fosfatasa alcalina y fosfato de 4-nitrofenilo. Se leen las placas a 405 nm. Todas las condiciones se
ensayan por duplicado con coeficiente de variacion (CV) <0,2.

Ejemplo 2.16 -Unién del anticuerpo monoclonal ACI-12-Ab-11 (clon FK2A6A6) a las fracciones del péptido AB1-42
enriquecidas con monémeros y oligdmeros

Se evalud la union del anticuerpo ACI-12-Ab-11 anti-Af (clon: FK2A6A6) a mondmeros y oligdmeros del péptido
AB1-42. Antes de ser utilizado en el estudio, el anticuerpo se conservé a -80 °C. El péptido AR1-42 (W.M. Keck
Facility, Yale University) se conservd como polvo liofilizado, hasta el dia de su uso. Todos los demas materiales eran
de Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Buchs, Suiza) a menos que se indique otra cosa.

Para preparar fracciones de mondmeros y fracciones de peso molecular mas alto con mejor enriquecimiento de
oligdbmeros del péptido AB1-42, se utilizé una metodologia mejorada empleando cromatografia de exclusion por
tamafio (SEC). Se utilizaron dos columnas de SEC, Supelco TSK G4000PW-XL (intervalo 1500 kDa; Sigma) y
Superosa 6 HR 10/30 (intervalo 5-5.000 kDa; GE Healthcare Bio-Sciences AB Uppsala, Suecia), para preparar
fracciones del péptido AB1-42 enriquecidas en fracciones de monémeros LMW y fracciones de oligobmeros de peso
mas alto. Los eluatos de SEC resultantes se tifieron entonces con acetato de uranilo y se examinaron mediante
microscopia electrénica de transmision de alta resolucion (TEM) a 100 kV para verificar la morfologia estructural de
las fracciones de ABR1-42 (no se muestran). Para investigar la unién del anticuerpo a las fracciones de AR1-42, se
realizd un ELISA. Las fracciones de AB1-42 se recubrieron sobre placas de ensayo de alta avidez a 2,2 uM en PBS
durante 2 horas. Las placas recubiertas se lavaron entonces cinco veces con Tween-20 al 0,05 % en PBS y se
bloquearon con BSA al 1,0 %. Se afadieron los anticuerpos anti-AB, incluyendo el anticuerpo de control (6E10) en
una dilucién seriada partiendo de las concentraciones indicadas. Se utilizo el anticuerpo anti-IgG de raton conjugado
con fosfatasa alcalina (Jackson ImmunoResearch, Suffolk, Inglaterra), y fosfato de 4-nitrofenilo para la deteccion de
la unién. Se leyeron las placas a 405 nm después de una incubacion de 14 horas a temperatura ambiente. Se repitid
el ensayo tres veces.

La Figura 16 muestra la media (+ SEM) de los valores de densidad o6ptica (D.O.) obtenidos de los tres ensayos
ELISA separados. El anticuerpo ACI-12-AB-11 demostré una unién superior a la preparacion de AB1-42 enriquecida
en oligébmeros en comparacion con la fraccién no enriquecida en oligdmeros, y que consiste principalmente en
monoémeros de AB1-42 (Figura 16A). En comparacion, el anticuerpo de control 6E10 se uni6 igualmente bien a
ambas fracciones de AB1-42. Las Tablas 2.4 y 2.5 muestran los valores de D.O. obtenidos en los ensayos ELISA 1,
2,y 3, para los anticuerpos ACI-12-Ab-11 y 6E10, respectivamente.

Estos resultados indican que el anticuerpo ACI-12-Ab-11 (clon: FK2A6A6) presenta una afinidad de unién superior
para las preparaciones de AB1-42 enriquecidas en oligdmeros que la que tiene para las preparaciones monoméricas
de AB1-42.

Ejemplo 3: Inhibicion de la union A 42-ApoE4

Se evaluan la unién de ApoE4 al amiloide y la capacidad de los anticuerpos monoclonales segun la invencién para
inhibir la interaccion entre ApoE4 y el péptido AB42.

Se diluye ApoE4 humana recombinante a 200 nM con PBS, y se conserva en alicuotas de 0,5 ml a -80 °C. Se
resuspende 1 mg de péptido ARa4z-biotina en 20 pyl de DMSO y después en 1980 ul de PBS/BSA al 0,1 %/azida de
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sodio al 0,1 % para obtener una solucion final de 0,5 mg/ml. Se utiliza un ensayo ELISA para determinar la unién de
rhApoE4 a AB42. Se incuba rhApoE4 (100 nM) durante 3 horas a 37 °C con ABa4z-biotina (1 uM) para permitir la unién
de la proteina al péptido. Se aplica la mezcla sobre una placa recubierta con estreptavidina previamente lavada 3
veces con PBST (PBS + Tween 20 al 0,05 %). Después de 1 h de incubacién a temperatura ambiente se lava la
placa 3 veces con PBST y se bloquea durante la noche a 4 °C con PBS que contiene BSA al 0,1 %. La ApoE4 unida
se detecta con un anticuerpo IgG1 de ratén anti-ApoE humana utilizado a una dilucion de 1:3000 en PBS y aplicado
sobre la placa durante 2,5 horas a temperatura ambiente. Se lava la placa 4 veces con PBST y después se incuba 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo de deteccion, un anti-IlgG de ratén acoplado a fosfatasa alcalina (AP)
a una dilucion de 1:5000 en PBS. Después de un lavado final con 4x PBST, se incuban las placas durante 5,5 horas
con pNPP en sustrato AP (sustrato de fosfatasa, hexahidrato de sal disédica de 4-nitrofenil-fosfato) y se lee a 405
nm utilizando un lector de placas ELISA. La Figura 17 resume el experimento.

El ensayo ELISA se desarrolla haciendo 8 veces diluciones al doble de una mezcla de rhApoE4 (por ejemplo 150
nM) y AB.o-biotina (1,5 uM). Se afiaden los siguientes controles negativos: (1) rhApoE4 sola; (2) AB4z-biotina; y (3)
rhApoE4-AR4z-biotina (protocolo sin anti-ApoE4 de ratén). La Figura 18 demuestra que se obtiene una sefal positiva
s6lo cuando ambas rhApoE4 y AB4z-biotina estan presentes y se sigue el protocolo completo de ELISA.

Para optimizar las concentraciones de rhApoE4 y AB4z-biotina en el ensayo, se analizan diluciones de rhApoE4 (por
ejemplo, 150 nM) con una concentracion constante de ABaz-biotina (por ejemplo, normal: 1,5 pM o exceso: 15 uyM).
La Figura 19 muestra que un exceso de ABs.-biotina diluye la sefal del ensayo ELISA ya que se une a la placa
menos AB42-biotina complejada con rhApoE4. Sobre la base de esta prueba se selecciona una concentracion 6ptima
de rhApoE4.

La concentracion de ABs.-biotina en el ensayo se optimiza utilizando una concentracion constante de rhApoE4 de
100 nM. Las diluciones de APasz-biotina (por ejemplo, con una concentracion de partida de 1,5 M (diluida a
concentraciones mas bajas, por ejemplo tan bajas como 1500 nM)) se analizan en la configuracion ELISA. En base
a los resultados mostrados en la Figura 20, se selecciona una concentracion éptima 1 uM de Aa4.-biotina para
determinar el efecto de los anticuerpos monoclonales sobre la uniéon de rhApoE4 a AB4»-biotina.

El efecto de uno o mas de los anticuerpos de la invencion sobre la unidon de rhApoE4 a AB4.-biotina se evalua
utilizando el ensayo ELISA anteriormente descrito, pero incluyendo ademas el anticuerpo de la invencion en la
mezcla de union antes del cultivo en placas. Por ejemplo, se pueden utilizar diluciones al doble del anticuerpo,
empezando a una concentracion de 50 pAg/mL. La inclusion del anticuerpo puede ser en el momento en que se
combinan por primera vez ApoE4 y AB..-biotina, o puede ser después (por ejemplo, varias horas después) de que la
ApoE4 y AB4z-biotina se combinan por primera vez. En el primer caso, se evalla la capacidad del anticuerpo de la
invencion para prevenir o inhibir la interaccion de ApoE4 y AB42-biotina, mientras que en el dltimo caso, se evalla la
capacidad del anticuerpo de la invencion para romper un complejo preexistente entre ApoE4 y AB4z-biotina.

Tablas

Tabla 1.1 Anticuerpos y constructos antigénicos utilizados para generar dichos anticuerpos

mADb de ratén Clon Isotipo Antigeno/Secuencia Enlace Ancla Adyuvante

mACI-24-Ab-3 EJ1A9 IgG1 AB1-15 - Palmitico | Lipido A

Tabla 1.2. Unién de péptidos AB a ACI-24-Ab-3. Los resultados se expresan como D.O. después de restar el ruido
de fondo.

Anticuerpo

Péptido ACI-24-Ab-3
1-28" Media 0,13
SD 0,08
SEM 0,06
17-40' Media -0,23
SD 0,07
SEM 0,05
1-40" Media 0,90
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Anticuerpo

Péptido ACI-24-Ab-3
SD 0,22
SEM 0,16
1-42A Media 0,31
SD 0,35
SEM 0,24
1-42B7 Media 0,27
SD 0,07
SEM 0,05

"Péptido de Anaspec

“Péptido de Bachem

Tabla 1.3. Unién de ACI-24-Ab-3 a 33 péptidos superpuestos de AB1-42 segun analisis por ELISA ..

Anticuerpo
Péptido ACI-24-Ab-3
1 0,32
2 0,26
3 0,37
4 0,36
5 0,32
6 0,34
7 0,30
8 0,21
9 0,19
10 0,20
11 0,23
12 0,34
13 0,23
14 0,30
15 0,32
16 0,34
17 0,31
18 0,30
19 0,30
20 0,22
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Anticuerpo

Péptido ACI-24-Ab-3

21 0,21

22 0,21

23 0,20

24 0,18

25 0,23

26 0,25

27 0,26

28 0,26

29 0,27

30 0,29

31 0,31

32 0,31

33 0,26
AB1-42 0,36
AB1-42 0,36
AB1-42 0,35

Tabla 1.4. Unién del anticuerpo ACI-24-Ab-3 (EJ1A9 de ratdn) a preparaciones del péptido AB1-42 proto-fibrilares de
alto peso molecular (HMW) y monoméricas de bajo peso molecular (LMW).

Preparacion de AB1-42
ACI-24-Ab-3 (ug/ml) Proto-fibrilar (D.O.) Monomérica de bajo peso Diferencia D.O.
molecular (D.O.)

20 3,765 1,946 1,82
10 2,546 0,836 1,71

5 1,629 0,619 1,01
25 1,101 0,331 0,77
1,25 0,642 0,295 0,35
0,6250 0,457 0,177 0,28
0,3125 0,253 0,143 0,11
0,1563 0,167 0,115 0,05
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Tabla 1.5. Unién del anticuerpo de control 6E10 a preparaciones del péptido AB1-42 proto-fibrilares de alto peso
molecular (HMW) y monomeéricas de bajo peso molecular (LMW).

Preparacion de AB1-42
6E10 (ug/ml) Proto-fibrilar (D.O.) Monomeérica de bajo peso Diferencia D.O.
molecular (D.O.)

1 2,550 2,677 0,13
0,5 1,998 2,126 0,13
0,25 1,442 1,563 0,12

0,125 0,863 0,999 0,14
0,0625 0,544 0,574 0,03
0,0313 0,286 0,329 0,04
0,0156 0,201 0,207 0,01
0,0078 0,116 0,133 0,02

Tabla 1.6. Unién del anticuerpo ACI-24-Ab-3 (EJ1A9 de ratdn) a preparaciones del péptido AB1-42 enriquecidas en

oligébmeros y monémeros

Dilucion Mondémeros (D.O.) Oligémeros (D.O.)

antifferpo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM | Ensayo1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM
1:1 2,03 0,95 1,82 1,60 | 0,33 2,74 3,65 3,13 3,17 | 0,26

1:2 1,17 0,57 1,16 0,97 | 0,20 1,84 3,26 2,25 245 | 0,42

1:4 0,83 0,37 0,86 0,69 | 0,16 1,16 2,62 1,57 1,79 | 0,43

1:8 0,55 0,24 0,56 0,45 | 0,10 0,84 1,87 1,10 1,27 | 0,31
1:16 0,39 0,15 0,34 0,29 | 0,07 0,59 1,22 0,69 0,83 | 0,20
1:32 0,28 0,10 0,23 0,20 | 0,05 0,31 0,73 0,42 0,49 | 0,13
1:64 0,22 0,10 0,18 0,17 | 0,04 0,27 0,41 0,32 0,33 | 0,04
1:128 0,18 0,10 0,18 0,15 | 0,03 0,21 0,24 0,28 0,24 | 0,02

¥D.0.: densidad 6ptica a 405 nm

®La dilucion de partida para ACI-24-Ab-3 (clon: EJ1A9) era 30 pg/ml

Tabla 1.7. Unién del anticuerpo de control 6E10 a preparaciones del péptido AR1-42 enriquecidas en oligomeros y
monoémeros

Dilucion Mondmeros (D.O.) Oligémeros (D.O.)
antifferpo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM | Ensayo1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM
1:1 3,67 3,77 4,04 3,83 | 0,11 3,36 3,67 3,89 3,64 | 0,15
1:2 3,30 3,48 4,00 3,59 | 0,21 3,39 3,55 3,83 3,59 | 0,13
1:4 3,00 3,29 3,52 3,27 | 0,15 3,10 3,37 3,64 3,37 | 0,16
1:8 2,67 3,00 2,80 2,82 | 0,10 2,73 2,99 3,23 298 | 0,15
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Dilucion Mondmeros (D.O.) Oligémeros (D.O.)
antifferpo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM | Ensayo1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM
1:16 1,78 1,94 2,23 1,98 | 0,13 1,78 1,92 2,07 1,92 | 0,08
1:32 1,18 1,34 1,54 1,36 | 0,10 1,27 1,30 1,40 1,32 | 0,04
1:64 0,81 0,94 1,08 0,94 | 0,08 0,93 0,88 0,95 0,92 | 0,02
1:128 0,64 0,75 0,86 0,75 | 0,06 0,62 0,61 0,66 0,63 | 0,02

®D.0.: densidad 6ptica a 405 nm

®_a dilucién de partida para 6E10 era 30 ug/mil

Tabla 2.1. Anticuerpos y constructos antigénicos utilizados para generar dichos anticuerpos

mADb de ratén Clon Antigeno/Secuencia Enlace Ancla Adyuvante
ACI-11-Ab-9 FG1F9E4 AB22.35 PEG DSPE Lipido A
ACI-12-Ab-11 FK2ABA6 AB29-40 PEG DSPE Lipido A

Tabla 2.2. Union de péptidos AR a ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11. Los resultados se expresan como D.O. después de
restar el ruido de fondo.

Anticuerpo Anticuerpo

Péptido ACI-11-Ab-9 ACI-12-Ab-11
1-28" Media 0,53 -0,02
SD 0,06 0,00
SEM 0,04 0,00
17-40' Media 0,02 -0,02
SD 0,04 0,01
SEM 0,03 0,00
1-40" Media 1,02 0,62
SD 0,39 0,18
SEM 0,27 0,13
1-42A Media 0,78 0,44
SD 0,12 0,15
SEM 0,08 0,11
1-42B° Media 1,54 1,07
SD 0,38 0,20
SEM 0,27 0,14

"Péptido de Anaspec

2Péptido de Bachem
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Tabla 2.3. Unién de ACI-11-Ab-9 y ACI-12-Ab-11 a 33 péptidos superpuestos de AB1-42 segun analisis por ELISA.

Anticuerpo Anticuerpo
Péptido ACI-11-Ab-9 ACI-12-Ab-11
1 0,10 0,10
2 0,10 0,10
3 0,12 0,11
4 0,11 0,10
5 0,11 0,10
6 0,11 0,10
7 0,11 0,10
8 0,11 0,10
9 0,11 0,10
10 0,13 0,10
11 0,11 0,11
12 0,24 0,21
13 0,17 0,15
14 0,16 0,12
15 0,14 0,10
16 0,14 0,14
17 0,13 0,12
18 0,11 0,10
19 0,10 0,10
20 0,10 0,10
21 0,10 0,09
22 0,10 0,10
23 0,11 0,10
24 0,10 0,10
25 0,11 0,11
26 0,12 0,12
27 0,13 0,12
28 0,12 0,11
29 0,20 0,11
30 0,11 0,11
31 0,12 0,11
32 0,12 0,11
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Anticuerpo Anticuerpo
Péptido ACI-11-Ab-9 ACI-12-Ab-11
33 0,11 0,11
AB1-42 0,80 0,69
AB1-42 0,81 0,69
AB1-42 0,80 0,69

Tabla 2.4. Union del anticuerpo ACI-12-Ab-11 (clon: FK2A6A6) a preparaciones del péptido AB1-42 enriquecidas en
oligébmeros y monémeros

Dilucion Mondmeros (D.O.) Oligémeros (D.O.)

antifferpo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM Ifnsayo Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM
1:1 1,60 1,04 1,37 1,34 | 0,16 2,24 1,85 2,27 212 | 0,14
1:2 0,85 0,51 0,75 0,70 | 0,10 1,33 1,04 1,32 1,23 | 0,10
1:4 0,53 0,30 0,45 0,43 | 0,07 0,70 0,64 0,80 0,71 0,05
1:8 0,29 0,18 0,25 0,24 | 0,03 0,44 0,42 0,47 0,44 | 0,02
1:16 0,25 0,12 0,18 0,18 | 0,04 0,30 0,25 0,28 0,28 | 0,01
1:32 0,19 0,10 0,14 0,14 | 0,03 0,20 0,16 0,20 0,18 | 0,01
1:64 0,15 0,09 0,13 0,12 | 0,02 0,19 0,14 0,16 0,16 | 0,01
1:128 0,14 0,09 0,12 0,12 | 0,02 0,16 0,14 0,15 0,15 | 0,01

®D.0.: densidad 6ptica a 405 nm
®La dilucion de partida para ACI-12-Ab-12 (clon: FK2ABA6) era 40 pg/ml

Tabla 2.5. Unién del anticuerpo de control 6E10 a preparaciones del péptido AB1-42 enriquecidas en oligémeros y
monoémeros

Dilucion Mondmeros (D.O.) Oligémeros (D.O.)

antifferpo Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM Ifnsayo Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM
1:1 3,67 3,77 4,04 3,83 | 0,11 3,36 3,67 3,89 3,64 | 0,15

1:2 3,30 3,48 4,00 3,59 | 0,21 3,39 3,55 3,83 3,59 | 0,13

1:4 3,00 3,29 3,52 3,27 | 0,15 3,10 3,37 3,64 3,37 | 0,16

1:8 2,67 3,00 2,80 2,82 | 0,10 2,73 2,99 3,23 298 | 0,15
1:16 1,78 1,94 2,23 1,98 | 0,13 1,78 1,92 2,07 1,92 | 0,08
1:32 1,18 1,34 1,54 1,36 | 0,10 1,27 1,30 1,40 1,32 | 0,04
1:64 0,81 0,94 1,08 0,94 | 0,08 0,93 0,88 0,95 0,92 | 0,02
1:128 0,64 0,75 0,86 0,75 | 0,06 0,62 0,61 0,66 0,63 | 0,02
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Dilucion Mondémeros (D.O.) Oligémeros (D.O.)
de

anticuerpo | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM | Ensayo Ensayo 2 | Ensayo 3 | Media | SEM

®D.0.: densidad 6ptica a 405 nm

®_a dilucién de partida para 6E10 era 0,5 pg/ml

Depositos:

Las siguientes lineas celulares de hibridoma fueron depositadas en "Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ) in Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, segun las disposiciones
del Tratado de Budapest:

Denominacion de la linea de hibridoma Denominacién del anticuerpo | Fecha de depdsito N° de acceso

EJ1A9 ACI-24-Ab-3 25 de mayo, 2007 DSM ACC2844
FG1F9E4 ACI-11-Ab-9 25 de mayo, 2007 DSM ACC2845
FK2ABA6 ACI-12-Ab-11 25 de mayo, 2007 DSM ACC2846
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Aspectos descritos y realizaciones reivindicadas en la solicitud

En un primer aspecto (1) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo reconoce un epitopo conformacional y
se une a péptidos amiloides poliméricos solubles, péptidos amiloides oligoméricos, péptidos AR amiloides
poliméricos solubles y/o péptidos AR amiloides oligoméricos que comprenden una pluralidad de péptidos ApR1-42
monoméricos, respectivamente.

En un segundo aspecto (2) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal, incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun el primer aspecto (1), cuyo anticuerpo se une a un
péptido AR 1-40 monomeérico, a un péptido amiloide soluble polimérico y/o oligomérico que comprende una
pluralidad de péptidos monoméricos AB1-42, en donde el anticuerpo no tiene esencialmente ninguna union al
péptido AB 17-40 monomérico, tiene una union sustancialmente mas débil al péptido A 1-28 monomeérico, y/o una
unién de nivel intermedio al péptido 1-42 monomeérico.

En un tercer aspecto (3) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun el primer aspecto (1), cuyo anticuerpo, tras la co-
incubacion con un péptido AR que comprende un nimero de residuos de aminoacidos seleccionado de al menos 30,
al menos 35, al menos 38, al menos 40 residuos de aminoacidos, y 42 residuos de aminoacidos en una forma
monomérica y/o oligomérica inhibe la agregacion de los monémeros y/o oligdmeros A en fibrillas poliméricas de alto
peso molecular.

En un cuarto aspecto (4) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun el primer aspecto (1), en donde el anticuerpo se
une preferentemente a un péptido AR1-40 monomérico y también a péptidos AB1-42, oligoméricos y/o poliméricos,
pero muestra una union sustancialmente mas débil a un péptido AR 1-28 monomérico y/o una unién intermedia a un
péptido 1-42 monomérico y/o esencialmente ninguna unién a un péptido AR 17-40 monomérico vy, tras la co-
incubacién con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la
agregacion de péptidos AR 1-42 monomeéricos y/o oligoméricos es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados, particularmente en al menos un 10 %, al menos un 20 %, particularmente al menos un 30
%, mas particularmente al menos un 40 %, incluso mas particularmente al menos un 50 %, pero especialmente al
menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 % o mas.

En un quinto aspecto (5) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal segun el primer aspecto (1)
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo
presenta una alta especificidad para los péptidos AB1-40 monomeéricos y para un péptido amiloide soluble polimérico
y/o oligomérico que comprende una pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos, pero no muestra esencialmente
ninguna o solamente una reactividad cruzada moderada con los péptidos monoméricos AR1-28, AB17-40, AR1-38,
ABR1-39, AB1-41, y/o AB1-42

En un sexto aspecto (6) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal segun el primer aspecto (1)
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo es
capaz de disminuir la cantidad total de A soluble en el cerebro de un sujeto que padece una enfermedad o afeccion
asociada con un aumento de las concentraciones de AB soluble en el cerebro.

En un séptimo aspecto (7) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal segun el primer aspecto (1)
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo es
capaz de solubilizar y/o de romper las placas disminuyendo de este modo la carga de placa en el cerebro de un
animal, particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afeccion
asociada con un aumento en la carga de placa en el cerebro.

En otro aspecto (8) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de
un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma EJ1A9 depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibio el
numero de depédsito DSM ACC2844.

En otro aspecto (9) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, producido por la linea celular de hibridoma EJ1A9,
depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2844.

En otro aspecto (10) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo se ha originado frente a un constructo
antigénico supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos
del péptido B-amiloide, AB1-15, modificada con restos de acido palmitico hidréfobos, en donde dicho resto hidrofobo
esta unido covalentemente a cada terminal por medio de un aminoacido seleccionado de lisina o cualquier otro
aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz de servir como una molécula de enlace.
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En otro aspecto (11) la presente solicitud describe una region variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 7, o una parte funcional de la misma que
comprende al menos una, al menos dos, o al menos 3 de las CDRs de la cadena ligera que tienen una secuencia
polipeptidica seleccionada de una o mas de SEQ ID NOs: 9-11.

En otro aspecto (12) la presente solicitud describe una region variable de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 8, o una parte funcional de la misma que
comprende al menos una, al menos dos, o al menos 3 de las CDRs de la cadena pesada que tienen una secuencia
polipeptidica seleccionada de una o mas de SEQ ID NOs: 12-14.

En otro aspecto (13) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo comprende un dominio variable de la
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 % , 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 7, o una
parte funcional de la misma que comprende al menos una, al menos dos , o al menos 3 de las CDRs de la cadena
ligera que tienen una secuencia polipeptidica seleccionada de una o mas de SEQ ID NOs: 9-11.

En otro aspecto (14) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo comprende un dominio variable de la
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89
%, 90 %, 91 % , 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 8, o
una parte funcional de la misma que comprende al menos una, al menos dos , o al menos 3 de las CDRs de la
cadena pesada que tienen una secuencia polipeptidica seleccionada entre una o mas de SEQ ID NOs: 12-14.

En una realizacion (15) la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende las secuencias de aminoacidos SEQ ID
NOs: 7-8, en donde el anticuerpo ha sido alterado mediante la introducciéon de al menos una, al menos dos, o al
menos 3 o mas sustituciones conservativas en las secuencias SEQ ID NOs: 7-8, en donde el anticuerpo mantiene
esencialmente su funcionalidad completa, y en donde el aminoacido de la posicion 52 se selecciona de cualquier
aminoacido, del grupo que consiste en cisteina, tirosina y serina, y de cisteina sola.

En otro aspecto (16) la presente solicitud describe una CDR aislada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NOs: 9-14.

En otro aspecto (17) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica la region variable de la
cadena ligera del aspecto once (11).

En otro aspecto (18) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica la region variable de la
cadena pesada del aspecto doce (12).

En otro aspecto (19) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica el anticuerpo o partes
funcionales del mismo segun el aspecto trece (13).

En otro aspecto (20) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica el anticuerpo o partes
funcionales del mismo segun el aspecto catorce (14).

En otro aspecto (21) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica el anticuerpo o partes
funcionales del mismo del aspecto uno (1).

En otro aspecto (22) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que comprende al menos una de las
secuencias de nucledtidos expuestas en SEQ ID NOs: 15-16.

En otro aspecto (23) la presente solicitud describe una composicion terapéutica que comprende el anticuerpo o
partes funcionales del mismo segun el primer aspecto (1) en una cantidad terapéuticamente eficaz, y que
comprende opcionalmente ademas un vehiculo, un diluyente, y/o un excipiente, farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto (24) la presente solicitud describe un método para el tratamiento de enfermedades y trastornos que
estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide incluyendo la amiloidosis, que
comprende la administracion del anticuerpo o parte funcional del mismo del aspecto uno (1).

En otro aspecto (25) la presente solicitud describe la composicion del aspecto veintitrés (23), que comprende
ademas una sustancia biolégicamente activa adicional seleccionada de uno o mas compuestos utilizados en el
tratamiento de enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo
amiloide incluyendo la amiloidosis, compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, quelantes de
metales, inhibidores de la reparacion del ADN, tales como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-
propanosulfénico (3APS), 1,3-propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de la secretasa, inhibidores de la -
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secretasa y y-secretasa, proteinas tau, neurotransmisores, rompedores de laminas 8, moléculas antiinflamatorias, o
inhibidores de la colinesterasa (ChEls), tales como tacrina, rivastigmina, donepezilo, o galantamina y/o suplementos
nutritivos.

En otro aspecto (26) la presente solicitud describe un método para producir un anticuerpo, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun el primer aspecto (1), cuyo método
comprende generar en un organismo hospedante adecuado anticuerpos contra un constructo antigénico
supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos de un péptido
B-amiloide seleccionado de péptido B-amiloide AR1-15, péptido B-amiloide AB1-15 modificado con uno o mas restos
hidréfobos, péptido B-amiloide AB1-15 modificado con un resto de acido palmitico, en donde dicho resto hidrofobo
esta unido covalentemente a cada terminal por medio de un aminoacido seleccionado de lisina o cualquier otro
aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz de servir como una molécula de enlace; y aislar el anticuerpo.

En otro aspecto (27) la presente solicitud describe un método para tratar o aliviar los efectos de las enfermedades y
trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide, incluyendo, la
amiloidosis, trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), y enfermedades o afecciones
caracterizadas por una pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo
leve (DCL), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis
(tipo holandés), el complejo de Parkinson-demencia de Guam y otras enfermedades que se basan en o estan
asociadas con las proteinas de tipo amiloide tales como pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple;
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis
lateral amiotréfica), miositis por cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de inicio en la edad adulta; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos, y la degeneracién macular en un sujeto, que comprende la administracion de un
anticuerpo monoclonal o parte funcional del mismo segun el primer aspecto (1) al sujeto, de tal manera que los
efectos de la enfermedad o trastorno sean tratados y/o aliviados.

En otro aspecto (28) la presente solicitud describe un método para tratar o aliviar los efectos de las enfermedades y
trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide, incluyendo la amiloidosis,
un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formaciéon de placa amiloide incluyendo la amiloidosis
secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, tales como las enfermedades que incluyen pero no se limitan a,
trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), y enfermedades o afecciones caracterizadas
por una pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL),
demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés),
el complejo de Parkinson-demencia de Guam, ademas de otras enfermedades que se basan en o estan asociadas
con las proteinas de tipo amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotrofica),
diabetes de inicio en la edad adulta; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otros, incluyendo la
degeneracion macular, cuyo método comprende la administracion de la composicion del aspecto veintitrés (23).

En otro aspecto (29) la presente solicitud describe una composiciéon terapéutica que comprende el anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun el
aspecto (10) en una cantidad terapéuticamente eficaz, y que opcionalmente comprende ademas un vehiculo, un
diluyente, y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto (30) la presente solicitud describe un método para reducir la carga de placa en el cerebro de un
sujeto que padece una enfermedad o afecciéon asociada con un aumento en la carga de placa en el cerebro, que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal segun el primer
aspecto (1).

En otro aspecto (31) la presente solicitud describe un método para reducir la cantidad de placas en el cerebro de un
sujeto que padece una enfermedad o afecciéon asociada con un aumento en la carga de placa en el cerebro, que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal segun el primer
aspecto (1).

En otro aspecto (32) la presente solicitud describe un método para reducir la cantidad total de AB soluble en el
cerebro de un sujeto que padece una enfermedad o afeccién asociada con el aumento de las concentraciones de AR
soluble en el cerebro, que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo
monoclonal segun el primer aspecto (1).

En otro aspecto (33) la presente solicitud describe un método para conservar o aumentar la capacidad de memoria
cognitiva en un sujeto que presenta una enfermedad o afecciéon asociada con los amiloides, que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal del aspecto uno (1).

En otro aspecto (34) la presente solicitud describe una linea celular caracterizada porque produce un anticuerpo
monoclonal del aspecto uno (1).

En otro aspecto (35) la presente solicitud describe una linea celular caracterizada porque produce un anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo
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anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por el hibridoma EJ1A9, depositado el
25 de mayo de 2007 y que recibio el niumero de depdsito DSM ACC2844, o en donde la linea celular es el hibridoma
EJ1A9, depositado el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2844.

En otro aspecto (36) la presente solicitud describe un método de diagnostico de una enfermedad o afeccion
asociada con el amiloide o de diagndstico de una predisposicion a la misma, en un paciente, que comprende
detectar la unién inmunoespecifica de un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo del mismo a un epitopo de la
proteina amiloide en una muestra o in situ, que incluye las etapas de:

(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo que se sospecha que contiene la
proteina amiloide, con un anticuerpo monoclonal segun, cuyo anticuerpo se une a un epitopo
conformacional de la proteina amiloide;

(b). dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunoldgico;
(c). detectar la formacion del complejo inmunoldgico; y

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

En otro aspecto (37) la presente solicitud describe un método para determinar la extension de la carga de placa
amiloidogénica en un tejido de un sujeto, que comprende:

(a) obtener una muestra representativa del tejido del sujeto objeto de la investigacion;

(b). analizar dicha muestra en cuanto a la presencia de proteina amiloide con un anticuerpo monoclonal
segun el primer aspecto (1);

(c). determinar la cantidad de anticuerpo unida al antigeno; y
(d). calcular la carga de placa en el tejido del sujeto.

En otro aspecto (38) la presente solicitud describe un método para el seguimiento de la enfermedad residual minima
en un sujeto después de tratamiento con al menos un anticuerpo monoclonal o parte funcional del mismo del
aspecto uno (1), en donde dicho método comprende:

(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo del sujeto que se sospecha que
contiene la proteina amiloide, con un anticuerpo monoclonal segun el primer aspecto (1), cuyo anticuerpo
se une a un epitopo conformacional de la proteina amiloide;

(b) dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunoldégico;
(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico;

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra o parte o zona especifica del cuerpo; y

(e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor normal de control, en donde un
aumento de la cantidad de dicho agregado en comparacion con un valor normal de control indica que dicho
sujeto todavia padece una enfermedad residual minima.

En otro aspecto (39) la presente solicitud describe un método para predecir el grado de respuesta de un sujeto que
esta siendo tratado con al menos un anticuerpo monoclonal o parte funcional del mismo del aspecto uno (1), que
comprende

(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo del sujeto que se sospecha que
contiene la proteina amiloide, con un anticuerpo monoclonal segun el primer aspecto (1), cuyo anticuerpo
se une a un epitopo conformacional de la proteina amiloide;

(b) dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunolégico;
(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico;

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra o parte o zona especifica del cuerpo; y

(e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldégico antes y después del inicio del tratamiento,

en donde una reduccién de la cantidad de dicho agregado indica que dicho sujeto tiene altas posibilidades de
responder al tratamiento.
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En otro aspecto (40) la presente solicitud describe un kit de ensayo que comprende al menos un anticuerpo o parte
funcional del mismo del aspecto uno (1), y que comprende opcionalmente ademas instrucciones para utilizar los
anticuerpos con el fin de que se unan a la proteina amiloide y formen un complejo inmunoldgico, y para detectar la
formacién del complejo inmunolégico de tal manera que la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico se
correlacione con la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

En otro aspecto (41) la presente solicitud describe un epitopo AR que es reconocido especificamente por un
anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
cuyo anticuerpo ha sido generado contra un constructo antigénico supramolecular que comprende un péptido
antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido 3-amiloide, AB1-15, modificada con restos de
acido palmitico hidréfobos, en donde dicho resto hidréfobo esta unido covalentemente a cada terminal por medio de
un aminoacido tal como, por ejemplo, lisina o cualquier otro aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz
de servir como una molécula de enlace.

En otro aspecto (42) la presente solicitud describe un epitopo AR que es reconocido especificamente por el
anticuerpo monoclonal o parte funcional del mismo del aspecto quince (15)

En otro aspecto (43) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, segun el primer aspecto (1), cuyo anticuerpo se une a
péptidos AR monoméricos que tienen al menos 30, particularmente al menos 35, mas particularmente al menos 38,
incluso mas particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos, pero no muestra esencialmente ninguna unién al
péptido AB 17-40 monomeérico.

En otro aspecto (44) la presente solicitud describe un polinucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con la
secuencia de polinucledtido del aspecto veintiuno (21).

En otro aspecto (45) la presente solicitud describe un polinucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con la
secuencia de polinucledtido del aspecto veintidos (22).

En otro aspecto (46) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo reconoce y se une a un epitopo
conformacional y se une a un amiloide polimérico soluble, fibrillas de amiloide, fibras amiloides, a péptidos AB
poliméricos solubles que comprenden una pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos y/o a fibrillas o fibras AR que
incorporan una pluralidad de dichos péptidos poliméricos, respectivamente.

En otro aspecto (47) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, segun el aspecto cuarenta y seis (46), cuyo anticuerpo
se une al péptido AB1-42 monomeérico, en donde el anticuerpo no tiene esencialmente ninguna unién a un péptido
AB 17-40 monomérico y tiene una union sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomeérico.

En otro aspecto (48) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun el aspecto cuarenta y seis (46), cuyo anticuerpo,
tras la co-incubacién con un péptido AR que comprende un nimero de residuos de aminoacidos seleccionado de al
menos 30, al menos 35, al menos 38 , al menos 40 residuos de aminoacidos, y 42 residuos de aminoacidos en una
forma monomeérica y/o oligomérica, inhibe la agregacion de los monémeros y/o oligdmeros AR en fibrillas poliméricas
de alto peso molecular.

En otro aspecto (49) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun el aspecto cuarenta y seis (46), en donde el
anticuerpo se une a un péptido monomérico AR1-42 y también a péptidos AR poliméricos solubles que comprenden
una pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos y a fibrillas o fibras AR que incorporan una pluralidad de dichos
péptidos poliméricos, pero muestra una unién sustancialmente mas débil al péptido AR 1-28 monomérico y/o
esencialmente ninguna unién al péptido AR 17-40 monomérico vy, tras la co-incubacién con fibrillas o filamentos
amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la agregacion de péptidos AB1-42
monomeéricos y/o oligoméricos es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados, en al
menos un 10 %, al menos un 20 %, particularmente al menos un 30 %, mas particularmente al menos un 40 %,
incluso mas particularmente al menos un 50 %, pero especialmente al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos
un 80 % o mas.

En otro aspecto (50) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal segun el aspecto cuarenta y seis (46)
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo
presenta una alta especificidad para los péptidos AB1-42 monomeéricos y para los péptidos AR poliméricos solubles
que comprenden una pluralidad de péptidos AB1-42 monoméricos y para las fibrillas o fibras AB que incorporan una
pluralidad de dichos péptidos poliméricos, pero no muestra esencialmente ninguna o solamente una moderada
reactividad cruzada para los péptidos monoméricos AR1-28 y/o AB17-40.

En otro aspecto (51) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal segun el aspecto cuarenta y seis (46)
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo es
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capaz de reducir la cantidad total de AB soluble en el cerebro de un sujeto que padece una enfermedad o afeccion
asociada con un aumento de las concentraciones de AB soluble en el cerebro.

En otro aspecto (52) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal segun el aspecto cuarenta y seis (46)
incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo es
capaz de solubilizar y/o romper las placas disminuyendo asi la carga de placa en el cerebro de un animal,
particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que padece una enfermedad o afecciéon asociada
con un aumento en la carga de placa en el cerebro.

El aspecto cincuenta y tres (53) de la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo tiene las propiedades
caracteristicas de un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma FG1F9E4, depositada el 25 de mayo de
2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2845.

Una realizacion (54) de la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, producido por la linea celular de hibridoma FG1F9E4,
depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2845.

En otro aspecto (55) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de
un anticuerpo producido por la linea celular de hibridoma FK2A6A6, depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibio
el numero de depdsito DSM ACC2846.

Otra realizacion (56) de la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, producido por la linea celular de hibridoma FK2A6A6,
depositada el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2846.

En otro aspecto (57) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo ha sido generado contra un constructo
antigénico supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos
del péptido B-amiloide, AR22-35 y AB29-40, respectivamente, modificada con un resto de polietilenglicol hidréfilo
(PEG), en donde dicho resto hidréfilo esta unido covalentemente a cada terminal por medio de un aminoacido
seleccionado de lisina, acido glutamico, cisteina, y cualquier otro aminoacido o analogo de aminoacido adecuado
capaz de servir como una molécula de enlace.

En otro aspecto (58) la presente solicitud describe una region variable de la cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 19, o una parte
funcional de la misma que comprende al menos una, al menos dos, o al menos 3 de las CDRs de la cadena ligera
que tienen una secuencia de polipéptido seleccionada de una o mas de SEQ ID NOs: 21-23.

En otro aspecto (59) la presente solicitud describe una region variable de la cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, o una parte
funcional de la misma que comprende al menos una, al menos dos, o al menos 3 de las CDRs de la cadena pesada
que tienen una secuencia de polipéptido seleccionada de una o mas de SEQ ID NOs: 24-26.

En otro aspecto (60) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo comprende un dominio variable de la
cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 % , 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 17 y
SEQ ID NO: 19, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una, al menos dos, o al menos 3 de las
CDRs de la cadena ligera que tienen una secuencia de polipéptido seleccionada de una o mas de SEQ ID NOs: 21-
23.

En otro aspecto (61) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo anticuerpo comprende un dominio variable de la
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89
%, 90 %, 91 % , 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a una secuencia seleccionada de SEQ ID NO:
18 y SEQ ID NO: 20, o una parte funcional de la misma que comprende al menos una, al menos dos, o al menos 3
de las CDR de la cadena pesada que tienen una secuencia de polipéptido seleccionada entre una o mas de SEQ ID
NOs: 24-26.

En una realizacion adicional (62) la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 17-18, en donde el anticuerpo ha sido alterado por la introduccién de al menos una, al
menos dos, o al menos 3 o mas sustituciones conservativas en las secuencias de SEQ ID NOs: 17-18, en donde el
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anticuerpo mantiene esencialmente su funcionalidad completa, y en donde el aminoacido de la posicion 52 se
selecciona de cualquier aminoacido, del grupo que consiste en cisteina, tirosina, serina, y de cisteina sola.

En otra realizacion (63) la presente invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, que comprende las secuencias de aminoacidos de SEQ
ID NOs: 19-20, en donde el anticuerpo ha sido alterado por la introducciéon de al menos una, al menos dos, o al
menos 3 0 mas sustituciones conservativas en las secuencias de SEQ ID NOs: 19-20, en donde el anticuerpo
mantiene esencialmente su funcionalidad completa, y en donde el aminoacido de la posicién 52 se selecciona de
cualquier aminoacido, del grupo que consiste en cisteina, tirosina, serina, y de cisteina sola.

En otro aspecto (64) la presente solicitud describe una CDR aislada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NOs: 21-23.

En otro aspecto (65) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica la region variable de la
cadena ligera del aspecto cincuenta y ocho (58).

En otro aspecto (66) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica la region variable de la
cadena pesada del aspecto cincuenta y nueve (59).

En otro aspecto (67) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica el anticuerpo o partes
funcionales del mismo segun el aspecto sesenta (60).

En otro aspecto (68) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica el anticuerpo o partes
funcionales del mismo segun el aspecto sesenta y uno (61).

En otro aspecto (69) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que codifica el anticuerpo o partes
funcionales del mismo segun el aspecto cuarenta y seis (46).

En otro aspecto (70) la presente solicitud describe un polinucledtido aislado que comprende al menos una de las
secuencias de nucleétidos expuestas en SEQ ID NOs: 27-28.

En otro aspecto (71) la presente solicitud describe un polinucleétido aislado que comprende al menos una de las
secuencias de nucleétidos expuestas en SEQ ID NOs: 29-30.

En otro aspecto (72) la presente solicitud describe una composiciéon terapéutica que comprende el anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, segun el
aspecto cuarenta y seis (46) en una cantidad terapéuticamente eficaz, y que comprende opcionalmente ademas un
vehiculo, un diluyente y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables..

En otro aspecto (73) la presente solicitud describe un método para tratar enfermedades y trastornos que estan
causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide incluyendo la amiloidosis, que comprende la
administracion del anticuerpo o parte funcional del mismo del aspecto cuarenta y seis (46).

En otro aspecto (74) la presente solicitud describe la composiciéon del aspecto setenta y dos (72), que comprende
ademas una sustancia biolégicamente activa adicional seleccionada de uno o mas compuestos utilizados en el
tratamiento de enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo
amiloide incluyendo la amiloidosis, compuestos contra el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, quelantes de
metales, inhibidores de la reparacion del ADN, tales como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-
propanosulfénico (3APS), 1,3-propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de la secretasa, inhibidores de la -
secretasa y y-secretasa, proteinas tau, neurotransmisores, rompedores de laminas 3, moléculas antiinflamatorias, o
inhibidores de la colinesterasa (ChEls), tales como tacrina, rivastigmina, donepezilo, o galantamina y/o suplementos
nutritivos.

En otro aspecto (75) la presente solicitud describe un método para producir un anticuerpo, incluyendo cualquier
anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, segun el aspecto cuarenta y seis (46), cuyo
método comprende generar en un organismo hospedante adecuado anticuerpos contra un constructo antigénico
supramolecular que comprende un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos de un péptido
B-amiloide seleccionado de AB22-35 y AB29-40, respectivamente, modificada con uno o mas restos hidrdfilos, o
modificada con un resto hidréfilo de polietilenglicol (PEG), en donde dicho resto hidréfilo esta unido covalentemente
a cada terminal por medio de un aminoacido seleccionado de lisina, acido glutamico, cisteina, y cualquier otro
aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz de servir como una molécula de enlace; y aislar el anticuerpo.

En otro aspecto (76) la presente solicitud describe un método para tratar o aliviar los efectos de las enfermedades y
trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide, incluyendo, la
amiloidosis, trastornos neuroldgicos tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), y enfermedades o afecciones
caracterizadas por una pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo
leve (DCL), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis
(tipo holandés), el complejo de Parkinson-demencia de Guam y otras enfermedades que se basan en o estan
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asociadas con proteinas de tipo amiloide tales como pardlisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple;
enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis
lateral amiotréfica), miositis por cuerpos de inclusion (IBM), diabetes de inicio en la edad adulta; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos, y degeneracion macular en un sujeto, que comprende la administracién al sujeto de un
anticuerpo monoclonal o parte funcional del mismo segun el aspecto cuarenta y seis (46) de tal manera que los
efectos de la enfermedad o trastorno sean tratados y/o aliviados.

En otro aspecto (77) la presente solicitud describe un método para tratar o aliviar en un sujeto que lo necesite, los
efectos de las enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo
amiloide, incluyendo la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacién de placa
amiloide incluyendo la amiloidosis secundaria y la amiloidosis relacionada con la edad, tales como las enfermedades
que incluyen pero no se limitan a, trastornos neurologicos tales como la enfermedad de Alzheimer (EA), y
enfermedades o afecciones caracterizadas por una pérdida de la capacidad de memoria cognitiva tales como, por
ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL), demencia por cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (tipo holandés), el complejo de Parkinson-demencia de Guam, ademas de otras
enfermedades que se basan en o estan asociadas con las proteinas de tipo amiloide tales como paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral amiotréfica), diabetes de inicio en la edad adulta; amiloidosis cardiaca
senil; tumores endocrinos, y ofros, incluyendo la degeneracion macular, en un sujeto que lo necesite, que
comprende la administracion de la composicion del aspecto setenta y dos (72).

En otro aspecto (78) la presente solicitud describe una composiciéon terapéutica que comprende el anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun el
aspecto cincuenta y siete (57) en una cantidad terapéuticamente eficaz, y que comprende opcionalmente ademas un
vehiculo, un diluyente, y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto (79) la presente solicitud describe un método para reducir la carga de placa en el cerebro de un
sujeto que padece una enfermedad o afecciéon asociada con un aumento en la carga de placa en el cerebro que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal segun el
aspecto cuarenta y seis (46).

En otro aspecto (80) la presente solicitud describe un método para reducir la cantidad de placas en el cerebro de un
sujeto que padece una enfermedad o afecciéon asociada con un aumento en la carga de placa en el cerebro que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal segun el
aspecto cuarenta y seis (46).

En otro aspecto (81) la presente solicitud describe un método para reducir la cantidad total de AR soluble en el
cerebro de un sujeto que padece una enfermedad o afeccion asociada con el aumento de las concentraciones de A
soluble en el cerebro, que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo
monoclonal segun el aspecto cuarenta y seis (46).

En otro aspecto (82) la presente solicitud describe un método para conservar o aumentar la capacidad de memoria
cognitiva en un sujeto que presenta una enfermedad o afeccion asociada a los amiloides, que comprende
administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo monoclonal del aspecto cuarenta y seis
(46).

En otro aspecto (83) la presente solicitud describe una linea celular caracterizada porque produce un anticuerpo
monoclonal del aspecto cuarenta y seis (46).

En otro aspecto (84) la presente solicitud describe una linea celular caracterizada porque produce un anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo
anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por el hibridoma FG1F9E4, depositado
el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2845, o en donde la linea celular es el
hibridoma FG1F9E4, depositado el 25 de mayo de 2007 y que recibid el numero de depdsito DSM ACC2845.

En otro aspecto (85) la presente solicitud describe una linea celular caracterizada porque produce un anticuerpo
monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, cuyo
anticuerpo tiene las propiedades caracteristicas de un anticuerpo producido por el hibridoma FK2A6A6, depositado
el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2846, o en donde la linea celular es el
hibridoma FK2A6A6, depositado el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM ACC2846.

En otro aspecto (86) la presente solicitud describe un método de diagnodstico de una enfermedad o afeccion
asociada con el amiloide o de diagnéstico de una predisposicion a la misma, en un sujeto, que comprende detectar
la unién inmunoespecifica de un anticuerpo monoclonal o un fragmento activo del mismo con un epitopo de la
proteina amiloide en una muestra o in situ, que incluye las etapas de:
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(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo que se sospecha que contiene la
proteina amiloide, con un anticuerpo monoclonal segun el aspecto cuarenta y seis (46), cuyo anticuerpo se
une a un epitopo conformacional de la proteina amiloide;

(b). dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunoldégico;
(c). detectar la formacion del complejo inmunolégico; y

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

En otro aspecto (87) la presente solicitud describe un método para determinar la extension de la carga de placa
amiloidogénica en un tejido de un sujeto que lo necesite, que comprende:

(a) obtener una muestra representativa del tejido del sujeto objeto de la investigacion;

(b). analizar dicha muestra en cuanto a la presencia de proteina amiloide con un anticuerpo monoclonal
segun el aspecto cuarenta y seis (46);

(c). determinar la cantidad de anticuerpo unida al antigeno; y
(d). calcular la carga de placa en el tejido del sujeto.

En otro aspecto (88) la presente solicitud describe un método para el seguimiento de la enfermedad residual minima
en un sujeto después de tratamiento con al menos un anticuerpo monoclonal o parte funcional del mismo del
aspecto cuarenta y seis (46), en donde dicho método comprende:

(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo del sujeto que se sospecha que
contiene la proteina amiloide, con un anticuerpo monoclonal segun el aspecto cuarenta y seis (46), cuyo
anticuerpo se une a un epitopo conformacional de la proteina amiloide;

(b) dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunolégico;
(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico;

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra o parte o zona especifica del cuerpo del sujeto; y

(e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor normal de control, en donde un
aumento de la cantidad de dicho agregado en comparacion con un valor normal de control indica que dicho
sujeto todavia padece una enfermedad residual minima.

En otro aspecto (89) la presente solicitud describe un método para predecir el grado de respuesta de un sujeto que
esta siendo tratado con al menos un anticuerpo monoclonal o parte funcional del mismo del aspecto cuarenta y seis
(46), que comprende

(a) poner en contacto la muestra o una parte o zona especifica del cuerpo del sujeto que se sospecha que
contiene la proteina amiloide, con un anticuerpo monoclonal segun el aspecto cuarenta y seis (46), cuyo
anticuerpo se une a un epitopo conformacional de la proteina amiloide;

(b) dejar que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunolégico;
(c) detectar la formacion del complejo inmunolégico;

(d) correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunoldgico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra o parte o zona especifica del cuerpo del sujeto; y

(e) comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico antes y después del inicio del tratamiento,

en donde una reduccién de la cantidad de dicho agregado indica que dicho sujeto tiene altas posibilidades de
responder al tratamiento.

En otro aspecto (90) la presente solicitud describe un kit de ensayo que comprende al menos un anticuerpo o parte
funcional del mismo del aspecto cuarenta y seis (46), y que comprende opcionalmente ademas instrucciones para
utilizar los anticuerpos con el fin de que se unan a la proteina amiloide y formen un complejo inmunolégico, y para
detectar la formaciéon del complejo inmunologico de tal manera que la presencia o ausencia del complejo
inmunoldgico se correlacione con la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

En otro aspecto (91) la presente solicitud describe un epitopo AR que es reconocido especificamente por un
anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo,
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cuyo anticuerpo ha sido generado contra un constructo antigénico supramolecular que comprende un péptido
antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido B-amiloide, AB22-35 y AR29-40,
respectivamente, modificada con un resto hidrofilo de polietilenglicol (PEG), en donde dicho resto hidrdéfilo esta unido
covalentemente a cada terminal por medio de un aminoacido tal como, por ejemplo, lisina o cualquier otro
aminoacido o analogo de aminoacido adecuado capaz de servir como una molécula de enlace.

En otro aspecto (92) la presente solicitud describe un epitopo AR que es reconocido especificamente por el
anticuerpo monoclonal o parte funcional del mismo del aspecto sesenta y dos (62)

En otro aspecto (93) la presente solicitud describe un epitopo AR que es reconocido especificamente por el
anticuerpo monoclonal o parte funcional del mismo del aspecto sesenta y tres (63).

En otro aspecto (94) la presente solicitud describe un anticuerpo monoclonal incluyendo cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo segun el aspecto cuarenta y seis (46), cuyo anticuerpo
se une a péptidos AR monoméricos que tienen al menos 30, particularmente al menos 35, mas particularmente al
menos 38, incluso mas particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos, pero no muestra esencialmente
ninguna union al péptido AR 17-40 monomeérico.

En otro aspecto (95) la presente solicitud describe un polinucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con la
secuencia de polinucledtido del aspecto sesenta y nueve (69).

En otro aspecto (96) la presente solicitud describe un polinucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con la
secuencia de polinucledtido del aspecto setenta (70).

En otro aspecto (97) la presente solicitud describe un polinucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con la
secuencia de polinucledtido del aspecto setenta y uno (71).
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LISTA DE SECUENCIAS

=<110= AC Immune S.A.

=120= ANTICUERPOS MONOCLOMNALES
=130= 0808667-0105

=160= 30

=170= Patentln version 3.4

<210=1

<211= 14

<212= PRT

=213= Homo sapiens

=220=
<221= RASGO-MISC
<223= péptido antigénico AB 22-35

<400= 1
Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met
1 5 . 1o

=210= 2

<211= 12

<212= PRT

<213= Homo sapiens

=220=
=221= RASGO-MISC
<=223= péptido antigénico AB 29-40

=400= 2
Gly Ala Ile Ile Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val
1 : s 10

=210=3

=211=28

=212= PRT

<213= Homo sapiens

<220=
=221= RASGO-MISC
<=223> fragmento de péptido A-beta AB 1-28

<400= 3
Aep Ala Glu Fhe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 & 10 18 =
Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys

20 25

<210=4

=211= 24

<212= PRT

<213= Homo sapiens
<220=

=221= RASGO-MISC
<223= fragmento de péptido A-beta AB 17-40

79



ES 2 548 102 T3

<400= 4
Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
1 5 10 15
Gly Leu Met Val Gly Gly val val
20
<210=5
<211=40
=212= PRT

=213= Homo sapiens

=220=

<221= RASGO-MISC
<223= fragmento de péptido A-beta AB 1-40

<400> 5

=210=6

=211= 42

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lyvs Gly Ala Ile Ile
20 25 o

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val
35 40

=212= PRT
<213= Homo sapiens

=220=

=221= RASGO-MISC
<=223= fragmento de péptido A-beta AB 1-42

<400= G

=210=7

Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gljr Tyr Glu Val His His Gln Lys
1 5 10 15

Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
20 25 3o

Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val Ile Ala
35 40 '

=211= 107
<212= PRT
<213= Mus musculus

=220=

<221= RASGO-MISC
=223= Dominio varahle de cadena ligera de ACI-24-A-3

=400=7
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Asp

Asp

Val

Tyx

Ser

65

Glu

Thr

<210> 8
<211> 121
<212= PRT

Ile

Arg

Ala

Ser

50 .

Gly

Asp

=213= Mus musculus

=220=

=221= RASGO-MISC
=223= Dominio variable de cadena pesada de ACI-24-Ab-3 X puede ser cualguier aminoacido

=220=

=221= RASGO-MISC

=222= (52)..(52)

=223= ¥aa puede ser cualquier aminodcido natural

=400= &
Gln
1

Ser

Gly

Gly

Lys
€5

Met

Ala

Gln

=210= 9

=211= 11
<212= PRT
=213= Mus mus

Val

Val

Trp
is

Ala
Ser

Leu

Gly

Met

Ser

20

Ser

Gly

Ala

Ala
100

Thr

Val

Gln

Tyr

Thr

Glu

BS

Gly

Val Gln Leu Gln

Val
Ile
Glu
50

Gly
Glu

Arg

Gly

culus

Lys
Arg
35

Ile
Lys
Leu

Ser

Thr
115

Leu
20

Trp

Xaa

Ala

Arg

Ile

100

Thr

5

Ser

Yal

Pro

Thr

Ser
8BS

Tyr

Leu
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Gln
Thr
Gln
Arg
Asp

70

Tyx

Gln

Cys

Lys

val
70

Leu
Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Tyr

55

Phe

Phe

Lys

Ser

Lys

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Gly

Val

Gln Leu Phe
10

Lys Ala Ser
) 25

Pro Gly Gln
40

Ber Gly val

Thr Leu Thr

.Cya Gln Gln

40

Leu Glu Leu
105

Gly Ala Glu
10

Ala Ser Gly
25

Arg Thr Gly
40

Gly Asn Thr

Ala Asp Lys
Ser Glu Asp

a0

Arg Pro Tyr
105

Ser Ser
120

81

Met
Gln
Ser
Pro
Ile
75

Tyr

Lys

Leu

Tyr

Gln

5_&1'
75

Ser

Tyr

Ser

Asn

Pro

Asp

el

sSer

Asn

Ala

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Phe

Thr

val

Lys
45
Arg

ASnD

Ser

Arg
Phe
Leu
45

ASD
Ser

Val

ASp

Ser

Ala

30

Ala

Fhe

Val

Tyr

Pro

Thr

io

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

val
15

Thr

Thr

Gln

Pro
a5

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe
=19

Trp

Gly
Asn
Ile
Gly
Ser

80

Leﬁ

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
B0

Cys

Cly
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=220=
=221= RASGO-MISC
=223= CDOR1 de cadena ligera

=400= 9

Lys Ala Ser Gln Asn Val Ala Thr Asn Val Ala
1 5 10

=210= 10

=211=7

=212= PRT

<213= Mus musculus

=220=
=221= RASGO-MISC
<223= CDR2 de cadena ligera

=400= 10
Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Ser
1 5

=210= 11

<211= 4

=212= PRT

<213= Mus musculus

=220=
=221= RASGO-MISC
<223> CDRJ de cadena ligera

=400= 11
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210=12

<211= 10

<212= PRT

<213= Mus musculus

=220=
=221= RASGO-MISC
<223= CDR1 de cadena pesada

=400= 12
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Gly Ile Arg
1 5 © 10
=210= 13
=211=17
=212= PRT

<213= Mus musculus

=220=
=221= RASGO-MISC
<223= CDRZ de cadena pesada
X puede ser cualquier aminodcido

<220=

<221= RASGO-MISC

«<222=(3)..03)

=223= ¥aa puede ser cualquier aminodcido natural

=400= 13
Glu Ile Xaa Pro Arg Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Asn Glu Lys Fhe Lys
1 '8 10 15
Gly

82



=210= 14

=211= 12

=212= PRT

=213= Mus musculus

=220=
=221= RASGO-MISC

=223> CDR3 de cadena pesada

=400= 14

Ser Ile Tyr Tyr Gly Arg

1

=210= 15

=211= 321

=212= ADN

<213= Mus musculus

=220=
=221= RASGO-MISC

5

ES 2 548 102 T3

Pro Tyr Tyr

10

Phe Asp Tyr

=223= Secuencia que codifica la region variable de cadena ligera de ACI-24-Ab-3

=400= 15
gatatcgtga

gtcacctgea
gggcaatete
cgcttcacag
gaagacttgg
gggaccaagc

=210= 16

=211= 363

=212= ADN

=213= Mus musculus

=220=
=221= RASGO-MISC

cgacccagte
aggccagtca
ctaaagcact
gcagtggatc
cagagtattt

tggagctgaa

tcaactecttc atgtccacat

gaatgtgget actaatgtag

gatttactcg gocatcctace

tgggacagat ttcactctca

ctgtcagcaa tataacagct

cagtaggaga
cctggtatca
ggtacagtgg
ccatcagcaa

atccgetcac

=223> Secuencia que codifica la regian variable de cadena pesada de ACI-24-Ab-3

=400= 16
caggttcagec

tgcagcagte -

tcctgeaagg cttobggeta

actggacagg gocttgagtyg

aatgagaagt tcaagggcaa

atggagctoe goagoctgac

tggagctgag
caccttcaca
gattggagag
ggccacagtg

atctgaggac

tactacggta gaccctacta ctttgactac

tca

=210= 17

=211= 109

=212= PRT

=213= Mus musculus

=220=
=221= RASGO-MISC

ctggcgagge
agctatggta
atttgtocta
actgcagaca
totgeggtet

tggggccaag

=223= Dominio vanahle de cadena ligera de ACK-11-A-9

83

ctggggcttc
taaggtgggt
gaagtggcaa
aatcctccag
atttctgtgoc

gcaccactct

cagggtcage
acagaaacca
agtcccggat
tgtgcocagtct

gtteoggtgcet

agtgaagctg
gaagcagaga
tacttactac
cacagogtac

aagatcgatt

cacagtctco

&0
120
180
2_4:0
apo

iz21

&0
120
180
240

300

360

363



=400= 17

=210= 18
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Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Ser Ala Leu Thr Thr Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Ile Leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 - 25 . 30
Asn Tyr Ala Asn Trp Val Gln Glu Lys Pro Asp His Leu Phe Thr Gly
35 40 45
Leu Ile Gly Gly Thr Ser Asn Arg Ala Pro Gly Val Fro Val Arg Fhe
50 ss 60
Ser Gly Ser Leu Ile Gly Asp Lys Ala Ala Leu Thr Ile Thr Gly Ala
65 70 : 75 80
Gln Thr Glu Asp Asp Ala Met Tyr Fhe Cys Ala Leu Trp Tyr Ser Thr
85 50 95
His Tyr Val Fhe Gly Gly Gly Thr lys Val Thr Val Leu
100 105

=211= 117
=212= PRT
=213= Mus musculus

=220=

=221= RASGO-MISC
<223= Dominio variable de cadena pesada de ACI-11-14b-9

=400= 18

=210= 19

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Asp Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp His
20 25 , 30
Thr Ile His Trp Met Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile
is 40 45
Gly Tyr Ile Tyr Pro Arg Asp Gly Ser Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Fhe
. 50 55 &0
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
&5 70 5 :1o]
Met Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser RAla Val Tyr Fhe Cys
85 a0 95
Ala Arg Asp Tyr Gly Tyr Ala Fhe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 ' 105 110
Leuy Thr Val Sar Ser
115

=211= 109
=212= PRT
<213= Mus musculus

=220=

=221> RASGO-MISC
=223= Dominio varahle de cadena ligera de ACI-12-Ab-11

84



=400= 19

=210= 20
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Gln Ala Val Val Thr Gln Glu Ser Ala Leu Thr Thr Ser Pro Gly Gly
1 5 10 15
Thr Val Ile leu Thr Cys Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser
20 25 30
Ren Tyr Ala Asn Trp Val Gln Glu Lys Pro Asp His Leu Fhe Thr Gly
35 40 45
Leu Ile Gly Gly Thr Ser Asn Arg Ala Pro Gly Val Pro Val Arg Phe
50 55 60
Ser Gly Ser Leu Ile Gly Asp Lys Ala Ma Leu Thr Ile Thr Gly Ala
65 70 75 80
Gln Thr Glu Asp fop Ala Met Tyr The Cym Ala Teun Trp Tyr Ser Thr
85 a0 o5
His Tyr Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr Val Leu
100 105

=211= 117
=212= PRT
<213= Mus musculus

=220=

=221= RASGO-MISC
<223= Dominio varable de cadena pesada de ACI-12-Ab-11

=400= 20

<210= 21
<211= 14

Gln Val Gln Leu Gln Gln Sar Asp Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
1 5 : 10 _ s
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Fhe Thr Asp His
20 25 £
Thr Ile His Trp Met Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile
.35 40 : as
Gly Tyr Ile Tyr Pro Arg Asp Gly Ser Tht Lys Tyr Asn Glu Lys Fha
50 55 ' 60
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
&5 _ 70 75 80
Met Gln Leu Rsn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyt Fhe Cys
85 50 95
Ala Arg Asp Tyr Gly Tyr Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr
100 105 110
Leu Thr Val Ser Ser
115

=212= PRT
<213= Mus musculus

=220=

=221= RASGO_MISC
<223= CDR1 de cadena ligera
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=400= 21
Arg Ser Ser Thr Gly Ala Val Thr Thr Ser Asn Tyr Ala Asn
1 5 10

<210= 22

<211=7

=212= PRT

<213= Mus musculus

<220=
<221= RASGO-MISC
<223= CDR2 de cadena ligera

=400= 22
Gly Thr Ser Asn Arg Ala Pro
1 .5

=210= 23

=211=49

<212= PRT

<213= Mus musculus

<220=
<221= RASGO-MISC
<223= CDR3 de cadena ligera

=400= 23
Ala Leu Trp Tyr Ser Thr His Tyr Val
1 ‘5

=210= 24

=211= 10

=212= PRT

<213= Mus musculus

=220=
<221= RASGO-MISC
<223= CDR1 de cadena pesada

<400~ 24
Gly Tyr Thr Phe Thr Asp His Thr Ile His
1 & 10

=210= 25

=211=17

=212= PRT

<213= Mus musculus

<220=
=221= RASGO-MISC
<223>= CDR2 de cadena pesada

=400= 25
Mllemm_hgnsp_mym_mnysmmslum Fha Iyvs
1 5 10 © 15
Gly

<210= 26

<211=8

=212= PRT

<213= Mus musculus

<220=
=221= RASGO-MISC
<223>= CDR3 de cadena pesada
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=400= 26
Asp Tyr Gly Tyr Ala Fhe Asp Tyr
1. 5

=210= 27

=211 327

=212> ADN

=213= Mus musculus

=220=

<221= RASGO-MISC
=223= Secuencia que codifica la region variable de cadena ligera de ACI-11-Ab-9

=400= 27

=210= 28
=211= 35

caggcagttg tgactcagoa’ atctgeactc accacgtcac ctggtgsaac agtcatacte
acttgtegct caagtactgy goctgttaca actagtaact atgoccaactg ggtccaagaa
aaaccagatc atttattcac tggtctaata ggtggtacca goaaccgage tocaggtgtt
cotgtcagat teteaggete cctgattgga gacaaggetg coctcaccat CAcaggggea
cagactgagy atgatgeaat gtatttetgt getetatggt asageaceca ttatgtbtte
ggcggtggaa coasggicac tgtocta

"

=212= ADN
=213= Mus musculus

=220=

=221= RASGO-MISC
=223= Secuencia que codifica |a region variable de cadena pesada de ACI-11-Ab-9

=400= 28

<210= 29

caggtteage tgoagcagic tgacgrtgag tiggtgasac ctggagottc agtgaagata
toctgeangg tttotggcta caccttcact gaccatacta thcactggat gaAgCAIAgT
cctgaacaggy goctggaatg gattggatat atttatocta gagatggtag tactaagtac
aatgagaagt tcaagggcaa ggccacattg actgeagaca aatectocag cacagoctac
atgcagetca acagoctgac atctgaggac tctgeagtet atttctgtge aagagactat
ggttacgoct tigactactg gggecasgyc acCactctca CAgLetocte a

=211= 327
=212= ADN
=213= Mus musculus

=220=

<221= RASGO-MISC
=223= Secuencia que codifica el dominio variable de cadena ligera de ACI-12-Ab-11

=400= 29

=210= 30

caggoogtty tgactcagga atct!mttcﬂmtmc ctggtggaac agtcatactc
acttgtoget caagtactgg ggctgttaca actagtaact atgecaactg ggtccaagaa

amAaccagatc atttattcac tggtctaata ggtggtacca goaaccgage tocaggtgtt
cctgteagat totecaggete octdatbgoga gacaaggetg coctcaccat cacaggggea

cagactgagy atgatgcast gtatttctgt getctatggt acagcaceca cratgtttte

=211= 351
=212= ADN
<213= Mus musculus
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=220=
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=221= RASGO-MISC
<223= Secuencia que codifica el dominio variable de cadena pesada de ACI-12-Ab-11

=400= 30

caggttcage tgcagc:agtlc tgacgctgag ttggtgaaac ctggagotbe agtgaagata

tcg:tgmég ttictggeta cacctitcact gaccatacta ttcactggat gaagcagagy '

cctgascagy goctggaatg gattguatat atttatccta gagatggtag tactaagtac
aatgagaagt tcaagggcaa goccacattg actgeagaca aatcctocdg cacagoctac
atgeagetca acagoctgac atctgaggac tctgeagtct atttotgtge aagagactat
ggttacgoct ttgactactg gogocaaggc accactctca cagtcotocte a

88
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o una parte funcional del mismo capaz de unirse especificamente a un beta amiloide, en donde el
anticuerpo o la parte funcional del mismo comprende:

a. (i) un dominio variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica
en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % a la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 7, o una parte funcional de la misma que comprende tres CDRs de la
cadena ligera que tiene las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NOs: 9-11;y

(i) un dominio variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica
en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % ala
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 8, o una parte funcional de la misma que comprende tres CDRs de la
cadena pesada que tiene las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NOs: 12-14; o

b. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 7 y 8, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos 3 sustituciones en las secuencias de SEQ ID NOs: 7
y8;0

c. (i) un dominio variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica
en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 099 % a la
secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 19, o una parte funcional de la misma que
comprende tres CDRs de la cadena ligera que tiene las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NOs: 21-23;

y

(i) un dominio variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que es idéntica
en un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % a
una secuencia seleccionada de SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 20, o una parte funcional de la misma que
comprende tres CDRs de la cadena pesada que tiene las secuencias de polipéptidos de SEQ ID NOs: 24-
26; 0

d. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 17 y 18, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos 3 sustituciones conservativas en las secuencias de
SEQID NOs: 17y 18; 0

e. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 19 y 20, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos 3 sustituciones conservativas en las secuencias de
SEQ ID NOs: 19y 20,

en donde dicho anticuerpo tras la co-incubacion con un péptido Abeta1-42 monomérico y/o oligomérico, inhibe la
agregacion de los monoémeros Abeta en fibrillas amiloides poliméricas de alto peso molecular y, en adicion tras la co-
incubacién con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la
agregacion de péptidos Abeta1-42 monomeéricos y/o oligoméricos, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados, en una relaciéon de concentracion molar de 1:100 después de incubacion durante 24 horas
a 37 °C.

2. Un anticuerpo o una parte funcional del mismo capaz de unirse especificamente a un beta amiloide, en donde:

a. las regiones CDR (regiones determinantes de complementariedad) del anticuerpo o parte funcional del mismo,
son:

i. la CDR1 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 9;

ii. la CDR2 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 10;

iii. la CDR3 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 11;

iv. la CDR1 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 12;

v. la CDR2 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 13;y

vi. la CDR3 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 14;
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o]
b. las regiones CDR del anticuerpo o parte funcional del mismo, son:

i. la CDR1 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 21;

ii. la CDR2 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 22;

iii. la CDR3 de la region variable de la cadena ligera del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 23;

iv. la CDR1 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 24;

v. la CDR2 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 25;y

vi. la CDR3 de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo que tiene la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 26;

en donde dicho anticuerpo tras la co-incubacion con un péptido Abeta1-42 monomérico y/o oligomérico, inhibe la
agregacion de los monoémeros Abeta en fibrillas amiloides poliméricas de alto peso molecular y, en adicién tras la co-
incubacién con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados, formados por la
agregacion de péptidos Abeta1-42 monomeéricos y/o oligoméricos, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados, en una relacién de concentracion molar de 1:100 después de incubaciéon durante 24 horas
a 37 °C.

3. El anticuerpo o una parte funcional del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, que es un
anticuerpo monoclonal o la parte funcional del mismo.

4. El anticuerpo o una parte funcional del mismo de la reivindicacién 3, en donde el anticuerpo o la parte funcional
del mismo comprende:

(i) un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 7 y un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 8; o

(ii) un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 17 y un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 18; o

(iii) un dominio variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 19 y un dominio variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 20.

5. El anticuerpo o una parte funcional del mismo de la reivindicacion 3, en donde el anticuerpo o la parte funcional
del mismo comprende:

a. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 7 y 8, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 7 y 8; en donde el aminoacido de la posicion 52 se selecciona de cualquier aminoacido, o
del grupo que consiste en cisteina, tirosina, y serina; o

b. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 17 y 18, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 17 y 18; en donde el aminoacido de la posicién 52 se selecciona de cualquier aminoacido,
o del grupo que consiste en cisteina, tirosina, y serina; o

c. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 19 y 20, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 19 y 20; en donde el aminoacido de la posiciéon 52 se selecciona de cualquier aminoacido,
o del grupo que consiste en cisteina, tirosina, y serina.
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6. El anticuerpo o una parte funcional del mismo de la reivindicaciéon 3, en donde el anticuerpo o la parte funcional
del mismo comprende:

a. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 7 y 8, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 7 y 8; en donde el aminoacido de la posicion 52 es cisteina; o

b. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 17 y 18, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 17 y 18; en donde el aminoacido de la posicion 52 es cisteina; o

c. las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 19 y 20, en donde el anticuerpo ha sido alterado
introduciendo al menos una, al menos dos, o al menos tres sustituciones conservativas en las secuencias
de SEQ ID NOs: 19 y 20; en donde el aminoacido de la posicion 52 es cisteina.

7. El anticuerpo o una parte funcional del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que es un
anticuerpo quimérico o la parte funcional del mismo:

8. El anticuerpo o una parte funcional del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que es un
anticuerpo humanizado o la parte funcional del mismo:

9. El anticuerpo o una parte funcional del mismo segun las reivindicaciones 4-6, en donde el anticuerpo o la parte
funcional del mismo ha sido producido por la linea celular de hibridoma EJ1A9, depositada con el nimero de
deposito DSM ACC2844, o la linea celular de hibridoma FG1F9E4, depositada con el nimero de depdsito DSM
ACC2845, o la linea celular de hibridoma FK2A6A6, depositada con el nimero de depdsito DSM ACC2846.

10. Un polinucleétido que codifica el anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

11. El polinucledtido de la reivindicacion 10, en donde el polinucleétido codifica el dominio variable de la cadena
ligera y el dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo o fragmento funcional del mismo, segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

12. El polinucledtido segun las reivindicaciones 10 u 11, que comprende al menos una de las secuencias de
nucledtidos expuestas en SEQ ID NOs: 15-16, y SEQ ID NOs: 27-30.

13. El polinucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, que es un polinucleétido aislado.

14. Una composicion terapéutica que comprende el anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9, en una cantidad terapéuticamente eficaz.

15. La composicion terapéutica segun la reivindicacion 14, que comprende ademas una sustancia biolégicamente
activa seleccionada de uno o mas compuestos utilizados en el tratamiento de enfermedades y trastornos que estan
causados por o asociados con proteinas amiloides o de tipo amiloide, incluyendo la amiloidosis, compuestos contra
el estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos, quelantes de metales, inhibidores de la reparacién del ADN tales
como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-propanosulfénico (3APS), 1,3-propanodisulfonato (1,3PDS),
activadores de la secretasa, inhibidores de la [-secretasa y y-secretasa, proteinas tau, neurotransmisores,
rompedores de laminas 3, moléculas antiinflamatorias, o inhibidores de la colinesterasa (ChEls), tales como tacrina,
rivastigmina, donepezilo, galantamina y/o suplementos nutritivos.

16. La composicion terapéutica segun la reivindicacion 14, que comprende ademas un vehiculo, diluyente y/o
excipiente farmacéuticamente aceptables.

17. El anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para uso en:

a. el tratamiento de enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados con proteinas
amiloides o de tipo amiloide incluyendo la amiloidosis; o

b. el tratamiento o alivio de los efectos de enfermedades y trastornos que estan causados por o asociados
con proteinas amiloides o de tipo amiloide incluyendo la amiloidosis, trastornos neurolégicos tales como la
enfermedad de Alzheimer (EA), y enfermedades o afecciones caracterizadas por una pérdida de la
capacidad de memoria cognitiva tales como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL), demencia por
cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés), el
complejo de Parkinson-demencia de Guam y otras enfermedades que se basan en o estan asociadas con
proteinas de tipo amiloide tales como la paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad
de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH, ELA (esclerosis lateral
amiotrofica), miositis por cuerpos de inclusiéon (IBM), diabetes de inicio en la edad adulta, amiloidosis
cardiaca senil, tumores endocrinos, y degeneracion macular en un sujeto; o
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c. el tratamiento de un sujeto mediante la reduccion de la carga de placa en el cerebro del sujeto que
padece una enfermedad o afeccion asociada con un aumento de la carga de placa en el cerebro; o

d. el tratamiento de un sujeto mediante la reduccion de la cantidad de placas en el cerebro del sujeto que
padece una enfermedad o afeccion asociada con un aumento de la carga de placa en el cerebro; o

e. el tratamiento de un sujeto mediante la reduccion de la cantidad total de AB soluble en el cerebro del
sujeto que padece una enfermedad o afeccién asociada con el aumento de las concentraciones de AR
soluble en el cerebro; o

f. el tratamiento de un sujeto mediante la conservacion o el incremento de la capacidad de memoria
cognitiva en el sujeto que padece una enfermedad o afeccion asociada con el amiloide.

18. Una linea celular caracterizada porque produce el anticuerpo o la parte funcional del mismo de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 9.

19. Una linea celular segun la reivindicacion 18, en donde la linea celular es:

a. hibridoma EJ1A9, depositado el 25 de mayo de 2007 y que recibié el nimero de depdsito DSM
ACC2844, o

b. hibridoma FG1F9E4, depositado el 25 de mayo de 2007 y que recibid el nimero de depdsito DSM
ACC2845, o

c. hibridoma FK2A6A6, depositado el 25 de mayo de 2007 y que recibio el nimero de depdsito DSM
ACC2846.

20. Un método de diagndstico de una enfermedad o afeccion asociada con el amiloide, o de diagndstico de una
predisposicion a la misma, en un sujeto, que comprende detectar la unién inmunoespecifica de un anticuerpo o un
fragmento activo del mismo a un epitopo de la proteina amiloide en una muestra del sujeto, que incluye las etapas
de:

a. poner en contacto una muestra del sujeto que se sospecha que contiene la proteina amiloide con el
anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9;

b. dejar que el anticuerpo o la parte funcional del mismo se una a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunoldgico;

c. detectar la formacion del complejo inmunolégico; y

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra del sujeto.

21. Un método para determinar la extension de la carga de placa amiloidogénica en un tejido del sujeto, que
comprende:

a. analizar una muestra del sujeto en cuanto a la presencia de proteina amiloide con el anticuerpo o la parte
funcional del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9;

b. determinar la cantidad de anticuerpo unida al antigeno; y
c. calcular la carga de placa en el tejido del sujeto.

22. Un método para el seguimiento de la enfermedad residual minima en un sujeto después de tratamiento con el
anticuerpo o la parte funcional del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicho método
comprende:

a. poner en contacto una muestra del sujeto que se sospecha que contiene la proteina amiloide, con el
anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9;

b. dejar que el anticuerpo o la parte funcional del mismo se una a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunoldgico;

c. detectar la formacion del complejo inmunolégico;

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra; y

e. comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldgico con un valor normal de control,
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en donde un aumento de la cantidad de dicho agregado en comparacion con un valor normal de control indica que
dicho sujeto padece una enfermedad residual minima.

23. Un método para predecir el grado de respuesta de un sujeto al tratamiento con el anticuerpo o la parte funcional
del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende:

a. poner en contacto una muestra del sujeto que se sospecha que contiene la proteina amiloide con el
anticuerpo o la parte funcional del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9;

b. dejar que el anticuerpo o la parte funcional del mismo se una a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunoldgico;

c. detectar la formacion del complejo inmunolégico;

d. correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la presencia o ausencia de la
proteina amiloide en la muestra del sujeto; y

e. comparar la cantidad de dicho complejo inmunoldégico antes y después del inicio del tratamiento,

en donde una reduccién de la cantidad de dicho agregado indica que dicho sujeto tiene altas posibilidades de
responder al tratamiento

24. Un kit de ensayo que comprende el anticuerpo o la parte funcional del mismo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.

25. El kit de ensayo segun la reivindicacion 24, que comprende ademas instrucciones para utilizar el anticuerpo o la
parte funcional del mismo con el fin de que se una a la proteina amiloide y forme un complejo inmunoldgico, y para
detectar la formaciéon del complejo inmunologico de tal manera que la presencia o ausencia del complejo
inmunoldgico se correlacione con la presencia o ausencia de la proteina amiloide.

26. Un método para producir el anticuerpo o la parte funcional del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 9, que comprende cultivar la linea celular de la reivindicacion 18.

27. Un método para producir el anticuerpo o el fragmento funcional del mismo segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, que comprende cultivar la linea celular de la reivindicacion 18 o 19, o expresar el
polinucleétido de las reivindicaciones 9 a 13 en una célula para producir el anticuerpo o fragmento funcional del
mismo.
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