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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para el diagndstico y tratamiento de la amiloidosis
Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos y composiciones para el diagnéstico y tratamiento de la amiloidosis, un
grupo de trastornos y anomalias asociadas con la proteina amiloide como la enfermedad de Alzheimer.

La amiloidosis no es una sola entidad de enfermedad, sino un grupo diverso de procesos de enfermedad progresiva
caracterizados por depdsitos tisulares extracelulares de una proteina cerosa similar al almidén llamada amiloide, que
se acumula en uno o mas 6rganos o sistemas corporales. A medida que los depdsitos se acumulan, empiezan a
interferir con la funciéon normal del 6érgano o sistema corporal. Existen al menos 15 tipos diferentes de amiloidosis.
Las formas principales son amiloidosis primaria sin antecedente conocido, amiloidosis secundaria seguido de alguna
otra afeccion, y amiloidosis hereditaria.

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

Los depositos de amiloide incluyen el componente amiloide P (pentagonal), una glicoproteina relacionada con el
amiloide P del suero normal (SAP), y glicosaminoglicanos sulfatados (GAG), carbohidratos complejos del tejido
conectivo. Las fibrillas de la proteina amiloide, que representan aproximadamente el 90% del material amiloide,
comprenden uno de varios tipos diferentes de proteinas. Estas proteinas son capaces de plegarse en lo que se
llaman fibrillas en laminas “beta-plegadas”, una configuracion proteica unica que exhibe sitios de unién para el rojo
Congo dando como resultado la Unica propiedad de tincion de la proteina amiloide.

Muchas enfermedades del envejecimiento estan basadas en o asociadas con proteinas del tipo amiloide y se
caracterizan, en parte, por el aumento progresivo de depositos extracelulares de amiloide o material del tipo amiloide
que contribuye a la patogénesis, asi como a la progresion de la enfermedad. Estas enfermedades incluyen, pero no
se limitan a, trastornos neurolégicos como la enfermedad de Alzheimer (AD), la demencia con cuerpos de Lewy
(LBD), sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (de tipo holandés), y complejo
parkinsonismo-demencia de Guam. Otras enfermedades que estan basadas en o asociadas con proteinas del tipo
amiloide son paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de
Parkinson, demencia asociada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica), Diabetes de Inicio en Adultos,
amiloidosis cardiaca senil, tumores endocrinos, y otras enfermedades, incluyendo enfermedades oculares asociadas
con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con
anomalias/cambios patolégicos relacionadas con amiloide-beta en los tejidos del sistema visual, como degradacion
neuronal. Dichas anomalias patoldgicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el cortex
visual que da lugar a deficiencias visuales corticales, la camara anterior y el nervio éptico dando lugar al glaucoma,
el lente dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide, el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular, la
retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneracion macular
asociada con la edad, el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia 6ptica y neuritis optica, y la
cérnea dando lugar a distrofia reticular.

Aunque la patogénesis de estas enfermedades puede ser diversa, sus depdsitos caracteristicos contienen
frecuentemente muchos constituyentes moleculares compartidos. En un grado significativo, esto se puede atribuir a
la activacion local de vias pro-inflamatorias dando lugar de este modo a la deposicién simultanea de componentes
del complemento activados, reactantes de fase aguda, moduladores inmunes, y otros mediadores inflamatorios
(McGeer et al., 1994).

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurolégico que fundamentalmente se creia causado por placas de
amiloide, una acumulacién de depdsitos andmalos de proteinas en el cerebro. El tipo mas frecuente de amiloide
encontrado en el cerebro de individuos afectados se compone fundamentalmente de fibrillas AB. La evidencia
cientifica demuestra que un incremento en la produccién y acumulacién de proteina beta-amiloide en placas da lugar
a la muerte de la célula nerviosa, lo que contribuye al desarrollo y progresion de la AD. La pérdida de células
nerviosas en areas estratégicas del cerebro, causa sucesivamente reduccion en los neurotransmisores y deterioro
de la memoria. Las proteinas principalmente responsables para la construccion de la placa incluyen proteina
precursora de amiloide (APP) y dos presenilinas (presenilina | y presenilina Il). La escisién secuencial de la proteina
precursora de amiloide (APP), que se expresa constitutivamente y se cataboliza en la mayoria de las células, por las
enzimas secretasas f y y da lugar a la liberaciéon de un péptido Ap de 39 a 43 aminoacidos. La degradacion de APPs
aumenta probablemente su propension a agregarse en placas. Es especialmente el fragmento Ap(1-42) el que tiene
una propension alta de construir agregados debido a dos aminoacidos muy hidrofébicos en su extremo C-terminal.
El fragmento AB(1-42) se cree por lo tanto que esta principalmente implicado y es responsable de la iniciacion de la
formacioén de la placa neuritica en la AD y tener, por lo tanto, un alto potencial patoldgico. Por lo tanto, existe la
necesidad de agentes que prevengan la formacién de placas de amiloide y que dispersen las placas existentes en la
AD.
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Los sintomas de la AD se manifiestan lentamente y el primer sintoma sélo puede ser leve olvido. En esta etapa, los
individuos pueden olvidar eventos recientes, actividades, los nombres de personas o cosas conocidas y pueden no
ser capaces de resolver problemas de matematicas sencillos. A medida que la enfermedad progresa, los sintomas
se notan mas facilmente y se vuelven suficiente serios para hacer que las personas con AD o sus familiares
busquen ayuda médica. Los sintomas de la etapa media de la AD incluyen olvidar cémo hacer tareas sencillas como
aseo, y problemas desarrollados con el habla, comprension, lectura, o escritura. Los pacientes en la etapa avanzada
pueden volverse ansiosos o agresivos, pueden alejarse de casa y finalmente necesitar atencion total.

Actualmente, la Unica forma definitiva de diagnosticar la AD es identificar placas y entramados en tejido cerebral en
una autopsia después de la muerte del individuo. Por lo tanto, los médicos solamente pueden hacer un diagnoéstico
de AD “posible” o “probable” mientras la persona sigue viva. Usando métodos actuales, los médicos pueden
diagnosticar la AD de manera correcta hasta un 90% de las veces usando varias herramientas para diagnosticar AD
“probable”. Los médicos hacen preguntas acerca de la salud general de la persona, problemas médicos anteriores, y
la historia de cualquier dificultad que tenga la persona para llevar a cabo actividades diarias. Las pruebas de
comportamiento de la memoria, resolucién de problemas, atencion, calculo, y lenguaje proporcionan informacion
sobre la degeneracion cognitiva y pruebas médicas como pruebas de sangre, orina, o liquido cefalorraquideo, y
escaneres cerebrales pueden proporcionar mas informacion.

El manejo de la AD consiste en tratamientos basados en medicamentos y no basados en medicamentos. Los
tratamientos destinados a cambiar el curso subyacente de la enfermedad (retrasar o revertir la progresion) no han
tenido en gran medida éxito hasta ahora. Los medicamentos que restauran la deficiencia (defecto), o mal
funcionamiento, en los mensajeros quimicos de las células nerviosas (neurotransmisores), en particular los
inhibidores de la colinesterasa (ChEls) como tacrina y rivastigmina, se ha visto que mejoran los sintomas. Los ChEls
impiden la degradacion enzimatica de neurotransmisores aumentando por lo tanto la cantidad de mensajeros
quimicos disponibles para transmitir la sefial nerviosa en el cerebro.

Para algunas personas en las etapas temprana y media de la enfermedad, los farmacos tacrina (COGNEX®, Morris
Plains, NJ), donepezilo (ARICEPT®, Tokio, JP), rivastigmina (EXELON®, East Hanover, NJ), o galantamina
(REMINYL™, New Brunswick, NJ) pueden ayudar a prevenir que algunos sintomas empeoren durante un tiempo
limitado. Otro farmaco, memantina (NAMENDA®, New York, NY) ha sido aprobado para tratamiento de la AD de
moderada a severa. Los medicamentos también estan disponibles para tratar las manifestaciones psiquiatricas de la
AD. Ademas, algunos medicamentos pueden ayudar a controlar los sintomas de comportamiento de la AD como
insomnio, agitacion, vagabundeo, ansiedad y depresion. El tratamiento de estos sintomas hace a menudo que los
pacientes se sientan mas comodos y facilite su cuidado para los cuidadores. Desafortunadamente, a pesar de los
avances significativos en el tratamiento que muestran que esta clase de agentes es consistentemente mejor que un
placebo, la enfermedad continua progresando, y el efecto promedio en el funcionamiento mental ha sido sélo
modesto. Muchos de los farmacos usados en la medicacion de la AD como ChEls también tiene efectos secundarios
que incluyen disfuncién gastrointestinal, toxicidad hepatica y pérdida de peso.

Las deficiencias visuales corticales se asocian a menudo con la AD, a pesar del hallazgo negativo de agudeza visual
deteriorada o enfermedad ocular. La evidencia post-mortem de pacientes con AD ha mostrado cambios patoldgicos
en las estructuras visuales pre-corticales y una reduccion en las fibras nerviosas 6pticas.

La disfuncién de procesamiento visual en la AD se asocia también con cambios neurolégicos y patologia dentro de
la via ventral, que se extiende desde la retina con las células ganglionares P a través de las capas parvocelulares
del nucleo geniculado lateral (LGN), llegando al cortex inferotemporal (IT) y la via dorsal que se extiende desde la
retina con las células ganglionares M a través de las capas magnocelulares del LGN, llegando al cortex temporal
medio. Las placas seniles de los pacientes de AD crean anomalias y disfunciones dentro de estas regiones
corticales. Las placas seniles también causan una pérdida en las tareas de percepcion visual, como una disfuncién
en el reconocimiento facial de gente conocida, una afeccion conocida como prosopagnosia.

Otras enfermedades que estan basadas o asociadas con la acumulacion y depésito de proteina del tipo amiloide
tienen deterioro cognitivo leve, demencia con cuerpos de Lewy (LBD), sindrome de Down (trisomia 21), esclerosis
lateral amiotrofica (ALS), miositis del cuerpo de inclusion (IBM), y enfermedades oculares asociadas con
anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios
patolégicos relacionados con el amiloide-beta en los tejidos del sistema visual, como degradacion neuronal. Dichas
anomalias patolégicas pueden ocurrir en diferentes tejidos del ojo, como el cortex visual dando lugar a deficiencias
visuales corticales; la camara anterior y el nervio dptico dando lugar a glaucoma; el cristalino dando lugar a catarata
debido a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a
degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo degeneracién macular asociada con la edad;
el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia optica y neuritis éptica; y la cornea dando lugar a
distrofia reticular.

El defecto cognitivo leve (MCI) es un término general mas comiunmente definido como un trastorno de la memoria
sutil pero medible. Una persona con MCI experimenta mayores problemas de memoria que se esperan normalmente
con el envejecimiento, pero no presentan otros sintomas de demencia, como juicio o razonamiento deteriorados.
MCI es un trastorno que refleja frecuentemente una etapa preclinica de la AD.
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La deposiciéon de B-amiloide dentro del cortex entorrinal (EC) se cree que juega un papel clave en el desarrollo del
defecto cognitivo leve (MCI) en la tercera edad. Esto esta en linea con la observacion de que los niveles de CSF-A
AB(1-42) disminuyen significativamente una vez que la AD se manifiesta clinicamente. En contraste con los niveles
de CSF-ApB(1-42) CSF-tau estan significativamente aumentados en la etapa MCI. Estos valores contintian estando
elevados a partir de ahi, indicando que los niveles aumentados de CSF-tau pueden ayudar a detectar sujetos MCI
que se prevé que desarrollen AD.

La demencia con cuerpos de Lewy (LBD) es un trastorno neurodegenerativo que puede ocurrir en personas mayores
de 65 afios de edad, que causa normalmente sintomas de deterioro cognitivo (pensamiento) y cambios de
comportamiento anémalos. Los sintomas pueden incluir deterioro cognitivo, signos neuroldgicos, trastorno del
suefio, y fallo de autonomia. El deterioro cognitivo es la caracteristica de presentacion de LBD en la mayoria de los
casos. Los pacientes tienen episodios recurrentes de confusion que empeoran progresivamente. La fluctuacion de la
capacidad cognitiva se asocia frecuentemente con grados cambiantes de atencion y alerta. El deterioro cognitivo y
las fluctuaciones de pensamiento pueden variar en 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 involucrada en la eliminacién de proteinas dafnadas o
andmalas. 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. Pueden formarse placas de amiloide en los cerebros
de pacientes aquejados de LBD. Sin embargo, tienden a ser menores en nimero que en pacientes con enfermedad
de Alzheimer. Los entramados neurofibrilares, la otra marca distintiva micropatolégica de AD, no son una
caracteristica principal de la AD pero frecuentemente estan presentes ademas de las placas de amiloide.

El Sindrome de Down (DS), o trisomia 21, es un trastorno genético causado por la presencia de todo o parte de un
cromosoma 21 adicional y se asocia a menudo con algun deterioro de la capacidad cognitiva y el crecimiento fisico.
DS se caracteriza por envejecimiento prematuro: la mayoria de los individuos afectados por la enfermedad
desarrollan enfermedad de Alzheimer en su quinta década, que incluyen depdsitos de la proteina formadora de
placa amiloide-beta que a menudo son mas graves que en la mayoria de los otros pacientes con Alzheimer.
Ademas, muchas personas con DS desarrollan cataratas que comienzan en la infancia y muchas sufren glaucoma
congénito. En humanos, el gen de la proteina precursora amiloide, que es escindida a la forma amiloide-beta, se
localiza en el cromosoma 21. En individuos afectados de DS, tanto la beta-amiloide soluble como la intracelular se
acumulan antes que la beta-amiloide extracelular, responsable de la formacién de placas seniles. Aumentos en los
niveles de beta-amiloide en el Sindrome de Down pueden reflejar el aumento de expresion y niveles de proteina de
la enzima 2 de escision de la proteina precursora beta-amiloide en el cromosoma 21.

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

La miositis de cuerpos de inclusion (IBM) es una enfermedad incapacitante cominmente encontrada en personas
mayores de 50 afios, en las cuales las fibras musculares desarrollan inflamacién y comienzan a atrofiarse, pero en
las cuales el cerebro se conserva y los pacientes conservan su intelecto completo. Se encontré que dos enzimas
implicadas en la produccion de proteina amiloide-f aumentaban dentro de las células musculares de pacientes con
esta enfermedad muscular progresiva mas comun, en la que la amiloide-p también aumentaba.

Otra enfermedad que se basa o se asocia con la acumulacion y el depdsito de proteina del tipo amiloide es la
degeneracion macular.

La degeneracion macular es una enfermedad ocular comin que causa el deterioro de la macula, que es el area
central de la retina (el tejido fino como el papel en la parte posterior del ojo donde las células sensibles a la luz
envian sefales visuales al cerebro). La visién aguda, clara, fija al frente es procesada por la macula. El dafio de la
macula da como resultado el desarrollo de puntos ciegos y vision borrosa o distorsionada. La degeneracién macular
asociada con la edad (AMD) es una de las principales causas de discapacidad visual en los Estados Unidos y para
personas mayores de 65 afios es la principal causa de ceguera legal entre los caucasicos. Aproximadamente 1,8
millones de estadounidenses de 40 afios o mas tienen AMD avanzada, y otros 7,3 millones de personas con AMD
intermedia corren un riesgo sustancial de pérdida de vision. El gobierno estima que en el 2020 habra 2,9 millones de
personas con AMD avanzada. Los afectados de AMD a menudo se sorprenden y se sienten frustrados al descubrir
qué poco se sabe sobre las causas y el tratamiento de esta afeccion de ceguera.

Existen dos formas de degeneracion macular: degeneracién macular seca y degeneracion macular himeda. La
forma seca, en la que las células de la macula comienzan lentamente a descomponerse, se diagnostica en el 85 por
ciento de los casos de degeneracion macular. En la AMD seca suelen estar afectados ambos ojos, aunque un ojo
puede perder la vision mientras que el otro ojo permanece intacto. Las drusas, que son depdsitos amarillos debajo
de la retina, son signos tempranos comunes de AMD seca. El riesgo de desarrollar AMD seca o AMD humeda
aumenta a medida que aumenta el nimero o el tamafio de las drusas. Es posible que la AMD seca avance y cause
pérdida de vision sin convertirse en la forma hiumeda de la enfermedad; sin embargo, también es posible que la
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AMD seca en etapas tempranas cambie repentinamente a la forma himeda.

La forma humeda, aunque solo representa el 15 por ciento de los casos, da como resultado el 90 por ciento de la
ceguera, y se considera AMD avanzada (no hay etapa temprana o intermedia de AMD humeda). La AMD humeda
esta siempre precedida por la forma seca de la enfermedad. A medida que la forma seca empeora, algunas
personas comienzan a tener vasos sanguineos anémalos creciendo detras de la macula. Estos vasos son muy
fragiles y tienen fugas de liquido y sangre (de ahi degeneracion macular “humeda”), causando dafio rapido a la
macula.

La forma seca de AMD causara inicialmente a menudo una vision ligeramente borrosa. El centro de vision en
particular puede volverse después borroso y esta region se hace mas grande a medida que la enfermedad progresa.
Se pueden no notar sintomas si solo se afecta un ojo. En AMD humeda, las lineas rectas pueden aparecer
onduladas y puede ocurrir rapidamente la pérdida de vision central.

El diagndstico de la degeneracion macular normalmente implica un examen de ojo dilatado, una prueba de agudeza
visual, y una vision del fondo de ojo usando un procedimiento llamado fundoscopia para ayudar a diagnosticar la
AMD, y si se sospecha una AMD humeda, también se puede realizar angiografia con fluoresceina. Si la AMD seca
alcanza las etapas avanzadas, no hay tratamiento actual para prevenir la pérdida de vision. Sin embargo, una
férmula especifica de alta dosis de antioxidantes y zinc puede retrasar o prevenir que la AMD intermedia progrese a
la etapa avanzada. Macugen® (inyeccion de pegaptanib de sodio), fotocoagulacion laser y terapia fotodinamica
pueden controlar el crecimiento anémalo de los vasos sanguineos y el sangrado en la macula, lo que es util para
algunas personas que tienen AMD humeda; sin embargo, la vision que ya esta perdida no se restaurara por estas
técnicas. Si ya se pierde la vision, existen ayudas para vision reducida que pueden ayudar a mejorar la calidad de
vida.

Uno de los primeros signos de la degeneracién macular asociada con la edad (AMD) es la acumulacién de depésitos
extracelulares conocidos como drusas entre la lamina basal del epitelio pigmentado retiniano (RPE) y la membrana
de Bruch (BM). Estudios reciente realizados por Anderson et al. han confirmado que las drusas contienen amiloide
beta. (Experimental Eye Research 78 (2004) 243-256).

La investigacion en curso continua con estudios que exploran factores ambientales, genéticos y dietéticos que
pueden contribuir a la AMD. También se estan explorando nuevas estrategias de tratamiento, como los trasplantes
de células de retina, farmacos que prevengan o frenen 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 prevengan el
crecimiento de nuevos vasos sanguineos bajo la macula.

Un factor importante a considerar cuando se desarrollan nuevos farmacos es la facilidad de uso para los pacientes
objetivo. La administracion oral de farmacos, especificamente comprimidos, capsulas y capsula de gel, representa el
70% de todas las formas de dosificacion consumidas a causa de conveniencia del paciente. Los desarrolladores de
farmacos coinciden en que los pacientes prefieren la administracion oral en lugar de someterse a inyecciones u otras
formas mas invasivas de administracion de medicamentos. También son preferidas formulaciones que dan como
resultado intervalos de dosificacion bajos (es decir, una vez al dia o liberacion sostenida). La facilidad de administrar
antibidticos en formas de dosificacion oral da como resultado un aumento de la conformidad del paciente durante el
tratamiento.

Lo que se necesita son métodos y composiciones eficaces para prevenir o tratar las complicaciones asociadas con
la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formaciéon de placa amiloide que incluye
amiloidosis secundaria y amiloidosis asociada con la edad que incluye, pero no se limita a, trastornos neurolégicos
como la enfermedad de Alzheimer (AD), demencia con cuerpos de Lewy (LBD), sindrome de Down, hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés), el complejo parkinsonismo-demencia de Guam, asi como otras
enfermedades que estan basadas o asociadas con proteinas tipo amiloide como paralisis supranuclear progresiva,
esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia asociada con el VIH, ALS
(esclerosis lateral amiotrofica), Diabetes de Inicio en Adultos, amiloidosis cardiaca senil, tumores endocrinos y otras
enfermedades, que incluyen enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del
sistema visual, particularmente asociados con anomalias/cambios patoldgicos relacionados con amiloide-beta en los
tejidos del sistema visual, como degradacion neuronal. Dichas anomalias patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo,
en diferentes tejidos del ojo, como la corteza visual que da lugar a deficiencia visual cortical; la cAmara anterior y el
nervio optico que dan lugar al glaucoma; el cristalino que da lugar a catarata debido a la deposicion de beta-
amiloide; el vitreo que da lugar a la amiloidosis ocular; la retina que da lugar a degeneracion retiniana primaria y
degeneracion macular, por ejemplo degeneracion macular asociada con la edad; el nervio dptico que da lugar a
drusas del nervio oOptico, neuropatia 6ptica y neuritis optica; y la cérnea que da lugar a distrofia reticular. En
particular, lo que se necesita son agentes capaces de contrarrestar las manifestaciones fisiologicas de la
enfermedad como la formacién de placas asociadas con la agragacion de fibras de amiloide o péptido tipo amiloide.

Se informé que los anticuerpos anti-amiloide obtenidos mediante la inoculacion de AB1.42 mezclado con adyuvante
completo o incompleto de Freund redujeron 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
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lipososmas a ratones transgénicos NORBA provoco titulos significativos de anticuerpos anti-amiloide, que se
informaron que solubilizaban fibras y placas de amiloide in vitro e in vivo. (Nicolau et al., 2002).

Un mecanismo posible mediante el cual se produjo la disolucidon de placas y fibras amiloides fue sugerido por
primera vez por Bard et al., (2000), quien concluyé que los anticuerpos opsonizaron las placas, que posteriormente
fueron destruidas por los macréfagos de la microglia. De Mattos et al., (2001) indicé que un anticuerpo monoclonal
(mAb) dirigido frente al dominio central de B-amiloide era capaz de unirse y secuestrar completamente la amiloide
plasmatica. Argumentaron que la presencia de estos anticuerpos monoclonales en circulacion desplazé el equilibrio
de AB entre el cerebro y el plasma, favoreciendo el aclaramiento y catabolismo periférico en lugar de la deposicion
dentro del cerebro.

La terapia humana prolongada con anticuerpos de roedor puede dar como resultado una respuesta de antiglobulina
que es detectable a los 8-12 dias después de la administracion y alcanza un pico en aproximadamente 20-30 dias.
Si se obtiene tal respuesta de antiglobulina, el tratamiento debe interrumpirse después de no mas de
aproximadamente 10 dias y se descarta normalmente el re-tratamiento en una fecha posterior porque daria lugar al
comienzo rapido de una respuesta de antiglobulina secundaria. Aunque los anticuerpos de roedor comparten un
grado considerable de conservacion de secuencia con la de los anticuerpos humanos, existen muchas diferencias
de secuencia entre anticuerpos de roedores y humanos para que los anticuerpos de roedor sean inmunogénicos en
humanos.

Este problema se puede superar generando anticuerpos directamente en humanos o mediante la creacion de
anticuerpos “humanizados” (también conocidos como “remodelados”). Los anticuerpos humanizados tienen una
secuencia de aminodacidos de region variable que contiene las CDRs derivadas de roedor intercaladas dentro de las
secuencias estructurales humanas o de tipo humano. Dado que la especificidad del anticuerpo humanizado es
proporcionada por las CDRs derivadas de roedor, se deben utilizar sus residuos esencialmente sin cambios estando
permitidas solo modificaciones menores, que no interfieran significativamente con la afinidad y especificidad del
anticuerpo para su antigeno objetivo. Los residuos estructurales se pueden derivar de cualquier primate o,
particularmente, de cualquier regién variable humana o pueden ser una combinacién de los mismos y la region
variable disefiada resultante se consideraria remodelada.

Para maximizar la probabilidad de que se mantenga la afinidad en el anticuerpo remodelado es importante hacer
una apropiada seleccién de la region estructural. Se sabe que las secuencias estructurales sirven para mantener las
CDR en su orientacion espacial correcta para la interaccion con el antigeno, y que los residuos estructurales a veces
pueden incluso participar en la union del antigeno. Con el fin de mantener la afinidad del anticuerpo con su antigeno,
es ventajoso seleccionar secuencias estructurales humanas que son mas similares a las secuencias de las
estructuras de roedor. Puede entonces ser necesario sustituir uno o mas aminoacidos en la secuencia estructural
humana con el residuo correspondiente en la estructura de roedor para evitar pérdidas de afinidad. Esta sustitucion
se puede apoyar por modelado informatico.

La presente invencion proporciona nuevos métodos y composiciones que comprenden anticuerpos altamente
especificos y altamente eficaces, particularmente anticuerpos quiméricos incluyendo fragmentos de los mismos, mas
particularmente anticuerpos parcial o completamente humanizados incluyendo fragmentos de los mismos, que
tienen la capacidad de reconocer y unirse especificamente a epitopos especificos de una gama de antigenos -
amiloides, que pueden presentarse al anticuerpo en forma monomérdica, dimérica, trimérica, etc., en una forma
polimérica, en forma de un agregado, fibras, flamentos o en la forma condensada de una placa. Los anticuerpos
habilitados por la ensefianza de la presente invencién son particularmente Utiles para el tratamiento de la
amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion de placa amiloide que incluyen
amiloidosis secundaria y amiloidosis asociada con la edad incluyendo, pero no se limitan a, trastornos neurolégicos
como la enfermedad de Alzheimer (AD), demencia de cuerpos de Lewy (LBD), sindrome de Down, hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés), el complejo parkinsonismo-demencia de Guam, asi como otras
enfermedades que estan basadas o asociadas con proteinas tipo amiloide como paralisis supranuclear progresiva,
esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld Jacob, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis tipo holandés,
enfermedad de Parkinson, demencia asociada con el VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), diabetes de inicio en
adultos; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos y otras enfermedades, que incluyen enfermedades oculares
asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociados con
anomalias/cambios patolégicos relacionados con beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como degradacion
neuronal. Dichas anomalias patoldgicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como la corteza
visual que da lugar a deficiencia visual cortical; la camara anterior y el nervio éptico que dan lugar al glaucoma; el
cristalino que da lugar a catarata debido a la deposicién de beta-amiloide; el vitreo que da lugar a amiloidosis ocular;
la retina que da lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo degeneracién macular
asociada con la edad; el nervio éptico que da lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia optica y neuritis optica; y la
cérnea que da lugar a distrofia reticular.

El documento WO 2006/039327 (Mreck & Co, Inc) describe los anticuerpos 3D6 y 10D5 incluyendo variantes
humanizadas de los mismos para usar en el tratamiento y profilaxis de enfermedades amiloidogénicas del ojo o
nervio éptico mediante la reduccion de depdsitos de amiloide 6pticos.
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Compendio de la invencion
La presente invencion se define por las reivindicaciones representadas por las siguientes realizaciones:

La presente invencion se refiere en una primera realizaciéon a un anticuerpo humanizado o fragmento del mismo, que
reconoce y se une a al menos un sitio de union distinto en la proteina beta-amiloide, para usar en la prevencion,
tratamiento o alivio de los efectos de una enfermedad ocular asociada con anomalias/cambios patolégicos
relacionados con beta-amiloide en los tejidos del sistema visual seleccionados entre deficiencias visuales corticales,
glaucoma, neuritis 6ptica, amiloidosis ocular, y distrofia reticular en un sujeto, particularmente un mamifero o un ser
humano, en donde el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo comprende:

(a) una region variable de cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SED ID NO:
12,y

(b) una region variable de cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SED ID
NO: 15.

La invencién se refiere ademas al anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun la primera
realizacion como se describié anteriormente, en donde la prevencién, tratamiento o alivio de dicha enfermedad
ocular

(i) reduce la carga de placa en la capa de células ganglionares retinianas de dichos sujetos;

(ii) reduce la cantidad de placas en la capa de células ganglionares retinianas de dicho sujeto;

(iii) disminuye la cantidad total de beta-amiloide soluble en la capa de células ganglionares retinianas de dicho
sujeto; o

(iv) conserva o disminuye la presion ocular en los ojos de dicho sujeto.

En una realizacion especifica de la invencion, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo como se describié
anteriormente es para usar en prevencion, tratamiento o alivio de los efectos del glaucoma, particularmente en
donde el glaucoma se selecciona del grupo que consiste en glaucoma de angulo abierto crénico (COAG), glaucoma
de angulo cerrado agudo (AACG), glaucoma de mecanismo mixto o combinado, glaucoma de tensiéon normal,
glaucoma congénito, glaucoma secundario, glaucoma pigmentario, y glaucoma exfoliativo.

En ofra realizacion especifica de la invencion, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo como se describid
anteriormente es para usar en prevencion, tratamiento o alivio de los efectos de deficiencias visuales corticales,
neuritis optica o distrofia reticular.

En una realizacién de la invencién, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun cualquiera de
las realizaciones precedentes como se describieron anteriormente es de un isotipo 1IgG4.

En otra realizacion, la invenciéon se refiere al anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun
cualquiera de las realizaciones precedentes, en donde el fragmento del mismo es un fragmento Fab, Fab/c, Fab’ o
F(ab’)z.

En una realizacién especifica de la invencion, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun
cualquiera de las realizaciones precedentes como se describieron anteriormente, comprende una cadena ligera que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13.

En otra realizacion especifica de la invencion, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun
cualquiera de las realizaciones precedentes como se describieron anteriormente, comprende una cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

En aun otra realizacion especifica de la invencion, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun
cualquiera de las realizaciones precedentes como se describieron anteriormente, comprende una cadena pesada
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 y una cadena ligera que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13.

En una realizaciéon de la invencion, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo es del isotipo IgG4 para usar
segun cualquiera de las realizaciones precedentes, en donde el anticuerpo humanizado comprende una cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 que carece de la Lys C-terminal de la posicion
439.

En una realizaciéon de la invencién, el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo es del isotipo IgG4 para usar
segun cualquiera de las realizaciones precedentes, en donde el anticuerpo humanizado comprende una cadena
ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 y una cadena pesada que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 16 que carece de la Lys C-terminal de la posicion 439.
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Se define la presente invencion por las realizaciones precedentes y por las reivindicaciones. Cualquier contenido
identificado en la solicitud como “invencién”, “realizacién”, “aspecto”, etc., que excede el alcance de la invencién tal
como se representa por las reivindicaciones no forma parte de la invencion reivindicada sino que solo sirve como

informacién de antecedentes para comprender mejor la invencion.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo quimérico o fragmento del mismo, un anticuerpo humanizado o
fragmento del mismo, que reconoce y se une al menos a un sitio de unién distinto, particularmente al menos a dos
sitios distintos de unién, y mas particularmente a al menos tres sitios de union distintos de la proteina f-amiloide en
donde dicho uno, dichos al menos dos y dichos al menos tres sitios de unién comprenden al menos uno o dos
residuos de aminoacidos consecutivos implicados predominantemente en la unién al anticuerpo.

En particular, un anticuerpo quimérico o fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o fragmento del mismo
se une al menos a dos, particularmente al menos a tres sitios distintos de union en la proteina f-amiloide en donde
al menos dos de los tres sitios de unién distintos comprenden al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos
implicados predominantemente en la unién al anticuerpo y al menos uno de los tres sitios de unién distintos
comprende al menos un residuo de aminoacido.

Los al menos dos sitios de unién distintos que comprenden al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos
predominantemente implicados en la unién al anticuerpo estan localizados en estrecha proximidad entre si en el
antigeno, separados y/o flanqueados por al menos un residuo de aminoacido no implicado en la unién al anticuerpo
0 a una extension significativamente menor en comparacion con dichos al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, formando asi una epitopo discontinuo conformacional.

Los al menos tres sitios de union distintos que comprenden al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos y al
menos un residuo de aminoacido, respectivamente, que estan predominantemente implicados en la unién al
anticuerpo estan localizados en estrecha proximidad entre si en el epitopo, separados y/o flanqueados por al menos
un residuo de aminoacido no implicado en la unién al anticuerpo o a una extension significativamente menor en
comparacién con los residuos de aminoacidos, que estan predominantemente implicados en la unién al anticuerpo,
formando asi una epitopo discontinuo conformacional.

En particular, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo que reconoce y se une al menos a un sitio de unién distinto, particularmente al menos a dos
sitios de unidn distintos, mas particularmente al menos a tres sitios de unién distintos en la proteina -amiloide en
donde al menos dicho uno, o al menos dichos dos sitios de unién distintos comprenden cada uno al menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos implicados predominantemente en la unién al anticuerpo, en donde los al
menos dos residuos de aminoacidos consecutivos que representan un primer sitio de unién son —Phe-Phe-
incorporados dentro de la secuencia principal siguiente (SEQ ID NO: 9):

Xaas — Phe — Phe — Xaas — Xaas —Xaas, en donde:

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp; y en donde dichos residuos de
aminoacidos Xaas, Xaas, Xaas y Xaas no estan implicados en la uniéon al anticuerpo o a una extension
significativamente menor en comparacion con el sitio de union -Phe-Phe.

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, en donde:

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

En particular, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, que reconoce y se une a al menos un sitio de unién distinto, particularmente al menos a dos
sitios de unidn distintos, mas particularmente al menos a tres sitios de unién distintos en la proteina -amiloide en
donde al menos dichos sitios de uniéon distintos comprenden al menos uno y al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos, respectivamente, implicados predominantemente en la unién al anticuerpo, en donde los al menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos que representan un primer sitio de union son —Phe-Phe- incorporados y el al
menos un residuo de aminoacido es —His- incorporado dentro de la secuencia principal siguiente:
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- Xaas —His — Xaaz — Xaas — Xaas — Xaas — Phe — Phe — Xaa; — Xaag — Xaag-,

En donde:

Xaa1 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Asn, GIn, Lys y Arg;

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

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

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

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp; y en donde dichos residuos de
aminoacidos Xaaq, Xaas, Xaas, Xaaz, Xaag y Xaag no estan implicados en la union al anticuerpo o a una extension
significativamente menor en comparacion con el sitio de union —His- y -Phe-Phe, respectivamente.

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, en donde:

Xaas es GIn o Asn, pero particularmente Gin;
Xaas es Lys;

Xaas es Leu;

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

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, que reconoce y se une al menos a un sitio de unién distinto, particularmente al menos a
dos sitios de unién distintos, mas particularmente al menos a tres sitios de union distintos en la proteina 3-amiloide,
en donde al menos dicho uno o al menos dichos dos sitios de unién distintos comprenden cada uno al menos dos
residuos de aminoacidos consecutivos, implicados predominantemente en la unién al anticuerpo, en donde al menos
los dos residuos de aminoacidos consecutivos que representan un segundo sitio de unién son -Lys-Leu-
incorporados dentro de la secuencia principal siguiente (SEQ ID NO: 10):

Xaai — Xaaz — Lys — Leu - Xaasz en donde:
Xaa1 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Asn, GIn, Lys y Arg;
Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gin;

Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe e lle; y
en donde dichos residuos de aminoacidos Xaa,, Xaas, no estan implicados en la unién al anticuerpo o a una
extension significativamente menor en comparacion con el sitio de unién —Lys-Leu-.

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, que reconoce y se une al menos a un sitio de unién distinto, particularmente al menos a
dos sitios de unién distintos, mas particularmente al menos a tres sitios de union distintos en la proteina 3-amiloide,
en donde al menos dichos sitios de unién distintos comprenden al menos uno y al menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos, respectivamente, implicados predominantemente en la unién al anticuerpo, en donde al
menos el uno y al menos los dos residuos de aminoacidos consecutivos, que estan separados por al menos un
residuo de aminoacido no implicado en la unién al anticuerpo o a una extension significativamente menor en
comparacion con los residuos de aminoacidos predominantemente implicados en la unién al anticuerpo, son —His- y
—Lys-Leu- respectivamente, incorporados dentro de la secuencia principal siguiente:

His — Xaa, — Lys — Leu — Xaas — Xaas — Xaas — Xaas — Xaa7 — Xaag — en donde:

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

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

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

y en donde dichos residuos de aminoacidos Xaap, Xaas, Xaas, Xaay, Xaas, no estan implicados en la union al
anticuerpo o a una extension significativamente menor en comparacion con el sitio de union —His- y —Lys-Leu-,
respectivamente.

En otra realizacién de la invencién, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde:

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

Xaas es Phe;

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

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, que reconoce y se une al menos a dos sitios de unién distintos en la proteina B-amiloide,
en donde al menos dichos dos sitios de unién distintos comprenden cada uno al menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos implicados predominantemente en la unién al anticuerpo, en donde al menos los dos
residuos de aminoacidos consecutivos estan separados por al menos un residuo de aminoacido no implicado en la
union al anticuerpo o a una extension significativamente menor que dichos residuos de aminoacidos consecutivos,
que son —Phe-Phe- y —Lys-Leu-, respectivamente, que representan un primer y un segundo sitio de unién
incorporado dentro de la secuencia principal siguiente:

Xaai — Xaaz — Lys — Leu — Xaas — Phe — Phe — Xaa4 — Xaas — Xaas, en donde:

Xaa1 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Asn, GIn, Lys, y Arg;

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

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp; y en donde dichos residuos de
aminoacidos Xaay, Xaas, Xaas4, Xaas y Xaas no estan implicados en la unién al anticuerpo o a una extension
significativamente menor en comparacion con el sitio de uniéon —Lys-Leu- y —Phe-Phe-, respectivamente.

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, que reconoce y se une al menos a un sitio de union distinto, particularmente al menos a
dos sitios de union distintos, mas particularmente al menos a tres sitios de unioén distintos en la proteina 3-amiloide,
en donde al menos dichos sitios de unién distintos comprenden al menos uno y al menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos, respectivamente, implicados predominantemente en la unién al anticuerpo, en donde el
al menos uno y los al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos estan separados por al menos un residuo
de aminoacido no implicado en la unién al anticuerpo o a una extension significativamente menor en comparacion
con los residuos de aminoacidos, que estan predominantemente implicados en la unién al anticuerpo, y en donde
dichos residuos de aminoacidos son —His- y —Phe-Phe- y —Lys-Leu-, respectivamente, incorporados dentro de la
secuencia principal siguiente:

His — Xaa, — Lys — Leu — Xaas — Phe — Phe — Xaas — Xaas — Xaas, en donde:

10
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Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gin;

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

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

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

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, en donde:

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

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, que reconoce y se une al menos a dos sitios de union distintos en la proteina p-amiloide
en donde al menos dichos dos sitios de unién distintos comprenden al menos dos residuos de aminoacidos
consecutivos predominantemente implicados en la union al anticuerpo, en donde los al menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos estan separados por al menos un residuo de aminoacido no implicado en la unién al
anticuerpo o a una extension significativamente menor que dichos residuos de aminoacidos consecutivos, que son —
Phe-Phe- y —Lys-Leu-, respectivamente, que representan un primer y un segundo sitio de unién incorporados dentro
de la secuencia principal siguiente:

Xaai — Xaaz — Lys — Leu — Xaas — Phe — Phe — Xaa4 — Xaas — Xaas, en donde:

Xaa1 es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Asn, GIn, Lys y Arg;

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

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

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

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

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, en donde:

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

En una realizacioén, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo que reconoce y se une al menos a dos sitios de unién distintos en la proteina B-amiloide
en donde al menos dichos dos sitios de unién distintos comprenden cada uno al menos dos residuos de
aminoacidos consecutivos predominantemente implicados en la unién al anticuerpo, que son —Phe —Phe - Ala — Glu
-, particularmente — Phe — Phe — Ala -, pero especialmente — Phe — Phe — y — Lys — Leu -, respectivamente, y en
donde al menos dichos dos sitios de unidn distintos exhiben una secuencia de aminoacidos — Val — Phe — Phe — Ala
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— Glu — Asp — mostrada en SEQ ID NO: 7 y una secuencia de aminoacidos His — GIn — Lys — Leu — Val — mostrada
en SEQ ID NO: 8, respectivamente.

En una realizacioén, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, que reconoce y se une al menos a un sitio de union distinto, particularmente al menos a
dos sitios de unioén distintos, mas particularmente al menos a tres sitios de union distintos en la proteina B-amiloide
en donde el dicho al menos uno o dichos al menos dos sitios de unién distintos comprenden al menos uno y al
menos dos residuos de aminoacidos consecutivos, respectivamente, implicados predominantemente en la unién al
anticuerpo, que son — Phe — Phe — y — Lys — Leu -, y — His — respectivamente, en donde dichos sitios de unién
distintos estan incorporados en la secuencia de aminoacidos — Val — Phe — Phe — Ala — Glu -, y la secuencia de
aminoacidos — His — GIn — Lys — Leu — Val -, respectivamente.

En otra realizacion, el anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento
del mismo comprende un un sitio de reconocimiento antigénico y de unién que reconoce y se une al menos a dos
sitios de unidn distintos en la proteina B-amiloide en donde al menos dichos dos sitios de unién comprenden cada
uno al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos dentro de la secuencia de aminoacidos dada en SEQ ID
NOs: 7 y 8, respectivamente, en donde dichos residuos de aminoacidos consecutivos, particularmente — Phe — Phe
—y —Lys-Leu-, estan predominantemente implicados en la unién de la proteina p-amiloide.

En una realizaciéon especifica adicional, se proporciona un anticuerpo o un fragmento del mismo, que se une a 4
sitios de union distintos en la proteina B-amiloide en donde dichos 4 sitios de uniéon distintos incluyen 2 sitios de
union que comprenden cada uno un residuo de aminoacido y 2 sitios de unidon que comprenden cada uno un residuo
de aminoacido y 2 sitios de unién que comprenden cada uno dos residuos de aminoacidos consecutivos, tales
residuos estan predominantemente implicados en la unién del anticuerpo, en donde dichos 4 sitios de unién distintos
estan localizados muy cerca uno del otro en la proteina B-amiloide, y en donde dichos 4 sitios de unién distintos
estan separados por al menos un residuo de aminoacido no implicado en la unién al anticuerpo o implicado en la
union pero a una extension significativamente menor en comparacion a dicho residuo de aminoacido y dichos dos
residuos de aminoacidos consecutivos de los 4 sitios de union distintos que forman asi un epitopo discontinuo
conformacional.

En particular, el primero de los dos residuos de aminoacidos consecutivos que participan predominantemente en la
union del anticuerpo es —Lys-Leu-, y el segundo de los al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos es —
Phe-Phe-, el primero de los residuos de aminoacidos individuales es —His- y el segundo de los residuos de
aminoacidos individuales es —Asp- incorporados dentro de la secuencia principal siguiente:

Xaai- His — Xaa; — Lys — Leu- Xaaz — Phe —Phe — Xaas — Xaas — Asp — Xaas
En donde:

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

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

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

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe, ¢ lle,
particularmente Val; y en donde dichos residuos de aminoacidos Xaa:, Xaap, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan
implicados en la unién al anticuerpo o estan implicados en la union pero a una extension significativamente menor
en comparacion con el sitio de uniéon —His-, -Asp-, —Lys-Leu- y —Phe-Phe-, respectivamente.

En una realizacioén, se proporciona un anticuerpo o un fragmento del mismo, que se une a 4 sitios de union distintos
en la proteina B-amiloide, en donde dichos 4 sitios de unién distintos incluyen 2 sitios de unién que comprenden
cada uno un residuo de aminoacido y 2 sitios de unién que comprenden cada uno un residuo de aminoacido y 2
sitios de uniéon que comprenden cada uno dos residuos de aminoacidos consecutivos, en donde el primero de los
dos residuos de aminoacidos consecutivos que participan predominantemente en la unién del anticuerpo es —Lys-
Leu-, y el segundo de los al menos dos residuos de aminoacidos consecutivos es —Phe-Phe-, el primero de los
residuos de aminoacidos individuales es —His- y el segundo de los residuos de aminoacidos individuales es —Asp-
incorporados dentro de la secuencia principal siguiente:

Xaai- His — Xaa; — Lys — Leu — Xaaz — Phe — Phe — Xaas — Xaas — Asp — Xaas
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En donde:

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

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

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

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

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

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, norleucina, Met, Phe, ¢ lle,
particularmente Val; y en donde dichos residuos de aminoacidos Xaa:, Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan
implicados en la unién al anticuerpo o estan implicados en la union pero a una extension significativamente menor
en comparacion con el sitio de uniéon —His-, -Asp-, —Lys-Leu- y —Phe-Phe-, respectivamente.

En una realizacion especifica, los sitios de reconocimiento y de union como se definen anteriormente en esta
memoria estan formando un epitopo discontinuo conformacional localizado en una region de la proteina B-amiloide
entre los residuos de aminoacidos 12 a 24, particularmente entre los residuos 14 a 23, mas particularmente entre los
residuos de aminoacidos 14 a 20, en donde al menos los dos sitios distintos de reconocimiento y de unién que
comprenden cada uno al menos 2 residuos de aminoacidos, estan localizados en la posicién 16 y 17 y en la posicion
19 y 20, respectivamente, y en donde el al menos un sitio distinto de reconocimiento y de unién que comprende al
menos 1 residuo de aminodacido esta localizado en la posicion 14, cuyos residuos estan predominantemente
implicados en la unién de la proteina f-amiloide y en donde dichos sitios distintos de reconocimiento y unién estan al
menos flanqueados a un lado por residuos de aminoacidos, particularmente residuos 21 y 22, y separados por un
residuo de aminoacido localizado en la posicion 15 y 18, cuyos residuos de aminoacidos no estan directamente
implicados en la union del antigeno o, al menos, a una extension sustancialmente menor.

En aun otra realizacién al menos los dichos tres sitios de reconocimiento y unién distintos estan flanqueados en
ambos lados por residuos de aminoacidos, particularmente residuos 12 y 13, y residuos 21 y 22 y estan separados
por un residuo de aminoacido localizado en la posicion 15 y 18, cuyos residuos de aminoacidos no estan
directamente implicados en la unién del antigeno o, al menos, a una extension sustancialmente menor.

En una realizacion especifica, dichos residuos de aminoacidos consecutivos, particularmente Lys-Leu- en la posicion
16 y 17 y —Phe-Phe- en la posicion 19 y 20, que estan predominantemente implicados en la unién de la proteina p-
amiloide, estan incorporados dentro de la region principal siguiente:

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

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

En otra realizacion especifica, dichos residuos de aminoacidos, particularmente —Lys-Leu- en la posicion 16 y 17 y —
Phe-Phe- en la posicion 19 y 20, e —His- en la posicion 14, que estan predominantemente implicados en la unién de
la proteina B-amiloide, estan incorporados dentro de la region principal siguiente:

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

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

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende en la
region variable de la cadena ligera y de la cadena pesada, respectivamente, al menos una CDR de origen no-
humano, particularmente dos CDRs de origen no-humano, mas particularmente tres CDR de origen no-humano,
incorporados en una o mas regiones estructurales derivadas de humano o primate y, opcionalmente, una region
constante derivada de un anticuerpo de origen humano o de primate, cuyo anticuerpo humanizado o fragmento del
mismo es capaz de reconocer y unirse especificamente a proteina B-amiloide, particularmente a un péptido
monomeérico B-amiloide, mas particularmente a un péptido polimérico B-amiloide, incluso mas particularmente a
fibras, fibrillas o filamentos pB-amiloides aislados o como parte de una placa B-amiloide, a un epitopo que comprende
la secuencia de aminoacidos siguiente (SEQ ID NO: 11):

Xaai — Xaaz — Lys — Leu — Xaas — Phe — Phe — Xaa4 — Xaas — Xaas, en donde:
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Xaa es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en His, Asn, GIn, pero particularmente His;
Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y GIn, pero particularmente Gin, y
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Val, Leu, e lle, pero particularmente Val;
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala y Val, pero particularmente Ala;
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, pero particularmente Glu;
Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, pero particularmente Asp.

En aun otra realizacion, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende en la
region variable de la cadena ligera y de la cadena pesada, respectivamente, al menos una CDR de origen no-
humano, particularmente dos CDRs de origen no-humano, mas particularmente tres CDR de origen no-humano,
incorporadas en una o mas regiones estructurales derivadas de humano o primate y, opcionalmente, una region
constante derivada de un anticuerpo de origen humano o de primate, cuyo anticuerpo humanizado o fragmento del
mismo es capaz de reconocer y unirse especificamente a proteina B-amiloide, particularmente a un péptido
monomeérico B-amiloide, mas particularmente a un péptido polimérico B-amiloide, incluso mas particularmente a
fibras, fibrillas o filamentos B-amiloides aislados o como parte de una placa B-amiloide, a un epitopo que comprende
la secuencia de aminoacidos siguiente:

His — Xaa, — Lys — Leu — Xaas — Phe — Phe — Xaas — Xaas — Xaas, en donde:

Xaay es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y GIn, pero particularmente GIn; y
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Val, Leu, e lle, pero particularmente Val;
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala y Val, pero particularmente Ala;
Xaas es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, pero particularmente Glu;

Xaag es un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Glu y Asp, pero particularmente Glu; y en
donde dichos residuos de aminoacidos Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, no estan implicados en la unién al anticuerpo o
a una extensidon menor en comparacion con el sitio de uniéon —His-, y —Lys-Leu- y —Phe-Phe-.

En una realizacion especifica, la CDR de origen no-humano se obtiene a partir de un anticuerpo donante, pero
particularmente de un anticuerpo donante murino, creado contra un fragmento de antigeno que no contiene dicho
sitio de unién distinto. Este cambio en la region epitdpica puede al menos haber sido causado por el uso de un
constructo antigénico supramolecular que comprende un péptido antigénico que se corresponde con la secuencia de
aminoacidos del péptido pB-amiloide, particularmente del péptido B-amiloide AB+.15, modificado con una fracciéon
hidrofilica como, por ejemplo, polietilénglicol (PEG), en donde dicha fraccion hidrofilica esta covalentemente unida a
cada uno de los terminales del péptido antigénico a través de al menos uno, particularmente uno o dos aminoacidos
como, por ejemplo, lisina, acido glutamico y cisteina o cualquier otro aminoacido adecuado o aminoacido analogo
capaz de servir como un dispositivo de conexion para acoplar la fraccion hidrofilica al fragmento peptidico, como se
describe mas adelante en esta memoria en el proceso de inmunizaciéon. Cuando se usa un PEG como fraccion
hidrofilica, los terminales libres de PEG estan unidos covalentemente a fosfatidiletanolamina o a cualquier otro
compuesto adecuado para funcionar como elemento de anclaje, por ejemplo, para incrustar el constructo antigénico
en la bicapa de un liposoma como se describe en esta memoria.

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

En una realizacién, la CRD de origen no humano se obtiene de un anticuerpo donante murino ACI-01-Ab7C2
(también llamado “mC2” a lo largo de la solicitud) depositado el 1 de diciembre de 2.005 con la Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124
Branuschweig, en virtud de las disposiciones del Tratado de Budapest con el n°® de acceso DSM ACC2750).

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

En una realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende,
integrado en regiones estructurales derivadas de humano o primate, al menos un péptido con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten en SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID
NO: 3 que representa CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID NO: 4 que representa
CDR1 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR).
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En otra realizacién, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde dicho anticuerpo
humanizado comprende, integrado en regiones estructurales de la cadena pesada derivadas de humano o primate,
al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten en
SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 de la Regién Variable de la Cadena
Pesada (HCVR).

En aun otra realizaciéon, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde dicho
anticuerpo humanizado comprende, integrado en regiones estructurales de la cadena ligera derivadas de humano o
primate, un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representa CDR1 de la Region
Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

En particular, se proporciona una Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) que comprende, integrado en
regiones estructurales derivadas de humano o primate, al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4 que representa CDR1 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

En otra realizacion especifica, se proporciona una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) que comprende
integrado en regiones estructurales derivadas de humano o primate, al menos un péptido con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consisten en SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID
NO: 3 que representa CDR3 de la Regioén Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

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

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

En particular, se proporciona una Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) que comprende, integrados en
regiones estructurales de cadena pesada derivadas de humano o primate, al menos dos péptidos con una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ
ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de la Cadena Pesada
(HCVR).

En una realizacién adicional, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende,
integrados en regiones estructurales de cadena ligera derivadas de humano o primate, al menos dos péptidos con
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID NO: 4 que representa
CDR1, SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representa CDR3 de la Regién Variable de la
Cadena Ligera (LCVR).

En particular, se proporciona una Regiéon Variable de la Cadena Ligera (LCVR), que ha integrado en regiones
estructurales de cadena ligera derivadas de humano o primate al menos dos péptidos con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID NO: 4 que representa CDR1, SEQ ID
NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representa CDR3 de la Region Variable de la Cadena Ligera
(LCVR), en donde no puede estar presente dos veces la misma CDR en el anticuerpo y, en particular, al menos una
de dichas CDRs debe ser CDR1 representada por la SEQ ID NO: 4.

También se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende, integrados en
regiones estructurales de cadena pesada derivadas de humano o primate, péptidos con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que
representa CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR), particularmente en el orden anteriormente
indicado.

En particular, se proporciona una Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR), que comprende, integrados en
regiones estructurales de cadena pesada derivadas de humano o primate, péptidos con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que
representa CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR), particularmente en el orden anteriormente
indicado.
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También se describe un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que comprende, integrados en regiones
estructurales de cadena ligera derivadas de humano o primate, péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 4 que representa CDR1, SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representa CDR3 de la
Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), particularmente en el orden anteriormente indicado.

En particular, se proporciona una Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) que comprende, integrados en
regiones estructurales de cadena ligera derivadas de humano o primate, péptidos con una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representa CDR1, SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que
representa CDR3 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), particularmente en el orden anteriormente
indicado.

Se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende, integrados en regiones
estructurales derivadas de humano o primate, al menos tres péptidos con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID NO: 2 que
representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) y SEQ
ID NO: 4 que representa CDR1, SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representa CDR3 de la
Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), pero particularmente un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo en donde no puede estar presente dos veces la misma CDR en el anticuerpo.

En otra realizacion se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, cuyo anticuerpo
comprende, integrados en regiones estructurales derivadas de humano o primate, al menos cuatro péptidos con una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID NO: 1 que representa
CDR1, SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 de la Regién Variable de la
Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID NO: 4 que representa CDR1, SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO:
6 que representa CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Ligera (LCVR), pero particularmente un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo en donde no puede estar presente dos veces la misma CDR en el
anticuerpo.

En aun otra realizacion, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende,
integrados en regiones estructurales derivadas de humano o primate, al menos cinco péptidos con una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo de secuencias que consiste en SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID
NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Pesada
(HCVR) y SEQ ID NO: 4 que representa CDR1, SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que
representa CDR3 de la Regién Variable de la Cadena Ligera (LCVR), pero particularmente un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo en donde no puede estar presente dos veces la misma CDR en el
anticuerpo.

En aun otra realizacion, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, que comprende,
integrados en regiones estructurales derivadas de humano o primate, péptidos con una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1, SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ ID NO: 3 que representa CDR3
de la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) y SEQ ID NO: 4 que representa CDR1, SEQ ID NO: 5 que
representa CDR2 y SEQ ID NO: 6 que representa CDRS3 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

En una realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de la Cadena Pesada
(HCVR), o un fragmento de los mismos, en donde dicho anticuerpo humanizado, Region Variable de la Cadena
Pesada (HCVR) o fragmento de los mismos comprende, integrado en regiones estructurales de cadena pesada
derivadas de humano o primate, al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que
representa CDR2 de la Regioén Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de la Cadena Pesada
(HCVR), o un fragmento de los mismos, en donde dicho anticuerpo humanizado, Region Variable de la Cadena
Pesada (HCVR) o fragmento de los mismos comprende, integrado en regiones estructurales de cadena pesada
derivadas de humano o primate, al menos un péptido con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que
representa CDR3 de la Regioén Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacién especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de la Cadena Pesada
(HCVR), o un fragmento de los mismos, cuyo anticuerpo, Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR), o un
fragmento de los mismos comprende, integrados en regiones estructurales de cadena pesada derivadas de humano
o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1y SEQ
ID NO: 2 que representa CDR2 de la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacién especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, una Region Variable de la Cadena Pesada
(HCVR), o un fragmento de los mismos, cuyo anticuerpo, Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR), o un
fragmento de los mismos comprende, integrados en regiones estructurales de cadena pesada derivadas de humano
o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1y SEQ
ID NO: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, una Region Variable de la Cadena Pesada
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(HCVR), o un fragmento de los mismos, cuyo anticuerpo, Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR), o un
fragmento de los mismos comprende, integrados en regiones estructurales de cadena pesada derivadas de humano
o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 y SEQ
ID NO: 3 que representa CDR3 de la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de la Cadena Ligera
(LCVR), o un fragmento de los mismos, cuyo anticuerpo, Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), o un
fragmento de los mismos comprende, integrados en regiones estructurales de cadena pesada derivadas de humano
o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representa CDR1y SEQ
ID NO: 5 que representa CDR2 de la Regioén Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

En otra realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, una Regién Variable de la Cadena Ligera
(LCVR), o un fragmento de los mismos, cuyo anticuerpo, Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR), o un
fragmento de los mismos comprende, integrados en regiones estructurales de cadena pesada derivadas de humano
o primate, al menos dos péptidos con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representa CDR1y SEQ
ID NO: 6 que representa CDR3 de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

Se describe ademas un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde tanto la Regién Variable de la
Cadena Pesada (HCVR) como la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) del anticuerpo C2 de raton cada una
aporta al menos una de sus regiones CDR a las al menos dos regiones CDR del anticuerpo humanizado. El
anticuerpo humanizado resultante o un fragmento del mismo puede comprender de este modo

. al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1 (HCVR) en combinacion
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representa CDR1 (LCVR);

. al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 (HCVR) en combinacion
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representa CDR1 (LCVR);

. al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 (HCVR) en combinacion
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 que representa CDR1 (LCVR);

. al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1 (HCVR) en combinacion
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 (LCVR);

. al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 (HCVR) en combinacion
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 (LCVR);

. al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 que representa CDR2 (HCVR) en combinacion
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 que representa CDR3 (LCVR);

. al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 que representa CDR1 (HCVR) en combinacion
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 que representa CDR3 (LCVR);

. al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 (HCVR) en combinacion
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 que representa CDR2 (LCVR);

. al menos una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 que representa CDR3 (HCVR) en combinacion
con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 que representa CDR3 (LCVR).

En adn otra realizacion, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describe anteriormente en esta memoria, cuyo
anticuerpo comprende una region constante de cadena ligera y/o cadena pesada de origen humano o primate.

En una realizacién adicional, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo, en donde al menos uno, particularmente al menos uno pero no mas de 5,
mas particularmente al menos uno pero no mas de 4, incluso mas particularmente al menos uno pero no mas de 3,
pero especialmente al menos uno pero no mas de 2, de los aminoacidos representativos de las regiones CDR de la
cadena ligera y/o pesada como se indica en SEQ ID NOs: 1-6 se cambia a través de una sustitucion conservativa de
modo que el anticuerpo mantiene su funcionalidad completa.

En particular, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo, en donde se reemplaza la Lys en la posicion Kabat 50 en la CDR2 de la region variable de la
cadena ligera (LCVR) como se indica en SEQ ID NO: 5, por un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Arg, GIn y Glu, particularmente por Arg.

En particular, se proporciona una region variable de la cadena ligera (LCVR) en donde se reemplaza la Lys en la
posicion Kabat 50 en la CDR2 de la region variable de la cadena ligera (LCVR) como se indica en SEQ ID NO: 5 por
un residuo de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Arg, GIn y Glu, particularmente por Arg.
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En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, en donde se reemplaza la Ser en la posicién Kabat 53 en la CDR2 de la region variable
de la cadena ligera (LCVR) como se indica en SEQ ID NO: 5, por un residuo de aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en Asn o Thr, pero particularmente por Asn.

En particular, se proporciona una region variable de la cadena ligera (LCVR) en donde se reemplaza la Ser en la
posicion Kabat 53 en la CDR2 como se indica en SEQ ID NO: 5 por un residuo de aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en Asn o Thr, pero particularmente por Asn.

En una realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, en donde la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR) tiene una secuencia de
aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, mas particularmente 98% idéntica a la secuencia indicada en SEQ
ID NO: 15y 16, respectivamente.

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo, en donde la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) tiene una secuencia de
aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, mas particularmente 98% idéntica a la secuencia indicada en SEQ
ID NO: 12 y 13, respectivamente.

En aun otra realizacion, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde al menos
dos, pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Regién Variable de la Cadena Pesada (HCVR) tienen una
secuencia de aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, mas particularmente 98% idéntica a la region CDR
correspondiente como se indica en SEQ ID NO: 1-3.

En una realizacion adicional, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde al
menos dos, pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) tienen
una secuencia de aminoacidos que es 90%, particularmente 95%, mas particularmente 98% idéntica a la region
CDR correspondiente como se indica en SEQ ID NO: 4-6.

En adn otra realizacion, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describe anteriormente en esta memoria en donde la
Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR) tiene una secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% idéntica a la secuencia indicada en SEQ ID NO: 15 y 16, respectivamente.

En adn otra realizacion, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describe anteriormente en esta memoria en donde la
Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR) tiene una secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% idéntica a la secuencia indicada en SEQ ID NO: 12 y 13, respectivamente.

En adn otra realizacion, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describe anteriormente en esta memoria, en donde al
menos una, particularmente al menos dos, pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Region Variable de la
Cadena Pesada (HCVR) tienen una secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% idéntica a la region CDR correspondiente como se indica en SEQ ID NO: 1-3.

En adn otra realizacion, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describe anteriormente en esta memoria, en donde al
menos una, particularmente al menos dos, pero especialmente tres, de las regiones CDR de la Region Variable de la
Cadena Ligera (LCVR) tienen una secuencia de aminoacidos que es 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% idéntica a la region CDR correspondiente como se indica en SEQ ID NO: 4-6.

En aun otra realizacion, se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado como se describe anteriormente en
esta memoria, en donde al menos uno de los aminoacidos representativo de secuencias estructurales aceptoras
obtenidas las secuencias V4 y Vk de linea germinal humana, respectivamente se cambia a través de una sustitucion
de un aminoacido de la region correspondiente del anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2 o una sustitucién conservadora
del mismo.

En particular, se describen en esta memoria una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado
que comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la posicion Kabat
47 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del subgrupo KABAT
VHulll de la Regién Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente Leu como se
muestra en SEQ ID NO: 15.

Ademas, se describen en esta memoria, una Regién Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo humanizado que
comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde la Arg en la posicion Kabat 94
en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del subgrupo KABAT
VHulll de la Regién Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que
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consiste en Ser y Thr, pero especialmente por Ser como se muestra en SEQ ID NO: 15.

En aun otra realizacion, se describen en esta memoria una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo
humanizado que comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la
posicion Kabat 47 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo KABAT Vlil de la Region Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por un aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente
por Leu y la Arg en la posicion Kabat 94 se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Ser y Thr, pero especialmente por Ser como se muestra en SEQ ID NO: 15.

Ademas, se describen en esta memoria una Region Variable de la Cadena Ligera y un anticuerpo humanizado que
comprende esta Region Variable de la Cadena Ligera, respectivamente, en donde la GIn en la posicion Kabat 45 en
la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vk de linea germinal humana del subgrupo KABAT Vil de
la Region Variable de la Cadena Ligera se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Lys, Arg, GIn, y Asn, particularmente por Lys, pero especialmente por Lys.

Ademas, se describen en esta memoria una Regién Variable de la Cadena Ligera y un anticuerpo humanizado que
comprende esta Region Variable de la Cadena Ligera, respectivamente, en donde la Tyr en la posicion Kabat 87 en
la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vk de linea germinal humana del subgrupo KABAT Vil de
la Region Variable de la Cadena Ligera se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Phe, Leu, Val, lle, y Ala, particularmente por Leu y Phe, pero especialmente por Phe.

Ademas, se describen en esta memoria una Regién Variable de la Cadena Ligera y un anticuerpo humanizado que
comprende esta Region Variable de la Cadena Ligera, respectivamente, en donde la Lys en la posicion Kabat 50 en
la region CDR2 obtenida de un anticuerpo monoclonal de ratén, particularmente anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2,
como se indica en SEQ ID NO: 12 se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Arg,
GIn, His, y Asn, pero especialmente por Arg.

En adn otra realizacion, se describen ademas en esta memoria una Region Variable de la Cadena Ligera y un
anticuerpo humanizado que comprende esta Region Variable de la Cadena Ligera, respectivamente, en donde la
Asn en la posicion Kabat 53 en la region CDR2 obtenida de un anticuerpo monoclonal de raton, particularmente
anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2, como se indica en SEQ ID NO: 12 se reemplaza por un aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, Ser e lle; pero especialmente Ser.

En aun otra realizacién, se proporciona un anticuerpo humanizado, en donde el Trp en la posicién Kabat 47 en la
secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del subgrupo KABAT Vil de
la Region Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente Leu y la Arg en la posicion
Kabat 94 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias V4 de linea germinal humana del subgrupo
KABAT Vulll de la Regioén Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en Ser y Thr, pero especialmente por Ser como se muestra en SEQ ID NO: 15, y la Tyr en la posicion
Kabat 87 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vk de linea germinal humana del subgrupo
KABAT VIl de la Region Variable de la Cadena Ligera se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Phe, Leu, Val, lle, y Ala, particularmente por Leu, pero especialmente por Phe.

En aun otra realizacion, se describen en esta memoria una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo
humanizado que comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la
posicion Kabat 47 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo KABAT Vlll de la Region Variable de la Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se
reemplaza por Leu.

En aun otra realizacion, se describen en esta memoria una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo
humanizado que comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde la Arg en la
posicion Kabat 94 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo KABAT Vylll de la Regiéon Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por Ser como se muestra en SEQ
ID NO: 15.

En aun otra realizacion, se describen en esta memoria una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo
humanizado que comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la
posicion Kabat 47 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo KABAT Vylll de la Regién Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por Leu e lle, pero especialmente
Leu y la Arg en la posicion Kabat 94 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea
germinal humana del subgrupo KABAT Vil de la Region Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por Ser como
se muestra en SEQ ID NO: 15.

En aln otra realizacion, se describen en esta memoria una Regién Variable de la Cadena Ligera y un anticuerpo

humanizado que comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde la Tyr en la
posicion Kabat 87 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vk de linea germinal humana del
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subgrupo KABAT VIl de la Region Variable de la Cadena Ligera se reemplaza por Phe.

En aun otra realizacion, se describen en esta memoria una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo
humanizado que comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la
posicion Kabat 47 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo KABAT Vylll de la Regién Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por Leu e lle, pero especialmente
Leu y la Arg en la posicion Kabat 94 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea
germinal humana del subgrupo KABAT Vil de la Region Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por Ser como
se muestra en SEQ ID NO: 15 y la Tyr en la posicion Kabat 87 en la secuencia estructural aceptora obtenida de
secuencias Vk de linea germinal humana del subgrupo KABAT Vkll de la Region Variable de la Cadena Ligera se
reemplaza por Phe.

En una realizacion, se describen en esta memoria una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo
humanizado que comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la
posicion Kabat 47 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo KABAT Vlil de la Region Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por un aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente
Leu y la Arg en la posicion Kabat 94 se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Sery
Thr, pero especialmente por Ser como se muestra en SEQ ID NO: 15y en donde la Lys en la posicion Kabat 50 en
la region CDR2 obtenida de un anticuerpo monoclonal de ratén, particularmente anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2,
se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Arg, GIn, His, y Asn, pero especialmente
por Arg.

En una realizacion, se describen en esta memoria una Region Variable de la Cadena Pesada y un anticuerpo
humanizado que comprende esta Region Variable de la Cadena Pesada, respectivamente, en donde el Trp en la
posicion Kabat 47 en la secuencia estructural aceptora obtenida de secuencias Vy de linea germinal humana del
subgrupo KABAT Vlil de la Region Variable de la Cadena Pesada se reemplaza por un aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en Leu, norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, particularmente Leu e lle, pero especialmente
Leu y la Arg en la posicion Kabat 94 se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Sery
Thr, pero especialmente por Ser como se muestra en SEQ ID NO: 15y en donde la Asn en la posicion Kabat 53 en
la region CDR2 obtenida de un anticuerpo monoclonal de ratén, particularmente anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2,
se reemplaza por un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Ala, Val, Leu, Ser e lle; pero especialmente
Ser.

En una realizacion especifica, se proporciona la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 12.

En otra realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la regién variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 12.

En una realizacion especifica, se proporciona la cadena ligera como se indica en SEQ ID NO: 13.

En otra realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la cadena ligera completa
como se indica en SEQ ID NO: 13.

En otra realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la regién variable de la
cadena ligera de SEQ ID NO: 12 y la region constante de la cadena ligera de SEQ ID NO: 14.

En otra realizacion especifica se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la cadena ligera completa
de SEQ ID NO: 13 que incluye la region constante de la cadena ligera de SEQ ID NO: 14.

En una realizacion especifica, se proporciona la region variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 15.

En otra realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la regién variable de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 15.

En una realizacion especifica, se proporciona la cadena pesada como se indica en SEQ ID NO: 16.

En ofra realizacién especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la cadena pesada
completa como se indica en SEQ ID NO: 16.

En otra realizacion especifica, se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la regién variable de la
cadena pesada de SEQ ID NO: 15 y la region constante de la cadena ligera de SEQ ID NO: 17.

En otra realizaciéon especifica se proporciona un anticuerpo humanizado, que comprende la cadena pesada de SEQ
ID NO: 16 que incluye la region constante de la cadena pesada de SEQ ID NO: 17.

En una realizacién el anticuerpo humanizado como se describe en esta memoria, tras la co-incubacién con un
péptido monomérico AB que tiene al menos 30, particularmente al menos 35, mas particularmente al menos 38,
incluso mas particularmente al menos 40 residuos de aminoacidos y/o un péptido amiloide soluble polimérico A que
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comprende una multitud de dichas unidades monomeéricas AP, pero especialmente con un péptido amiloide soluble
monomeérico AB142 y/o polimérico AR que comprende una multitud de dichas unidades monoméricas AP1.42,
particularmente a una relacion de concentracion molar de anticuerpo y AB1.42 de hasta 1:1.000, particularmente de
hasta 1:500, mas particularmente de hasta 1:300, incluso mas particularmente de hasta 1:200, pero especialmente a
una relacion de concentracion molar de entre 1:10 y 1:100, inhibe la agregacion de los mondmeros AB a fibrillas
poliméricas de alto peso molecular.

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

En una realizacion especifica, la co-incubacién con amiloide monomérico y/o péptidos amiloides solubles poliméricos
se realiza durante 24 horas a una temperatura de 37°C.

En particular, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado que incluye cualquier anticuerpo equivalente
funcional o partes funcionales del mismo se une al péptido monomérico AB142 y/o al péptido amiloide soluble
polimérico Ap que comprende una multitud de dichas unidades monoméricas AB142 Yy, tras la co-incubacion con
péptido monomérico AB142 y/o péptido amiloide soluble polimérico AR que comprende una multitud de dichas
unidades monomeéricas inhibe la agregacion de los monémeros AB y/o polimeros a fibrillas poliméricas de alto peso
molecular.

En una realizacion, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado que incluye cualquier anticuerpo
equivalente funcional o partes funcionales del mismo inhibe la agregacion de los monémeros AB y/o polimeros
solubles Ap que comprenden una multitud de dichas unidades monoméricas A a fibrillas poliméricas de alto peso
molecular en al menos 50%, particularmente en al menos 60%, particularmente en al menos 65%, mas
particularmente en al menos 75%, incluso mas particularmente en al menos 80%, pero especialmente en al menos
85%-90%, o mas comparado con monomeros de péptido amiloide respectivos incubados en tampon (control), a una
relacion de concentracion molar de anticuerpo a AB142 de hasta 1:1.000, particularmente a una relacion de
concentracion molar de entre 1:10 y 1:100, pero especialmente a una relacion de concentracion molar de 1:10.

En una realizacion especifica, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado que incluye cualquier
anticuerpo equivalente funcional o partes funcionales del mismo inhibe la agregacion de los mondémeros AB y/o
polimeros solubles A que comprenden una multitud de dichas unidades monoméricas Ap a fibrillas poliméricas de
alto peso molecular en al menos 30% a una relacion de concentracion molar de anticuerpo a AB42 de 1:100.

En otra realizacion especifica, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado que incluye cualquier
anticuerpo equivalente funcional o partes funcionales del mismo inhibe la agregacion de los mondémeros AB y/o
polimeros solubles A que comprenden una multitud de dichas unidades monoméricas Ap a fibrillas poliméricas de
alto peso molecular en al menos 80% a una relacién de concentracion molar de anticuerpo a AB142 de 1:10.

La unién de los anticuerpos segun la invencion y como se describe en esta memoria a péptidos amiloidogénicos
monomeéricos y/o poliméricos pero, particularmente, a la forma amiloide (1-42) da lugar a la inhibicion de la
agregacion de péptidos amiloidogénicos monomeéricos y/o poliméricos a fibrillas o filamentos de alto peso molecular.
A través de la inhibicion de la agregacion de péptidos amiloidogénicos monomeéricos y/o poliméricos, los anticuerpos
segun la presente invencion son capaces de prevenir o disminuir la formacién de placas de amiloide, particularmente
la forma amiloide (1-42), que se sabe que se vuelve insoluble por cambio de conformacion secundaria y por ser la
parte principal de las placas de amiloide en cerebros de sujetos o humanos enfermos.

El potencial de inhibicién de agregacion del anticuerpo segun la presente invencion se puede determinar mediante
cualquier método adecuado conocido en la técnica, particularmente por ultracentrifugacion en gradiente de densidad
seguido por analisis de sedimentacion en SDS-PAGE en un gradiente preformado y/o por ensayo fluorescente de
tioflavina T (Th-T).

En una realizacioén, se proporciona un anticuerpo, particularmente un anticuerpo humanizado como se describe en
esta memoria que incluye cualquier anticuerpo equivalente funcional o partes funcionales del mismo, cuyo
anticuerpo, después de la co-incubacion, particularmente a una relacion de concentracién molar de entre 1:5 y
1:1.000, particularmente de entre 1:10 y 1:500, mas particularmente a una relaciéon de 1:10 a 1:300, incluso mas
particularmente a una relacion de entre 1:10 y 1:100, con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso
molecular preformados formados por la agregacion de péptidos monoméricos AB que tienen al menos 30,
particularmente al menos 35, mas particularmente al menos 38, incluso mas particularmente al menos 40 residuos
de aminoacidos y, pero especialmente péptidos monoméricos ABi42, €s capaz de desagregar las fibrillas o
filamentos poliméricos preformados en al menos 20%, particularmente en al menos 30%, mas particularmente en al
menos 35%, incluso mas particularmente en al menos 40%, pero especialmente en al menos 50% o mas.

En una realizacion especifica, la inhibicion de agregacion y el potencial de desagregacion del anticuerpo,
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respectivamente, se determina por ultracentrifugaciéon en gradiente de densidad seguido por un analisis de
sedimentacion en SDS-PAGE en un gradiente preformado.

En otra realizacion especifica, la inhibicion de agregacion y el potencial de desagregacion del anticuerpo,
respectivamente, se determina por ensayo fluorescente de tioflavina T (Th-T).

En otra realizacion especifica, el anticuerpo se co-incuba con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso
molecular preformados con amiloide durante 12 horas a 36 horas, particularmente durante 18 horas a 30 horas, mas
particularmente durante 24 horas a una temperatura de entre 28°C y 40°C, particularmente de entre 32°C y 38°C,
mas particularmente a 37°C.

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

En una realizacion especifica, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado que incluye cualquier
anticuerpo equivalente funcional o partes funcionales del mismo es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados en al menos 24% a una relacion de concentracion molar de anticuerpo a AB142 de 1:100.

En otra realizacion especifica, el anticuerpo, particularmente el anticuerpo humanizado que incluye cualquier
anticuerpo equivalente funcional o partes funcionales del mismo es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos
poliméricos preformados en al menos 32% a una relacion de concentracion molar de anticuerpo a AB142 de 1:10.

A través de la desagregacion de las fibrillas o filamentos poliméricos amiloidogénicos, los anticuerpos son capaces
de prevenir o disminuir la formacién de placas de amiloide lo que da lugar a un alivio de los sintomas asociados con
la enfermedad y a un retraso o reversion de su progresion.

Por consiguiente, es una realizacion adicional proporcionar un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
humanizado, que incluye cualquier anticuerpo equivalente funcional o partes funcionales del mismo como se
describe en esta memoria, cuyo anticuerpo es capaz de disminuir la cantidad total de Af en el cerebro de un sujeto,
particularmente un mamifero, pero especialmente un ser humano que sufre una enfermedad o afecciéon que da lugar
a una concentracion aumentada de Ap en el cerebro.

En otra realizacion, se describe en esta memoria un anticuerpo humanizado como se describié anteriormente en
esta memoria, cuyo anticuerpo es bi-efectivo en tanto que exhibe tanto una propiedad de inhibicion de agregacion
como una propiedad de desagregacion, particularmente emparejada con un alto grado de susceptibilidad
conformacional.

En particular, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo como se describié anteriormente en esta memoria, cuyo anticuerpo, después
de co-incubacion con amiloide monomérico y/o péptidos amiloides solubles poliméricos, particularmente con
péptidos monoméricos de B-amiloide como, por ejemplo, péptidos monoméricos AB 1-39; 1-40, 1-41, 0 1-42, y/o un
péptido B-amiloide soluble polimérico que comprende una multitud de dichas unidades monomericas AB, pero
especialmente con un péptido amiloide soluble monomérico AB142 y/o polimérico AB que comprende una multitud de
dichas unidades monomeéricas AB1.2, inhibe la agregacion de los mondémeros AB en fibrillas o filamentos poliméricos
de alto peso molecular y, ademas, después de co-incubacion con fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto
peso molecular preformados formados por agregacion de péptidos monoméricos amiloides, particularmente péptidos
monomeéricos B-amiloide como, por ejemplo, péptidos monoméricos Ap 1-39; 1-40, 1-41, o 1-42, pero especialmente
péptidos monoméricos AB1.42, es capaz de desagregar las fibrillas o filamentos poliméricos preformados.

En otro aspecto, se describe en esta memoria un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo descrito anteriormente en esta memoria, cuyo anticuerpo es capaz de inducir
una transicion de la conformacion en lamina B hacia una conformacion en a-hélice y/o aleatoria en espiral, pero
particularmente una conformacion aleatoria en espiral, incluso mas particularmente una conformacién aleatoria en
espiral en una localizacién dada en la molécula, especialmente en el entorno de Tyr 10 y Val12 de la proteina AB,
que da lugar a un aumento de la conformacion aleatoria en espiral a expensas de la conformacion en lamina By a
una solubilizacién mejorada de las fibrillas o filamentos amiloides poliméricos de alto peso molecular preformados.
En particular la disminucion de las cantidades de conformacién en lamina  hasta al menos 30%, particularmente
hasta al menos 35%, y mas particularmente hasta al menos 40% y mas comparado con las fibrillas o filamentos
poliméricos de amiloide preformados respectivos incubados en tampén (control).

El potencial del anticuerpo en inducir una transiciéon en la estructura secundaria se determina mediante
espectroscopia 13C NMR en estado sdlido pero, en particular, midiendo las intensidades integrales de las
conformaciones de Tyr10 y Val12 CB en el péptido AB142.

En una realizaciéon adicional, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo descrito anteriormente en esta memoria que comprende al menos una
cadena ligera o un fragmento de la misma o al menos una cadena pesada o un fragmento de la misma, en donde
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dicho anticuerpo o fragmento se une a un monomero AB con una alta afinidad de unlon con una Kp en un intervalo
entre al menos aproxmadamente 1x 107 M a al menos aproximadamente 1 x 102 M, particularmente de al menos
aproximadamente 1 x 10 M a al menos aproximadamente 1 10 M, mas particularmente de al menos
aproximadamente 1 x 10° M a al menos aproximadamente 1 x 10 M, incluso mas particularmente de al menos
aproximadamente 1 x 10® M a al menos aproximadamente 2 x 10% M pero, preferiblemente, no muestra ninguna
reactividad cruzada significativa con la proteina precursora amiloide (APP).

En otra realizacion, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo descrito anteriormente en esta memoria que comprende al menos una cadena ligera o un
fragmento de la misma o al menos una cadena pesada o un fragmento de la misma, en donde dicho anticuerpo o
fragmento se une a una fibra, flbrllla o filamento AB con una alta afinidad de unlon con una Kp en un intervalo entre al
menos aproximadamente 1 x 107 M a al menos aproximadamente 1 x 1072 M, particularmente de al menos
aproximadamente 1 x 10 M a al menos aproximadamente 1 10 M, mas particularmente de al menos
aproximadamente 1 x 10° M a al menos aproximadamente 1 x 10 M, incluso mas particularmente de al menos
aproximadamente 2 x 10° M a al menos aproximadamente 5 x 10° M, pero, preferiblemente, no muestra ninguna
reactividad cruzada significativa con la proteina precursora amiloide (APP).

En otra realizacion, el anticuerpo como se describe anteriormente en esta memoria o un fragmento del mismo,
exhibe una afinidad de unién por una fibra, fibrilla o filamento Ap que es al menos 2 veces, particularmente al menos
4 veces, particularmente al menos 10 veces, particularmente al menos 15 veces, mas particularmente al menos 20
veces, pero especialmente al menos 25 veces mayor que la afinidad de unién por un monémero AB.

En adn otra realizacién, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo
humanizado o un fragmento del mismo descrito anteriormente en esta memoria, cuyo anticuerpo se une
sustancialmente a AP agregada, incluyendo placas AB, en el cerebro de los mamiferos, particularmente humano
pero, preferiblemente, no presenta ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina precursora amiloide
(APP).

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o
un fragmento del mismo descrito anteriormente en esta memoria, cuyo anticuerpo se une sustancialmente a amiloide
polimérico soluble, particularmente amiloide B (AB), incluyendo mondémeros AP, en el cerebro de los mamiferos,
particularmente humano, pero, preferiblemente, no presenta ninguna reactividad cruzada significativa con la proteina
precursora amiloide (APP).

Se proporciona ademas un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo descrito anteriormente en esta memoria, cuyo anticuerpo reduce significativamente la carga de
placa AB en el cerebro de los mamiferos, particularmente humano. Esto puede conseguirse ya sea mediante la
union del anticuerpo a la placa o desplazando el equilibrio entre el amiloide, particularmente amiloide 3 (AB), en su
estado insoluble y agregado hacia su forma soluble desagregando fibras a formas poli- y monoméricas solubles
induciendo un cambio en conformacién y uniendo y estabilizando las formas amiloides desagregadas y
solubilizadas, particularmente formas amiloide B (AB), en el tejido y/o fluidos corporales, particularmente en el
cerebro. A través de la actividad del anticuerpo segun la invencion, el aclaramiento y catabolismo periférico esta asi
favorecido en lugar de la deposicion dentro del tejido y/o fluidos corporales, particularmente el cerebro. El efecto
beneficioso del anticuerpo segun la invencion puede obtenerse asi sin unién del anticuerpo a la placa.

A través de esta actividad estabilizadora, el anticuerpo segun la invencién es capaz de neutralizar los efectos toxicos
de la proteina amiloide soluble polimérica y menos agregada, particularmente la proteina § amiloide (AB), en el tejido
y/o fluidos corporales. En una realizacion especifica el anticuerpo pude asi lograr sus efectos beneficiosos sin unirse
necesariamente a la amiloide § agregada en el cerebro.

En un aspecto adicional se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describe
anteriormente en esta memoria que comprende al menos una cadena ligera o un fragmento de la misma o al menos
una cadena pesada o un fragmento de la misma que incorpora al menos una, particularmente dos y mas
particularmente tres regiones CDR obtenidas de un anticuerpo donante de ratén, particularmente de un anticuerpo
de raton ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2” y hC2 para el anticuerpo humanizado C2, a lo largo de la solicitud)
depositado el 01 de diciembre de 2.005 con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n° de acceso DSM ACC2750), en
donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo tiene una afinidad con el antigeno AB que es al menos 5 veces,
particularmente al menos 8 veces, mas particularmente al menos 10 veces, pero especialmente al menos 15 veces
mayor que aquella del anticuerpo donante de raton.

El anticuerpo puede ser, en una realizaciéon, un anticuerpo completo (p. €j., con dos cadenas ligeras de longitud
completa y dos cadenas pesadas de longitud completa) de cualquier isotipo y subtipo (p. €j., IgM, IgD, IgG1, IgG2,
IgG3, 1gG4, IgE, IgA1 e IgA2); pero especialmente un anticuerpo del isotipo 1gG4; alternativamente, en otra
realizacion, puede ser un fragmento de unién a antigeno (p. €j., Fab, F(ab’)z, y Fv) del anticuerpo completo.

Asi también se proporcionan los fragmentos de unién a antigeno de los anticuerpos descritos en esta memoria. En
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una realizacion, el fragmento se selecciona del grupo que consiste en un fragmento Fab, un fragmento Fab”, un
fragmento F(ab)., y un fragmento Fv, que incluye los productos de una biblioteca de expresion de inmunoglubulina
Fab y fragmentos de union a epitopo de cualquiera de los anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

En otra realizacion, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno se conjuga con polietilénglicol. Todavia en otra
realizacion, la region constante del anticuerpo se modifica para reducir al menos una funcién efectora bioldgica
mediada por la regidn constante en relacion a un anticuerpo no modificado. Aun en otra realizacion, el anticuerpo o
el fragmento de union a antigeno comprende una region Fc que tiene una funcion efectora alterada.

Ademas se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se
describi6 antes en esta memoria.

En particular, se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un tramo de moléculas de aminoacidos contiguos como se indica en SEQ ID NO: 2 y 3, respectivamente, o
la secuencia complementaria, que representa las Regiones Determinantes de Complementariedad (CDRs) 2 y 3 de
la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

Mas particularmente, se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un tramo de moléculas de aminoacidos contiguos como se indica en SEQ ID NO: 4, o la secuencia
complementaria, que representa las Regiones Determinantes de Complementariedad (CDRs) 1 de la Region
Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

En otra realizacién se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos como
se indica en SEQ ID NO: 18 y SEQ ID NO: 19, o la secuencia complementaria, que codifica la secuencia de
aminoacidos de CDR2 y CDR3, respectivamente, de la Region Variable de la Cadena Pesada (HCVR).

En otra realizacién se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos como
se indica en SEQ ID NO: 20, o la secuencia complementaria, que codifica la secuencia de nucleétidos de CDR1 de
la Region Variable de la Cadena Ligera (LCVR).

En otra realizacién se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleotidos de
SEQ ID NO: 21, o la secuencia complementaria, que codifica la region variable de la cadena ligera.

En otra realizacién se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO: 22, o la secuencia complementaria, que codifica la regién variable de la cadena ligera completa que
incluye secuencias sefal.

En otra realizacion se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 22 y la regién variable de la cadena ligera de SEQ ID
NO: 23. También se describe la cadena complementaria de dicha molécula de nucleétidos.

En otra realizacién se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleotidos de
SEQ ID NO: 24 que codifica la region variable de la cadena pesada. También se describe la cadena complementaria
de dicha molécula de nucledtidos.

En otra realizacién se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleotidos de
SEQ ID NO: 25 que codifica la region variable de la cadena pesada completa que incluye secuencias sefal.
También se describe la cadena complementaria de dicha molécula de nucleétidos.

En otra realizacion se proporciona una molécula de nucleétidos que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica la regién variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 25 y la region constante de la cadena pesada de
SEQ ID NO: 26. También se describe la cadena complementaria de dicha molécula de nucledtidos.

También se describe una secuencia de nucleétidos que hibrida con una de las secuencias de nucledtidos que
codifican anticuerpo descritas anteriormente, particularmente con la cadena complementaria de la misma, ya sea de
forma aislada o como parte de una molécula de nucleétidos mas grande.

En particular, se proporciona una secuencia de nucleétidos que hibrida en condiciones de hibridacion
convencionales, particularmente en condiciones de hibridaciéon astringentes, con cualquiera de las secuencias de
nucledtidos indicadas en SEQ ID Nos: 18-26 y 29-32, particularmente con la cadena complementaria de la misma.

En otra realizacion se proporciona un vector de expresién que comprende la molécula de acido nucleico como se
menciono anteriormente en esta memoria.

En otra realizacién se proporciona una célula que comprende un vector de expresién que comprende el acido
nucleico como se menciond anteriormente en esta memoria.

Auln en otra realizacién, se proporciona una composiciéon que comprende el anticuerpo, pero particularmente un

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2612788 T3

anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se
describié anteriormente en esta memoria, que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o cualquier
parte funcional o derivada del mismo, en una cantidad terapéuticamente eficaz, en particular una composiciéon que
es una composicion farmacéutica que comprende opcionalmente ademas un soporte farmacéuticamente aceptable.

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

Se describe ademas una composicion o mezcla que comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal, pero particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o
un fragmento del mismo como se describié anteriormente en esta memoria que incluye cualquier anticuerpo
funcionalmente equivalente o cualquier parte funcional o derivada del mismo, en una cantidad terapéuticamente
eficaz y, opcionalmente, ademas una sustancia biolégicamente activa y/o un soporte farmacéuticamente aceptable
y/o un diluyente y/o un excipiente.

En particular, se proporciona una composicion o mezcla, en donde la sustancia biolégicamente activa adicional es
un compuesto usado en la medicacién de amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con
proteina amiloide o tipo amiloide como la proteina AB implicada en la enfermedad de Alzheimer.

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

La otra sustancia o compuesto biolégicamente activo puede ejercer su efecto biolégico mediante el mismo
mecanismo o uno similar que el anticuerpo o mediante un mecanismo de accién no relacionado o mediante una
multitud de mecanismos de accion relacionados o no relacionados.

Generalmente, el otro compuesto biolégicamente activo puede incluir potenciadores de transmision de neutrones,
farmacos psicoterapéuticos, inhibidores de acetilcolinesterasa, bloqueantes de canales de calcio, aminas biogénicas,
tranquilizantes de benzodiacepina, sintesis de acetilcolina, potenciadores de almacenamiento o de liberacién,
agonistas del receptor post-sinaptico de acetilcolina, inhibidores de monoamina oxidasa-A o —B, antagonistas del
receptor N-metil-D-aspartato glutamato, farmacos anti-inflamatorios no esteroideos, antioxidantes, y antagonistas del
receptor serotoninérgico.

Mas particularmente, se proporciona una composicion o mezcla que comprende al menos un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en compuestos eficaces frente al estrés oxidativo, compuestos anti-apoptéticos,
quelantes de metales, inhibidores de la reparacion de DNA como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-
propanosulfénico (3APS), 1,3-propanedisulfonato (1,3PDS), activadores de a-secretasa, inhibidores de B- y v-
secretasa, proteinas tau, neurotransmisor, destructor de lamina B, atractores de componentes celulares de
aclaramiento/disminucion de beta amiloide, inhibidores de beta amiloide truncado N-terminal que incluye amiloide
piroglutamato, beta 3-42, moléculas anti-inflamatorias, o inhibidores de colinesterasa (ChEIls) como tacrina,
rivastigmina, donepezilo, y/o galantamina, agonistas M1 y otros farmacos que incluyen cualquier farmaco que
modifica amiloide o tau y suplementos nutritivos, y suplementos nutritivos, junto con un anticuerpo y, opcionalmente,
un soporte farmacéuticamente aceptable y/o un diluyente y/o un excipiente.

Se proporciona ademas una composicién o una mezcla, en donde el compuesto es un inhibidor de colinesterasa
(ChEls), particularmente una mezcla, en donde el compuesto es uno seleccionado del grupo que consiste en tacrina,
rivastagmina, donepezilo, galantamina, niacina y memantina.

En una realizacion adicional, las composiciones pueden comprender niacina 0 memantina junto con un anticuerpo vy,
opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable y/o un diluyente y/o un excipiente.

AuUn en otra realizacidon se proporcionan composiciones que comprenden “anti-psicéticos atipicos” como clozapina,
ziprasidona, risperidona, aripiprazol o olanzapina, para el tratamiento de sintomas psicéticos positivos y negativos,
que incluyen alucinaciones, delirios, trastornos del pensamiento (manifestados por marcada incoherencia,
descarrilamiento, tangencialidad), y comportamiento extrafio o desorganizado, asi como anhedonia, afecto
aplanado, apatia, aislamiento social, junto con un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, pero
particularmente un anticuerpo quimeérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo como se definié en esta memoria y, opcionalmente, un soporte farmacéuticamente aceptable y/o un diluyente
y/o un excipiente.

En una realizaciéon especifica, las composiciones y mezclas como se describen anteriormente en esta memoria
comprenden el anticuerpo y la sustancia biolégicamente activa, respectivamente, en una cantidad terapéuticamente
eficaz.

Otros compuestos que pueden ser adecuadamente usados en mezclas en combinacién con el anticuerpo se
describen en W02004/058258 (véanse especificamente paginas 16 y 17) que incluyen farmacos terapéuticos
objetivo (pagina 36-39), acidos alcanosulfénicos y acidos alcanosulfuricos (paginas 39-51), inhibidores de
colinesterasa (paginas 51-56), antagonistas del receptor NMDA (paginas 56-58), estrogenos (paginas 58-59),
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farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (paginas 60-61), antioxidantes (paginas 61-62), agonistas del receptor
activado por proliferadores de peroxisoma (PPAR) (paginas 63-67), agentes reductores de colesterol (paginas 68-
75); inhibidores de amiloide (paginas 75-77), inhibidores de formacion de amiloide (paginas 77-78), quelantes de
metales (paginas 78-79), anti-psicéticos y anti-depresivos (paginas 80-82), suplementos nutricionales (paginas 83-
89) y compuestos que aumentan la disponibilidad de sustancias biolégicamente activas en el cerebro (véanse
paginas 89-93) y pro-farmacos (paginas 93 y 94).

En otra realizacion, se proporciona una composicion que comprende el anticuerpo, particularmente un anticuerpo
monoclonal, mas particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o
un fragmento del mismo como se describe anteriormente en esta memoria y/o la sustancia biolégicamente activa en
una cantidad terapéuticamente eficaz.

Se describe ademas en esta memoria el uso de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, mas
particularmente un anticuerpo quimeérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo como se describe anteriormente en esta memoria, y/o una parte funcional del mismo y/o una composicion
farmacéutica, o una mezcla que comprende dicho anticuerpo, para la preparacién de un medicamento para el
tratamiento o el alivio de los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la
formacién de placa amiloide que incluyen amiloidosis secundaria y amiloidosis asociada con la edad como
enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, trastornos neuroldgicos como la Enfermedad de Alzheimer (AD),
demencia con cuerpos de Lewy (LBD), sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo
Holandés); complejo parkinsonismo-demencia de Guam; asi como otras enfermedades que estan basadas en o
asociadas con proteinas tipo amiloide como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de
Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia asociada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica),
Diabetes de Inicio en Adultos; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otras enfermedades, incluyendo
enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual,
particularmente asociadas con anomalias/cambios patoldgicos relacionadas con beta-amiloide en los tejidos del
sistema visual, como degradacién neuronal. Estas anomalias patologicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes
tejidos del ojo, como el cortex visual que conduce a deficiencias visuales corticales, la camara anterior y el nervio
optico dando lugar al glaucoma, el cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide, el vitreo
dando lugar a amiloidosis ocular, la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracién macular,
por ejemplo, degeneracidon macular asociada con la edad, el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio 6ptico,
neuropatia optica y neuritis optica, y la cérnea dando lugar a distrofia reticular.

También se proporciona un método para la preparacién de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal,
mas particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo como se describe en esta memoria, y/o una parte funcional del mismo y/o una composicion
farmacéutica, o una mezcla que comprende dicho anticuerpo y/o una parte funcional del mismo, particularmente en
una cantidad terapéuticamente eficaz, para usar en un método de prevencion, tratamiento o alivio de los efectos de
la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion de placa amiloide incluyendo
amiloidosis secundaria y amiloidosis asociada con la edad como enfermedades que incluyen, pero no se limitan a,
trastornos neurolégicos como la Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia con cuerpos de Lewy (LBD), sindrome
de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés), complejo parkinsonismo-demencia de
Guam; asi como otras enfermedades que estan basadas en o asociadas con proteinas tipo amiloide como paralisis
supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia
asociada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), Diabetes de Inicio en Adultos; amiloidosis cardiaca senil;
tumores endocrinos, y otras enfermedades, incluyendo enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios
patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios patologicos
relacionadas con beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como degradacién neuronal, que comprende la
formulacién de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, mas particularmente un anticuerpo
quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo en una forma
farmacéuticamente aceptable. Las anomalias patoldgicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo,
como el cortex visual que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio 6ptico dando
lugar al glaucoma; el cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar
a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo,
degeneracion macular asociada con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio éptico, neuropatia
optica y neuritis ptica, y la cérnea dando lugar a distrofia reticular.

Se proporciona ademas un método para prevenir, tratar o aliviar los efectos de la amiloidosis, un grupo de
enfermedades y trastornos asociados con la formacién de placa amiloide incluyendo amiloidosis secundaria y
amiloidosis asociada con la edad en un sujeto que lo necesite, administrando un anticuerpo y/o una parte funcional
del mismo, mas particularmente un anticuerpo humanizado y/o una parte funcional del mismo, o una composicién o
mezcla que comprende dicho anticuerpo y/o una parte funcional del mismo, como se describe en esta memoria, a un
sujeto, en particular un mamifero, mas particularmente un humano afectado por tal trastorno. Estas enfermedades
incluyen, pero no se limitan a, trastornos neurolégicos como la Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia con
cuerpos de Lewy (LBD), sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo Holandés);
complejo parkinsonismo-demencia de Guam, asi como otras enfermedades que estan basadas en o asociadas con
proteinas tipo amiloide como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld Jacob,
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enfermedad de Parkinson, demencia asociada con VIH, ALS (esclerosis lateral amiotréfica), Diabetes de Inicio en
Adultos; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otras enfermedades, incluyendo enfermedades oculares
asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con
anomalias/cambios patolégicos relacionadas con beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como degradacion
neuronal, en donde las anomalias patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el
cortex visual que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio 6ptico dando lugar al
glaucoma; el cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicién de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a
amiloidosis ocular; la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo,
degeneracion macular asociada con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio éptico, neuropatia
optica y neuritis Optica; y la cornea dando lugar a distrofia reticular.

Se proporciona ademas un método para el tratamiento de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos
asociados con la formacion de placa amiloide que incluye amiloidosis secundaria y amiloidosis asociada con la edad
que incluyen, pero no se limitan a, trastornos neurolégicos, como enfermedad de Alzheimer (AD), y otras
enfermedades, incluyendo enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios en los tejidos del sistema
visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios patoldgicos relacionados con amiloide-beta en los tejidos
del sistema visual, como degradacion neuronal. Las anomalias patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo, en
diferentes tejidos del ojo, como el cértex visual que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el
nervio 6ptico dando lugar al glaucoma; el cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide;
el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion
macular, por ejemplo, degeneracion macular asociada con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio
optico, neuropatia Optica y neuritis 6ptica; y la cornea dando lugar a distrofia reticular.

En una realizacion especifica se proporciona un método para retener o aumentar la capacidad de memoria cognitiva
pero, particularmente, para restaurar la capacidad de memoria cognitiva de un sujeto, particularmente un mamifero o
un humano, que padece deterioro de la memoria administrando a un sujeto, particularmente un mamifero o un
humano, un anticuerpo, particularmente una composicién farmacéutica como se describié anteriormente en esta
memoria.

Se proporciona ademas una composicion terapéutica y un método de producir dicha composicién asi como un
método para el tratamiento de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion de
placa amiloide que incluye amiloidosis secundaria y amiloidosis asociada con la edad, en un sujeto, particularmente
un mamifero, mas particularmente un humano. Estas enfermedades y trastornos incluyen, pero no se limitan a,
trastornos neurolégicos, como enfermedad de Alzheimer (AD), y otras enfermedades, incluyendo enfermedades
oculares asociadas con anomalias/cambios en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con
anomalias/cambios patolégicos relacionados con amiloide-beta en los tejidos del sistema visual, como degradacion
neuronal. Las anomalias patoldgicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el cortex visual
que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio éptico dando lugar al glaucoma; el
cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular;
la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneracién macular
asociada con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia dptica y neuritis optica; y la
cérnea dando lugar a distrofia reticular.

Se proporciona ademas un método de diagndstico de la enfermedad o afeccién asociadas con amiloide en un sujeto
que lo necesite, 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 o in situ que incluye las etapas de

(a) poner en contacto la muestra o una parte corporal o area corporal especifica sospechosa de contener la
proteina amiloide con el anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, mas particularmente un
anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo
como se describié en esta memoria, y/o una parte funcional del mismo, cuyo anticuerpo se une a un
epitopo de la proteina amiloide;

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

(c) detectar la formacién del complejo inmunoldgico; y

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

También comprende un método para determinar la extension de carga de placa amiloidogénica en un tejido y/o
fluidos bioldgicos en un sujeto que lo necesite que comprende

(a) obtener una muestra representativa del tejido y/o fluidos bioldgicos en investigacion;

(b) probar dicha muestra para la presencia de proteina amiloide con un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal, mas particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un
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anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo como se describié anteriormente en esta memoria, y/o
una parte funcional del mismo;

(c) determinar la cantidad de anticuerpo unido a la proteina; y
(d) calcular la carga de placa en el tejido y/o fluidos bioldgicos.

En particular, se proporciona un método para determinar el grado de carga de placa amiloidogénica en un tejido y/o
fluidos bioldgicos, en donde se determina la formaciéon del complejo inmuoldgico en la etapa ¢) de modo que la
presencia o ausencia del complejo inmunoldgico se correlaciona con la presencia o ausencia de proteina amiloide.

En ofra realizacion, se proporciona un kit de prueba para la deteccion y diagnoéstico de enfermedades y afecciones
asociadas con amiloide que comprende un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal, mas
particularmente un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado o un fragmento del
mismo como se describié anteriormente en esta memoria, y/o una parte funcional del mismo.

En particular, se proporciona un kit de prueba para la deteccion y diagnéstico de enfermedades y afecciones
asociadas con amiloide que comprende un contenedor que contiene uno o mas anticuerpos, y/o parte funcional de
los mismos, instrucciones para usar los anticuerpos con el fin de unirse a la proteina amiloide para formar un
complejo inmunoldgico y detectar la formacién del complejo inmunolégico de modo que la presencia o ausencia del
complejo inmunoldégico se correlacione con la presencia o ausencia de proteina amiloide.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo que comprende una region variable como se narra en SEQ ID NO:
27, o una variante de la misma. En una realizacién, se proporciona una linea celular que expresa el anticuerpo.

En otro aspecto, se proporciona un gen de anticuerpo que comprende una region variable como se describe en SEQ
ID NO: 29, o una variante del mismo. En una realizacién, una linea celular expresa el anticuerpo.

En otro aspecto, se proporciona un método para desagregar fibras de beta-amiloide preformadas, que comprende
hacer interaccionar un anticuerpo hC2 con fibras de beta-amiloide preformadas.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo, en donde dicho anticuerpo o
fragmento del mismo protege a las neuronas de la degradacioén inducida por Abeta.

En otro aspecto, se proporciona un método para prevenir la degradacién neuronal inducida por Abeta en un sujeto
que lo necesita que comprende tratar las neuronas con una cantidad eficaz de un anticuerpo humanizado o un
fragmento del mismo segun la descripcion en esta memoria.

En otro aspecto, se describe en esta memoria el uso de un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo segun
la descripcién en esta memoria para la preparacion de un medicamento para prevenir la degeneraciéon de neuronas
tras la exposicion a oligémero Abeta.

Estos y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la descripcion se haran evidentes después de una revision de la
siguiente descripcion detallada de la realizacion descrita y de las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1-1y 1-2 (Ejemplo 2): Casete de Expresion de la region variable de la cadena ligera de raton del Anticuerpo
Quimérico.

Figuras 2-1 y 2-2 (Ejemplo 2): Casete de Expresion de la region variable de la cadena pesada de raton del
Anticuerpo Quimérico.

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

Figura 4 (Ejemplo 8): Actividad de anticuerpos C2 humanizados purificados.

Figura 5 (Ejemplo 9): Actividad de unién de anticuerpos producidos por expresion transitoria de constructos CDRL2
modificados de C2 en conjunto con la cadena pesada quimérica de C2, comparado con el anticuerpo quimérico
C2ChVHAF/ChVK, producido por transfeccion transitoria y el anticuerpo purificado.

Figura 6 (Ejemplo 11): Resultados del Ensayo de Union Inmunohistoquimico con anticuerpo quimérico AF vy
anticuerpo humanizado H4K1.

Figura 7 (Ejemplo 12): Funcionalidad de mC2 sobre fibras de Amiloide. (A) Comparacion de espectros de 13C
CPMAS vy ajustes para Tyr 10 y Val12 marcadas con U-13C de fibras de amiloide p1-42 incubadas con PBS (el de la
izquierda sirve como control) o ACI-7-C2 (derecha) durante 24 horas y después liofilizadas. El pico a ¢33 ppm
corresponde con la conformacién en lamina beta de las fibras mientras que el pico a 30 ppm es un resultado de
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conformacion aleatoria en espiral. (B) Comparacion de los parametros ajustados para las dos conformaciones de
Val12 CpB. Los cambios quimicos ajustados para las dos conformaciones son bastante similares pero las
intensidades integrales son bastante diferentes, reflejando una reduccién de la conformacién en lamina beta original
en aproximadamente 35% (1-(53,5/81,7)), de acuerdo con el valor obtenido de medida de fluorescencia.

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

Figura 9 (Ejemplo 14): Unién especifica de conformacion de mC2 a diferentes clases de proteina amiloide.
Preparacion de precipitado en la leyenda de esta figura se refiere a fibras de AB1.42, preparacion de sobrenadante se
refiere a mondmeros de amiloide.

Figura 10: Secuencias VK de C2 humanizado comparadas con secuencia murina y secuencias de aceptor humano
DPK15y Jk1.

Figura 11: Secuencias VH de C2 humanizado comparadas con secuencia murina y secuencias de aceptor humano
DPK54 y Ju6.

Figuras 12-1 y 12-2: Secuencia completa de DNA y proteina de la regién variable de la cadena ligera del anticuerpo
humanizado C2, C2HuVK1.

Figuras 13-1-13-10: Secuencia completa de DNA y proteina de la region constante (kappa C humana) de la cadena
ligera del anticuerpo humanizado C2.

Figuras 14-1-14-14: Secuencia completa de DNA y proteina de la region constante (ser228-pro IgG4 humana) de la
cadena pesada del anticuerpo humanizado C2.

Figura 15A-C (Ejemplo 15): Mapeo de Epitopo del anticuerpo monoclonal humanizado hC2 realizado por ELISA. Los
resultados se expresan como DO. (A) Unién de hC2 a péptidos solapantes ABi42. Se usaron la union al ABi42
completo y la uniéon a un anticuerpo control quimérico que no se une como controles positivo y negativo,
respectivamente. El nimero del péptido se corresponde con el aminoacido en la secuencia de AB142 en el que
empieza el péptido. (B) Unidn de hC2 a AB1220 ¥ @ AB12-20 con alanina sustituida. Se usé la unién al AB142 completo
como control positivo. El numero del péptido se corresponde con el aminoacido que esta sustituido por alanina. (C)
Unién de hC2 a los péptidos AB 13-21, 13-21G21, 14-22, 14-22A22, 15-23 y 15-23A23. Se uso la union al AB1.42
completo como control positivo.

Figura 16 (Ejemplo 13): Resultados de experimentos del ensayo de agregacion.

Figura 17 (Ejemplo 13): Resultados de experimentos del ensayo de desagregacion.

Figura 18 (Ejemplo 16): Resultados de experimentos de neuroproteccion con anticuerpo humanizado C2.
Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1. Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (CDR1) de C2 HuVH AF 4
humanizado.

SEQ ID NO: 2. Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (CDR2) de C2 HuVH AF 4
humanizado.

SEQ ID NO: 3. Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (CDR3) de C2 HuVH AF 4
humanizado.

SEQ ID NO: 4. Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera (CDR1) de C2 HuVK 1
humanizado.

SEQ ID NO: 5. Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera (CDR2) de C2 HuVK 1
humanizado.

SEQ ID NO: 6. Secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena ligera (CDR3) de C2 HuVK 1
humanizado.

SEQ ID NO: 7. Secuencia de aminoacidos de la region 2 del epitopo AB.
SEQ ID NO: 8. Secuencia de aminoacidos de la region 1 del epitopo AB.
SEQ ID NO: 9. Secuencia de aminoacidos de la region 2 modificada del epitopo AB.

SEQ ID NO: 10. Secuencia de aminoacidos de la region 1 modificada del epitopo Ap.
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SEQ ID NO: 11. Secuencia de aminoacidos de la regiéon modificada completa del Epitopo.

SEQ ID NO: 12. Secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena ligera de C2 HuVK 1 humanizado.
SEQ ID NO: 13. Secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de C2 humanizado.

SEQ ID NO: 14. Secuencia de aminoacidos de la regién constante de la cadena ligera de C2 humanizado.

SEQ ID NO: 15. Secuencia de aminoacidos de la regiéon variable de la cadena pesada de C2 HuVH AF 4
humanizado.

SEQ ID NO: 16. Secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de C2 humanizado.
SEQ ID NO: 17. Secuencia de aminoacidos de la regién modificada de la cadena C de IG GAMMA-4.

SEQ ID NO: 18. Secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena pesada CDR2 de C2 HuVH AF 4
humanizado.

SEQ ID NO: 19. Secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena pesada CDR3 de C2 HuVH AF 4
humanizado.

SEQ ID NO: 20. Secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena ligera CDR1 de C2 HuVK 1
humanizado.

SEQ ID NO: 21. Secuencia de nucleétidos de la region variable de la cadena ligera de C2 HuVK 1 humanizado.
SEQ ID NO: 22. Secuencia de nucledtidos de la cadena ligera de C2 humanizado.

SEQ ID NO: 23. Secuencia de nucleétidos de la region constante de la cadena ligera de C2 humanizado.

SEQ ID NO: 24. Secuencia de nucleotidos de la region variable de la cadena pesada de C2 HuVH AF 4 humanizado.
SEQ ID NO: 25. Secuencia de nucledtidos de la cadena pesada de C2 humanizado.

SEQ ID NO: 26. Secuencia de nucleétidos de la region constante de la cadena pesada de C2 humanizado.
SEQ ID NO: 27. Secuencia de aminoacidos de la Region Variable de la Cadena Ligera de C2 de ratén.

SEQ ID NO: 28. Secuencia de aminoacidos de la Regién Variable de la Cadena Pesada de C2 de raton.

SEQ ID NO: 29. Secuencia de nucleétidos de la Region Variable de la Cadena Ligera de C2 de raton.

SEQ ID NO: 30. Secuencia de nucledtidos de la Cadena Ligera de C2 de ratén.

SEQ ID NO: 31. Secuencia de nucleétidos de la Region Variable de la Cadena Pesada de C2 de raton.

SEQ ID NO: 32. Secuencia de nucleétidos de la Cadena Pesada de C2 de raton.

Descripcion detallada de la invencién

Los anticuerpos que incluyen cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales de los mismos,
0, mas particularmente, un anticuerpo humanizado que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o
partes funcionales de los mismos, como se describié en esta memoria se pueden usar para el tratamiento de
enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual,
particularmente asociadas con anomalias/cambios patoldgicos relacionados con amiloide-beta en los tejidos del
sistema visual, como, por ejemplo, degradacién neuronal. Las anomalias patoldgicas pueden ocurrir, por ejemplo, en
diferentes tejidos del ojo, como el cértex visual que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el
nervio 6ptico dando lugar al glaucoma; el cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide;
el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion
macular, por ejemplo, degeneracion macular asociada con la edad; el nervio éptico dando lugar a drusas del nervio
optico, neuropatia optica y neuritis 6ptica; y la cornea dando lugar a distrofia reticular.

En particular, se puede usar una composicién, particularmente una composiciéon terapéutica que comprende un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo humanizado que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente
o partes funcionales de los mismos, como se describié en esta memoria en una cantidad terapéuticamente eficaz
para el tratamiento de enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del
sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios patoldgicos relacionados con amiloide-beta en los
tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion neuronal. Las anomalias patolégicas pueden ocurrir, por
ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el cortex visual que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara
anterior y el nervio 6ptico dando lugar al glaucoma; el cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de
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beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y
degeneracion macular, por ejemplo, degeneracion macular asociada con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a
drusas del nervio 6ptico, neuropatia optica y neuritis 6ptica; y la cérnea dando lugar a distrofia reticular.

En otra realizacion, se proporciona la composicion a usar en el tratamiento de enfermedades oculares asociadas con
anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios
patolégicos relacionados con amiloide-beta en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion
neuronal, en forma de una mezcla, en donde el anticuerpo y otras sustancias biolégicamente activas se
entremezclan en o con el mismo solvente y/o soporte farmacéuticamente aceptable, o se puede proporcionar el
anticuerpo o la otra sustancia biolégicamente activa separadamente como parte de una composicion separada, que
se puede ofrecer separadamente o juntas en forma de un kit de las partes. Las anomalias patoldgicas pueden
ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el cortex visual que conduce a deficiencias visuales
corticales; la camara anterior y el nervio éptico dando lugar al glaucoma; el cristalino dando lugar a catarata debida a
la deposicién de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a degeneracion
retiniana primaria y degeneracién macular, por ejemplo, degeneracién macular asociada con la edad; el nervio 6ptico
dando lugar a drusas del nervio Optico, neuropatia optica y neuritis optica; y la cérnea dando lugar a distrofia
reticular.

El glaucoma es un grupo de enfermedades del nervio dptico que implican pérdida de células ganglionares retinianas
(RGCs) en un patrén caracteristico de neuropatia optica. El glaucoma se acompafia frecuentemente, pero no
siempre, por un incremento de la presién ocular, que puede dar lugar a un bloqueo de la circulacion del acuoso, o su
drenaje.

Aunque la presion intraocular aumentada es un factor de riesgo significativo para el desarrollo de glaucoma, no se
puede definir un umbral de presion intraocular que seria determinante para causar glaucoma.

Este dafio también puede ser causado por aporte pobre de sangre a las fibras del nervio 6ptico vitales, una debilidad
en la estructura del nervio, y/o un problema en la salud de las fibras nerviosas en si mismas.

El glaucoma no tratado da lugar a un dafio permanente del nervio 6ptico y pérdida del campo visual resultante, que
puede progresar hacia ceguera.

Las RGCs son las células nerviosas que transmiten sefiales visuales desde el ojo hasta el cerebro. La Caspasa-3 y
la Caspasa-8, dos enzimas principales en el proceso apoptdético, se activan en el proceso dando lugar a apoptosis
de RGCs. La Caspasa-3 rompe la proteina precursora amiloide (APP) para producir fragmentos neurotdxicos, que
incluyen Amiloide B. Sin el efecto protector de APP, la acumulacion de Amiloide B en la capa celular ganglionar
retiniana da lugar a la muerte de RGCs y pérdida irreversible de vision.

Los diferentes tipos de glaucomas se clasifican en glaucomas de angulo abierto, si la afeccién es cronica, o
glaucomas de angulo cerrado, si el glaucoma agudo ocurre repentinamente. El glaucoma afecta normalmente a
ambos ojos, pero la enfermedad puede progresar mas rapidamente en un ojo que en el otro.

El glaucoma de angulo abierto (COAG), también conocido como glaucoma de angulo abierto primario (POAG), es el
tipo de glaucoma mas comun. El COAG es causado por bloqueo microscoépico en el entramado trabecular, que
disminuye el drenaje del flujo acuoso dentro del canal de Schlemm y aumenta la presion intraocular (IOP). EI POAG
normalmente afecta a ambos ojos y esta fuertemente asociado con la edad y una historia familiar positiva. Su
frecuencia aumenta en la gente mayor ya que el mecanismo de drenaje del ojo se puede atascar gradualmente con
el envejecimiento. El aumento de la presion intraocular en sujetos afectados por glaucoma de angulo abierto crénico
no se acomparfia de ningun sintoma hasta que se siente la pérdida en el area visual central.

El glaucoma de angulo cerrado agudo (AACG) o glaucoma de angulo cerrado es un tipo de glaucoma relativamente
raro caracterizado por un aumento repentino en la presion intraocular de 35 a 80 mmHg, dando lugar a un dolor
severo y pérdida de vision irreversible. EI aumento de presion repentino es causado por el cierre del angulo de
filtrado y bloqueo de los canales de drenaje. Individuos con angulos estrechos tienen un riesgo aumentado de cierre
repentino del angulo. La AACG ocurre normalmente de modo monocular, pero existe el riesgo en ambos ojos. La
edad, catarata y pseudoexfoliacién son también factores de riesgo ya que estan asociadas con agrandamiento de
las lentes y aglomeracion o estrechamiento del angulo. Un ataque de glaucoma repentino puede estar asociado con
dolor ocular y dolor de cabeza severos, ojo inflamado, nausea, vomito, y vision borrosa.

El Glaucoma de Mecanismo Mixto o Combinado es una mezcla o combinacién de glaucoma de angulo abierto y
cerrado. Afecta a pacientes con ACG cuyo angulo se abre tras iridotomia laser, pero que continian requiriendo
medicacion para controlar la IOP, asi como pacientes con POAG o glaucoma pseudoexfoliativo que gradualmente
desarrollan estrechamiento del angulo.

El glaucoma de tension normal (NTG), también conocido como glaucoma de baja tensién (LTG), se caracteriza por
dafo progresivo del nervio 6ptico y pérdida de vision periférica similar a la que se ve en otros tipos de glaucoma; sin
embargo, la presion intraocular esta dentro del intervalo normal o incluso por debajo de lo normal.
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El glaucoma congénito (infantil) es un tipo de glaucoma de angulo abierto heredado, relativamente raro. El desarrollo
insuficiente del area de drenaje da como resultado una presién aumentada en el ojo que puede dar lugar a una
pérdida de vision desde el dafio del nervio 6ptico hasta un ojo agrandado. El diagnéstico y tratamiento tempranos
son criticos para preservar la vision en bebés y nifios afectados por la enfermedad.

El glaucoma secundario puede ser resultado de un dafio ocular, inflamacién en el iris del ojo (iritis), diabetes,
catarata, o uso de esteroides en individuos susceptibles a esteroides. El glaucoma secundario puede estar también
asociado con desprendimiento de retina u oclusién o bloqueo de vena retiniana.

El glaucoma pigmentario se caracteriza por el desprendimiento de granulos de pigmento del iris. Los granulos
causan bloqueo del sistema de drenaje del ojo, dando lugar a presioén intraocular elevada y dafio del nervio dptico.

El glaucoma exfoliativo (pseudoexfoliacion) se caracteriza por depositos de material escamoso en la capsula anterior
y en el angulo del ojo. La acumulacion de material escamoso bloquea el sistema de drenaje y eleva la presion del
0jo.

Se puede hacer el diagndstico del glaucoma usando varias pruebas. La tonometria determina la presion en el ojo
midiendo el tono o firmeza de su superficie. Para esta prueba estan disponibles varios tipos de tonémetros, siendo el
mas comun el tonémetro de aplanacion. La paquimetria determina el grosor de la cérnea que, a su vez, mide presion
intraocular. La gonioscopia permite el examen del angulo de filtrado y el area de drenaje del ojo. La gonioscopia
también puede determinar si los vasos sanguineos anémalos pueden estar bloqueando el drenaje del fluido acuoso
fuera del ojo. La oftalmoscopia permite el examen del nervio 6ptico y puede detectar el desprendimiento de la capa
de fibra nerviosa o cambios en el disco 6ptico, o indentacion (ahuecado) de esta estructura, que puede ser causada
por presion intraocular aumentada o desprendimiento axonal. La gonioscopia puede también ser util en valoracion
del dafio del nervio por flujo sanguineo pobre o presion intraocular elevada. Las pruebas de Campo Visual traza un
mapa del campo de vision, subjetivamente, que puede detectar signos de dafio glaucomatoso del nervio 6ptico. Esto
se representa por patrones especificos de pérdida de campo visual. La tomografia de coherencia ocular, una medida
objetiva de la pérdida de la capa de fibra nerviosa, se lleva a cabo mirando el grosor de la capa de fibra del nervio
optico (alterada en el glaucoma) a través de un diferencial de transmision de luz a través del tejido axonal dafiado.

Las drusas del nervio 6ptico son concreciones globulares de proteina y sales de calcio que se considera que
representan secreciones a través de estructuras vasculares alteradas que afectan a la capa de fibra nerviosa axonal.
Estas acumulaciones tienen lugar en la capa de fibra nerviosa peripapilar y se considera que dafian la capa de fibra
nerviosa ya sea directamente por compresion o indirectamente a través de interrupcion del suministro vascular a la
capa de fibra nerviosa. Normalmente se hacen visibles después de la primera década de la vida en individuos
afectados. Ocurren mas frecuentemente en ambos ojos pero también pueden afectar a un ojo, y pueden causar
pérdida ligera de vision periférica durante muchos afos.

La neuropatia Optica es una enfermedad caracterizada por dafio al nervio éptico causado por desmielinizacion,
bloqueo del suministro sanguineo, deficiencias nutricionales, o toxinas. Las neuropatias 6pticas desmielinizantes
(véase mas adelante neuritis 6ptica) estan tipicamente causadas por un proceso desmielinizante subyacente como
la esclerosis multiple. El bloqueo del suministro sanguineo, conocido como neuropatia optica isquémica, puede dar
lugar a la muerte o disfuncion de las células nerviosas Opticas. La neuropatia éptica isquémica no arteritica tiene
lugar en gente de mediana edad. Factores de riesgo incluyen presion sanguinea alta, diabetes y arterioesclerosis. La
neuropatia optica isquémica arteritica normalmente tiene lugar en gente mayor seguido de inflamacion de las
arterias (arteritis), particularmente la arteria temporal (arteritis temporal). La pérdida de vision puede ser rapida o
desarrollarse gradualmente durante 2 a 7 dias y el dafio puede ser en uno o en ambos ojos. En personas con
neuropatia éptica causada por exposicion a una toxina o a una deficiencia nutricional, normalmente estan afectados
ambos ojos.

Alrededor del 40% de las personas con neuropatia éptica isquémica no arteritica experimentan mejoria espontanea
a lo largo del tiempo. La neuropatia éptica isquémica no arteritica se trata mediante control de los niveles de presion
arterial, diabetes y colesterol. La neuropatia 6ptica isquémica arteritica se trata con altas dosis de corticoesteroides
para prevenir la pérdida de vision en el segundo ojo.

La neuritis Optica se asocia con pérdida de vision ligera o severa en uno o ambos ojos y puede estar causada por un
proceso desmielinizante sistémico (véase anteriormente), infeccion viral, vacunacion, meningitis, sifilis, esclerosis
multiple e inflamacion intraocular (uveitis). EI movimiento ocular puede ser doloroso y la visién se puede deteriorar
con episodios repetidos. El diagndstico implica examen de las reacciones de las pupilas y determinar si el disco
optico esta dilatado. La imagen por resonancia magnética (MRI) puede mostrar evidencia de esclerosis multiple o,
raramente, un tumor que presiona sobre el nervio éptico, en cuyo caso mejora la vision una vez que la presion del
tumor se alivia. La mayoria de los casos de neuritis dptica mejoran durante unos pocos meses sin tratamiento. En
algunos casos puede ser necesario el tratamiento con corticoesteroides intravenosos.

La catarata es una opacidad que se desarrolla en la lente del cristalino del ojo o en su envoltura. Las cataratas
causan tipicamente pérdida de vision progresiva y pueden causar ceguera si permanecen sin tratar. En la Catarata
Morganiana, el cortex de la catarata se licia progresivamente para formar un fluido blanco lechoso y puede causar
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inflamacion severa si la capsula del cristalino se rompe y se filtra. Si no se trata, la catarata también puede causar
glaucoma facomorfico. Las cataratas pueden ser congénitas por naturaleza o causadas por factores genéticos, edad
avanzada, exposicion prolongada a radiacion ultravioleta, exposicion a radiacion, diabetes, dafio o trauma fisico
ocular.

La cirugia extra-capsular (ECCE) es el tratamiento mas efectivo para tratar la catarata. En cirugia, se extrae el
cristalino, pero la mayor parte de la capsula del cristalino permanece intacta. La facoemulsificacion, una pequefa
incisiéon en un lado de la cérnea, se usa tipicamente para romper el cristalino antes de la extraccion.

La amiloidosis ocular es un trastorno hereditario asociado con Polineuropatia Amiloidética Familiar Tipo | (FAP) y
caracterizada por vasos conjuntivos anémalos, queratoconjuntivitis seca, anomalias pupilares y, en algunos casos,
opacidades del vitreo y glaucoma secundario. La FAP Tipo | se asocia con mutaciones en transtiretina (TTR), una
proteina plasmatica tetramérica (prealbumina) sintetizada en el higado, el pigmento retiniano epitelial 2 y los plexos
coroideos del cerebro. Distintas mutaciones causan que la transtiretina se polimerice en una estructura plegada de
fibrilla amiloide, dando lugar a la amiloidosis hereditaria. La mutacion mas frecuente es TTR-met303, en la que la
metionina reemplaza la valina en la posicion 30 de la trastiretina.

La FAP Tipo IV esta asociada con distrofia corneal reticular (LCD). La distrofia corneal reticular es una amiloidosis
corneal heredada, primaria, normalmente bilateral caracterizada por la presencia lineas reticulares retractiles con un
doble contorno en el estroma corneal. La LCD tipo | (Biber-Haab-Dimmer) es un trastorno corneal simétrico bilateral
autosémico dominante caracterizado por la presencia de numerosas lineas reticulares finas translicidas con puntos
blancos y neblina débil en las capas superficial y media del estroma central. Los sintomas comienzan durante la
primera o secunda década de vida, causando una pérdida de vision progresiva. La mayoria de los pacientes
requieren un trasplante de cérnea alrededor de los 40 afios de edad. La LCD tipo Il esta asociada con la amiloidosis
sistémica (sindrome de Meretoja) y se caracteriza por la presencia de lineas reticulares gruesas en el limbo, cérnea
central y estroma. La vision no se ve afectada hasta mas adelante en la vida. La LCD tipo lll afecta a personas de
mediana edad y se caracteriza por la presencia de lineas reticulares gruesas que se extienden de limbo a limbo. La
LCD tipo Il A se caracteriza por la acumulacion de depdsitos de amiloide en el estroma y la presencia de cordones
de amiloide entre el estroma y la capa de Bowman. La LCD tipo Il A se diferencia de la LCD tipo Il por la presencia
de erosiones corneales, la ocurrencia en personas de raza blanca y de herencia autosémica dominante.

El Sindrome de Down (DS) o trisomia 21 es el trastorno genético mas comun con una incidencia de
aproximadamente 1:700 de nacimientos vivos, y se asocia frecuentemente con varias anomalias congénitas. El
trastorno, que es causado por la presencia de un cromosoma 21 extra, esta asociado con depdsitos prematuros de
proteina amiloide-beta formadora de placa y desarrollo de enfermedad de Alzheimer a mediana edad. Ademas,
muchas personas afectadas por DS padecen de cataratas que comienzan en la infancia y muchas padecen de
glaucoma congénito. Dado que el gen de la proteina precursora amiloide, que es escindida a la forma beta amiloide,
se localiza en el brazo largo del cromosoma 21 en humano, la sobre-expresion de este gen puede dar lugar a
niveles aumentados de proteina precursora amiloide y deposicién de amiloide en el Sindrome de Down.

No hay cura para el glaucoma. Las medicaciones para el tratamiento del glaucoma incluyen agentes que disminuyen
la produccion del humor acuosos en el ojo, como beta bloqueantes (Timoptic, Betoptic), inhibidores de anhidrasa
carboénica (Trusopt, Azopt), y agonistas alfa (Alphagan, lopidina), y agentes que redirigen el drenaje del humor
acuoso a través de una via diferente hacia el fondo del ojo, como prostaglandina (Xalatan). Las cirugias laser
incluyen trabeculoplastia, un procedimiento que ayuda a que el humor acuoso salga del ojo mas eficazmente. Segun
la Fundacién Glaucoma, cerca del 80% de pacientes responden bastante bien al procedimiento de retrasar o evitar
cirugia posterior. Sin embargo, la presion aumenta de nuevo en los ojos de la mitad de todos los pacientes dentro de
los dos afios posteriores a la cirugia laser, segun el Instituto Nacional del Ojo. La cirugia incisional se realiza si la
medicacion y los tratamientos de laser iniciales son insatisfactorios en reducir la presion dentro del ojo. Un tipo de
cirugia, una trabeculectomia, crea una abertura en la pared del ojo para que el humor acuoso pueda drenar. Sin
embargo, aproximadamente un tercio de pacientes trabeculectomizados desarrollan cataratas dentro de los cinco
afios, segun la Fundacion de Glaucoma. Si la trabeculectomia falla, procedimientos incisionales adicionales incluyen
colocacién de un tubo de drenaje dentro del ojo entre la cornea y el iris y el uso de un tratamiento de laser o
congelacion para destruir tejido en el ojo que produce humor acuoso. La cirugia puede salvar la vision residual en el
paciente, pero no mejora la vision. La visién puede realmente empeorar tras la cirugia.

La degeneracion macular asociada con la edad (AMD) es la principal causa de ceguera entre Caucasicos mayores
de 65 afios de edad. Aunque se ha hecho mucho progreso en la actualidad, no hay tratamientos en la investigacion
de la degeneracion macular que rescaten la muerte celular neuronal que ocurre durante el curso de la enfermedad.
No hay tratamientos definitivos para otras enfermedades asociadas con la degradacidon neuronal asociada con
amiloide beta, como deficiencias visuales corticales, drusas del nervio éptico, neuropatia Optica, neuritis dptica,
amiloidosis ocular y distrofia reticular.

Por consiguiente, existe una necesidad urgente en la técnica para opciones de tratamiento mejoradas para sujetos
afectados por enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema
visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios patolégicos relacionadas con el beta-amiloide en los
tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion neuronal. Las anomalias patolégicas pueden ocurrir, por
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ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el cértex visual que conduce a deficiencias visuales corticales, la camara
anterior y el nervio éptico dando lugar a glaucoma; la lente dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-
amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y
degeneracion macular, por ejemplo, degeneracion macular asociada con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a
drusas del nervio 6ptico, neuropatia optica y neuritis dptica; y la cornea dando lugar a distrofia reticular. La presente
invencion satisface esta necesidad, proporcionando soluciones que eligen como objetivo el proceso que causa una
enfermedad ocular asociada con degradacion neuronal asociada con amiloide beta en un paciente afectado por la
enfermedad.

Ademas de este objetivo, se describe en esta memoria el uso de un anticuerpo como se describe en esta memoria,
particularmente un anticuerpo monoclonal humanizado que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente
o partes funcionales del mismo y/o de una composicion farmacéutica como se describe en esta memoria, para la
preparacion de un medicamento para tratar o aliviar los efectos de enfermedades oculares asociadas con
anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios
patolégicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion
neuronal, en un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un humano, que lo necesite. Las
anomalias patologicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el cortex visual que conduce a
deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio 6ptico dando lugar al glaucoma; la lente dando lugar a
catarata debida a la deposiciéon de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a
degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneraciéon macular asociada con la edad;
el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia éptica y neuritis 6ptica; y la cornea dando lugar a
distrofia reticular.

En una realizacién, se describe en esta memoria una composicion farmacéutica o una mezcla como se describe en
esta memoria que usa un anticuerpo como se describe en esta memoria, particularmente un anticuerpo monoclonal
humanizado que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo para usar
en el tratamiento o alivio de los efectos de enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patolégicos en
los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios patoldgicos relacionadas con el
beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion neuronal, en un sujeto que lo
necesite. Las anomalias patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el cortex visual
que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio éptico dando lugar al glaucoma; el
cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular;
la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneraciéon macular
asociada con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia dptica y neuritis optica; y la
cornea dando lugar a distrofia reticular.

En otra realizacion, se proporciona un medicamento que comprende un anticuerpo monoclonal humanizado que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, una composicion
farmacéutica o una mezcla que comprende el anticuerpo como se describe en esta memoria en una cantidad
terapéuticamente eficaz, para prevenir, tratar o aliviar los efectos de enfermedades asociadas con
anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios
patolégicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion
neuronal, en un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un humano, que lo necesite. Las
anomalias patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el coértex visual que conduce a
deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio dptico dando lugar al glaucoma; el cristalino dando
lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando
lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneracién macular asociada con la
edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio dptico, neuropatia éptica y neuritis dptica; y la cornea dando
lugar a distrofia reticular.

En un aspecto, se proporciona un método para reducir la carga de placa en la capa celular ganglionar retiniana de
un sujeto, particularmente un mamifero, pero especialmente un humano que padece una enfermedad ocular
asociada con anomalias/cambios patoldgicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con
anomalias/cambios patoldgicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por
ejemplo, degradacion neuronal, que comprende la administracion al sujeto, particularmente un mamifero, mas
particularmente un humano, que necesite tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal humanizado que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente
o partes funcionales del mismo, o una composicién o una mezcla como se describe en esta memoria. Las anomalias
patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el coértex visual que conduce a
deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio dptico dando lugar al glaucoma; el cristalino dando
lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando
lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneracién macular asociada con la
edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio dptico, neuropatia 6ptica y neuritis dptica; y la cornea dando
lugar a distrofia reticular. En un aspecto adicional el anticuerpo monoclonal humanizado usado en tales métodos es
el C2 humanizado o una parte funcional del mismo como se describe en esta memoria. En particular, el anticuerpo
monoclonal humanizado se produce a partir de un anticuerpo de ratéon ACI-01-Ab7C2, depositado el 1 de Diciembre,
2.005, con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig,
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Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n°® de acceso DSM ACC2750. En particular, la carga de palca se
reduce en al menos 20%, particularmente en al menos 25%, mas particularmente en al menos 30%, incluso mas
particularmente en mas del 30%.

En otro aspecto, se proporciona un método para reducir la cantidad de placas en la capa celular ganglionar retiniana
de un sujeto, particularmente un mamifero, pero especialmente un humano que padece una enfermedad ocular
asociada con anomalias/cambios patoldgicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con
anomalias/cambios patolédgicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por
ejemplo, degradacion neuronal, que comprende la administracion al sujeto, particularmente un mamifero, mas
particularmente un humano, que necesite tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal humanizado que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente
o partes funcionales del mismo, o una composicidon o una mezcla segun la invencién y como se describe en esta
memoria. Las anomalias patoldgicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el cortex visual
que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio éptico dando lugar al glaucoma; el
cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular;
la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneraciéon macular
asociada con la edad; el nervio éptico dando lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia 6ptica y neuritis optica; y la
cérnea dando lugar a distrofia reticular. En un aspecto adicional de la invenciéon el anticuerpo monoclonal
humanizado usado en tales métodos es el C2 humanizado o una parte funcional del mismo como se describe en
esta memoria. En particular, el anticuerpo monoclonal humanizado se produce a partir de un anticuerpo de ratén
ACI-01-Ab7C2, depositado el 1 de Diciembre, 2.005, con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n° de acceso
DSM ACC2750. En particular, la carga de palca en el cerebro se reduce en al menos 10%, particularmente en al
menos 15%, mas particularmente en mas del 15%.

Aun en otro aspecto, se proporciona un método para disminuir la cantidad total de Ap soluble en la capa celular
ganglionar retiniana de un sujeto, particularmente un mamifero, pero especialmente un humano que padece una
enfermedad ocular asociada con anomalias/cambios patoldgicos en los tejidos del sistema visual, particularmente
asociadas con anomalias/cambios patoldgicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual,
como, por ejemplo, degradacion neuronal, que comprende la administracion al sujeto, particularmente un mamifero,
mas particularmente un humano, que necesite tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz de un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal humanizado que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente
equivalente o partes funcionales del mismo, o una composicién o una mezcla como se describe en esta memoria.
Las anomalias patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el cortex visual que
conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio 6ptico dando lugar al glaucoma; el cristalino
dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina
dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneracién macular asociada
con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia 6ptica y neuritis 6ptica; y la cornea
dando lugar a distrofia reticular. En un aspecto adicional el anticuerpo monoclonal humanizado usado en tales
métodos es el C2 humanizado o una parte funcional del mismo como se describe en esta memoria. En particular, el
anticuerpo monoclonal humanizado se produce a partir de un anticuerpo de ratén ACI-01-Ab7C2, depositado el 1 de
Diciembre, 2.005, con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en
Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n°® de acceso DSM ACC2750.

En otro aspecto, se proporciona un método para prevenir, tratar o aliviar los efectos de una enfermedad ocular
asociada con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con
anomalias/cambios patoldgicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por
ejemplo, degradacion neuronal, en un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un humano, que
necesite tal tratamiento, administrando una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal humanizado que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, o una composiciéon o una mezcla como se describe en esta memoria al sujeto,
particularmente un mamifero, mas particularmente un humano que necesite tal tratamiento. Las anomalias
patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el coértex visual que conduce a
deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio dptico dando lugar al glaucoma; el cristalino dando
lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando
lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneracién macular asociada con la
edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia dptica y neuritis 6ptica; y la cornea dando
lugar a distrofia reticular. En un aspecto adicional el anticuerpo monoclonal humanizado usado en tales métodos es
el C2 humanizado o una parte funcional del mismo como se describe en esta memoria. En particular, el anticuerpo
monoclonal humanizado se produce a partir de un anticuerpo de ratéon ACI-01-Ab7C2, depositado el 1 de Diciembre,
2.005, con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig,
Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n° de acceso DSM ACC2750.

En otro aspecto, se proporciona un método para diagnosticar una enfermedad ocular asociada con

anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios
patolégicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion
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neuronal, en un sujeto que comprende detectar la unién inmunoespecifica de un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal humanizado, que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, o una composicién o una mezcla como se describe en esta memoria, 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
corporal o area corporal especifica sospechosa de contener la proteina amiloide con el anticuerpo, cuyo anticuerpo
se une a un epitopo conformacional de la proteina amiloide; (b) permitir que el anticuerpo se una a la proteina
amiloide para formar un complejo inmunoldgico; (c) detectar la formacién del complejo inmunoldgico, particularmente
tal que la presencia o ausencia del complejo inmunolégico se correlaciona con la presencia o ausencia de 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 area corporal especifica. En un aspecto adicional el anticuerpo monoclonal
humanizado usado en tales métodos es el C2 humanizado o una parte funcional del mismo como se describe en
esta memoria. En particular, el anticuerpo monoclonal humanizado se produce a partir de un anticuerpo de ratén
ACI-01-Ab7C2, depositado el 1 de Diciembre, 2.005, con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n° de acceso
DSM ACC2750.

En un aspecto adicional, se proporciona un método para diagnosticar una predisposicion a una enfermedad ocular
asociada con anomalias/cambios patologicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociada con
anomalias/cambios patoldgicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como
degradacion neuronal, en un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un humano que lo necesita,
que comprende detectar la unién especifica de un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal
humanizado, que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, o una
composicién o una mezcla como se describe en esta memoria, 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 corporal o area corporal especifica
sospechosa de contener la proteina amiloide con el anticuerpo, en donde el anticuerpo se une a un epitopo
conformacional de la proteina amiloide; (b) permitir que el anticuerpo se una a la proteina amiloide en la muestra
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 proteina amiloide en la muestra o
parte o area corporal especifica, (e) y comparar la cantidad de dicho complejo inmunolégico con un valor control
normal, en donde un aumento en la cantidad del complejo comparado con el valor del control normal indica que el
sujeto esta padeciendo o esta en riesgo de desarrollar una enfermedad ocular asociada con anomalias/cambios
patoldgicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociada con anomalias/cambios patologicos
relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual. En un aspecto adicional el anticuerpo monoclonal
humanizado usado en tales métodos es el C2 humanizado o una parte funcional del mismo como se describe en
esta memoria. En particular, el anticuerpo monoclonal humanizado se produce a partir de un anticuerpo de ratén
ACI-01-Ab7C2, depositado el 1 de Diciembre, 2.005, con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n° de acceso
DSM ACC2750.

En otro aspecto, se proporciona un método para monitorizar enfermedad ocular residual minima asociada con
anomalias/cambios patoldgicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociada con anomalias/cambios
patolégicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como degradaciéon neuronal, en un
sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un humano, seguido de tratamiento con una composicién
farmacéutica, en donde el método comprende: (a) poner en contacto la muestra o una parte corporal o area corporal
especifica sospechosa de contener la proteina amiloide con el anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal
humanizado, que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo o una
composicion o una mezcla como se describe en esta memoria, cuyo anticuerpo se une a un epitopo de la proteina
amiloide; (b) permitir que el anticuerpo se una a la 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 inmunoldgico con la presencia o ausencia de proteina amiloide en la muestra o parte o area corporal
especifica, y (e) comparar la cantidad del complejo inmunolégico con un valor control normal, en donde un aumento
en la cantidad del complejo comparado con el valor del control normal indica que el sujeto aun padece o esta una
enfermedad ocular residual minima asociada con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual,
particularmente asociada con anomalias/cambios patoldgicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del
sistema visual. En un aspecto adicional el anticuerpo monoclonal humanizado usado en tales métodos es el C2
humanizado o una parte funcional del mismo como se describe en esta memoria. En particular, el anticuerpo
monoclonal humanizado se produce a partir de un anticuerpo de ratéon ACI-01-Ab7C2, depositado el 1 de Diciembre,
2.005, con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig,
Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n° de acceso DSM ACC2750.

Aun en otro aspecto, se proporciona un método para predecir el grado de respuesta de un sujeto que esta
tratandose con una composicion farmacéutica que comprende las etapas de: (a) poner en contacto la muestra o una
parte corporal o area corporal especifica sospechosa de contener la proteina amiloide con el anticuerpo,
particularmente un anticuerpo monoclonal humanizado, que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente
o partes funcionales del mismo, o una composicién o una mezcla como se describe en esta memoria, cuyo
anticuerpo se une a un epitopo de la proteina amiloide; (b) permitir que el anticuerpo se una a la proteina amiloide
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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 proteina amiloide en la muestra o
parte o area corporal especifica, y (e) comparar la cantidad del complejo inmunoldgico antes y después del
comienzo del tratamiento, en donde una diminucién en la cantidad del complejo indica que el sujeto tiene un alto
potencial de ser sensible al tratamiento. En un aspecto adicional el anticuerpo monoclonal humanizado usado en
tales métodos es el C2 humanizado o una parte funcional del mismo como se describe en esta memoria. En
particular, el anticuerpo monoclonal humanizado se produce a partir de un anticuerpo de ratén ACI-01-Ab7C2,
depositado el 1 de Diciembre, 2.005, con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n° de acceso DSM ACC2750.

En otro aspecto se proporciona un método para retener o disminuir presion ocular en los ojos de un sujeto,
especificamente un mamifero, mas especificamente un humano que padece una enfermedad ocular asociada con
anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios
patolégicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion
neuronal, que comprende la administracién a un sujeto, particularmente un mamifero, mas particularmente un
humano, que necesite tal tratamiento, de una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo, particularmente un
anticuerpo monoclonal humanizado que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes
funcionales del mismo, o una composicién o una mezcla como se describe en esta memoria. Las anomalias
patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como el coértex visual que conduce a
deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio dptico dando lugar al glaucoma; el cristalino dando
lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando
lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo, degeneracién macular asociada con la
edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio dptico, neuropatia 6ptica y neuritis dptica; y la cornea dando
lugar a distrofia reticular. En un aspecto adicional el anticuerpo monoclonal humanizado usado en tales métodos es
el C2 humanizado o una parte funcional del mismo como se describe en esta memoria. En particular, el anticuerpo
monoclonal humanizado se produce a partir de un anticuerpo de ratéon ACI-01-Ab7C2, depositado el 1 de Diciembre,
2.005, con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig,
Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, con el n° de acceso DSM ACC2750.

Definiciones

” o«

Los términos “polipéptido”, “péptido”, y “proteina”, como se usan en esta memoria, son intercambiables y se define
que significa una biomolécula compuesta de aminoacidos unidos por un enlace polipeptidico.

Los términos “uno/a”, y “el/la/los/las” como se usan en esta memoria se define que significan “uno/a o mas” e
incluyen el plural a no ser que en el contexto sea inapropiado.

El lenguaje “enfermedades y trastornos que son causados por o asociados con proteinas tipo amiloide” incluye, pero
no se limita a, enfermedades y trastornos causados por la presencia o actividad de proteinas tipo amiloide en estado
monomérico, fibrilla o polimérico, o cualquier combinacion de las tres. Tales enfermedades y trastornos incluyen,
pero no se limitan a, amiloidosis, tumores endocrinos, y otras enfermedades, que incluyen enfermedades oculares
asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con
anomalias/cambios patoldgicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por
ejemplo, degradacién neuronal. Dichas anomalias patologicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del
ojo, como el cortex visual que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el nervio 6ptico dando
lugar al glaucoma; el cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo dando lugar
a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo,
degeneracion macular asociada con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio éptico, neuropatia
optica y neuritis Optica; y la cornea dando lugar a distrofia reticular.

La frase “enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patoldgicos en los tejidos del sistema visual,
particularmente asociadas con anomalias/cambios patoldgicos relacionadas con el beta-amiloide en los tejidos del
sistema visual, como, por ejemplo, degradacién neuronal” se refiere a anomalias patoldgicas asociadas con funcién
o deposicion aberrante de pB-amiloide que da lugar a degeneracion neuronal, que puede ocurrir, por ejemplo, en
diferentes tejidos del ojo, como el cértex visual que conduce a deficiencias visuales corticales; la camara anterior y el
nervio 6ptico dando lugar al glaucoma; el cristalino dando lugar a catarata debida a la deposicion de beta-amiloide;
el vitreo dando lugar a amiloidosis ocular; la retina dando lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion
macular, por ejemplo, degeneracion macular asociada con la edad; el nervio 6ptico dando lugar a drusas del nervio
optico, neuropatia optica y neuritis 6ptica; y la cornea dando lugar a distrofia reticular.

El término “amiloidosis” se refiere a un grupo de enfermedades y trastornos asociados con formacion de placa
amiloide que incluyen, pero no se limitan a, amiloidosis secundaria y amiloidosis asociada con la edad como
enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, trastornos neurolégicos como Enfermedad de Alzheimer (AD),
incluyendo enfermedades o afecciones que se caracterizan por una pérdida de capacidad de memoria cognitiva
como, por ejemplo, deterioro cognitivo leve (MCI), demencia con cuerpos de Lewy (LBD), sindrome de Down,
hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés), el complejo parkinsonismo-demencia de Guam,; asi
como otras enfermedades que estan basadas o asociadas con proteinas tipo amiloide como paralisis supranuclear
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progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia asociada con
el VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), miositis por cuerpos de inclusion (IBM), Diabetes de Inicio en Adultos, y
amiloidosis cardiaca senil; y otras enfermedades, que incluyen enfermedades oculares asociadas con
anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociados con anomalias/cambios
patolégicos relacionados con beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion
neuronal. Dichas anomalias patoldgicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como la corteza
visual que da lugar a deficiencia visual cortical; la camara anterior y el nervio éptico que dan lugar al glaucoma; el
cristalino que da lugar a catarata debido a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo que da lugar a la amiloidosis
ocular; la retina que da lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo degeneracion
macular asociada con la edad; el nervio dptico que da lugar a drusas del nervio dptico, neuropatia 6ptica y neuritis
optica; y la cornea que da lugar a distrofia reticular.

Los términos “detectar” o “detectado” como se usa en esta memoria significan usar técnicas conocidas en la técnica
para la deteccion de moléculas biolégicas como métodos inmunoquimicos o histolégicos y se refieren a determinar
cualitativa y cuantitativamente la presencia o concentracion de la biomolécula a investigar.

La frase “amiloide soluble polimérico” se refiere a mondmeros agregados muiltiples de péptidos de amiloide, o de
péptidos tipo amiloide, o de péptidos de amiloide modificados o truncados o de otros derivados de péptidos de
amiloide que forman estructuras oligoméricas o poliméricas que son solubles en el cuerpo de mamifero o humano
mas particularmente en el cerebro, pero particularmente monémeros agregados multiples de amiloide  (AB) o de
péptidos de amiloide B (AB) modificados o truncados o de derivados de los mismos, que son solubles en el cuerpo
de mamifero o de humano mas particularmente en el cerebro.

El término “Amiloide B, AB o B-amiloide” es un término reconocido en la técnica y se refiere a proteinas y péptidos
amiloide B, proteina precursora amiloide B (APP), asi como modificaciones, fragmentos y cualquier equivalente de
las mismas. En particular, por amiloide § como se usa en esta memoria se entiende cualquier fragmento producido
por ruptura proteolitica de APP pero especialmente aquellos fragmentos que estan implicados o asociados con las
patologias amiloides que incluyen, pero no se limitan a, AB1-3s, AB1-39, AB1-40, AB1-41, AB1-42 Y APB1.43.

La estructura y secuencias de los péptidos de amiloide § como anteriormente se mencionan son bien conocidos por
aquellos expertos en la técnica y se describen métodos de produccion de dichos péptidos o de extraccion a partir de
cerebro y otros tejidos, por ejemplo, en Glenner y Wong, Biochem Biophys Res Comm 129, 885-890 (1984).
Ademas, los péptidos amiloide  también estan comercialmente disponibles en varias formas.

Por “aislado” se entiende una molécula biolégica libre de al menos algunos de los componentes con los cuales se
presenta de forma natural.

Los términos “anticuerpo” o “anticuerpos” como se usan en esta memoria son términos conocidos en la técnica y se
entiende que se refieren a moléculas o fragmentos activos que se unen a antigenos conocidos, particularmente a
moléculas de inmunoglobulina y a porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglogulina, esto es,
moléculas que contienen un sitio de unién que se une especificamente a un antigeno. Una inmunoglobulina es una
proteina que comprende uno o mas polipéptidos codificados sustancialmente por los genes de las regiones
constantes inmunoglobulina kappa y lambda, alfa, gamma, delta, épsilon y mu, asi como de gran nimero de genes
de las regiones variables de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican ya sea como kappa o lambda. Las
cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta, o épsilon, que a su vez definen las clases de
inmunoglobulinas, 1gG. IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. También se conocen subclases de las cadenas
pesadas. Por ejemplo, las cadenas pesadas de IgG en humano pueden ser de cualquiera de las subclases IgG1,
IgG2, IgG3 e IgG4. La inmunoglobulina segun la invencion puede ser de cualquier clase (IgG, IgM, IgD, IgE, IgA e
IgY) o subclase (IgG1, 19G2, 1IgG3, 1IgG4, IgA1 e IgA2) de molécula de inmunoglobulina.

Como se usa en esta memoria, la expresion “se une especificamente” en referencia al anticuerpo quiere decir que el
anticuerpo se une a su antigeno objetivo con mayor afinidad que lo hace a un(os) antigeno(s) estructuralmente
diferente(s).

Una tipica unidad estructural de inmunoglobulina se sabe que comprende un tetramero. Cada tetramero esta
compuesto de dos parejas idénticas de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena “ligera”
(aproximadamente de 25 kDa) y una “pesada” (aproximadamente de 50-70 kDa). El extremo N-terminal de cada
cadena define una regién variable de aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos principalmente responsables
del reconocimiento del antigeno. Los términos cadena ligera variable (V.) y cadena pesada variable (Vu) se refiere a
estas cadenas ligera y pesada respectivamente.

Los anticuerpos existen como anticuerpos intactos de longitud completa o como un nuimero de fragmentos bien
caracterizados producidos por digestion con varias peptidasas o productos quimicos. Asi, por ejemplo, la pepsina
digiere un anticuerpo por debajo de los puentes disulfuro en la region bisagra para producir F(ab’)2, un dimero de
Fab que en si mismo es una cadena ligera unida a Vy-CH+1 por un enlace disulfuro. El F(ab’), se puede reducir en
condiciones suaves para romper la unién disulfuro en la region bisagra convirtiendo de ese modo el dimero F(ab’),
en un monoémero Fab’. El mondmero Fab’ es esencialmente un fragmento Fab con parte de la regién bisagra (véase,
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Fundamental Immunology, W. E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993), para una descripcion mas detallada de otros
fragmentos de anticuerpo). A pesar de que varios fragmentos de anticuerpo se definen en términos de digestion de
un anticuerpo intacto, un experto apreciara que cualquiera de una variedad de fragmentos de anticuerpo se puede
sintetizar de novo ya sea quimicamente o utilizando metodologias de DNA recombinante.

Se pretende que los anticuerpos dentro del alcance de la presente invencion incluyan anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales, anticuerpos quiméricos, de cadena Unica, biespecificos, simianizados, humanos y
humanizados asi como fragmentos activos de los mismos. Ejemplos de fragmentos activos de moléculas que se
unen a antigenos conocidos incluyen cadenas separadas ligeras y pesadas, fragmentos Fab, Fab/c, Fv, Fab’, y
F(ab’)2, que incluyen los productos de una biblioteca de expresion de inmunoglobulina Fab y fragmentos de unién a
epitopo de cualquiera de los anticuerpos y fragmentos mencionados anteriormente.

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

Los anticuerpos producidos de forma recombinante pueden ser anticuerpos convencionales de longitud completa,
fragmentos de anticuerpo activos como anticuerpos Fv o de cadena uUnica Fv (scFv), de dominio suprimido, y
similares. Un anticuerpo Fv tiene aproximadamente 50 kDa de tamafio y comprende las regiones variables de la
cadena ligera y pesada. Un polipéptido de cadena unica Fv (“scFv”) es un dimero unido covalentemente VH::VL que
se puede expresar a partir de un acido nucleico que incluye secuencias que codifican VH- y VL- ya sea directamente
unidas o unidas por un conector codificado por péptido. Véase Huston, et al. (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85:
5879-5883. Un numero de estructuras para convertir las cadenas polipeptidicas ligera y pesada agregadas de
manera natural, pero quimicamente separadas de una regién V de anticuerpo a una molécula scFv que se plegara
en una estructura triimensional substancialmente similar a la estructura de un sitio de unién a antigeno. Véase, p. €j.
Patentes de E.E.U.U. Nos. 5.091.513, 5.132.405 y 4.956.778.

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

Se puede determinar la identidad de los residuos de aminoacidos que componen el sitio de combinacién en un
anticuerpo particular usando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se pueden identificar las CDRs de
anticuerpo como las regiones hipervariables definidas originalmente por Kabat et al. (véase, “Sequences of Proteins
of Immunological Interest’, E. Kabat et al., US. Department of Health and Human Services; Johnson, G y Wu, TT
(2001) Kabat Database and its applications: future directions. Nucleic Acids Research, 29: 205-206;
http://immuno.bme.nwa.edu). Se pueden también identificar las posiciones de las CDRs como las estructuras de
bucle estructural descritas originalmente por Chothia y otros, (véase Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196, 901 (1987),
Chothia et al., Nature 342, 877 (1989), y Tramontano et al., J. Mol. Biol. 215, 175 (1990)). Otros métodos incluyen la
“definicion AbM” que es un compromiso entre Kabat y Chothia y se obtine usando programas de modelado de
anticuerpo AbM de Oxford Molecular (ahora Accelerys) o la “definicion de contacto” de CDRs por Macallum et al.,
(“Antibody-antigen interactions: contact analysis and binding site topography”, J. Mol. Biol. 1996 Oct 11; 262(5): 732-
45). El siguiente cuadro identifica CDRs en base a varias definiciones conocidas.

Bucle Kabat AbM Chothia Contacto
---- L1 L24 -- L34 L24 -- L34 L24 -- L34 L30 -- L36
L2 L50 -- L56 L50 -- L56 L50 -- L56 L46 -- L55
L3 L89 -- L97 L89 -- L97 L89 -- L97 L89 -- L96
H1 (Numeracion Kabat) H31 -- H35B H26 -- H35B H26 -- H32..34 H30 -- H35B
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Bucle Kabat AbM Chothia Contacto
H1 (Numeracién Chothia) H31 -- H35 H26 -- H35 H26 -- H32 H30 -- H35
H2 H50 -- H65 H50 -- H58 H52 -- H56 H47 -- H58
H3 H95 -- H102 H95 -- H102 H95 -- H102 H93 -- H101

Directrices generales mediante las cuales uno puede identificar las CDRs en un anticuerpo a partir solamente de la
secuencia como sigue:

LCDR1:
Comienzo - Aproximadamente residuo 24.
Residuo anterior es siempre una Cys.

Residuo posterior es siempre un Trp. Tipicamente el TRP esta seguido por TYR-GLN, pero también puede estar
seguido por LEU-GLN, PHE-GLN, o TYR-LEU.

La longitud es de 10 a 17 residuos.

LCDR2:

Comienzo - 16 residuos después del final de L1.

La secuencia anterior es generalmente ILE-TYR, pero también puede ser VAL-TYR, ILE-LYS, o ILE-PHE.
La longitud es generalmente de 7 residuos.

LCDR3:

Comienzo — generalmente 33 residuos después del final de L2.
Residuo anterior es una Cys.

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

La longitud es de 7 a 11 residuos.

HCDR1:

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

La secuencia anterior es CYS-X-X-X.
Residuo posterior es un TRP, seguido tipicamente por VAL, pero también seguido por ILE, o ALA.

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

HCDR2:
Comienza 15 residuos después del final de CDR-H1 de la definiciéon Kabat/AbM.

La secuencia anterior es tipicamente LEU-GLU-TRP-ILE-GLY (SEQ ID NO. 1), pero son posibles un nimero de
variaciones.

La secuencia posterior es LYS/ARG-LEU/ILE/VAL/PHE/THR/ALA-THR/SER/ILE/ALA.
La longitud es de 16 a 19 residuos en la definicion Kabat (la definicion AbM termina 7 residuos antes).
HCDRS:

Comienza -33 residuos después del final de CDR-H2 (dos residuos después de una CYS).
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La secuencia anterior es CYS-X-X (tipicamente CYS-ALA-ARG).
La secuencia posterior es TRP-GLY-X-GLY.
La longitud es de 3 a 25 residuos.

La identidad de los residuos de aminoacidos en un anticuerpo particular que estan fuera de las CDRs, pero, no
obstante, forman parte del sitio de combinacién teniendo una cadena lateral que es parte del revestimiento del sitio
de combinacioén (esto es, esta disponible para la unién a través del sitio de combinacién), se puede determinar
usando métodos bien conocidos en la técnica como modelaje molecular y cristalografia por rayos X. Véase p. €j.,
Riechmann et al., (1988) Nature, 332: 323-327.

Los anticuerpos quiméricos son aquellos en los que una o mas regiones del anticuerpo son de una especie de
individuo y una o mas regiones del anticuerpo son de una especie diferente de individuos. Un anticuerpo quimérico
preferido es uno que incluye regiones de una inmunoglobulina de primate. Un anticuerpo quimérico para uso clinico
humano generalmente se entiende que tiene regiones variables de un individuo no humano, p. €j. un roedor, con las
regiones constantes de un humano. Por el contrario, un anticuerpo humanizado usa CDRs del anticuerpo no
humano con la mayoria de ellas de regiones estructurales variables de y todas las regiones constantes de una
inmunoglobulina humana. Un anticuerpo quimérico humano se entiende generalmente que tiene las regiones
variables de un roedor. Un anticuerpo quimérico humano tipico tiene regiones constantes de cadena pesada
humanas y regiones constantes de cadena ligera humanas con las regiones variables tanto de la pesada y de la
ligera que provienen de un anticuerpo de roedor. Un anticuerpo quimérico puede incluir algunos cambios en la
secuencia de aminoacidos nativa de las regiones constantes humanas y en la secuencia de la regién variable de
roedor nativa. Los anticuerpos quiméricos y humanizados se pueden preparar por métodos bien conocidos en la
técnica que incluyen enfoques de insercion de CDRs (véase, p. €j., Patentes de E.E.U.U. Nos. 5.843.708; 6.180.370;
5.693.762; 5.585.089; 5.530.101), estrategias de estructuracién de cadena (véase p. €j., Patente de E.E.U.U. No.
5.565.332; Rader et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1998) 95:8910-8915), estrategias de modelado molecular
(Patente de EE.UU. No. 5.639.641), y similares.

Un “anticuerpo humanizado” como se usa en esta memoria en el caso de un anticuerpo de doble cadena es uno
donde una cadena al menos esta humanizada. Una cadena de anticuerpo humanizado tiene una regién variable
donde una o mas de las regiones estructurales son humanas. Un anticuerpo humanizado que tiene una Unica
cadena es uno donde la cadena tiene una regién variable donde una o mas regiones estructurales son humanas.
Las porciones no humanas de la region variable de la cadena del anticuerpo humanizado o fragmento del mismo se
deriva de una fuente no humana, particularmente un anticuerpo no humano, tipicamente de origen de roedor. La
contribucién no humana al anticuerpo humanizado se proporciona tipicamente en forma al menos de una region
CDR que esta entremezclada entre regiones estructurales derivadas de una (o mas) inmunoglobulina(s) humana(s).
Ademas, se pueden alterar los residuos de apoyo estructurales para preservar la afinidad de union.

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

Son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica los métodos para obtener “anticuerpos humanizados”.
(véase, p. €j., Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 10029-10032 (1989), Hodgson et al., Bio/Technology, 9:
421 (1991)).

Un “anticuerpo humanizado” también se puede obtener mediante un nuevo abordaje de ingenieria genética que
facilita la produccion de anticuerpos policlonales de tipo humano desarrollados por afinidad en sujetos mayores
como, por ejemplo, conejos y ratones. Véase, p. €j. Patente de E.E.U.U. No. 6.632.976.

La expresion “region constante” (CR) como se usa en esta memoria se refiere a genes de regiones constantes de la
inmunoglobulina. Los genes de regiones constantes codifican la porcion de la molécula de anticuerpo que confiere
funciones efectoras. Para anticuerpos humanos quiméricos y anticuerpos humanizados, normalmente no humanos
(p- €j., murinos), las regiones constantes se sustituyen por regiones constantes humanas. Las regiones constantes
de los anticuerpos quiméricos o humanizados del sujeto se derivan normalmente de inmunoglobulinas humanas. Se
puede seleccionar la region constante de la cadena pesada a partir de cualquiera de los cinco isotipos: alfa, delta,
épsilon, gamma o mu. Adicionalmente, las cadenas pesadas de varias subclases (como la subclases IgG de
cadenas pesadas) son responsables de distintas funciones efectoras y de este modo, eligiendo la regién constante
deseada de la cadena pesada, se pueden producir anticuerpos con funciones efectoras deseadas. Las regiones
constantes que se pueden usar dentro del alcance de esta invencion son gamma 1 (IgG1), particularmente una
region Fc del isotipo gamma 1 (IgG1), gamma 3 (IgG3) y especialmente gamma 4 (IgG4). La region constante de la
cadena ligera puede ser de tipo kappa o lambda, preferiblemente del tipo kappa. En una realizacion la region
constante de la cadena ligera es la cadena constante kappa humana (Heiter et al. (1980) Cell 22: 197-207) y la
cadena constante de la cadena pesada es la cadena constante IgG4 humana.

La expresion “anticuerpo monoclonal” se reconoce también en la técnica y se refiere a un anticuerpo que es el
producto de una célula clonada uUnica productora de anticuerpo. Los anticuerpos monoclonales se producen
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normalmente por fusién de una célula B productora de anticuerpo, generalmente de vida corta, con una célula de
crecimiento rapido, como una célula cancerosa (algunas veces referida como célula “inmortal”). El hibrido celular
resultante, o hibridoma, se multiplica rapidamente, creando un clon que produce el anticuerpo.

Para el propésito de la presente invencion, también se entiende que el “anticuerpo monoclonal” comprende
anticuerpos que son producidos por un clon madre que no ha alcanzado aun la monoclonalidad completa.

Se entiende que “anticuerpo funcionalmente equivalente” dentro del alcance de la presente invencion se refiere a un
anticuerpo que comparte sustancialmente al menos una propiedad funcional principal con un anticuerpo mencionado
anteriormente y descrito en esta memoria que comprende: unirse especificamente a la proteina B-amiloide,
particularmente a la proteina AB142, y mas particularmente a la region del epitopo 16-21 de la proteina AB1.42,
reactividad inmunolégica in vitro, inhibicién de la agregacion de los monémeros AB1.42 en fibrillas poliméricas de alto
peso molecular y/o desagregacion de fibrillas poliméricas AB1.42 preformadas y/o propiedad de ruptura de una lamina
B y alivio de los efectos de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la formacion de
placa amiloide que incluye amiloidosis secundaria y amiloidosis asociada con la edad como enfermedades que
incluyen, pero no se limitan a, trastornos neurolégicos como Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia con cuerpos
de Lewy (LBD), sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés); el complejo
parkinsonismo-demencia de Guam; asi como otras enfermedades que estan basadas o asociadas con proteinas tipo
amiloide como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad
de Parkinson, demencia asociada con el VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), Diabetes de Inicio en Adultos;
amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otras enfermedades, que incluyen enfermedades oculares
asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociados con
anomalias/cambios patoldgicos relacionados con beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo,
degradacioén neuronal. Dichas anomalias patolégicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como
la corteza visual que da lugar a deficiencia visual cortical; la camara anterior y el nervio 6ptico que dan lugar al
glaucoma; el cristalino que da lugar a catarata debido a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo que da lugar a la
amiloidosis ocular; la retina que da lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo
degeneracion macular asociada con la edad; el nervio optico que da lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia
optica y neuritis optica; y la cérmea que da lugar a distrofia reticular, cuando se administra profilactica y
terapéuticamente. Los anticuerpos pueden ser de cualquier clase como IgG, IgM, o IgA, etc., o cualquier subclase
como IgG1, 1gG2a, etc. y otras subclases mencionadas en esta memoria anteriormente o conocidas en la técnica,
pero particularmente de la clase IgG4. Adicionalmente, los anticuerpos se pueden producir por cualquier método,
como visualizacion de fagos, o producir en cualquier organismo o linea celular, incluyendo bacteria, insecto,
mamifero u otro tipo de célula o linea celular que produce anticuerpos con caracteristicas deseadas, como
anticuerpos humanizados. Los anticuerpos se pueden también crear por combinacién de una porcién Fab y una
region Fc de distintas especies.

El término “hibridar” como se usa se refiere a condiciones de hibridacién convencional, preferiblemente a
condiciones de hibridacion en las que se usa SSPE 5x, SDS al 1%, solucion de Denhardts 1x como una solucion y/o
las temperaturas de hibridacion estan entre 35°C y 70°C, preferiblemente 65°C. Después de la hibridacion, se lleva a
cabo el lavado preferiblemente primero con SSC 2x, SDS al 1% y posteriormente con SSC 0,2x a temperaturas
entre 35°C y 70°C, preferiblemente a 65°C (con respecto a la definicion de SSPE, SSC vy solucién de Denhardts
véase Sambrook et al., loc. cit.). Particularmente se prefieren condiciones de hibridacion astringentes como por
ejemplo las descritas en Sambrook et al, supra. Particularmente condiciones de hibridacion astringentes preferidas
estan por ejemplo presentes si la hibridacion y el lavado tienen lugar a 65°C como se indica anteriormente. Son
menos preferidas condiciones de hibridacion no astringente, por ejemplo con hibridacion y lavado llevados a cabo a
45°C y a 35°C incluso menos.

La “homologia” entre dos secuencias se determina mediante identidad de secuencia. Si dos secuencias que se van
a comparar una con otra 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 con los residuos de nucledtidos de la
secuencia mas larga. La identidad de secuencia se puede determinar convencionalmente con el uso de programas
informaticos como el programa Bestfit (Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics
Computer Group, University Research Park, 575 Science Drive Madison, WI 53711). Bestfit utiliza el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2 (1981), 482-489, con el fin de encontrar
el segmento que tiene la identidad de secuencia mas alta entre dos secuencias. Cuando se usa Bestfit u otro
programa de alineamiento de secuencia para determinar si una secuencia en particular tiene por ejemplo 95% de
identidad con una secuencia de referencia de la presente invencion, se ajustan los parametros preferiblemente para
que el porcentaje de identidad se calcule sobre toda la longitud de la secuencia de referencia y que se permitan
saltos de homologia de hasta un 5% del numero total de los nucleétidos en la secuencia de referencia. Cuando se
usa Bestfit, los asi llamados parametros opcionales se dejan preferiblemente en sus valores preseleccionados (“por
defecto”). Las desviaciones que aparecen en la comparacion entre una secuencia dada y las secuencias descritas
anteriormente de la invenciéon se pueden originar por ejemplo por adicion, supresion, sustitucion, insercion o
recombinacion. Tal comparacion de secuencia se puede llevar a cabo preferiblemente con el programa “fasta20u66”
(version 2.0u66, Septiembre 1988 por William R. Pearson y la Universidad de Virginia: véase también W.R. Pearson
(1990), Methods in Enzymology 183, 63-98, ejemplos adicionales y http://workbench.sdsc.edu/). Para este propésito,
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se pueden usar los parametros fijados “por defecto”.

El anticuerpo segun la invencién puede ser una inmunoglobulina o anticuerpo, que se entiende que tiene cada uno
de sus sitios de unién idénticos (si es multivalente) o, como alternativa, puede ser un anticuerpo “biespecifico” o
“bifuncional”.

Un “anticuerpo biespecifico” o “bifuncional” es un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de cadenas
pesadalligera diferentes y dos sitios de union diferentes. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante
una variedad de métodos que incluyen fusion de hibridomas o enlazado de fragmentos Fab’. Véase, p. €,
Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321 (1990); Kosteleny et al., J. Immunol. 148, 1547-1553
(1992).

El término “fragmento” se refiere a una parte o porcién de un anticuerpo o cadena de anticuerpo que comprende
menos residuos de aminoacidos que el anticuerpo o cadena de anticuerpo intacto o completo. Los fragmentos se
pueden obtener a través de tratamiento quimico o enzimatico de un anticuerpo o cadena de anticuerpo intacto o
completo. Los fragmentos también se pueden obtener mediante medios recombinantes. Fragmentos ejemplo
incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2, Fabc y/o Fv. El término “fragmento de unién a antigeno” se refiere a un
fragmento polipeptidico de una inmunoglobulina o anticuerpo que se une al antigeno o compite con el anticuerpo
intacto (esto es, con el anticuerpo intacto del que se derivan) por la union del antigeno (esto es, union especifica).

Los fragmentos de union se producen por técnicas de DNA recombinante, o por ruptura enzimatica o quimica de
inmunoglobulinas intactas. Los fragmentos de unién incluyen Fab, Fab’, F(ab’);, Fabc, cadenas individuales, y
anticuerpos de cadena Unica.

El término “Fragmento” también se refiere a un péptido o polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
de al menos 5 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 10 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 15
residuos de aminoacidos contiguos, al menos 20 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 25 residuos de
aminoacidos contiguos, al menos 40 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 50 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 60 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 70 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 80 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 90 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 100
residuos de aminoacidos contiguos, al menos 125 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 150 residuos de
aminoacidos contiguos, al menos 175 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 200 residuos de aminoacidos
contiguos, o al menos 250 residuos de aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos de otro polipéptido.
En una realizacion especifica, un fragmento de un polipéptido conserva al menos una funcion del polipéptido.

El término “antigeno” se refiere a una entidad o fragmento del mismo que puede unirse al anticuerpo. Un
inmunogeno se refiere a un antigeno que puede provocar una respuesta inmune en un organismo, particularmente
un sujeto, mas particularmente un mamifero que incluye un humano. El término antigeno incluye regiones conocidas
como determinantes antigénicos o epitopos que se refieren a una porcion del antigeno (que estan en contacto o que
juegan un papel significativo en apoyar un residuo de contacto en el antigeno responsable de la antigenicidad o
determinantes antigénicos).

Como se usa en esta memoria, el término “soluble” significa disuelto parcialmente o completamente en una solucion
acuosa.

Como se usa también en esta memoria, el término “inmunogénico” se refiere a sustancias que provocan la
produccion de anticuerpos, células T y otras células inmunoreactivas contra el antigeno del inmundégeno.

Una respuesta inmune ocurre cuando un individuo produce suficientes anticuerpos, células T y otras células
inmunoreactivas contra composiciones inmunogénicas administradas de la presente invencion para moderar o aliviar
el trastorno a tratar.

El término “inmunogenicidad” como se usa en esta memoria se refiere a una medida de la capacidad de un antigeno
de provocar una respuesta inmune (humoral o celular) cuando se administra a un receptor. La presente invencion se
ocupa de los enfoques que reducen la inmunogenicidad de los anticuerpos quiméricos o humanizados humanos del
sujeto.

La expresion “Anticuerpo humanizado de inmunogenicidad reducida” se refiere a un anticuerpo humanizado que
exhibe inmunogenicidad reducida en relacién con el anticuerpo parental, p. €j., el anticuerpo murino.

Anticuerpo humanizado que conserva sustancialmente las propiedades de unién del anticuerpo parental se refiere a
un anticuerpo humanizado que conserva la capacidad de unirse especificamente al antigeno reconocido por el
anticuerpo parental usado para producir tal anticuerpo humanizado. Preferiblemente el anticuerpo humanizado
exhibira la misma o sustancialmente la misma afinidad y avidez de unién al antigeno que el anticuerpo parental.
Idealmente, la afinidad del anticuerpo no sera menos que el 10% de la afinidad del anticuerpo parental, mas
preferiblemente no menos que aproximadamente 30%, y lo mas preferiblemente la afinidad no sera menos que el
50% del anticuerpo parental. Son bien conocidos en la técnica métodos para ensayar la afinidad de unién al
antigeno e incluyen ensayos de maxima union media, ensayos de competicion, y analisis de Scatchard. Se
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describen en esta solicitud ensayos de unién a antigeno adecuados.

Una “mutacion trasera” es una mutacion introducida en una secuencia de nucleétidos que codifica un anticuerpo
humanizado, la mutacién da lugar a un aminoacido correspondiente a un aminoacido en el anticuerpo parental (p.
€j., anticuerpo donante, por ejemplo, un anticuerpo murino). Se pueden mantener ciertos residuos estructurales del
anticuerpo parental durante la humanizacién de los anticuerpos de la invencién con el fin de retener sustancialmente
las propiedades de unidon del anticuerpo parental, mientras al mismo tiempo se minimiza el potencial de
inmunogenicidad del anticuerpo resultante. En una realizacion de la invencion, el anticuerpo parental es de origen de
ratéon. Por ejemplo, la mutacion trasera cambia un residuo estructural humano a un residuo murino parental.
Ejemplos de residuos estructurales que se pueden mutar de forma trasera incluyen, pero no se limitan a, residuos
canonicos, residuos de empaquetamiento en la interfaz, residuos parentales inusuales que estan cerca del sitio de
union, residuos en la “Zona Vernier” (que forma una plataforma sobre la que descansan las CDRs) (Foote & Winter,
1992, J. Mol. Biol. 224, 487-499), y aquellos cerca de la CDR H3.

Como se usa en esta memoria, la expresion “cambio conservativo” se refiere a alteraciones que son sustancialmente
conformacionales o antigénicamente neutras, 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, comparados con la proteina nativa. Cuando se refiere a los anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos, un cambio conservativo significa una sustitucion de aminoacido que no deja el anticuerpo incapaz de
unirse al receptor sujeto. Aquellos normalmente expertos en la técnica seran capaces de predecir que sustituciones
de aminoacidos se pueden hacer mientras se mantiene una alta probabilidad de ser conformacional y
antigénicamente neutras. Se proporciona esta guia, por ejemplo en Berzofsky, (1985) Science 229: 932-940 y Bowie
et al (1990) Science 247: 1306-1310. Factores a considerar que afectan la probabilidad de mantener la neutralidad
conformacional y antigénica incluyen, pero no se limitan a: (a) la sustitucion de aminoacidos hidrofébicos es menos
probable que afecten a la antigenicidad porque los residuos hidrofébicos tienen mas probabilidades de estar
localizados en el interior de la proteina, (b) la sustituciéon de aminoacidos fisicoquimicante similares, es menos
probable que afecte a la conformacion porque el aminoacido sustituido imita estructuralmente al aminoacido nativo; y
(c) la alteracion de secuencias evolutivamente conservadas puede tener importancia funcional. Un experto en la
técnica sera capaz de evaluar alteraciones en la conformacion de la proteina usando ensayos bien conocidos, como,
pero no limitados a, métodos de fijacion de micro-complemento (Wasserman et al (1961) J. Immunol. 87: 290-295;
Levine et al. (1967) Meth. Enzymol. 11: 928-936) y a través de estudios de unidon que usan anticuerpos
monoclonales dependientes de conformacion (Lewis et al. (1983) Biochem. 22: 948-954).

Ademas, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de anticuerpo que, cuando se
administra a un humano o sujeto, que es suficiente para dar lugar a un efecto terapéutico en dicho humano o sujeto.
La cantidad eficaz se determina facilmente por un experto en la técnica siguiendo procedimientos rutinarios.

Como se usa en esta memoria, los términos “tratar”, “prevenir’, “previniendo” y “prevencion” se refieren a la
prevencion de la recurrencia o establecimiento de uno o mas sintomas de un trastorno en un sujeto a consecuencia
de la administracion de un agente profilactico o terapéutico.

Construccién de anticuerpos humanizados.

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

La presente invencion proporciona nuevos métodos y composiciones que comprenden anticuerpos altamente
especificos y altamente eficaces que tienen la capacidad de reconocer y unirse especificamente a epitopos
especificos de una gama de antigenos B-amiloide. Los anticuerpos permitidos por la ensefianza de la presente
invencion son particularmente Utiles para el tratamiento de la amiloidosis, un grupo de enfermedades y trastornos
asociados con la formacion de placa amiloide que incluye amiloidosis secundaria y amiloidosis asociada con la edad
que incluyen, pero no se limitan a, trastornos neurolégicos como Enfermedad de Alzheimer (AD), demencia con
cuerpos de Lewy (LBD), sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés); el
complejo parkinsonismo-demencia de Guam; asi como otras enfermedades que estan basadas o asociadas con
proteinas tipo amiloide como paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de Creutzfeld Jacob,
enfermedad de Parkinson, demencia asociada con el VIH, ALS (esclerosis lateral amiotrofica), Diabetes de Inicio en
Adultos; amiloidosis cardiaca senil; tumores endocrinos, y otras enfermedades, que incluyen enfermedades oculares
asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con
anomalias/cambios patoldgicos relacionados con beta-amiloide en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo,
degradacioén neuronal. Dichas anomalias patoldgicas pueden ocurrir, por ejemplo, en diferentes tejidos del ojo, como
la corteza visual que da lugar a deficiencia visual cortical; la camara anterior y el nervio 6ptico que dan lugar al
glaucoma; el cristalino que da lugar a catarata debido a la deposicion de beta-amiloide; el vitreo que da lugar a la
amiloidosis ocular; la retina que da lugar a degeneracion retiniana primaria y degeneracion macular, por ejemplo
degeneracion macular asociada con la edad; el nervio optico que da lugar a drusas del nervio 6ptico, neuropatia
optica y neuritis 6ptica; y la cornea que da lugar a distrofia reticular.
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Se puede crear una regién variable totalmente humanizada o remodelada dentro del alcance de la invencion
disefiando primero una secuencia de aminoacidos de la regién variable que contiene particularmente CDRs
derivadas de roedor, no humano, pero especialmente CDRs derivadas del anticuerpo murino ACI-01-Ab7C2
(llamado “mC2” a través de la solicitud y depositado el 01 de diciembre de 2.005 con la Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig,
en virtud de las disposiciones del Tratado de Budapest y se le dio el n° de acceso DSM ACC2750) incorporada en
secuencias estructurales derivadas de humano. Particularmente las CDRs derivadas de roedor no humanos, que se
pueden obtener a partir del anticuerpo, proporcionan la especificidad deseada. Por consiguiente, estos residuos
tienen que ser incluidos en el disefio de la region variable remodelada esencialmente sin cambios. Asi cualquiera de
las modificaciones estan restringidas a un minimo y controlados de cerca los cambios en la especifidad y afinidad
del anticuerpo. Por otra parte, en teoria los residuos estructurales se pueden derivar de cualquier region variable
humana.

Con el fin de crear un anticuerpo remodelado que presenta una afinidad aceptable o incluso mejorada, se deben
elegir unas secuencias estructurales humanas, que son igualmente adecuadas para crear una region variable
remodelada y para retener la afinidad del anticuerpo.

Con el fin de lograr este objetivo, se desarrollé la estrategia que mejor se ajustaba. Como se sabe que las
secuencias estructurales sirven para mantener las CDRs en su correcta orientacién espacial para la interaccién con
el antigeno, y que los residuos estructurales a veces incluso pueden participar en la unién al antigeno, esta
estrategia tiene por objeto minimizar los cambios que pueden afectar negativamente a la estructura tridimensional
del anticuerpo derivando la secuencia estructural humana usada para remodelar el anticuerpo a partir de la region
variable humana que es mas homadloga o similar a la region variable no humana, particularmente la region variable
derivada de roedor. Esto también maximizara la probabilidad de que se retenga la afinidad en el anticuerpo
remodelado.

En su nivel mas simple, la estrategia de “mejor ajuste” consiste en comparar la regién V del roedor donante con
todas las secuencias de aminoacidos conocidas de la regiéon V humana y seleccionar después la mas homaéloga
para proporcionar las regiones estructurales aceptoras para los ejercicios de humanizacion. En realidad hay otros
varios factores que se deben considerar, y que pueden influenciar la seleccion final de regiones estructurales
aceptoras. Pueden usarse predicciones de modelado molecular en este aspecto antes de cualquier trabajo
experimental en un intento de maximizar la afinidad del anticuerpo remodelado resultante. Esencialmente, el objetivo
del modelado es predecir qué residuos clave (si los hay) de la estructura humana mas homdloga deben dejarse
como en el roedor para obtener la mejor afinidad en el anticuerpo remodelado.

En una realizacién, las CDRs se pueden obtener a partir de anticuerpo monoclonal de ratén, particularmente del
anticuerpo monoclonal de raton ACI-01-Ab7C2 (lamado “mC2” a lo largo de la solicitud) descrito en la solicitud
pendiente EP 05 02 7092.5 presentada el 12.12.2005.

Las células de hibridoma FP-12H3-C2, que producen anticuerpo monoclonal de ratén ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2”
y hC2 para el anticuerpo C2 humanizado, a lo largo de la solicitud) se depositaron el 01 de Diciembre de 2005 en la
solicitud co-pendiente n°® EP05027092.5 con el Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuturen GmbH
(DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Braunsehweig, en virtud de las disposiciones del Tratado
de Budapest y se le dio el n° de acceso DSM ACC2750.

Se puede crear el anticuerpo de ratdn contra un constructo antigénico supramolecular que comprende un péptido
antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido B-amiloide, particularmente del péptido B-
amiloide AB1.15, AB1-16 Y AB1-16(a14), Modificado con una fracciéon hidrofébica como, por ejemplo, acido palmitico o
fraccion hidrofilica como, por ejemplo, polietilénglicol (PEG) o una combinacién de ambas, en donde la fraccion
hidrofébica e hidrofilica, respectivamente, esta unida covalentemente a cada uno de los terminales del péptido
antigénico a través al menos uno, particularmente uno o dos aminoacidos como, por ejemplo, lisina, acido glutamico
y cisteina o cualquier otro aminoacido adecuado o analogo de aminoacido capaz de servir como un medio de
conexion para acoplar la fraccion hidrofébica e hidrofilica a los fragmentos peptidicos. Cuando se usa un PEG como
la fraccion hidrofilica, el terminal de PEG libre se une covalentemente a fosfatidiletanolamina o cualquier otro
compuesto adecuado para funcionar como el elemento de anclaje, por ejemplo, para integrar el constructo
antigénico en la bicapa de un liposoma.

En particular, un anticuerpo de ratén se puede crear contra un constructo antigénico supramolecular que comprende
un péptido antigénico que corresponde a la secuencia de aminoacidos del péptido B-amiloide AB1.16 modificado con
una fraccion hidrofilica como, por ejemplo, polietilénglicol (PEG). La fraccion hidrofilica esta unida covalentemente a
cada uno de los terminales del péptido antigénico a través de al menos uno, particularmente uno o dos aminoacidos
como, por ejemplo, lisina, acido glutamico y cisteina o cualquier otro aminoacido adecuado o analogo de aminoacido
capaz de servir como un medio de conexion para acoplar la fraccion hidrofébica e hidrofilica a los fragmentos
peptidicos. Cuando se usa un PEG como la fraccion hidrofilica, el terminal de PEG libre se une covalentemente a
fosfatidiletanolamina o cualquier otro compuesto adecuado para funcionar como el elemento de anclaje, por ejemplo,
para integrar el constructo antigénico en la bicapa de un liposoma.
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En una realizacién, se proporciona un anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo, o un anticuerpo humanizado
o un fragmento del mismo que comprende en la regién variable al menos una CDR de origen no humano incluido en
una o mas regiones estructurales derivadas de humano o de primate y combinadas con una region constante
derivada de un anticuerpo fuente humano o de primate, cuyo anticuerpo quimérico o un fragmento del mismo es
capaz de reconocer y unirse especificamente al péptido monomeérico de pB-amiloide.

Las CDRs contienen los residuos mas susceptibles de unirse al antigeno y deben mantenerse en el anticuerpo
modelado. Las CDRs se definen por secuencia segun Kabat et al., Sequence of Proteins of Immunological Interest,
5th Edition, The United States Department of Health and Human Services, The United States Government Printing
Office, 1991. Las CDRs encajan en clases canodnicas (Chothia et al., 1989 Nature, 342, 877-883) donde los residuos
clave determinan en gran medida la conformacion estructural del bucle CDR. Estos residuos se conservan casi
siempre en el anticuerpo modelado.

En el proceso de preparacion de un anticuerpo humanizado segun la invencion, las secuencias de aminoacidos de
las regiones variables de la cadena pesada y de la cadena ligera de C2 (V4 y Vk) se comparan con las secuencias
Vh 'y Vk de anticuerpo de roedor en las bases de datos del NCBI y Kabat.

El gen de la linea germinal de ratén que se parece mas a Vkx de C2 es bbl, Locus MMU231201, (Schable, et al,
1999). Una comparacion revela que difieren dos aminoacidos de esta secuencia de linea germinal, ambos
localizados dentro de CDRL1. Se pueden encontrar anticuerpos murinos maduros con similares, pero no idénticas,
secuencias. Varios tienen una CDRL2 idéntica y una CDRL3 idéntica, pero las CDRL1 de C2 parecen ser Unicas. La
comparacion con secuencias Vk de linea germinal humana muestra que los genes del subgrupo Vkll son los que
mas se parecen a Vk de C2 (Cox et al, 1994). Asi Vk de C2 se puede asignar a la secuencia Kabat del subgrupo
MuVklL.

Se pueden seleccionar DPK15 junto con la region J humana HuJk1 para proporcionar las secuencias estructurales
aceptoras para el Vk humanizado.

Se han definido los residuos en la interfase entre las cadenas variables ligera y pesada (Chothia et al, 1985 J. Mol.
Biol., 186, 651-663). Estos se mantienen normalmente en el anticuerpo remodelado. La Phe en la posicion 87 de la
Vk de C2 de raton es inusual en la interfase, donde es mas comun una Tyr en el subgrupo Vkll, indicando que este
residuo estructural puede ser importante para la actividad del anticuerpo. La Tyr 87 esta presente en el C2VK de
linea germinal humana y humanizado.

Asi, las secuencias Vk humanizadas se pueden designar de tal manera que el C2HuVK1 consista en CDRs Vk C2
de ratdén con estructuras de DPK 15 y Jk1 humano. En una realizacién especifica de la invencion, se pueden sustituir
residuos murinos en la regién estructural humana en las posiciones 45, y/o 87. En la region CDR2 que se obtiene de
un anticuerpo monoclonal de raton, particularmente anticuerpo ACI-01-Ab7C2 murino, se pueden hacer
sustituciones de aminoacidos en las posiciones Kabat 50 y/o 53. El residuo 45 puede estar implicado en mantener la
conformacion de las CDRs. El residuo 87 esta localizado en la interfase de los dominios Vi y Vk. Por lo tanto estos
residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de la unién del anticuerpo.

El gen de la linea germinal de ratén que se parece mas a Vy AF de C2 es VH7183, Locus AF120466; (Langdon, et
al, 2000). La comparacién con secuencias Vy de linea germinal humana muestra que los genes del subgrupo Vylli
son los que mas se parecen a Vy de C2. V4 AF de C2 se puede asignar al subgrupo Kabat MuVxllID. Se puede
seleccionar la secuencia DP54 junto con la regidon J humana HuJu6 para proporcionar las secuencias estructurales
aceptoras para el V4 humanizado.

La comparacion muestra que hay nueve diferencias de aminoacidos entre las secuencias VH de C2 y la secuencia
DP54 y Ju6 de la linea germinal de aceptor humano, estando la mayor parte localizadas dentro de CDRH2. Se
encuentran anticuerpos murinos maduros con idénticas o similares CDRH1 (un residuo diferente) o con similares
CDRH2 (un residuo diferente), pero ninguno con las tres CDRs idénticas a V4 AF de C2. La CDRH3 del anticuerpo
C2 es inusualmente corta, consistente en solo tres residuos. Sin embargo, se encuentran otros anticuerpos en la
base de datos con CDRH3 de esta longitud. El residuo 47 de V4 de C2 es Leu mas que el Trp mas comun y el
residuo 94 es Ser mas que la Arg normal, lo que indica que estos residuos estructurales pueden ser importantes
para la actividad del anticuerpo.

Se pueden designar varias secuencias Vy humanizadas. C2HuVH1 consiste en CDRs Vy AF de C2 con estructuras
de DP54 y HuJx6. En una realizacion especifica de la invencion, se pueden sustituir residuos murinos en la region
estructural humana en las posiciones 47 0 94 o ambas. El residuo 47 en la estructura 2 hace contacto tanto con las
CDRs como con el dominio Vk. El residuo 94 puede estar implicado en mantener la conformacién de las CDRs. Por
lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento de la unién del anticuerpo.

Se pueden disefar diferentes regiones HCVR y LCVR que comprenden las CDRs no humanas que se obtienen del
anticuerpo donante, por ejemplo, un anticuerpo murino, incluido dentro de las regiones estructurales nativas o
modificadas derivada de humano o de primate. La modificaciéon puede particularmente referirse a un intercambio de
uno o mas residuos de aminoacidos dentro de la regién estructural por residuos no humanos, particularmente
residuos murinos, encontrados mas comunmente en esta posicion en los subgrupos respectivos o por residuos que
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tienen propiedades similares a los mas comunmente encontrados en esta posicion en los subgrupos respectivos.

La modificacion de la region estructural de las secuencias estructurales sirve para mantener las CDRs en sus
orientaciones espaciales correctas para la interaccion con el antigeno, y esos residuos estructurales algunas veces
pueden incluso participar en la unién con el antigeno. En una realizacion de la invencion se toman medidas para
adaptar ademas las secuencias estructurales humanas seleccionadas para hacerlas mas similares a las secuencias
de las estructuras de roedor con el fin de maximizar la probabilidad de que se retenga la afinidad en el anticuerpo
remodelado.

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

Los residuos encontrados en las posiciones indicadas anteriormente en la region estructural humana pueden ser
intercambiados por residuos murinos encontrados mas comunmente en esta posicion en los respectivos subgrupos.
En particular, el Trp en la posicion Kabat 47 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Region
Variable de la Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se puede reemplazar por una Leu o por residuo
de aminoacido que tiene propiedades similares y la sustitucion del cual da lugar a alteraciones que son
sustancialmente conformacional y antigénicamente neutrales, que producen cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o que producen cambio minimos en los determinantes antigénicos. En
particular, el Trp en la posicion Kabat 47 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Region
Variable de la Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se puede ademas reemplazar por un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en norleucina, lle, Val, Met, Ala, y Phe, particularmente por lle. Se
pueden contemplar sustituciones conservativas alternativas que son conformacional y antigénicamente neutrales.

La Arg en la posicion Kabat 94 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Region Variable de la
Cadena Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se puede reemplazar por Ser o por un residuo de aminoacido
que tiene propiedades similares y la sustitucion de la cual da lugar a alteraciones que son sustancialmente
conformacional y antigénicamente neutrales, que producen cambios minimos en la estructura terciaria de los
polipéptidos mutantes, o que producen cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la Arg en
la posicion Kabat 94 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Region Variable de la Cadena
Pesada como se muestra en SEQ ID NO: 15 se puede reemplazar alternativamente por Thr.

En otra realizacion, se pueden reemplazar ambos residuos en el anticuerpo humanizado.

La GIn en la posicion Kabat 45 en la regién estructural derivada de humano o de primate de la Region Variable de la
Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por Lys o por un residuo de aminoacido
que tiene propiedades similares y la sustitucion de la cual da lugar a alteraciones que son sustancialmente
conformacional y antigénicamente neutrales, que producen cambios minimos en la estructura terciaria de los
polipéptidos mutantes, o que producen cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la Gin en
la posicion Kabat 45 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Region Variable de la Cadena
Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Arg, GIn, y Asn, particularmente por Arg.

La Leu en la posicién Kabat 50 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Regioén Variable de la
Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por Lys o por un residuo de aminoacido
que tiene propiedades similares y la sustitucion de la cual da lugar a alteraciones que son sustancialmente
conformacional y antigénicamente neutrales, que producen cambios minimos en la estructura terciaria de los
polipéptidos mutantes, o que producen cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la Leu en
la posicion Kabat 50 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Region Variable de la Cadena
Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Arg, GIn, y Asn, particularmente por Arg.

La Asn en la posicion Kabat 53 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Regién Variable de la
Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por His y GIn o por un residuo de
aminoacido que tiene propiedades similares y la sustitucion de la cual da lugar a alteraciones que son
sustancialmente conformacional y antigénicamente neutrales, que producen cambios minimos en la estructura
terciaria de los polipéptidos mutantes, o que producen cambios minimos en los determinantes antigénicos. En
particular, la Asn en la posicion Kabat 53 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Region
Variable de la Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Gin, His, Lys, y Arg.

La Thr en la posicion Kabat 87 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Region Variable de la
Cadena Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por Phe o por un residuo de aminoacido
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que tiene propiedades similares y la sustitucion de la cual da lugar a alteraciones que son sustancialmente
conformacional y antigénicamente neutrales, que producen cambios minimos en la estructura terciaria de los
polipéptidos mutantes, o que producen cambios minimos en los determinantes antigénicos. En particular, la Tyr en la
posicion Kabat 87 en la region estructural derivada de humano o de primate de la Regién Variable de la Cadena
Ligera como se muestra en SEQ ID NO: 12 se puede reemplazar por un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en Leu, Val, lle, y Ala, particularmente por Leu.

La region variable asi obtenida que comprende al menos una CDR de origen no humano incluida en una o mas
regiones estructurales derivadas de humano o de primate puede combinarse entonces con una regién constante
derivada de un anticuerpo de origen humano o de primate, particularmente con regiones constantes de IgG4
humana o «, respetivamente. La region constante de IgG4 se puede modificar por, por ejemplo, cambiando Serina
en la posicion 228 de la region bisagra por Prolina (HulgG4 Ser-Pro). Esta mutacion estabiliza el enlace disulfuro
intracatenario y previene la formacion de moléculas medias que pueden ocurrir en las preparaciones de 1gG4
posicion 439 como se muestra en SEQ ID NO: 16.

Las regiones variables modificadas se pueden construir mediante un método conocido en la técnica como, por
ejemplo, recombinacion por PCR de superposicion. Los casetes de expresion para los anticuerpos quiméricos, C2
ChVy y C2 ChVk, se pueden usar como moldes para mutagénesis de las regiones estructurales a las secuencias
requeridas. Los conjuntos de parejas de cebadores mutagénicos se sintetizan abarcando las regiones a ser
alteradas. Los casetes de expresion Vy y Vk humanizados producidos se pueden clonar en vectores apropiados de
clonaje conocidos en la técnica como, por ejemplo, pUC19. Después de confirmarse que la secuencia de DNA
completa es correcta para cada Vy y Vk, los genes de la region V de la cadena pesada y ligera modificados se
pueden escindir del vector de clonaje como casetes de expresion. Estos se pueden transferir a vectores apropiados
de expresion como pSVgpt y pSVhyg que incluyen regiones constantes IgG4 Ser-Pro humana o «, respectivamente.

Vectores de expresion

El vector de expresion pSVgpt esta basado en pSV.gpt (Mulligan y Berg, 1980) e incluye el gen de resistencia a
ampicilina para la seleccion en células bacterianas, el gen gpt para la seleccion en células de mamifero, la region
amplificadora de la cadena pesada de la inmunoglobulina murina, secuencia genémica que codifica el gen de la
region constante y secuencias poliA de SV40. Se inserta la region variable de la cadena pesada para expresion
como un fragmento Hindlll a BamH]I.

El vector de expresion pSVhyg incluye el gen de resistencia a ampicilina para la seleccién en células bacterianas, el
gen hyg para la seleccion en células de mamifero, la regidon amplificadora de la cadena pesada de la
inmunoglobulina murina, secuencia genémica que codifica el gen de la region constante de kappa y que incluye el
amplificador de kappa y secuencias poliA de SV40. Se inserta la region variable de la cadena ligera para expresion
como un fragmento Hindlll a BamH]I.

La secuencia de DNA se confirma entonces que es correcta para la V4 y Vk humanizadas en los vectores de
expresion.

Para la produccién de anticuerpo se pueden introducir los vectores de expresion de la cadena pesada y la cadena
ligera humanizadas en lineas celulares apropiadas conocidas en la técnica como, por ejemplo, células NSO. La
introduccion de los vectores de expresion se pueden lograr mediante co-transfeccion a través de electroporacion o
cualquier otra tecnologia de transformacion adecuada disponible en la técnica. La lineas productoras de anticuerpo
se pueden entonces seleccionar y expandir y purificar los anticuerpos humanizados. Los anticuerpos purificados se
pueden después analizar mediante técnicas estandar como PAGE-SDS.

Anticuerpo con afinidad, especificidad, estabilidad mejoradas

Se puede modificar ligeramente la secuencia CDRL2 (“KVSNRFS”) del anticuerpo de ratén sin afectar adversamente
a la actividad del anticuerpo. Se pueden hacer sustituciones conservativas a través del intercambio de R por K en la
posicion 50 y de S por N en la posicién 53. Las dos secuencias alternativas CDRL2 son por lo tanto “RVSNRFS” y
“KVSSRFS”, respectivamente. Estas se incorporan en la secuencia Vk murina sin ningin otro cambio, como C2 VK-
Ry C2 VK-S, respectivamente.

La afinidad, especificidad y estabilidad de un anticuerpo como se describe anteriormente en esta memoria o un
fragmento del mismo se puede modificar por cambio de su perfil o patron de glicosilacion que da como resultado
valores terapéuticos mejorados.

Para lograr este cambio en el patréon de glicosilacion, se pueden disefiar genéticamente las células huésped de tal
manera que sean capaces de expresar un intervalo preferido de una actividad glicosiltransferasa modificadora de
glicoproteina que aumenta los oligosacaridos complejos ligados a N que llevan GIcNAc entrecruzados. Ademas, se
pueden obtener glicoformas modificadas de glicoproteinas, por ejemplo anticuerpos, que incluyen moléculas de
anticuerpo completas, fragmentos de anticuerpo, o proteinas de fusion que incluyen una regiéon equivalente a la
region Fc de una inmunoglobulina, que tiene una citotoxicidad celular mediada por Fc aumentada.
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Se conocen métodos de obtencién de anticuerpos con patrén de glicosilacion modificado por aquellos expertos en la
técnica y descritos, por ejemplo, en EP1071700, US2005272128, Ferrara et al (2006) J. Biol. Chem. 281(8), 5032-
5036); Ferrara et al (2006) Biotechnology and Bioengineering 93(5), 851-861.

Preparacion farmacéutica y administracion

Los anticuerpos, pero particularmente un anticuerpo monoclonal segun la invencion, se pueden preparar en una
formulacion fisiolégicamente aceptable y puede comprender un soporte farmacéuticamente aceptable, diluyente y/o
excipiente usando técnicas conocidas. Por ejemplo, el anticuerpo descrito anteriormente en esta memoria que
incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo, en particular, el anticuerpo
monoclonal que incluye cualquier anticuerpo funcionalmente equivalente o partes funcionales del mismo se combina
con un soporte farmacéuticamente aceptable, diluyente y/o excipiente para formar una composicion terapéutica. Son
bien conocidos en la técnica soportes farmacéuticos adecuados, diluyentes y/o excipientes e incluyen, por ejemplo,
soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones como emulsiones aceite/agua, varios tipos de agentes
humectantes, soluciones estériles, etc.

Se puede conseguir la formulaciéon de la composicién farmacéutica segun la metodologia estandar conocida por
aquellos expertos en la técnica.

Se pueden administrar las composiciones a un sujeto en forma de un solido, liquido o aerosol a una dosis
farmacéuticamente efectiva adecuada. Ejemplos de composiciones sdlidas incluyen capsulas, cremas, y unidades
de dosificacion implantables. Las capsulas se pueden administrar oralmente. Las cremas terapéuticas se pueden
administrar de manera tépica. Las unidades de dosificacién implantables se pueden administrar de manera local, por
ejemplo, en un sitio de tumor, o se puede implantar para liberacion sistematica de la composicion terapéutica, por
ejemplo, de manera subcutanea. Ejemplos de composiciones liquidas incluyen formulaciones adaptadas para
inyeccion intramuscular, subcutanea, intravenosa, intra-arterial, y formulaciones para administracion topica e
intraocular. Ejemplos de formulaciones en aerosol incluyen formulaciones en inhalador para administraciéon a los
pulmones.

Las composiciones se pueden administrar mediante rutas de administracion estandar. En general, las
composiciones se pueden administrar por rutas topica, oral, rectal, nasal, intradérmica, intraperitoneal, o parenteral
(por ejemplo, intravenosa, subcutanea, o intramuscular). Ademas, la composicion se puede incorporar en matrices
de liberacion sostenida como polimeros biodegradables, siendo implantados los polimeros en la proximidad de
donde se desea el suministro, por ejemplo, en el sitio del tumor. EI método incluye la administracion de una Unica
dosis, la administracion de dosis repetidas a intervalos de tiempo predeterminados y la administracion sostenida
durante un periodo de tiempo predeterminado.

Una matriz de liberacion sostenida, como se usa en esta memoria, es una matriz hecha de materiales, normalmente
polimeros que son degradables por hidrélisis enzimatica y/o acida/basica o por disolucion. Una vez insertado en el
cuerpo, la matriz estd sometida a la accion de enzimas y fluidos corporales. La matriz de liberacion sostenida se
selecciona de manera deseable a partir de materiales biocompatibles como lipososmas, poliactidos (acido
poliactido), poliglicélido (polimero de acido glicdlico), poliactido co-glicdlido (co-polimeros de acido lactico y acido
glicdlico), polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos, acido hialurénico, colageno, condroitin sulfato, acidos
carboxilicos, acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos, acidos nucleicos, poliaminoacidos, aminoacidos como
fenilalanina, tirosina, isoleucina, polinucleétidos, polivinil propileno, polivinilpirrolidona y silicona. Una matriz
biodegradable preferida es una matriz de uno cualquiera de poliactido, poliglicélido, o poliactido co-glicolido (co-
polimeros de acido lactico y acido glicolico).

Es bien sabido por los expertos en la técnica pertinente que la dosificacion de la composicién dependera de diversos
factores como, por ejemplo, el trastorno a ser tratado, la composicion particular utilizada y otros factores clinicos
como peso, tamafio, sexo, y el estado general de salud del paciente, area superficial corporal, el compuesto
particular o composicion a administrar, otros farmacos administrados simultdneamente y la ruta 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 de DNA como pirenzepina y metabolitos, acido 3-amino-1-propanosulfénico (3APS), 1,3-
propanodisulfonato (1,3PDS), activadores de a-secretasa, inhibidores de B- y y-secretasa, proteinas tau,
neurotransmisor, disyuntores de laminas B, atrayentes de componentes celulares que limpian/disminuyen la beta
amiloide, inhibidores de amiloide beta truncada N-terminal que incluyen amiloide beta 3-42 priroglutamada,
moléculas anti-inflamatorias, “psicéticos atipicos” como, por ejemplo clozapina, ziprasidona, risperidona, aripiprazol o
olanzapina o inhibidores de colinesterasa (ChEls) como tacrina, rivastigmina, donepezilo, y/o galantamina, agonistas
M1 y otros farmacos que incluyen cualquier farmaco que modifica tau y suplementos nutritivos 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 y, opcionalmente, un soporte farmacéuticamente
aceptable y/o un diluyente y/o un excipiente y procedimientos para el tratamiento de enfermedades.

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2612788 T3

La sustancia proteinica farmacéuticamente activa puede estar presente en cantidades entre 1 ng y 10 mg por dosis.
Generalmente, el régimen de administracion deberia estar en el intervalo entre 0,1 ug y 10 mg del anticuerpo,
particularmente en un intervalo de 1,0 ug a 1,0 mg, y mas particularmente en un intervalo entre 1,0 pg y 100 pg, con
todos los niumeros individuales que caen dentro de estos intervalos que también forman parte de la invencion. Si la
administracion se produce mediante infusién continua, una dosificacion mas apropiada puede estar en el intervalo
entre 0,01 pg y 10 mg unidades por kilogramo de peso corporal por hora con todos los nimeros individuales que
caen dentro de estos intervalos que también forman parte de la invencion.

La administracion normalmente sera parenteral, p. ej., infravenosamente. Las preparaciones para administracion
parenteral incluyen soluciones acuosas estériles o no estériles, suspensiones y emulsiones. Los solventes no
acuosos incluyen, sin limitarse a ello, propilenglicol, polietilénglicol, aceite vegetal como aceite de oliva, y ésteres
organicos inyectables como oleato de etilo. Los solventes acuosos se pueden elegir entre el grupo que consiste en
agua, soluciones de alcohol/agua, emulsiones o suspensiones incluyendo solucién salina y medio tamponado. Los
vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro sodico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, lactato de
Ringer, o aceites determinados. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedor de liquidos y nutrientes,
reponedores de electrolitos (como aquellos basados en la dextrosa de Ringer) y otros. También pueden estar
presentes conservantes como, por ejemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, gases inertes, etc.

La composicion farmacéutica puede ademas comprender soportes proteinicos como, por ejemplo, albumina sérica o
inmunoglobulina, particularmente de origen humano. Pueden estar presentes agentes biolégicamente activos
adicionales en la composicion farmacéutica dependiendo de su uso previsto.

Cuando el objetivo de unién se localiza en el cerebro, ciertas realizaciones de la invencion proporcionan que el
anticuerpo o fragmento activo del mismo atraviese la barrera hematoencefalica. Ciertas enefermedades
neurodegenerativas estan asociadas con un aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, de
manera que anticuerpo o su fragmento activo pueda introducirse facilmente en el cerebro. Cuando la barrera
hematoencefalica permanece intacta, existen varios enfoques conocidos en la técnica para transportar 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.

Métodos fisicos para transportar el anticuerpo o fragmentos activos del mismo a través de la barrera
hematoencefalica incluyen, pero no se limitan a, eludir completamente la barrera hematoencefalica o crear aberturas
en la barrera hematoencefalica. Los métodos de elusién incluyen, pero no se limitan a, inyeccion directa dentro del
cerebro (véase, p.ej., Papanastassiou et al., Gene Therapy 9: 398-406 (2002)) e implantar un dispositivo de
administracion en el cerebro (véase, p. €j., Gill et al., Nature Med. 9: 589-595 (2003); y Gliadel Wafers M, Guilford
Pharmaceutical). Métodos para crear aberturas en la barrera incluyen, pero no se limitan a, ultrasonidos (véase, p.
ej., Publicacion de Patente de E.E.U.U. No. 2002/0038096), presion osmotica (p. ej., mediante administracion de
manitol hiperténico (Neuwelt, E. A., Implication of the Blood-Brain Barrier and its Manipulation, Vols. 1 & 2, Plenum
Press, N. Y. (1989)), permeabilizacion mediante, p. €j., bradiquinina o permeabilizador A-7 (véase, p. €j., Patentes
de E.E.U.U. Nos. 5.112.596, 5.268.164, 5.506.206, y 5.686.416), y transfeccion de neuronas que cubren la barrera
hematoencefalica con vectores que contienen genes que codifican el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno
(véase, p. €j., Publicaciéon de Patente de E.E.U.U. 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 estan acoplados a fragmentos que unen anticuerpo que se unen a receptores en el endotelio vascular
de la barrera hematoencefalica (véase, p. €j., Publicacion de la Solicitud de Patente de E.E.U.U. No. 20020025313),
y recubrir el anticuerpo o fragmento activo del mismo en particulas de lipoproteinas de baja densidad (véase, p. €j.,
Publicacion de la Solicitud de Patente de E.E.U.U. No. 20040204354) o apolipoproteina E (véase, p. €j., Publicacion
de la Solicitud de Patente de E.E.U.U. No. 20040131692).

Los métodos basados en receptor y canal para transportar el anticuerpo o fragmento activo del mismo a través de la
barrera hematoencefalica incluyen, pero no se limitan a, usar bloqueantes de glucocorticoides para aumentar la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica (véase, p. ej., Publicacion de la Solicitud de Patente de E.E.U.U. Nos.
2002/0065259, 2003/0162695, y 2005/0124533); activar los canales de potasio (véase, p. €j., Publicacion de la
Solicitud de Patente de E.E.U.U. No. 2005/0089473), inhibir los transportadores de farmacos ABC (véase, p. €j.,
Publicacion de la Solicitud de Patente de E.E.U.U. No. 2003/0073713); recubrir los anticuerpos con una transferrina
y modular la actividad de uno o mas receptores de transferrina (véase, p. €j., Publicacién de la Solicitud de Patente
de E.E.U.U. No. 2003/0129186), y cationizar los anticuerpos (véase, p. €j., Patente de E.E.U.U. No. 5.004.697).

Deteccion/diagndstico

En una realizacion adicional se proporcionan métodos y kits para la deteccion y diagnéstico de enfermedades y
afecciones asociadas con amiloide. Estos métodos incluyen métodos inmunolégicos conocidos usados normalmente
para detectar o cuantificar sustancias en muestras bioldgicas o en una afeccion in situ.

Se puede realizar el diagndéstico de una enfermedad o afeccion asociada con amiloide en un paciente detectando la
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union 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 poner en contacto la muestra o una parte corporal o area corporal
especifica sospechosa de contener la proteina amiloide con un anticuerpo que se une a un epitopo de la proteina
amiloide, permitir que el anticuerpo se una a la proteina amiloide para formar un complejo inmunoldgico, detectar la
formacién del complejo inmunoldgico y correlacionar la presencia o ausencia del complejo inmunolégico con la
presencia o ausencia de proteina amiloide en la muestra o parte o area corporal especifica.

Las muestras biolégicas que se pueden usar en el diagndstico de una enfermedad o afeccidn asociada con amiloide
son, por ejemplo, fluidos como suero, plasma, saliva, secreciones gastricas, moco, liquido cefalorraquideo, fluido
linfatico, humor acuoso del ojo y similares o muestras de tejidos o células obtenidas de un organismo como tejido
neural, cerebral, cardiaco o vascular. Para determinar la presencia o ausencia de la proteina amiloide en una
muestra se puede usar cualquier inmunoensayo conocido por los expertos en la técnica (Véase Harlow y Lane,
Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1988 555-612)) como, por ejemplo,
ensayos que utilizan métodos de deteccion indirecta que usan reactivos secundarios para la deteccién, ensayos de
ELISA e inmunoprecipitacion y aglutinacion. Se da una descripcion detallada de estos ensayos, por ejemplo, en el
documento WO96/13590 de Maertens y Stuyver, Zrein et al. (1998) y W0O96/29605.

Para el diagnostico in situ, se puede administrar el anticuerpo o cualquier parte activa y funcional del mismo al
organismo a ser diagnosticado mediante métodos conocidos en la técnica como, por ejemplo, inyeccion intravenosa,
intranasal, intraperitoneal, intracerebral, intraarterial de manera que pueda ocurrir una unién especifica entre el
anticuerpo segun la invencién con una region epitdpica en la proteina amiloide. EI complejo anticuerpo/antigeno se
puede detectar a través de un marcador unido al anticuerpo o un fragmento funcional del mismo.

Los inmunoensayos usados en aplicaciones de diagnostico se basan usualmente en antigenos marcados,
anticuerpos, o reactivos secundarios para la deteccién. Estas proteinas o reactivos pueden marcarse con
compuestos generalmente conocidos por los expertos en la técnica que incluyen enzimas, radioisétopos, sustancias
fluorescentes, luminiscentes y cromogénicas que incluyen particulas coloreadas, como oro coloidal y perlas de latex.
De estos, el marcaje radioactivo se puede utilizar para casi todos los tipos de ensayos y con la mayoria de las
variaciones. Los marcadores conjugados con enzimas son particularmente Utiles cuando se debe evitar la
radioactividad o cuando se necesitan resultados rapidos. Los fluorocromos, aunque requieren equipo costoso para
su uso, proporcionan un método de deteccion muy sensible. Anticuerpos Utiles en estos ensayos incluyen
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y anticuerpos policlonales purificados por afinidad.

Alternativamente, el anticuerpo puede marcarse indirectamente por reaccién con sustancias marcadas que tienen
una afinidad por la inmunoglobulina, como proteina A o G o segundos anticuerpos. El anticuerpo puede conjugarse
con una segunda sustancia y detectarse con una tercera sustancia marcada que tiene una afinidad por la segunda
sustancia conjugada al anticuerpo. Por ejemplo, el anticuerpo puede conjugarse con biotina y el conjugado
anticuerpo-biotina se detecta usando avidina o estreptavidina marcada. De forma similar, el anticuerpo puede
conjugarse con un hapteno y el conjugado anticuerpo-hapteno se detecta usando anticuerpo anti-hapteno marcado.

Los expertos en la técnica conoceran estos y otros marcadores adecuados que se pueden emplear de acuerdo con
la presente invencion. La unién de estos marcadores a anticuerpos o fragmentos de los mismos se pueden llevar a
cabo usando técnicas estandar comunmente conocidas por los expertos en la técnica. Las técnicas tipicas estan
descritas por Kennedy, J. H., et al., 1976 (Clin. Chim. Acta 70: 1-31), y Schurs, A. H. W. M., et al., 1977 (Clin. Chim.
Acta 81: 1-40). Las técnicas de acoplamiento mencionadas en estas ultimas son el método del glutaraldehido, el
método de peryodato, el método de dimaleimida, y otros, todos los cuales se incorporan como referencia en esta
memoria.

Los inmunoensayos actuales utilizan un método de doble anticuerpo para detectar la presencia de un analito, en
donde el anticuerpo esta marcado indirectamente por reactividad con un segundo anticuerpo que se ha marcado con
un marcador detectable. El segundo anticuerpo es preferiblemente uno que se une a los anticuerpos del sujeto del
que se deriva el anticuerpo monoclonal. En otras palabras, si el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo de ratén,
entonces el segundo anticuerpo marcado es un anticuerpo anti-ratén. Para que el anticuerpo monoclonal sea usado
en el ensayo descrito mas adelante, este marcador es preferiblemente una perla recubierta con anticuerpo,
particularmente una perla magnética. Para que el anticuerpo policlonal sea empleado en el inmunoensayo descrito
en esta memoria, el marcador es preferiblemente una molécula detectable como una sustancia radioactiva,
fluorescente o electroquimioluminiscente.

También se puede emplear dentro del alcance de la presente invencién un sistema de doble anticuerpo alternativo a
menudo denominados sistemas de formato rapido porque estan adaptados a determinaciones rapidas de la
presencia de un analito. El sistema requiere alta afinidad entre el anticuerpo y el analito. De acuerdo con una
realizacioén, la presencia de la proteina amiloide se determina usando un par de anticuerpos, cada uno especifico
para la proteina amiloide. Uno de dichos pares de anticuerpos se denomina en esta memoria como un “anticuerpo
detector” y el otro dicho par de anticuerpos se denomina en esta memoria como un “anticuerpo de captura”. El
anticuerpo monoclonal se puede usar como un anticuerpo de captura o como un anticuerpo detector. El anticuerpo
monoclonal también puede usarse como anticuerpo de captura y detector, juntos en un solo ensayo. Una realizacion
usa de este modo el método de doble sandwich de anticuerpo para detectar la proteina amiloide en una muestra de
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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 irreversiblemente inmovilizado sobre un soporte sélido. El
anticuerpo detector contendria un marcador detectable, con el fin de identificar la presencia del sandwich de
anticuerpo-analito y, por tanto, la presencia del analito.

Ejemplos de sustancias de fase solida 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 el inmunoensayo enzimatico. Los métodos para acoplar anticuerpos a fases sdlidas son
también bien conocidos por los expertos en la técnica. Mas recientemente, se han empleado como soportes sélidos
una serie de materiales porosos como nilén, nitrocelulosa, acetato de celulosa, fibras de vidrio y otros polimeros
porosos.

También se proporciona un kit de diagndstico para detectar proteina amiloide en una muestra bioldgica que
comprende una composicién como se define anteriormente. Ademas, se proporciona en esta memoria el ultimo kit
de diagndstico que, ademas de una composicién como se define anteriormente, también comprende un reactivo de
deteccion como se define anteriormente. El término “kit de diagndstico” se refiere en general a cualquier kit de
diagndstico conocido en la técnica. Mas especificamente, este ultimo término se refiere a un kit como se describe en
Zrein et al. (1998).

Es aun otro objeto de la descripcidon proporcionar nuevas inmuno-sondas y kits de prueba para la deteccion y
diagndstico de enfermedades y afecciones asociadas con amiloide que comprenden anticuerpos. Para inmuno-
sondas, los anticuerpos estan unidos directa o indirectamente a una molécula reportera adecuada, p. €j., una enzima
o un radionuclido. El kit de ensayo incluye un recipiente que contiene uno o mas anticuerpos e instrucciones para
usar los anticuerpos con el propdsito de unirse a la proteina amiloide para formar un complejo inmunolégico y
detectar la formaciéon del complejo inmunologico de tal manera que la presencia o ausencia del complejo
inmunoldgico se correlaciona con la presencia o ausencia de proteina amiloide.

Ejemplos
Materiales

Se describe el desarrollo y preparacion del anticuerpo monoclonal de raton ACI-01-Ab7C2 (llamado “mC2” y “hC2”
para el anticuerpo C2 humanizado, a lo largo de la solicitud) en la solicitud en tramitacion con la presente EP 05 02
7092.5 presentada el 12.12.2005.

Se depositaron células de hibridoma FP-12H3-C2, que producen anticuerpo monoclonal de ratén ACI-01-Ab7C2
(Ilamado “mC2” y “hC2” para el anticuerpo C2 humanizado, a lo largo de la solicitud) el 01 de diciembre de 2005 en
la solicitud en tramitacion con la presente EP05027092.5 con la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ) en Braunschweig, Mascheroder Weg 1 B, 38124 Branuschweig, en virtud de las
disposiciones del Tratado de Budapest con el n° de acceso DSM ACC2750.

Las células de hibridoma se cultivaron en Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con suero de
ternera fetal al 10% y antibidticos (penicilina/estreptomicina). Se comprobé el isotipo del anticuerpo producido y se
encontré que era IgG2b/kappa de ratén, como se esperaba.

Ensayo

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

Eleccion de regiones constantes humanas

Dado que no es deseable el reclutamiento del sistema inmune por el anticuerpo clinico candidato, la region
constante humana seleccionada para la cadena pesada fue la IgG4 humana, modificada para cambiar Serina en la
posicion 228 de la region bisagra a Prolina (HulgG4 Ser-Pro). Esta mutacion estabiliza el enlace disulfuro
intracatenario y previene la formacion de medias moléculas que pueden ocurrir en preparaciones nativas de IgG4
humana. El anticuerpo expresado a partir de las lineas celulares de producciéon tendra también la lisina terminal
eliminada. Las secuencias de las regiones constantes humanas HulgG4 Ser-Pro y Kappa humana se dan en SEQ ID
NO: 17 y 14, respectivamente.

Ejemplo 1. Clonaje y secuenciacion de regiones variables del anticuerpo

El RNA total se preparé a partir de 3x10° células de hibridoma (un matraz T175) usando el mini kit Qiagen RNeasy
(n°® Cat.: 74104). El RNA se eluy6 en 50 ul de agua y se comprobd en un gel de agarosa al 1,2%. El medio
condicionado de las células se conservd y se usé una muestra para analizar en el ensayo de actividad de
anticuerpos.

Los cDNAs de Vu y Vk se prepararon usando transcriptasa inversa con cebadores de IgG de ratdon y region
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constante k. Los cDNAs de primera cadena se amplificaron mediante PCR usando un gran conjunto de cebadores
de secuencia sefial. Los DNAs amplificados se purificaron en gel y se clonaron en el vector pGem® T Easy
(Promega). Los clones Vhy Vk obtenidos se rastrearon para detectar insertos del tamario esperado mediante PCR y
se determind la secuencia de DNA de los clones seleccionados mediante secuenciacion automatizada de DNA. Se
determinaron las localizaciones de las regiones determinantes de complementariedad (CDR) en las secuencias con
referencia a otras secuencias de anticuerpos (Kabat EA et al., 1991). Se usa la convencion de numeracion de Kabat
para regiones variables de anticuerpo a lo largo de esta solicitud; por lo tanto, los nimeros de los residuos pueden
diferir del nimero lineal estricto.

La secuencia de DNA vy la secuencia de aminoacidos deducida para mC2 Vk se muestra en SEQ ID NO: 29 y 27,
respectivamente. Cuatro clones dieron esta secuencia productiva idéntica. También se encontré una secuencia
aberrante no productiva de Vk que surge del hibridoma de fusién compariero en varios clones.

Se aislaron para mC2 Vy dos secuencias productivas diferentes. Se encontré la secuencia mC2 AF Vy (véase SEQ
ID NO: 30) en un total de 29 clones, con 14 cambios de un Unico par de bases en clones individuales. La secuencia
de mC2 V4B de se encontré en un total de 8 clones. Cinco de éstos representaban la secuencia mayoritaria, con los
otros 3 clones que eran variaciones de esto. Es posible que estas secuencias V4 B similares se presentaran como
un artefacto de la amplificacion por PCR. También se obtuvo una V4 aberrante no productiva del hibridoma C2 y se
atribuye a la union defectuosa V-D-J.

Con el fin de determinar cual es mC2 Vy activo correcto, se preparron dos anticuerpos quiméricos con las dos
secuencias V4 diferentes, AF y B, combinadas con mC2 Vk, para ensayar la actividad de anticuerpo correcta.

Ejemplo 2. Construccion de genes de anticuerpo quiméricos

Un anticuerpo quimérico humano en su forma mas comun consiste en regiones constantes humanas enlazadas a
regiones variables murinas (u otras regiones no humanas). Un anticuerpo quimérico proporciona una herramienta
muy util, en primer lugar para confirmar que se han identificado las regiones variables correctas, en segundo lugar
para usar como un anticuerpo de control en ensayos de unién a antigeno con las mismas funciones efectoras y
utilizando los mismos reactivos secundarios de deteccién como un anticuerpo humanizado o disefiado por ingenieria
genética, y también se puede usar para investigar las propiedades farmacocinéticas y otras de las regiones
constantes humanas con referencia al objetivo para el anticuerpo.

Se construyeron dos vectores de expresion de cadena pesada quimérica que consisten en regiones variables de
mC2 Vy AF o mC2 Vy B ligadas a la region constante de HulgG4 (Ser-Pro) en el vector de expresion pSVgpt. Este
se basa en pSVqgpt (Mulligan y Berg, 1980) e incluye el gen de resistencia a la ampicilina para la seleccion en
células bacterianas, el gen gpt para la seleccion en células de mamifero, la regién amplificadora de la cadena
pesada de la inmunoglobulina murina, la secuencia genémica que codifica el gen de region constante y secuencias
poli A de SV40. La region variable de la cadena pesada. Se inserta para expresion la region variable de la cadena
pesada como un fragmento Hindlll a BamHI.

Se construy6 un vector de cadena ligera quimérica que consiste en C2 Vx ligado a la regiéon constante C de Kappa
humana en el vector de expresion pSVhyg (Hieter PA et al, 1980). pSVhyg incluye el gen de resistencia a ampicilina
para la seleccion en células bacterianas, el gen hyg para la seleccion en células de mamifero, la region
amplificadora de la cadena pesada de la inmunoglobulina murina, la secuencia gendmica que codifica el gen de la
region constante kappa y que incluye el amplificador de kappa y secuencias poli A de SV40. Se inserta para
expresion la region variable de la cadena ligera como un fragmento Hindlll a BamHI.

Se construyeron casetes de expresion para las secuencias murinas C2 VH y VK mediante la adicion de la secuencia
flanqueante 5 que incluye el péptido sefial lider, el intron lider y el promotor de inmunoglobulina murina, y la
secuencia flanqueante 3’ que incluye el sitio de empalme y la secuencia intronica, usando los vectores VH-PCR1 y
VK-PCR1 como moldes (Riechmann et al., 1988). Se confirmo que la secuencia de DNA era correcta para el VH y
VK en los vectores de expresion quiméricos. Las secuencias de DNA y aminoacidos en los casetes de expresion se
muestran en las Figuras 1y 2.

Ejemplo 3. Expresion de anticuerpos quiméricos
3.1. Expresion en lineas celulares estables

La linea de células huésped para la expresion de anticuerpos fue NSO, un mieloma multiple de ratén no productor de
inmunoglobulina, obtenido de la Colecciéon Europea de Cultivos de Células Animales, Porton UK (ECACC n°.
85110503). Los vectores de expresion de la cadena pesada y ligera se co-transfectaron en células NSO por
electroporacion. Se seleccionaron las colonias que expresan el gen gpt en medio de Eagle modifificado de Dulbecco
(DMEM) suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS), acido micofendlico a 0,8 ug/ml y xantina a 250 pg/ml.
Se rastrearon los clones de células transfectadas para produccion de anticuerpo humano mediante ELISA para IgG
humana. Se expandieron las lineas que secretaban el anticuerpo y las mayores productoras se seleccionaron y se
congelaron en nitrégeno liquido. Se expandieron las mejores lineas celulares productoras para cada anticuerpo en
medio como anteriormente, pero solo con FBS al 5%. Los anticuerpos quiméricos se purificaron usando Prosep®-A
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(Bioprocesing Ltd). La concentracion se determind mediante ELISA para el anticuerpo IgGx humano. Los anticuerpos
también se analizaron mediante SDS-PAGE.

3.2. Expresion transitoria de anticuerpos quiméricos

Para acelerar la prueba de los diferentes anticuerpos quiméricos, se usé la expresion transitoria para producir
rapidamente pequefas cantidades de sobrenadante celular que contenia anticuerpo recombinante para ensayo. Los
casetes de expresion mC2 Vi y Vk se transfirieron a vectores basados en pcDNA3.1 (Invitrogen) para la expresion
transitoria. El vector de la cadena pesada incluia una region constante de IgG humana. El vector de la cadena ligera
incluia una region constante kappa humana. Tanto mC2 Vy AF como mC2 Vy B se transfectaron con mC2 Vi en
celulas de rifibn embrionarias humanas (HEK 298) con el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen Cat. N°: 11668)
segun el protocolo suministrado por el fabricante. Se recogié el medio condicionado de las células 3 dias después de
la transfeccion. Se determind la cantidad de anticuerpo producido por ELISA para el anticuerpo IgGk humano.

Ejemplo 4. Actividad de anticuerpos C2 quiméricos
4.1. Actividad de anticuerpos C2 quiméricos producidos por transfeccion transitoria

Se ensayaron las muestras de medio condicionado de la transfeccion transitoria para los dos anticuerpos quiméricos
diferentes en el ELISA para la unién a Amiloide Beta. Los resultados indican claramente que el C2 VH AF es la
secuencia correcta. El anticuerpo quimérico C2 Vy AF/C2 Vk se une bien en el ensayo, pero el C2 V4 B/C2 Vk no
muestra ninguna unién en absoluto. El anticuerpo control murino 1560 de Chemicon mostré una buena unién, pero
la unién por el anticuerpo C2 murino purificado suministrado era baja. Debe observarse que se emple6 un anticuerpo
secundario diferente para los anticuerpos murinos con las regiones constantes de ratén en comparacién con los
anticuerpos quiméricos con regiones constantes humanas, de modo que los resultados no son directamente
comparables. Posteriormente se encontré que el medio condicionado del hibridoma C2 daba un buen resultado en el
ensayo.

4.2. Actividad de anticuerpos C2 quiméricos purificados

Los dos anticuerpos quiméricos C2 diferentes se puerificaron a partir de lineas celulares NSO estables como se
describe y se ensayaron usando el ELISA Beta Amiloide. Los resultados obtenidos estan de acuerdo con los
resultados obetenidos con el anticuerpo expresado transitoriamente. El anticuerpo C2 ChVH AF/ChVK se une bien
en el ELISA y el anticuerpo C2 ChVH B/ChVK no se une en absoluto.

Ejemplo 5. Disefio de genes de anticuerpos C2 humanizados

Las secuencias de aminoacidos del mC2 VH y VK se compararon con las secuencias VH y VK de anticuerpo de
roedor en las bases de datos NCBI y Kabat.

5.1. Region variable de la cadena ligera

El gen de linea germinal de ratdbn mas cercano a mC2 Vx es bbl, locus MMU231201, (Schable et al, 1999). Solo
difieren dos aminoacidos de esta secuencia de linea germinal, ambos localizados dentro de CDRL1. Se encuentran
anticuerpos murinos maduros con una secuencia similar, pero no idéntica. Varios tienen una CDRL2 idéntica y una
CDRL3 idéntica, pero la CDRL1 de mC2 parece ser unica. EIl mC2 Vk se puede asignar al subgrupo Kabat MuVill.
La posicion 87 de mC2 Vi es F en lugar de la Y que es mas comun en el subgrupo, lo que indica que este residuo
estructural puede ser importante para la actividad de anticuerpos. La comparacion con las secuencias Vk de linea
germinal humana muestra que los genes del subgrupo V«ll son la mejor combinacién para mC2 Vi (Cox et al, 1994).
Se seleccion6 la secuencia DPK15 junto con la regidon J humana HuJi1 para proporcionar las secuencias
estructurales aceptoras para la Vk humanizada.

Se disefiaron cuatro secuencias Vk humanizadas. C2HuVK1 consiste en mC2 Vk CDRs con estructuras de DPK 15y
Jk1 humano. En las versiones 2, 3 y 4 se han sustituido los residuos murinos en la estructura en las posiciones 45 o
87 o ambas. El residuo 45 puede estar implicado en el apoyo de la conformacion de las CDRs. El residuo 87 esta
situado en la interfaz de los dominios Vy y Vk. Por lo tanto, estos residuos pueden ser criticos para el mantenimiento
de la unién al anticuerpo.

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

5.2. Region variable de la cadena pesada

El gen de la linea germinal de ratdon mas cercano a mC2 Vy AF es VH7183, Locus AF120466, (Langdon et al, 2000).
La comparaciéon se muestra en la Figura 3. Nueve aminoacidos difieren de esta secuencia de linea germinal, la
mayoria de los cuales se encuentra dentro de CDR2. Se encuentran anticuerpos murinos maduros con CDR1
idéntica o similar (un residuo diferente) o con CDR2 similar (un residuo diferente), pero ninguno con las tres CDRs
idénticas a mC2 Vy AF. La CDR3 del anticuerpo mC2 es inusualmente corta, que consiste en solamente tres
residuos. Sin embargo, se encuentran otros anticuerpos en la base de datos con CDR3 de esta longitud. El mC2 Vy
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AF se puede asignar al subgrupo Kabat MuVxlIID. El residuo 47 de mC2 VH es L en lugar de la W mas comun, y el
residuo 94 es S en lugar de la normal R, que indica que estos residuos estructurales pueden ser importantes para la
actividad del anticuerpo. La comparacion con las secuencias Vy de la linea germinal humana muestra que los genes
del subgrupo Vylll son la mejor combinacion para mC2 Vy. Se selecciond la secuencia DP54 junto con la region J
humana HuJu6 para proporcionar las secuencias estructurales aceptoras para la V4 humanizada.

Se disenaron cuatro secuencias VH humanizadas. El C2HuVH1 consiste en mC2 VHAF CDRs con estructuras de
DP54 y HuJH6. En las versiones 2, 3 y 4, los residuos murinos se han sustituido en la estructura en las posiciones
47 0 94 o ambas. El residuo 47 en la estructura 2 hace contacto tanto con las CDRs como con el dominio Vk. El
residuo 94 puede estar implicado en mantener la conformacion de las CDRs. Por lo tanto, estos residuos pueden ser
criticos para el mantenimiento de la unién del anticuerpo.

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

Ejemplo 6. Construccion de genes de anticuerpos humanizados

Las regiones variables modificadas se construyeron mediante el método de recombinacion por PCR de
superposicion. Los casetes de expresion para el anticuerpo quimérico, C2 ChVy AF y C2 ChVk se usaron como
moldes para la mutagénesis de las regiones estructurales a las secuencias requeridas. Se sintetizaron los conjuntos
de pares de cebadores mutagénicos abarcando las regiones a ser alteradas. Los casetes de expresion Vi y Vk
humanizados producidos se clonaron en pUC19 y se confirmé que la secuencia de DNA completa era correcta para
cada Vu y Vk. Los genes de la region V de la cadena pesada y la cadena ligera modificados se escindieron de
pUC19 como casetes de expresion Hindlll a BamHI. Estos se transfirieron a los vectores de expresion pSVgpt y
pSVhyg que incluyen regiones de IgG4 Ser-Pro o « constantes, respectivamente, como para los vectores de
anticuerpo quimérico. Se confirmé que la secuencia de DNA era correcta para la V4 y Vk humanizadas en los
vectores de expresion.

Ejemplo 7. Expresion de anticuerpos humanizados
7.1. Expresion en lineas celulares estables

Los vectores de expresion de la cadena pesada y ligera humanizada se co-transfectaron en células NSO por
electroporacion, en cuanto a la expresion de anticuerpos quiméricos. Se seleccionaron lineas celulares productoras
de anticuerpos y se expandieron y se purificaron anticuerpos humanizados, exactamente igual que para el
anticuerpo quimérico. Los anticuerpos purificados se analizaron mediante SDS-PAGE.

7.2. Expresion transitoria de anticuerpos humanizados

Para acelerar la prueba de los diferentes constructos V4 y Vk humanizados, también se transfirieron los casetes de
expresion Vy y Vk humanizados de C2 a los vectores para la expresion transitoria descritos en la seccion 7.2. Los
cuatro constructos C2 Vk humanizados se co-transfectaron con el constructo C2 Vy quimérico en células HEK293.
De manera similar, se co-transfectaron los cuatro constructos C2 Vi humanizados con el constructo C2 Vk quimérico
en células HEK293. Se recogio el medio condicionado de las células tres dias después de la transfeccion. Se
determind la cantidad de anticuerpo producido por ELISA para el anticuerpo IgGx humano.

Ejemplo 8. Actividad de anticuerpos C2 humanizados
8.1. Actividad de anticuerpos C2 humanizados producidos por transfeccion transitoria

Se ensayaron las muestras de medio condicionado de la transfeccion transitoria en el ELISA Beta Amiloide. Los
resultados obtenidos indican claramente que los constructos VH humanizados C2 HuVH AF versiones 2 y 4 son
funcionales cuando se combinan con la cadena kappa C2 quimérica y son comparables al anticuerpo C2 quimérico
en el ensayo. Por el contrario, los anticuerpos que contienen las versiones 1y 3 de C2 HuVH AF combinadas con la
cadena kappa C2 quimérica no muestran ninguna unién en absoluto en el ensayo. Esto indica que la sustitucion del
residuo murino en la posicion 94 es esencial para la actividad del anticuerpo. Los anticuerpos que contienen la
cadena pesada de C2 quimérica combinados con las cuatro cadenas kappa C2 humanizadas mostraron todos una
buena unién, comparable al anticuerpo quimérico, en el ELISA.

8.2. Actividad de anticuerpos C2 humanizados purificados

Se purificaron ocho anticuerpos C2 humanizados diferentes que comprenden todas las combinaciones de dos
cadenas pesadas humanizadas y cuatro cadenas ligeras humanizadas a partir de lineas celulares NSO estables
como se describe y se ensayaron usando el ELISA Beta Amiloide (Figura 4).

Los resultados obtenidos indican claramente que los anticuerpos C2 HuVH4 tienen un mejor comportamiento en el
ensayo que los anticuerpos C2 HuVH2. De los anticuerpos C2 Hu2H2, C2 HuVH2/HuVK3 muestra la mejor actividad
de unioén, pero esto se reduce aproximadamente 2 veces en comparacion con el anticuerpo de control quimérico C2
ChVHAF/ChVK. La actividad de C2 HuVH2/HUVK2 se reduce de cuatro a cinco veces en comparacion con el
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control. Las actividades de los anticuerpos que comprenden C2HuVH4 con las cuatro cadenas ligeras humanizadas
diferentes son similares. La mayor actividad se observa para C2HuVH4/HuVK1 y los cuatro anticuerpos estan
cercanos del anticuerpo quimérico de control en el ensayo.

Ejemplo 9. Modificaciones de CDRL2
9.1. Disefio de la cadena ligera con CDR 2 modificado

Como se indicé anteriormente, muchos anticuerpos comparten la misma secuencia CDRL2 (“KVSNRFS”) como el
anticuerpo C2. Se decidié probar si CDRL2 podria modificarse ligeramente sin afectar adversamente a la actividad
del anticuerpo. Se seleccionaron dos sustituciones conservadoras. R por K en la posicion 50 y S por N en la posicion
53. Las dos secuencias CDRL2 alternativas son por lo tanto “RVSNRFS” y “KVSSRFS". Estas se incorporaron en la
secuencia Vk murina sin otros cambio, como mC2 VK-R y mC2 VK-S, respectivamente.

9.2. Expresién transitoria de anticuerpo CDRL2 modificado

Los dos constructos de cadena ligera C2 con CDRL2 modificada descritos en la Seccion 11.2.1 se clonaron en el
vector de cadena ligera para la expresion transitoria. Cada una se co-transfectd con el vector C2 Vy quimérico en
células HEK293. Se recogié el medio condicionado de las células tres dias después de la transfeccion. Se determind
la cantidad de anticuerpo producido por ELISA para anticuerpo IgGx humano.

9.3. Actividad del anticuerpo C2 con CDRL2 modificada

Las muestras de medio condicionado de la transfeccion transitoria de mC2 Vks con CDRL2 modificada combinado
con mC2 Vy se ensayaron en el ELISA Beta Amiloide (Figura 5). Tanto el anticuerpo VK-R como el anticuerpo VK-S
son compararbles al anticuerpo C2 quimérico, indicando que las modificaciones individuales elegidas para CDRL2
no afectan notablemente a la actividad del anticuerpo en el ensayo.

Ejemplo 10. Determinacion de la afinidad

Se realizé un analisis para evaluar la especificidad de unién y la afinidad de anticuerpos quiméricos (AF) (ACI-Ab-7-
C2) y humanizados (H4K1; H4K4) de raton, BIACORE® usando monomeros amiloide beta 1-42 y fibras como
antigeno inmovilizado en un chip CM5. La tecnologia BIACORE® utiliza cambios en el indice de refraccion en la
capa superficial tras la unién del anticuerpo al antigeno inmovilizado sobre la capa. La union se detecta por
resonancia plasmonica superficial (SPR) de luz laser que se refracta de la superficie. El analisis de la cinética de
sefial de velocidad y velocidad de desconexidon permite la discriminacion entre la interaccion no especifica y
especifica. La concentracion de anticuerpo usada estaba en el intervalo de 0,05 uM a 1,0 uM.

Tabla 1: Especificidad de union y afinidad de anticuerpos quiméricos (AF) y humanizados (ACI-01-Ab-7-C2) (H4K1;
H4K4) de raton para los monémeros de amiloide beta 1-42 y fibras.

Monomeros Fibras

ka(1/Ms) ka(1/s) KD (M) ka(1/Ms) ka(1/s) KD (M)
ACI-01-Ab-7-C2 de ratén 1,8E+04 2,7E-03 1,5E-07 2,4E+04 9,9E-04 4,1E-08
AF quimérico 4,7E+04 9,5E-04 2E-08 5,1E+04 3,3E-04 6,5E-09
H4K1 humanizado 5,0E+04 9,5E-04 1,9E-08 4,9E+04 2,3E-04 4,7E-09
H4K4 humanizado 2,5E+04 4,4E-04 1,8E-08 1,3E+05 3,0E-04 2,3E-09

Ejemplo 11. Ensayo de unién inmunohistoquimico
11.1. Secciones de cerebro humano

Se obtuvieron cerebros de personas sanas, pacientes pre-AD y AD no demenciados de la Universitatsklinik en Bonn
después de aprobacion ética. Los cerebros se fijaron en formaldehido y se deshidratoé la region del hipocampo, se
embebieron en parafina y se cortaron secciones de 5 um con un micrétomo. Las secciones de parafina se
almacenaron a temperatura ambiente hasta su uso. Para material fresco, se cortaron criosecciones de 5 um con un
criostato y se almacenaron a -80°C las secciones hasta su uso.
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11.2. Inmunohistoquimica

Las secciones de parafina se desparafinaron y se rehidrataron bafiando los portaobjetos en xileno seguido de etanol
al 100%, etanol al 90% y etanol al 70%. Se disminuy6 el fondo con 30 minutos de incubacién en H;O; al 10%,
metanol al 10% en agua. La recuperacién de antigeno se obtuvo incubando los portaobjetos en acido férmico al
100% durante 3 minutos. Después de 3 lavados en solucién salina tamponada con Tris (TBS, pH 7,5), se bloque?¢ el
marcaje no especifico mediante una incubacién de 2 horas de los portaobjetos en BSA al 10%, Triton X-100 al
0,25% en TBS. Después del lavado (3 lavados en TBS) se realiz6 el bloqueo de anticuerpos enddgenos afiadiendo
una IgG anti-humana no marcada (Biomeda) e incubando los portaobjetos en camaras humedas durante la noche a
temperatura ambiente. Después de otros 3 lavados, se afadié el anticuerpo anti-amiloide humano primario a los
portaobjetos y se incubaron otras 24 horas a temperatura ambiente. Después del lavado, se afiadié una IgG anti-
humana secundaria marcada con fosfatasa alcalina (Sigma) a los portaobjetos y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente. Después del lavado, se revelaron los portaobjetos con Liquido Rojo permanente
(Dakocytomation), se lavaron con agua y se secaron al aire antes del montaje con medio de fijaciéon permanente
(corbitbalsam).

La crioseccion se fijo en metanol durante 30 minutos a -80°C y se redujo el fondo afiadiendo H2O; al metanol frio
hasta una concentracion final del 10% e incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de 3
lavados en solucion salina tamponada con Tris (TBS, pH 7,5), se bloque6 el marcaje no especifico mediante 2 horas
de incubacion de los portaobjetos en BSA al 10%, Triton X-100 al 0,25% en TBS como anteriormente y se llevo a
cabo el mismo procedimiento de tincién como anteriormente.

Las secciones se examinaron con un microscopio Leica DMLB y se fotografiaron usando una camara Leica DC500 y
el programa informatico Leica FireCam1.2.0.

Ambos anticuerpos humanos A y C marcaron las placas de cerebros de pacientes con enfermedad de AD (Figura 6).
Se marcaron placas tanto de nucleo difuso como denso. Ademas, se pueden también detectar las placas difusas en
pacientes con pre-AD no demenciados por los anticuerpos A y C. Se identificd amiloide en la angiopatia amiloide
cerebral (CAA) con ambos anticuerpos y también se detectoé alguna tincion de neuronas que pudiera corresponder a
amiloide intracelular. No se observd marcaje en los cerebros de control de pacientes sanos. Se pudieron detectar
placas en secciones de parafina pretratadas con acido férmico pero no se marcaron placas en secciones de parafina
sin tratamiento previo con acido férmico y en criosecciones fijadas en metanol. El anticuerpo B humano no detecté
placas en secciones de parafina y el anticuerpo de ratén no tifié ni parafina ni criosecciones de cerebros humanos.

Abreviaturas:

A = anticuerpo quimérico de union AF (IgG4) (mC2ChVHAF)

B = anticuerpo quimérico de no unién B (IgG4) (mC2VHB)

C = anticuerpo humanizado de union H4K1 (IgG4) (HuVH4/HuVK1)
Raton = anticuerpo de ratén (IgG2b) ACI-01-Ab-C2

Ejemplo 12. Funcionalidad de mC2 en fibrillas de amiloide

12.1. Modificacion de la conformacion de fibrillas AB1-42 e iniciacion de la desagregacion después de la unién del
anticuerpo mC2

Con el fin de evaluar el mecanismo mediante el cual el anticuerpo es capaz de desagregar las fibras de beta-
amiloide preformadas (AB1-42), se realizdé una comparacion directa del ensayo de fluorescencia de Tioflavina-T (Th-T)
midiendo la desagregacion y resonancia magnética nuclear (RMN) en estado sdlido del péptido Ap1-42 marcado con
Tirosina 10 y Valina 12 U-"°C, analizando la conformacién secundaria (Figura 7A). El anticuerpo mC2 solubilizé el
35,4% de las fibras AB1-42 preformadas e indujo simultdneamente un cambio en la conformacion secundaria de
lamina beta a aleatoria en espiral. La disminucion en la poblaciéon de conformacion de lamina beta con respecto a la
aleatoria en espiral es del orden del 35% y esta, por tanto, en estrecha corcondancia con la medida usando el
ensayo Th-T de fluorescencia (Figura 7B). Estos datos indican que la unién del anticuerpo mC2 inicia una transicion
de la estructura secundaria que potencialmente provoca una desestabilizacién de la disposicién intermolecular
paralela de las laminas beta que influye a una rotura de fibras alargadas en fragmentos mas pequefios.

12.2. Afinidad de unién dependiente de la conformacion del anticuerpo mC2

Dado que es bien conocido en la literatura cientifica que se puede usar una proporcién de la energia de union
anticuerpo-antigeno para la modificacién dependiente de energia de la conformacién de un antigeno (Blond y
Goldberg, 1987), se llevo a cabo un experimento de comparacion de la afinidad de union del anticuerpo C2 a la
proteina AB142 completa y a un péptido mas pequefio de nueve aminoacidos de longitud que comprende el epitopo
del anticuerpo (Figura 8). Para esta comparacion se analizaron las afinidades del anticuerpo humanizdo C2
mediante ELISA usando péptidos biotinados que cubren la secuencia de aminoacidos completa del epitopo de C2
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(producido por Mimotopes y adquirido a ANAWA Trading S.A.) y un péptido AB1-42 completo biotinado (Bachem). El
analisis se realizd segun las instrucciones del fabricante (Mimotopes). Como se demuestra en la Figura 8 y la Tabla
2, el anticuerpo se une con una afinidad 36,0% mayor al péptido que comprende su epitopo especifico (aminoacidos
13-21 de la secuencia AB142) que a la proteina AB1-42 completa. Por lo tanto, se sugiere que la diferencia en la
energia de afinidad de union se us6 para la transicion con consumo de energia de la conformacion secundaria de la
proteina amiloide para presentar el antigeno en una posiciéon mas aceptable para la interaccion con el anticuerpo.
Esto explica por qué la afinidad del anticuerpo es menor para la nativa (la proteina amiloide entera) que para la
subunidad aislada.

Tabla 2

D.O

Amiloide beta 13-21 Amiloide beta1-42
hC2 1,225 0,9005
IgG control 0,171 0,196

Ejemplo 13. Efectos del anti-amiloide hC2 en la agregacion del péptido beta amiloide 1-42

Para evaluar la capacidad del anticuerpo monoclonal beta amiloide anti-humano humanizado hC2 para mediar los
efectos antiagregantes y desagregantes sobre beta amiloide (AB), se realizé un ensayo de espectrofluorescencia de
tioflavina T.

13.1. Ensayo de inhibicion de agregacion

Se reconstituy6 el polvo liofilizado AB1-42 en hexafluoroisopropanol (HFIP) hasta 1 mM. Se sonicé la solucion del
péptido durante 15 minutos a temperatura ambiente, se agité durante toda la noche, y se hicieron alicuotas en tubos
de microcentrifuga no-siliconados. El HFIP se evapord entonces en una corriente de argon. La pelicula de péptido
resultante se sec6 al vacio durante 10 minutos y se almacend a -80°C hasta su uso.

Para ensayar la inhibicién de la agregacion de AB1-42 mediada por anticuerpo, se pre-diluyo el anticuerpo hC2 en
PBS y se prepard una solucidon de ensayo que contenia los siguientes componentes en un tubo de incubacion no
siliconado: anticuerpo pre-diluido 3,3 0 0,3 uM, tioflavina T a 10 uM, AB1-42 a 33 uM y DMSO al 8,2%. Por lo tanto,
las relaciones molares finales de anticuerpo frente a Ap1-42 fueron de 1:10 y 1:100. También se prepararon
soluciones de control apropiadas. Las soluciones se incubaron a continuacion durante 24 horas a 37°C y se leyo la
espectrofluorescencia (unidades de fluorescencia relativa; RFU) en seis repeticiones en placas de 384 pocillos
negras (Perkin-Elmer) en un espectrofluorimetro FluoroCount Perkin-Elmer. Se midi6 entonces Ila
espectrofluorescencia y se calcul6 el % de desagregacion como se describe a continuacion.

13.2. Ensayo de desagregacion

Para ensayar la desagregacion de AB1-42 pre-agregado mediada por anticuerpo, se prepard un ApB1-42 de bajo
peso molecular, preparado como se describié anteriormente, como una solucion 110 uM en DMSO al 27% y PBS 1x.
Se dejé entonces agregar la soluciéon a 37°C durante 24 horas, después de lo cual se afadieron los siguientes:
anticuerpo pre-diluido 3,3 0 0,33 pM, y tioflavina T 10 uM. Esto dio como resultado una relacién molar de anticuerpo
a AB1-42 de 1:10 y 1:100. Esta solucion se incubd después durante 24 horas adicionales a 37°C. Se midi6 entonces
la espectroluorescencia y se calculé el % de desagregacién como se describe a continuacion.

13.3. Célculo

La inhibicion de la agregacion o desagregacion se expresa como % medio de inhibicion o desagregacion,
respectivamente, + error estandar de la media (SEM) segun la siguiente ecuacion:

% inhibicion= (RFU de contrl pos — RFU de contrl neq) — (RFU de muestra con A§1-42 — RFU de muestra sin AB1-42) x

100%

(RFU de contrl pos — RFU de contrl neg)
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13.4. Resultado
13.4.1. Inhibicién de la agregacion Ap1-42

La inhibicidon de la agregacion de ApB1-42 usando el anticuerpo hC2 se muestra en la Tabla 3 y en la Figura 11. A
una relacion molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100, la inhibiciéon promedié el 30% (2 experimentos independientes),
mientras que a una relacion molar de 1:10 la inhibicion fue del 80% (2 experimentos independientes; véase la Tabla
3).

Tabla 3. Inhibicion de la agregacion de AB1-42 mediada por hC2 a unas relaciones molares de anticuerpo a Ab1-42
de 1:100 y 1:10.

Relacion molar (anticuerpo a AB1-42)
Anticuerpo
1:100 1:10

hC2 30,0+4,1% 80,4 +6,9%

13.4.2. Desagregacion de Ap1-42 pre-agregada

La desagregacion de AB1-42 pre-agregada usando el anticuerpo hC2 se muestra en la Tabla 4 y en la Figura 12. A
una relacion molar de anticuerpo a AB1-42 de 1:100 la desagregacion promedid un 24%, mientras que a una
relacion molar 1:10 la desagregacion fue del 32% (3 experimentos independientes; véase la Tabla 4).

Tabla 4. Desagregacion de AB1-42 pre-agregada mediada por hC2 a unas relaciones molares de anticuerpo a AB1-
42 de 1:100 y 1:10.

Relacion molar (anticuerpo a AB1-42)
Anticuerpo
1:100 1:10

hC2 23,9+ 4,4% 31,9+ 3,5%

Usando el ensayo de tioflavina T, se pueden demostrar las propiedades bifuncionales del anticuerpo humanizado
anti-AB hC2, a saber, inhibir la agregaciéon de AB1-42 en conformacion protofibrilar patogénica y ademas desagregar
las protofibrillas AB1-42 preformadas. El hC2 inhibio6 la agregacion de AB1-42 en un 80% a una relacion molar de
anticuerpo a AB1-42 de 1:10. Se demostré que la capacidad de hC2 para desagregar las protofibrillas preagregadas
de AB1-42 a una relacion molar 1:10 era del 32%.

Ejemplo 14. Unién especifica de conformacion de mC2 a diferentes clases de proteina amiloide

Con el fin de evaluar la especificidad de mC2 a diferentes etapas de proteina amiloide polimerizada, amiloide
monomeérica, soluble polimérica y fibrilar, se realiz6 un ELISA recubierto con estas diferentes etapas de beta-
amiloide polimérica (Figura 9). Se prepararon los monémeros segun un método publicado por Klein (2002), el
amiloide polimérico soluble, segun Barghorn et al. (2005), mientras que las fibras se realizaron mediante incubacion
de amiloide (Bachem, Suiza) con una concentracion final de 1 ug/ul en Tris/HCI pH 7,4 a 37°C durante 5 dias
seguido de una etapa de centrifugacion (10.000 rpm durante 5 minutos). Los polimeros amiloides se recubrieron
entonces sobre una placa de ELISA a una concentracion final de 55 ug/ml. El ELISA de afinidad de unién se realizé
usando un anticuerpo monoclonal anti-lgG de ratén (Jackson) marcado con fosfatasa alcalina. Como se demuestra
en la Tabla 5, el anticuerpo mC2 se une con mayor afinidad a amiloide beta polimérico soluble que a fibras y con la
menor a monoémeros. Estos datos indican que la unién del anticuerpo esta influenciada por el epitopo amiloide y por
la conformacion de los diferentes agregados amiloides.
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Tabla 5. Unién especifica de conformacion de mC2 a Mondmeros, Oligdmeros y Fibras de Amiloide

mC2 D.O.

Ac Conc (ug/ml) Oligébmero Fibras Mondémeros
0,625 2,806 1,620 1,155
0,312 1,724 0,989 0,649
0,156 1,036 0,631 0,397
0,078 0,652 0,499 0,333

Ejemplo 15. Mapeo de epitopo del anticuerpo monoclonal hC2 de AC inmune

El mapeo de epitopos del anticuerpo monoclonal humanizado hC2 se realizé por ELISA usando tres bibliotecas de
péptidos diferentes. Una biblioteca comprendia un total de 33 péptidos biotinados que cubrian la secuencia de
aminoacidos (aa) completa de AB1-42 (producida por Mimotopes y adquirida a ANAWA Trading SA), la segunda
biblioteca contiene péptidos biotinados usando el péptido 12 (aa12-20 de AB) de la biblioteca del primer péptido y
sustituyendo cada aa en la secuencia por una alanina (véase la Tabla 8 mas adelante), y la tercera biblioteca
contiene péptidos biotinados 13, 14 o 15 (aa 13-21, 14-22 o 15-23 de AB) y sustituyendo en cada caso los ultimos
aminoacidos por una alanina o una glicina por el a 21 que es ya una alanina (véase Tabla 9 a continuacion). Se usé
un péptido Ap1-42 completo biotinado como control positivo (Bachem). El mapeo de epitopos se realizd segun las
instrucciones del fabricante (Mimotopes). Brevemente, las placas recubiertas con estreptavidina (NUNC) se
bloquearon con BSA al 0,1% en PBS durante una noche a 4°C. Después de lavar con PBS-Tween 20 al 0,05%, las
placas se recubrieron durante 1 hora a temperatura ambiente con diferentes péptidos de la biblioteca, se diluyeron
en BSA al 0,1%, Azida sddica al 0,1% en PBS hasta una concentracion final de 10 uM. Después del lavado, las
placas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo hC2 o un anticuerpo IgG4 quimérico
de no union a AB diluido a 200 ng/ml en BSA al 2%, Azida sddica al 0,1% en PBS. Las placas se lavaron de nuevo y
se incubaron con IgG anti-humana de cabra conjugada con fosfatasa alcalina durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después del lavado final, se incubaron las placas con sustrato de fosfatasa alcalina (pNPP) y se leyeron a
405 nm usando un lector de placas de ELISA.

El anticuerpo monoclonal humanizado hC2 se uni6 especificamente a los péptidos 12, 13, 14, 15 y 16 de la primera
biblioteca de péptidos (Figura 17A). Estos péptidos comprenden aa 12-20, 13-21, 14-22, 15-23 y 16-24
respectivamente de AB1-42, lo que sugiere que el epitopo se encuentra en la region 12-24 de AB. Se us6 una
segunda biblioteca con sustituciones de alanina para determinar el aa critico para la uniéon a Ap12-20
(VHHQKLVFF). La unién del anticuerpo hC2 se pierde completamente cuando los aminoacidos 16, 17, 19 o0 20 estan
sustituidos por una alanina, lo que indica que estos aa son absolutamente criticos para la union del anticuerpo a Ap.
La union del anticuerpo hC2 se pierde parcialmente cuando el aa 15 y 18 estan sustituidos.

La unién también se perdié casi completamente cuando el aa 14 se sustituyd por una alanina, lo que indica que el aa
14 es también muy importante para la union (Figura 17B).

Finalmente, se usd una tercera biblioteca para determinar si el aa 21, 22 o 23 son criticos para la unién al epitopo.
La unién del anticuerpo a los aa 15-23 se redujo cuando el aa 23 se sustituy6 por una alanina, lo que indica que el
aa 23 es también importante para la unién. La unién se perdié parcialmente cuando el aa 21 se sustituyd por una
glicina y se perdi6 ligeramente cuando el aminoacido 22 se sustituyd por una alanina (Figura 17C).

Ejemplo 16. Neuroproteccion por el anticuerpo hC2

Se evalud la capacidad del anticuerpo hC2 para proteger las neuronas de la degeneracion inducida por el oligémero
Abeta en un ensayo in vitro. Se aislaron, disociaron y cultivaron in vitro neuronas corticales de raton de dia
embrionario 16,5-17,5 en medio N3-F12. Las células se cultivaron durante nueve dias en total, y se alimentaron el
dia 3 y el dia en que se afnadio oligémero Abeta, u oligdmero Abeta mas anticuerpo anti-Abeta hC2. En el dia 5 (“4
dias Abeta”) o dia seis (“3 dias Abeta”) se trataron ciertos pocillos de células o con oligdmero de Abeta a 2 uM solo,
o bien con una combinacion de oligémero Abeta 2 uM y anticuerpo anti-Abeta a 50 pg/ml.

Se prepar6 el oligdmero Abeta disolviendo Abeta 1-42 (rPéptido) en HFIP, a partir de la cual se alicuotaron los
péptidos de Abeta en alicuotas de 10 ul a 1 mg/ml y luego se evaporaron en una campana extractora durante 30
minutos y las peliculas de péptido se almacenaron a -80°C hasta su uso. En su uso, se disolvi6 la pelicula peptidica
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en 10 ul de DMSO, después 78,6 ul de HAMS F12 y la solucién de péptido Abeta se incubd a 4°C durante 24-48
horas (concentracion final de Abeta de 25 uM).

Para células control, se afiadi6 DMSO-F12 sélo al mismo volumen que Abeta-DMSO en el dia 5, y se cultivaron las
células durante 4 dias adicionales sin ningun tratamiento adicional. El dia 9, las neuronas de todas las condiciones
de cultivo se fijaron y tifieron con Tuj 1 (un anticuerpo anti-beta-tubulina), seguido de tincién con anticuerpos
secundarios marcados con FITC para visualizar los microtubulos y, por lo tanto, los procesos neuronales en general.
Los resultados se muestran en la Figura 18.

Las neuronas corticales embrionarias de ratéon no tratadas mostraron morfologia normal después de nueve dias de
cultivo (Figura 18, panel mas a la izquierda). El tratamiento de las células con oligdmero Abeta durante tres dias
indujo degeneracion axonal y caus6 una disminucion en el numero total de axones (Figura 18, panel central inferior),
y este efecto fue aun mas pronunciado a los cuatro dias de tratamiento (Figura 18, panel central superior). Por el
contrario, las células tratadas con la combinacién de oligdmero Abeta y anticuerpo anti-Abeta hC2 se parecian a las
células control (Figura 18, paneles superior € inferior derecho). Estos resultados indican que el anticuerpo anti-Abeta
hC2 era capaz de proteger las neuronas corticales de ratén embrionarias de la degeneracion inducida por el
oligébmero Abeta.

Tabla 6. Posiciones y cambios realizados en las regiones estructurales de la cadena ligera del C2 humanizado

Posicion cadena ligera 45 87 50 53
C2VK de raton K F K N
C2HUVk1 humanizado Q Y K N
C2HUV2 humanizado Q F K N
C2HUVk3 humanizado K Y K N
C2HUVk4 humanizado K F K N
Dpk15 de linea germinal humana Q Y L N
C2Vk-R de raton R

Tabla 7. Posiciones y cambios realizados en las regiones estructurales de la cadena pesada del C2 humanizado

Posicion Cadena pesada 47 94
C2VHAF de raton L S
C2HuVHAF1 humanizado w R
C2HuVHAF2 humanizado w S
C2HuVHAF3 humanizado L R
C2HuVHAF4 humanizado L S
DP-54 de linea germinal humana w R

Se construyeron un total de 8 anticuerpos diferentes con cadenas ligeras C2HuVK1, C2HuVK2, C2HuVK4 y cadenas
pesadas C2HuUVHAF4 y C2HUVHAF2 humanizadas.
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Tabla 8. Resumen de los péptidos usados en la segunda biblioteca.

Los aa que son importantes para la uniéon estan marcados en cursiva y subrayado y los aa absolutamente criticos
para la union estan marcados en cursiva y negrita.

p12-20 V H H Q K L V F F
A12 A H H Q K L V F F
A13 Vv A H Q K V F F
A14 Vv H A Q K L V F F
A15 Vv H H A K L Vv F F
A16 Vv H H Q A L Vv F F
A17 Vv H H Q K A V F F
A18 V H H Q K L A F F
A19 V H H Q K L V A F
A20 Vv H H Q K V F A
n° aa 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Tabla 9. Resumen de los péptidos usados en la tercera biblioteca.

Los aa que son importantes para la uniéon estan marcados en cursiva y subrayado y los aa absolutamente criticos
para la union estan marcados en cursiva y negrita.

p13-21 H H Q K

p13-21 | G21 | H

| | | -

H
p14-22 H
p14-22 | A22 H

p15-23

o o o o o
P R N P S
<l < < <« <« <
m| m| mf{ m|{ M| ™M
m| m| mf{ m|{ M| ™M
> > » » o »
mf m| X» m

p15-23

n° aa 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Ejemplo 17. Efecto del anticuerpo hC2 en la apoptosis de la célula ganglionar de retina (RGC) cultivada

Para evaluar la capacidad in vitro del anticuerpo hC2 para reducir la muerte de células ganglionares de la retina
(RGC) asociada con enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los tejidos del
sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios patolégicos relacionados con amiloide-beta en los
tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion neuronal, se usan RGCs cultivadas de ratas y ratones.

Para aislar las células, en los sacrificios se anestesian los sujetos, se retiran los ojos y se diseca la retina y se incuba
en solucion de papaina a 2 mg/ml durante 25 minutos a 37°C para descomponer la matriz extracelular. Al final del
tratamiento, se lavan las células tres veces con medio RCG en presencia de un inhibidor de proteasa para detener la
accion de la papaina. Se ftritura el tejido pasandolo después rapidamente arriba y abajo a través de una pipeta
Pasteur hasta que se dispersan las células. Se usa un contador Coulter comercialmente disponible para determinar
la densidad celular en la suspension de células, antes de cultivar las células en aire al 95%/ CO al 5% a 37°C.

Con el fin de imitar el dafio causado por enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patoldgicos en
los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios patoldgicos relacionados con
amiloide-beta en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion neuronal, y evaluar el efecto
preventivo del anticuerpo hC2, se incuban las células con L-glutamato durante tres dias en presencia o ausencia del
anticuerpo hC2. Las células cultivadas so6lo con tampdn sirven como control.
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Para determinar la supervivencia de RGC, se fijan las células al final del periodo de incubaciéon, con formaldehido al
3,7% en fosfato tamponado salino (PBS) a temperatura ambiente durante 30 minutos, se lavan tres veces en PBS y
se incuban durante 1 hora en PBS que contiene marcadores especificos de RGC Thy 1.1 o anticuerpo NF-L. Se
elimina entonces el anticuerpo por lavado y se incuban las células durante 30 minutos con los anticuerpos
secundarios marcados con fluoresceina, anti-IgG de ratén de cabra, anti-IgG de conejo de cabra o anti IgG de cabra
de conejo. Al final de la incubacidn, las células se lavan, se tifien durante 5 minutos con solucion DAPI y se aclaran.
Las RGCs supervivientes se cuentan por miroscopia de fluorescencia y se compara el nimero de células presentes
después de la incubacién con el anticuerpo hC2 con el control.

Ejemplo 18. Efecto del anticuerpo hC2 en la apoptosis de la célula ganglionar de retina (RGC) in vivo

Para evaluar la capacidad in vivo del anticuerpo hC2 para reducir la muerte de células ganglionares de la retina
(RGC) en individuos afectados por enfermedades oculares asociadas con anomalias/cambios patolégicos en los
tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios patoldgicos relacionados con amiloide-
beta en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacién neuronal, se usan ratas y ratones para un
estudio de presion intraocular inducida (OIP) de 2 a 16 semanas de duracion. La muerte de las células ganglionares
de retina se mide al final del estudio tanto por imagenes in vivo como por analisis histolégico de punto final.

Con el fin de imitar el aumento en la presién intraocular asociado con ciertas enfermedades oculares asociadas con
anomalias/cambios patoldgicos en los tejidos del sistema visual, particularmente asociadas con anomalias/cambios
patolégicos relacionados con amiloide-beta en los tejidos del sistema visual, como, por ejemplo, degradacion
neuronal, glaucoma en particular, los sujetos se anestesiaron primero con ketamina intraperitoneal (75 mg/kg) y
xylazina (5 mg/kg) y gotas oculares de proparacaina tépica al 1%. A continuacion se usan dos métodos alternativos
para elevar artificialmente la IOP en un ojo (unilateralmente) en ratas y ratones. En el primer método, los sujetos
anestesiados reciben una inyeccion de tinta china en la camara anterior seguida de fotocoagulacion del colorante
inducida por laser en la malla trabecular con un laser de diodo de 532 nm en la lampara de hendidura perpendicular
a las trabéculas y paralela al iris. Los sujetos reciben un tratamiento inicial de 40 o 50 puntos de 50 um de tamafio,
0,4 W y 0,6 segundos de duracion. En el segundo método, para aumentar artificialmente la I0P, los sujetos
anestesiados reciben una inyeccion de 50 pl de solucion salina hipertonica en las venas episclerales en un ojo
usando una microaguja con una fuerza suficiente para blanquear la vena.

Para medir la IOP se usa un tondmetro de mano comercial (TonoLab). Las mediciones se toman mientras los
sujetos estan bajo anestesia como el promedio de 12 lecturas inmediatamente antes del tratamiento con laser, 1,4 y
7 dias después del tratamiento, y después semanalmente durante la duracion del experimento. No se incluyen los
sujetos en el estudio si, en un intervalo de una semana, la diferencia en la IOP entre los dos ojos de los sujetos es
inferior a 6 mm Hg.

Con el fin de evaluar el efecto preventivo del anticuerpo hC2 sobre la apotosis de RGC, la mitad de los sujetos que
reciben el tratamiento inductor de IOP reciben una inyeccioén intravitrea o intravenosa del anticuerpo hC2 en el
momento de la elevacion de la IOP. La mitad de los sujetos sirven como control. Las RGCs funcionales en la retina
total de los ojos con elevacion de IOP se fotografian y se cuentan, y luego se compara con el nimero presente en
los ojos contralaterales en los mismos sujetos. La diferencia en el nimero de RCG entre los dos ojos representa las
células que se han perdido como resultado de la elevacion de la IOP en el ojo quirdrgico. El analisis de los cambios
en este valor diferencial ayuda a la identificacion de los efectos protectores provocados por el anticuerpo hC2.

Se mide el niumero de RGC mediante andlisis histolégico de punto final a las 2, 4, 8 y 16 semanas después de la
elevacioén inducida de IOP. Las retinas de los sujetos se fijan en paraformaldehido al 4% y se tifien en secciones o
montaje completo usando el marcador especifico de RGC Brn3b. Mdltiples estudios han demostrado que la pérdida
de tincion de Brn3b se correlaciona con la pérdida de funcion de RGCs. Para confirmar la exactitud del marcaje
histolégico de RGC se puede usar este método junto con marcaje negro del nervio 6ptico del SNC con DIASP o
Fluorogold en un subconjunto de sujetos para identificar RCGs que mantienen un axén funcional intacto que no ha
perdido conectividad con objetivos en el cerebro.

También se mide la apoptosis en un subconjunto de ojos como punto final secundario. La anexina V marcada con
fluoresceina se usa para marcar células apoptéticas por inyeccion intravitrea de la proteina una hora antes del
sacrificio del sujeto. Se preparan las retinas como anteriormente y se lleva a cabo la toma de imagenes en conjunto
con la toma de imagenes de puntos finales histolégicos.
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<210>1

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> C2 HuVH AF 4 region variable de cadena pesada humanizada (CDR1)

<400> 1
Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser
1 5 10

<210> 2

<211>17

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> C2 HuVH AF 4 region variable de cadena pesada humanizada (CDR2)

<400> 2
Ser Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211>3

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> C2 HuVH AF 4 region variable de cadena pesada humanizada (CDR3)

<400> 3
Gly Asp Tyr
1

<210> 4

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> C2 HuVK 1 region variable de cadena ligera humanizada (CDR1)

<400> 4
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Tyr Ser Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His
1 5 10 15

<210>5
<211>7
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<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>
<223> C2 HuVK 1 region variable de cadena ligera humanizada (CDR2)

<400> 5
Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> C2 HuVK 1 region variable de cadena ligera humanizada (CDR3)

<400> 6
Ser Gln Ser Thr His Val Pro Trp Thr
1 5

<210>7

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AP epitopo, regién 2

<400>7
Val Phe Phe Ala Glu Asp
1 5

<210>8

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AP epitopo, region 1

<400> 8
His Gln Lys Leu Val
1 5

<210>9

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caract_miscelanea

<222> (1) .. (1)

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

<220>

<221> caract_miscelanea

<222> (4)..(4)

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

<220>

<221> caract_miscelanea
<222> (5)..(5)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<220>
<221> caract_miscelanea
<222> (6)..(6)
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<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<400>9
Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa
1 5

<210>10

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caract_miscelanea

<222> (1)..(1)

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

<220>

<221> caract_miscelanea
<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser Asn o Gin

<220>
<221> caract_miscelanea
<222> (5)..(5)

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

<400> 10
Xaa Xaa Lys Leu Xaa
1 5

<210> 11

<211>10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caract_miscelanea

<222> (1)..(1)

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

<220>

<221> caract_miscelanea
<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser Asn o Gin

<220>
<221> caract_miscelanea
<222> (5)..(5)

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

<220>

<221> caract_miscelanea

<222> (8)..(8)

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

<220>

<221> caract_miscelanea
<222> (9)..(9)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<220>

<221> caract_miscelanea
<222> (10)..(10)

<223> Xaa puede ser Glu o Asp

<400> 11

Xaa Xaa Lys Leu Xaa Phe Phe Xaa Xaa Xaa

1 5

10
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<210> 12

<211> 112

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> C2 HuVK 1 cadena ligera variable humanizada artificial

<400> 12

Asp

1

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Ile

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

<210> 13

<211> 219

Val Met Thr Gln Ser

Ala

Asp

35

Leu

Phe

Val

val

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> C2 cadena ligera humanizada artificial

<400> 13

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Cys

His

Lys

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Gly
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Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Leu Pro

Gln Ser

Gln Lys

Arg Phe

60

Asp Phe
75

Tyr Tyr

Thr Lys

68

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Pro
15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys
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Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Tyr Ser
20 25 30

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

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

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Val Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
115 120 125

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

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
145 150 155 160

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

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

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
195 200 205

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215

<210> 14

<211>107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> C2 region constante de cadena ligera humanizada artificial

<400> 14
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Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
35 40 45

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser
50 55 60

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu
65 70 75 80

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser
85 90 95

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 15

<211>112

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> C2 HuVH AF 4 cadena pesada variable humanizada artificial

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Val
35 40 45

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
100 105 110

<210> 16

<211> 439

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> C2 cadena pesada humanizada artificial
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<400> 16
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Leu Val
35 40 45

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

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyx
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
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100 105 110

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
115 120 125

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
130 135 140

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
145 150 155 160

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser
165 170 175

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr
180 185 190

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
195 200 205

Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
210 . 215 220

Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
225 230 235 240

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Vval Val
245 250 255

Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
260 265 270

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe
275 280 285

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
290 295 300

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn-Lys Gly Leu
305 310 315 320

Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
325 330 335
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Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln
340 345

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro
370 375

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser
385 390 395

Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu
405 410

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His
420 425

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
435

<210> 17

<211> 326

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> REGION C CADENA 4 IG GAMMA- MODIFICADA

<400> 17

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu
1 5 10

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
20 25

Phe Pro Glu Pro Val Thr val Ser Trp Asn Ser
35 40

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
50 55

Leu Ser Ser Val vVal Thr val Pro Ser Ser Ser

Glu

Phe

Glu

380

Phe

Gly

Tyr

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

73

Glu

Tyr

365

Asn

Phe

Asn

Thr

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Met

350

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
430

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

415

Lys

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

400

Ser

Ser

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr
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65 70 75
80

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys
85 90 95

Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro
100 105 110

Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
115 120 125

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Vval
130 135 140

Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
145 150 155 160

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe
165 170 175

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp
180 185 190

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu
195 200 205

Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg
210 215 220

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys
225 230 235 240

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
245 250 255

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
260 265 270

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
275 280 285
Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser
290 295 300

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
305 310 315 320

Leu Ser Leu Ser Leu Gly
325

<210> 18
<211> 51

74
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<212> DNA
<213> Mus musculus

<220>

<223> C2 HuVH AF 4 region variable de cadena pesada humanizada (CDR2)

<400> 18

agcatcaata gtaatggtgg tagcacctat tatccagaca gtgtgaaggg ¢

51

<210> 19

<211>9

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>

<223> C2 HuVH AF 4 region variable de cadena pesada humanizada (CDR3)

<400> 19
ggtgactac
9

<210> 20

<211> 49

<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>

<223> C2 HuVK 1 region variable de cadena ligera humanizada (CDR1)

<400> 20
agatctagtc agagccttgt atatagtaat ggagacacct atttacatt
49

<210> 21

<211> 635

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> C2 Hu VK 1 cadena ligera variable artificial humanizada

<400> 21
gatattgtga tgacccaatc tccactctcc ctgcectgtca ctectggtga
60

atctcttgca gatctagtca gagccttgta tatagtaatg gagacaccta
120

tacctgcaga agccaggcca gtctccacag ctcctgatet acaaagtttce
180

tctggggtcc cagacaggtt cagtggcagt ggatcaggga cagatttcac
240

agcagagtgg aggctgagga tgtgggagtt tattactgct ctcaaagtac
300

tggacgttcg gccaaggcac caaggtggaa atcaaa
336

<210> 22

<211> 657

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> C2 cadena ligera humanizada artificial

<400> 22

75

gcectgectcece

tttacattgg

caaccgattt

actcaagatc

acatgttcct
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15

gatattgtga
60

atctcttgea
120

tacctgcaga
180

tctggggtcc
240

agcagagtgg
300

tggacgttcg
360

ttcatcttcce
420

ctgaataact
480

tcgggtaact
540

agcagcaccce
600

gtcacccatc
657

<210> 23
<211> 321
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

tgacccaatc tccactctcc

gatctagtca gageccttgta

agccaggcca

gtctccacag

cagacaggtt cagtggcagt

aggctgagga tgtgggagtt

gccaaggcac caaggtggaa

cgccatctga tgagcagttg

tctatcccag agaggccaaa
cccaggagag tgtcacagag

tgacgctgag caaagcagac

agggcctgag ctcgcccgtce

ES 2612788 T3

ctgcctgtca

tatagtaatg

ctcctgatct

ggatcaggga

tattactget

atcaaaagga

aaatctggaa

gtacagtgga

caggacagca

tacgagaaac

acaaagagct

ctcctggtga

gagacaccta

acaaagtttc

cagatttcac

ctcaaagtac

ctgtggctgce

ctgcctctgt

aggtggataa

aggacagcac

acaaagtcta

tcaacagggg

<223> C2 region constante de cadena ligera humanizada artificial

<400> 23

aggactgtgg ctgcaccatc tgtcttcatc ttcccgccat

60

ggaactgcct
120

tggaaggtgg
180

agcaaggaca
240

aaacacaaag
300

agcttcaaca
321

<210> 24
<211> 798
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

ctgttgtgtg cctgctgaat

ataacgccct ccaatcgggt
gcacctacag cctcagcagc
tctacgcctg

cgaagtcacc

ggggagagtg t

aacttctatc

aactcccagg

accctgacgc

catcagggcc

ctgatgagca

ccagagaggc

agagtgtcac

tgagcaaagc

tgagctcgec

<223> C2 HuVH AF cadena pesada variable humanizada artificial

<400> 24

76

gcetgectce

tttacattgg

caaccgattt

actcaagatc

acatgttcct

accatctgtc

tgtgtgcctg

cgccctcecaa

ctacagcctc

cgcectgegaa

agagtgt

gttgaaatct

caaagtacag

agagcaggac

agactacgag

cgtcacaaag
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gaggtgcagc
60

tcectgtgcag
120

ccaggcaagg
180

ccagacagtg
240

ctgcaaatga
300

tactggggcc
336

<210> 25
<211> 1317
<212> DNA

tggtcgagtc

cctctggatt

gtctcgaatt

tgaagggccg

acagtctgag

aaggcaccac

<213> Secuencia artificial

<220>

tgggggaggc

cactttcagt

ggtcgcaagc

attcaccatc

agctgaggac

tgtcacagtc

ES 2612788 T3

ttagtgcagc

agctatggca

atcaatagta

tccagagaca

accgcegtgt

tcctca

<223> C2 cadena pesada humanizada artificial

<400> 25
gaggtgcagce
60

tcctgtgcag
120

ccaggcaagg
180

ccagacagtg
240

ctgcaaatga
300

tactggggcc
360

ttcceceetgg
420

gtcaaggact
480

ggcgtgcaca
540

gtgaccgtgc
600

cccagcaaca
660

tgcccagcac
720

tggtcgagtc
cctctggatt
gtctcgaatt
tgaagggccg-
acagtctgag
aaggcaccac
cgcecctgcete
acttccccga
cctteecgge
cctccagcag
ccaaggtgga

ctgagttcct

tgggggaggc

cactttcagt

ggtcgcaagc

attcaccatc

agctgaggac

tgtcacagtc

cagatcgacc

accggtgacg

tgtecctacag

cttgggcacg

caagagagtt

ggggggacca

ttagtgcagc

agctatggca

atcaatagta

tccagagaca

accgccgtgt

tcctecagett

tccgagagca

gtgtcgtgga

tcctcaggac

aagacctaca

gagtccaaat

tcagtcttcce

ctggagggtc

tgtcttgggt

atggtggtag

atgccaagaa

attactgtgc

ctggagggtc

tgtettgggt

atggtggtag

atgccaagaa

attactgtgce

ccaccaaggg

cagccgccct

actcaggcgc

tctactccct

cctgcaacgt

atggtccccc

tgttccecccee

77

cctgagactce

tcgccaggcet

cacctattat

ctccetgtac

aagtggtgac

cctgagactc

tcgecagget

cacctattat

ctccctgtac

aagtggtgac

cccatcegte

gggctgcctg

cctgaccagce

cagcagcgtg

agatcacaag

gtgtccccca

aaaacccaag
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gacactctca
780

gaagaccccg
840

acaaagccgc
900

ctgcaccagg
960

ccgtccteca
1020

tacaccctge
1080

gtcaaaggct
1140

aacaactaca
1200

aggctaaccg
1260

catgaggctc
1317

<210> 26
<211> 981
<212> DNA

tgatctcccg

aggtccagtt

gggaggagca

actggctgaa

tcgagaaaac

ccccatcecca

tctaccccag

agaccacgcc

tggacaagag

tgcacaacca

<213> Homo sapiens

<220>

gacccctgag

caactggtac

gttcaacagc

cggcaaggag

catctccaaa

ggaggagatg

cgacatcgcce

tccegtcecte

caggtggcag

ctacacacag

ES 2612788 T3

gtcacgtgcg

gtggatggcg

acgtaccgtg

tacaagtgca

gccaaagggc

accaagaacc

gtggagtggg

gattccgacg

gaggggaatg

aagagcctct

tggtggtgga

tggaggtgca

tggtcagegt

aggtctccaa

agccccgaga

aggtcagcct

agagcaatgg

gctccttctt

tcttctcatg

ccctgtetcet

<223> C2 region constante de cadena pesada humanizada artificial

<400> 26
gcttccacca
60

agcacagccg
120

tggaactcag
180

ggactctact
240

tacacctgca
300

aaatatggtc
360

agggcccatc

ccctgggcetg

gcgccctgac

ccctcagcag

acgtagatca

cceegtgtec

cgtettecee

cctggtcaag

cagcggcgtg

cgtggtgacce

caagcccagc

cccatgccca

ctggcgcecct
gactacttcc
cacaccttcc
gtgcectcca
aacaccaagg

gcacctgagt

gctccagatc

ccgaaccggt

cggctgtect

gcagcttggg

tggacaagag

tcctgggggg

78

cgtgagccag
taatgccaag
cctcaccgtce
caaaggcctc
gccacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacagce
ctccgtgatg

gggtaaa

gacctccgag
gacggtgteg
acagtcctca
cacgaagacc
agttgagtcc

accatcagtc
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ttcctgttcc ccccaaaacc caaggacact
420
tgcgtggtgg tggacgtgag ccaggaagac
480
ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag
540
cgtgtggtca gcgtcctcac cgtecctgcac
600
tgcaaggtct ccaacaaagg cctccecgtcce
660
gggcagcccc gagagccaca ggtgtacacc
720
aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa
780
tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac
840
gacggctcct tcttcctcta cagcaggcta
900
aatgtcttct catgctccgt gatgcatgag
960
ctctccetgt ctctgggtaa a
981
<210> 27
<211> 112
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 27
Asp Val val Met Thr Gln Thr Pro
1 5
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg
20
Asn Gly Asp Thr Tyr Leu His Trp
35 40
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val
50 55
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70
Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu
85
Thr His Vval Pro Trp Thr Phe Gly
100
<210> 28
<211> 112
<212> PRT

<213> Mus musculus

ES 2612788 T3

ctcatgatct

ccecgaggtcce

ccgegggagyg

caggactggc

tccatcgaga

ctgccecccat

ggcttectacc

tacaagacca

accgtggaca

gctctgcaca

Ser Leu
10

Leu

Ser Ser Gln

25

Tyr Leu Gln

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

75

Gly val Tyr

90

Gly
105

Gly Thr

ceccggacccce

agttcaactg

agcagttcaa

tgaacggcaa

aaaccatctc

cccaggagga

ccagcgacat

cgccteccegt

agagcaggtg

accactacac

Pro Val

Ser Leu

30

Pro
45

Lys

Phe
60

Ser

Phe Thr

Phe

Cys

Lys Leu

Ser

val

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

tgaggtcacg

gtacgtggat

cagcacgtac

ggagtacaag

caaagccaaa

gatgaccaag

cgccgtggag

cctcgattcecce

gcaggagggg

acagaagagc

Leu
15

Gly

Ser

Tyr

Gln Ser

Val Pro

Ile
80

Lys

Gln
95

Ser

Ile Lys

110

79
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<400> 28
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala
20
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr
35 40
Ala Ser Ile Asn Ser Asn Gly Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser
85
Ala Ser Gly Asp Tyr Trp Gly Gln
100
<210> 29
<211> 336
<212> DNA
<213> Mus musculus
<400> 29
gatgttgtga tgacccaaac tccactctce
60
atctcttgca gatctagtca gagccttgta
120
tacctgcaga agccaggcca gtctccaaag
180
tctggggtcc cagacaggtt cagtggcagt
240
agcagagtgg aggctgagga tctgggagtt
300
tggacgttcg gtggaggcac caagctagaa
336
<210> 30
<211> 417
<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 30

ES 2612788 T3

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Pro Asp Lys

Ser Thr

Asp Asn

75

Glu Asp

90

Gly
105

Ser

ctgcctgteca

tatagtaatg

ctcctgatct

ggatcaggga

tatttctgcect

atcaaa

Tyr

Ala

Thr

Thr

vVal Gln

Thr Phe

30

Leu
45

Arg

Tyr Pro

60

Lys Asn

Ala

Met

Leu Thr

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

val

Gly
15

Gly

Ser

Tyr

Leu Val

Ser Val

Leu

Tyr
80

Tyr
95

Cys

Ser Ser

110

gtcttggaga

gagacaccta

acaaagtttc

cagatttcac

ctcaaagtac

80

tcaagcctece

tttacattgg

caaccgattt

actcaagatc

acatgttcct
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atgaagttgc
60

gttgtgatga
120

tcttgcagat
180

ctgcagaagc
240

ggggtcccag
300

agagtggagg
360

acgttcggtg
417

<210> 31
<211> 336
<212> DNA

ctgttaggct

cccaaactcc

ctagtcagag

caggccagtc

acaggttcag

ctgaggatct

gaggcaccaa

<213> Mus musculus

<400> 31
gaggtgcagc
60

tcctgtgceag
120

ccagacaaga
180

ccagacagtg
240

ctgcaaatga
300

tactggggcce
336

<210> 32
<211> 408
<212> DNA

tggtggagtc

cctctggatt

ggctggaatt

tgaagggccg

gcagtctgaa

aaggctccac

<213> Mus musculus

<400> 32

gttggtgctg

actctccctg

ccttgtatat

tccaaagctc

tggcagtgga

gggagtttat

gctagaaatc

tgggggaggc

cactttcagt

ggtcgcaagce

attcaccatc

gtctgaggac

tctcacagtce

ES 2612

atgttctgga

cctgtcagtc

agtaatggag

ctgatctaca

tcagggacag

ttctgctete

aaacgggctg

ttagtgcagc

agctatggca

atcaatagta

tccagagaca

acagccatgt

tcctca

788 T3

ttcctgette

ttggagatca

acacctattt

aagtttccaa

atttcacact

aaagtacaca

atgctgcacc

ctggagggtc

tgtcttgggt

atggtggtag

atgccaagaa

attactgtge

81

cagcagtgat

agcctccatc

acattggtac

ccgattttet

caagatcagce

tgttccttygg

aactgta

cctgaaactc

tcgeccagact

cacctattat

caccctgtac

aagtggtgac



atgrasttsg
60

gtgcagctgg
120

tgtgcagcct
180

gacaagaggc
240

gacagtgtga
300

caaatgagca
360

tggggccaag
408

ggytcagmtt

tggagtctgg

ctggattcac

tggaattggt

agggccgatt

gtctgaagtc

gctccactct

grttttcctt

gggaggctta

tttcagtagc

cgcaagcatc

caccatctcc

tgaggacaca

cacagtctcc

ES 2612788 T3

gcccttattt

gtgcagcctg

tatggcatgt

aatagtaatg

agagacaatg

gccatgtatt

tcagccaaaa

taaaaggtgt

gagggtccct

cttgggtteg

gtggtagcac

ccaagaacac

actgtgcaag

caacaccc

82

ccaatgtgag

gaaactctcce

ccagactcca

ctattatcca

cctgtacctg

tggtgactac
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo humanizado o fragmento del mismo, que reconoce y se une al menos a un sitio de union
distinto en la proteina beta amiloide, para usar en la prevencion, tratamiento o alivio de los efectos de una
enfermedad ocular asociada con anomalias/cambios patoldgicos relacionados con amiloide-beta en los tejidos del
sistema visual seleccionada entre deficiencias visuales corticales, glaucoma, neuritis optica, amiloidosis ocular, y
distrofia reticular en un sujeto, en donde el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo comprende:

(a) una region variable de la cadena ligera (LCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

NO: 12;y
(b) una regién variable de la cadena pesada (HCVR) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 15.
2. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun la reivindicacion 1, en donde la

prevencion, tratamiento o alivio de dicha enfermedad ocular

reduce la carga de placa en la capa celular ganglionar retiniana de dicho sujeto;

reduce la cantidad de placas en la capa celular ganglionar retiniana de dicho sujeto;

disminuye la cantidad total de amiloide-beta soluble en la capa celular ganglionar retiniana de dicho sujeto; o
conserva o disminuye la presion ocular en los ojos de dicho sujeto.

3. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun la reivindicacion 1 o 2, en donde el
sujeto es un mamifero.

4, El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun la reivindicacion 1 o 2, en donde el
sujeto es un humano.

5. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en donde la enfermedad ocular es glaucoma.

6. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun la reivindicaciéon 5, en donde el
glaucoma se selecciona del grupo que consiste en glaucoma crénico de angulo abierto (COAG), glaucoma agudo de
angulo cerrado (AACG), glaucoma de mecanismo mixto o combinado, glaucoma de tension normal, glaucoma
congénito, glaucoma secundario, glaucoma pigmentario, y glaucoma exfoliativo.

7. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
en donde la enfermedad ocular es deficiencia visual cortical, neuritis 6ptica o distrofia reticular.

8. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,
en donde el anticuerpo humanizado o fragmento del mismo es de un isotipo IgG4.

9. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
en donde el anticuerpo humanizado comprende una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 13.

10. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
en donde el anticuerpo humanizado comprende una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16.

1. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
en donde el anticuerpo humanizado comprende una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 16 y una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13.

12. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun la reivindicacion 8, en donde el
anticuerpo humanizado comprende una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16
que carece de la Lys C-terminal en la posicion 439.

13. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun la reivindicaciéon 8, en donde el
anticuerpo humanizado comprende una cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 y
una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 que carece de la Lys C-terminal en la
posicion 439.

14. El anticuerpo humanizado o fragmento del mismo para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
en donde el fragmento del mismo es un fragmento Fab, Fab/c, Fab’ o F(ab’)..
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Relacion molar (anticuerpo Ap 1-42)

FIG. 16
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Relacion molar (anticuerpo Ap 1-42)

FIG. 17
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