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DESCRIPCION
Anticuerpos capaces de unirse especificamente a oligdmeros de beta amiloides, y su utilizacion
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen especificamente a oligdbmeros de AB y usos de los
mismos.

Estado de la técnica

Diversas evidencias han demostrado que el deterioro de la memoria surge de la disfuncion sinaptica desencadenada
por oligdmeros de AB solubles (véanse los documentos 1 y 2 que no son de patente). La acumulacion excesiva y la
deposicion de oligdbmeros de AB pueden ser los desencadenantes de una serie de cascadas patologicas que
conducen a la enfermedad de Alzheimer (EA). Por lo tanto, la intervencion terapéutica dirigida a los oligémeros de
AB puede ser eficaz para bloguear estas cascadas. Sin embargo, los hallazgos sobre la neurodegeneracién mediada
por moléculas centrales de esta hipotesis de cascada amiloide que son responsables de la neurodegeneracion,
particularmente por los oligdbmeros de A, se originan a partir de experimentos in vitro (véase el documento 3 que no
es de patente). Esta neurodegeneracion no ha sido probada directamente in vivo. El mayor defecto de los
experimentos in vivo previamente reportados es que fallaron en demostrar la toxicidad sinaptica de los oligdbmeros
de AB enddgenos debido a la falta de herramientas moleculares especificas de conformacion (véase el documento 4
que no es de patente). No se ha conocido ninguna técnica capaz de demostrar la toxicidad dentro del cerebro
humano, un aspecto que es dificil de demostrar incluso en los modelos de raton de la enfermedad de Alzheimer. Por
lo tanto, la neurotoxicidad in vivo del AR endégeno ha sido a menudo ignorada. Se desconoce por qué la formacion
de NFT y la pérdida de células nerviosas preceden a la formacion de placas seniles en la corteza entorrinal humana
y cémo los oligdbmeros de AR estan implicados en este mecanismo.

La informacién de la literatura del estado de la técnica relacionada con la presente invencion se muestra a
continuacion.

[Documento 1 que no es de patente] Klein WL, Trends Neurosci. 24: 219-224, 2001.

[Documento 2 que no es de patente] Selkoe DJ, Science 298: 789-791, 2002.

[Documento 3 que no es de patente] Hass C y colaboradores: Nature Review 8: 101-12, 2007.
[Documento 4 que no es de patente] Lee EB, y colaboradores: J. Biol. Chem. 281: 4292-4299, 2006.

El documento WO 03/104437 A2 describe anticuerpos policlonales que se unen preferentemente a oligémeros de
amiloide B. El documento WO 03/104437 A2 describe ademas el uso de dichos anticuerpos para el diagnostico,
tratamiento y prevencion de enfermedades asociadas con depdsitos amiloides incluyendo la enfermedad de
Alzheimer.

El documento WO 2006/055178 Al describe anticuerpos monoclonales que se unen a oligdbmeros de amiloide . El
documento WO 2006/055178 Al describe ademas el uso de dichos anticuerpos para la deteccion, tratamiento y
prevencioén de la enfermedad de Alzheimer.

Moretto N. y colaboradores (J. Biol. Chem. (2007); Conformation-sensitive antibodies against Alzheimer amyloid-$8 by
immunization with a thioredoxin-contrained B-cell epitope peptide; 282 (15): 11436-11445) describen un anticuerpo
gue reconoce el oligdmeros de amiloide B, y su uso para el diagnéstico y tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
en tejido cerebral humano y un modelo de ratén.

Divulgacion de la invencion
Problemas a ser resueltos por la invencion

La presente invencién se logré en vista de las circunstancias anteriores. Un objetivo de la presente invencion es
proporcionar anticuerpos que se unan especificamente a oligdbmeros de AR, pero no a un monémero de AB y sus
usos. Mas especificamente, la presente invencidon proporciona un anticuerpo que se une especificamente a
oligbmeros de AR, pero no a un monémero de AR, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal y se
selecciona del grupo que consiste de:

(1) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 89 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 91 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 93 como CDR3 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 95 como CDR1, la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 97 como CDR2 y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 99
como CDRS3;
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(2) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 85 como
VH y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 87 como VL; y

(3) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 81 y una
cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 83.

La presente invencion proporciona ademas métodos para detectar oligémeros de A usando el anticuerpo, métodos
para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer usando el anticuerpo, y agentes farmacéuticos que comprenden el
anticuerpo.

Medios para resolver los problemas

Los inventores de la presente invencion produjeron anticuerpos monoclonales que son especificos sélo para
oligébmeros de amiloides B (AB) solubles y no reconocen mondédmeros de AR solubles que son moléculas fisiolégicas,
y confirmaron que los anticuerpos tienen lo siguiente:

(1) actividad antineurotoxica;

(2) actividad para suprimir la formacién de fibrillas de amiloide AB;

(3) especificidad para reconocer solamente oligémeros de A;

(4) capacidad para capturar oligémeros de AR en el cerebro con EA; y

(5) capacidad para prevenir el desarrollo de fenotipos similares a la enfermedad de Alzheimer (deterioro de la
memoria, acumulacion de AB en el cerebro) en ratones transgénicos APPswe (Tg2576).

Usando un método de ultrafiltracién/tamiz molecular, entre los anticuerpos producidos, se determinaron los
anticuerpos monoclonales 1A9 y 2C3 para reconocer especificamente oligdmeros de 30 kDa o mas, principalmente
100 kDa o mas, pero no monomeros de aproximadamente 4,5 kDa. Se confirmé que los dos anticuerpos tenian
actividad neutralizadora de la neurotoxicidad mediante la evaluacién del efecto neutralizante contra la neurotoxicidad
inducida por AB 1-42 en células PC 12 diferenciadas en células nerviosas. El ensayo de Tioflavina T y la microscopia
electrénica demostraron que los anticuerpos tienen actividad para suprimir la formacién de fibrillas de amiloide A.
La capacidad de 1A9 y 2C3 para capturar oligbmeros de AR en un cerebro con EA fue confirmada por
inmunoprecipitacién usando los anticuerpos en presencia de 4, 5, 8 y 12 mers estables en SDS. Ademas, para
determinar la neurotoxicidad in vivo en el cerebro humano, se evalu6 la cantidad de polimeros reconocidos por los
anticuerpos en la corteza entorrinal humana principalmente en los estadios | a Ill de NFT de Braak. Al centrarse
particularmente en el 12 mer, que se ha informado que tiene neurotoxicidad en estudios con animales, se confirmé
gue la acumulacion de polimero precede a la aparicion de deterioro cognitivo, y se incrementa con la progresion del
estadio de NFT de Braak. Este resultado muestra por primera vez que el 12 mer, que es especificamente reconocido
por los anticuerpos, es un montaje conformacional que causa neurotoxicidad in vivo en el cerebro humano. Los
presentes inventores también descubrieron que la estructura conformacional oligomérica reconocida por los
anticuerpos esta presente en el liquido cefalorraquideo (LCR), y estd aumentada en pacientes con EA. Los
presentes inventores utilizaron 1A9 o 2C3 en inmunoterapia pasiva mediante inyeccion intravenosa como con otros
trastornos neurolégicos. Se confirmé que los ratones Tg2576 estan protegidos contra el deterioro de la memoria, la
formacion de placa senil, la disfunciéon sinaptica y la acumulacion de AR mediante inmunoterapia pasiva subcroénica,
sin efectos secundarios nocivos. Los resultados obtenidos por los presentes inventores demostraron por primera vez
qgue los anticuerpos monoclonales 1A9 y 2C3 son candidatos prometedores para anticuerpos terapéuticos para
prevenir los fenotipos de tipo Alzheimer en ratones Tg2576, que se espera que muestren su efecto por
administracion intravenosa periférica convencional y, por tanto, no es necesario considerar la transferencia al
cerebro.

Los autores de la presente invencidn también confirmaron que la inmunoterapia pasiva usando los anticuerpos 1A9 y
2C3 suprime la formaciéon de placa amiloide senil y la formacion de neurita distréfica hinchada. Ademas, los
presentes inventores descubrieron que una fraccion de los anticuerpos 1A9 y 2C3 administrados en la sangre se
transfiere al cerebro.

Como se describié anteriormente, los presentes inventores describen en este documento que los anticuerpos 1A9 y
2C3 monoclonales, que son anticuerpos que se unen especificamente a oligémeros de AB, cumplen todos los
criterios de anticuerpos diagnosticos/terapéuticos y son candidatos prometedores para anticuerpos terapéuticos para
diagnosticar/ prevenir la enfermedad de Alzheimer.

Ademas, como con los anticuerpos 1A9 y 2C3, los presentes inventores obtuvieron con éxito los anticuerpos 5A5,
5A9, 4F7, 4H5, 6E4 y 6H4 que se unen especificamente a oligdmeros de AB, pero no reconocen mondémeros de A.
Los presentes inventores descubrieron que estos seis tipos de anticuerpos tienen actividad para neutralizar la
neurotoxicidad inducida por AB y para suprimir la formacion de fibrillas amiloides AB.
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Los presentes inventores describen que los anticuerpos 5A5, 5A9, 4F7, 4H5, 6E4 y 6H4 antes mencionados son
candidatos prometedores para anticuerpos terapéuticos para diagnosticar/prevenir la enfermedad de Alzheimer.

Mas especificamente, se divulga lo siguiente:

[1] un anticuerpo que se une a un oligémero de AR que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 1 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 3;

[2] un anticuerpo que se une a un oligémero de AB que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 21 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 23;

[3] un anticuerpo que se une a un oligémero de AB que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 41 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 43;

[4] un anticuerpo que se une a un oligémero de AR que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 61 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 63;

[5] un anticuerpo que se une a un oligémero de AB que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 81 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 83;

[6] un anticuerpo que se une a un oligémero de AB que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 101 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 103;

[7] un anticuerpo de cualquiera de (1) a (38) a continuacion:

(1) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 13 como CDRS;

(2) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 19 como CDR3;

(3) un anticuerpo que comprende la cadena H de (1) y la cadena L de (2);

(4) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 como
VH;

(5) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 como
VL,

(6) un anticuerpo que comprende la cadena H de (4) y la cadena L de (5);

(7) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 29 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 31 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 33 como CDR3;

(8) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 35 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 37 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 39 como CDRS;

(9) un anticuerpo que comprende la cadena H de (7) y la cadena L de (8);

(10) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25 como
VH,;

(11) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 27 como
VL;

(12) un anticuerpo que comprende la cadena H de (10) y la cadena L de (11);

(13) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 49 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 51 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 53 como CDRS;

4
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(14) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 55 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 57 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 59 como CDR3;

(15) un anticuerpo que comprende la cadena H de (13) y la cadena L de (14);

(16) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45 como
VH;

(17) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 47 como
VL,

(18) un anticuerpo que comprende la cadena H de (16) y la cadena L de (17);

(19) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 69 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 71 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 73 como CDR3;

(20) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 75 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 77 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 79 como CDR3;

(21) un anticuerpo que comprende la cadena H de (19) y la cadena L de (20);

(22) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 65 como
VH,;

(23) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 67 como
VL;

(24) un anticuerpo que comprende la cadena H de (22) y la cadena L de (23);

(25) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 89 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 91 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 93 como CDRS;

(26) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 95 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 97 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 99 como CDR3;

(27) un anticuerpo que comprende la cadena H de (25) y la cadena L de (26);

(28) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 85 como
VH;

(29) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 87 como
VL;

(30) un anticuerpo que comprende la cadena H de (28) y la cadena L de (29);

(31) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 109
como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 111 como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 113 como CDR3;

(32) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 115
como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 117 como CDR2 y la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 119 como CDR3;

(33) un anticuerpo que comprende la cadena H de (31) y la cadena L de (32);

(34) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 105
como VH;

(35) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 107
como VL;

(36) un anticuerpo que comprende la cadena H de (34) y la cadena L de (35);
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(37) un anticuerpo que comprende una 0 mas sustituciones, supresiones, adiciones y/o inserciones de aminoacidos
en el anticuerpo de uno cualquiera de (1) a (36), que tiene actividad equivalente al anticuerpo de cualquiera de (1) a

(36);y
(38) un anticuerpo que se une al epitopo unido por el anticuerpo de cualquiera de (1) a (36);
[8] el anticuerpo de [7], en el que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado;

[9] una composicion que comprende el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable;

[10] un agente contra el deterioro cognitivo, que comprende el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion
de [9] como ingrediente activo;

[11] un agente terapéutico para la enfermedad de Alzheimer, que comprende el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8]
o la composicién de [9] como ingrediente activo;

[12] un agente para suprimir la progresion de la enfermedad de Alzheimer, que comprende el anticuerpo de
cualquiera de [1] a [8] o la composicién de [9] como ingrediente activo;

[13] un agente para suprimir la formacion de placa senil, que comprende el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la
composicion de [9] como ingrediente activo;

[14] un agente para suprimir la acumulaciéon de AR, que comprende el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la
composicion de [9] como ingrediente activo;

[15] un agente antineurotdxico, que comprende el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] como
ingrediente activo;

[16] un agente para inhibir la formacion de fibrillas de amiloide AR, que comprende el anticuerpo de cualquiera de [1]
a [8] o la composicion de [9] como ingrediente activo;

[17] un agente contra la toxicidad sinaptica, que comprende el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion
de [9] como ingrediente activo;

[18] un método para detectar un oligbmero de AR, que comprende la etapa de detectar un oligdbmero de AR
contenido en una muestra recogida de un sujeto usando el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8];

[19] un método para diagnosticar si un sujeto es o no un posible paciente con enfermedad de Alzheimer, que
comprende el uso del anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] para detectar un oligdbmero de AB en una muestra
recogida de un sujeto;

[20] un método para diagnosticar si un sujeto es 0 no un posible paciente con enfermedad de Alzheimer, que
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra recogida de un sujeto con el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8]; y
(b) medir la cantidad de oligébmero de AR en la muestra,

en la que se determina que el sujeto es un posible paciente con enfermedad de Alzheimer, cuando la cantidad
medida en la etapa (b) es mas alta que la de un individuo sano;

[21] un método para diagnosticar si un sujeto es o no un posible paciente con enfermedad de Alzheimer, que
comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra recogida de un sujeto con el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] y un anticuerpo
gue se une a un monémero de AB; y

(b) medir la relacién de oligdmero de AR con respecto a mondémero de AB en la muestra, en la que se determina que
el sujeto es un posible paciente con enfermedad de Alzheimer, cuando la proporcion medida en la etapa (b) es
mayor que la de un individuo sano;

[22] el método de cualquiera de [18] a [21], en el que la muestra es sangre o liquido cefalorraquideo;
[23] un agente farmacéutico para uso en el método de cualquiera de [18] a [21]; y
[24] un kit para su uso en el método de cualquiera de [18] a [21].

Ademas, se divulga lo siguiente:
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[25] un método para prevenir y/o tratar el deterioro cognitivo, que comprende la etapa de administrar el anticuerpo de
cualquiera de [1] a [8] o la composicidn de [9] como ingrediente activo;

[26] un método para prevenir y/o tratar la enfermedad de Alzheimer, que comprende la etapa de administrar el
anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] como ingrediente activo;

[27] un método para suprimir la progresion de la enfermedad de Alzheimer, que comprende la etapa de administrar
el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] como ingrediente activo;

[28] un método para suprimir la formacion de placa senil, que comprende la etapa de administrar el anticuerpo de
cualquiera de [1] a [8] o la composicidn de [9] como ingrediente activo;

[29] un método para suprimir la acumulacién de AR, que comprende la etapa de administrar el anticuerpo de
cualquiera de [1] a [8] o la composicidn de [9] como ingrediente activo;

[30] un método para neutralizar la neurotoxicidad, que comprende la etapa de administrar el anticuerpo de
cualquiera de [1] a [8] o la composicién de [9] como ingrediente activo;

[31] un método para inhibir la formaciéon de fibrillas amiloides AB, que comprende la etapa de administrar el
anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] como ingrediente activo;

[32] un método para neutralizar la toxicidad sinaptica, que comprende la etapa de administrar el anticuerpo de
cualquiera de [1] a [8] o la composicidn de [9] como ingrediente activo;

[33] el uso del anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] en la produccién de un agente contra el
deterioro cognitivo;

[34] el uso del anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicién de [9] en la produccién de un agente terapéutico
para la enfermedad de Alzheimer;

[35] el uso del anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composiciéon de [9] en la produccién de un agente para
suprimir la progresion de la enfermedad de Alzheimer;

[36] uso del anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicidn de [9] en la produccién de un agente para suprimir
la formacién de placa senil;

[37] uso del anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicién de [9] en la produccidn de un agente para suprimir
la acumulacion de AB;

[38] uso del anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicidon de [9] en la producciéon de un agente para
neutralizar (suprimir) la neurotoxicidad,;

[39] uso del anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] en la produccién de un agente para inhibir la
formacion de fibrillas amiloides AB;

[40] la utilizacién del anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] en la produccién de un agente para
neutralizar (suprimir) la toxicidad sinaptica;

[41] el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] para su uso en la prevencion y/o el tratamiento
del deterioro cognitivo;

[42] el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer;

[43] el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicién de [9] para su uso en la supresion de la progresion de la
enfermedad de Alzheimer;

[44] el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicién de [9] para su uso en la supresion de la formacion de
placa senil;

[45] el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicién de [9] para su uso en la supresion de la acumulacion de
AB;

[46] el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] para su uso en neutralizacion (supresion) de
neurotoxicidad;

[47] el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicion de [9] para su uso en la inhibicion de la formacion de
fibrillas amiloides AB; y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2617604 T3

[48] el anticuerpo de cualquiera de [1] a [8] o la composicién de [9] para su uso en la neutralizacion (supresién) de la
toxicidad sinaptica.

Efectos de la invencién

Se espera que los anticuerpos proporcionados por la presente invencién contribuyan en gran medida al
establecimiento de métodos preventivos/terapéuticos selectivos con moléculas responsables de evocar condiciones
patoldgicas de la enfermedad de Alzheimer y al establecimiento de marcadores diagnésticos tempranos para la
enfermedad de Alzheimer. Los presentes inventores obtuvieron evidencias que demuestran que, incluso en la
terapia de anticuerpos dirigida a condiciones patoldgicas en el cerebro, la administracién intravenosa periférica es
suficiente y no hay necesidad de considerar la transferencia al cerebro. Por lo tanto, se espera que la presente
invencién aumente rapidamente el progreso de los farmacos de anticuerpos para la enfermedad de Alzheimer.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 presenta fotografias y un grafico que muestra los resultados de la producciéon y la determinacién
caracteristica de anticuerpos especificos de oligémeros. A: Electroforesis de inmundgenos. Se aisl6 el tetramero de
AB 1-42 (punta de flecha negra) que esta libre de contaminacion del monémero de AR 1-42 (cabeza de flecha
resaltada) usando SDS-PAGE. Carril 1: AR 1-42 disuelto en amortiguador de fosfato 10 mM; y el carril 2: AR 1-42
disuelto en agua destilada desionizada. B: El amiloide AR, que es insoluble en un amortiguador, pero que puede
extraerse utilizando acido férmico del cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer, se inmunoprecipitd
utilizando el sobrenadante de un cultivo de células de hibridoma positivo, y se separé selectivamente el complejo
inmune usando proteina G-agarosa (Amersham). Se probaron nueve clones; el carril 2 (asterisco) es 1A9 y el carril 6
(doble asterisco) es 2C3. C: Perfil de elucion de CET de un medio acondicionado. Entre las 24 fracciones
recolectadas de CET, se sometieron las fracciones 8, 13 y 16 a inmunoprecipitacion de 1A9. Se detecto la
inmunorreactividad de AB usando 4G8. La punta de flecha negra indica el trimero y la punta de flecha resaltada
indica el dimero. Asterisco (*) indica la cadena ligera de anti-lgG de ratén.

La Fig. 2 presenta fotografias y un gréafico que muestra la actividad antitoxica de 1A9 y 2C3. A hasta F: Imagenes
representativas de células PC12 tratadas con NGF (PC12N), que fueron expuestas a AR 1-42 libre de semilla a 37°C
durante 48 horas en presencia o ausencia de anticuerpos (mitad izquierda de cada panel). Tinciéon de calceina
AM/PI representativa donde las células vivas se tifieron de color verde y las células muertas se tifieron de rojo (mitad
derecha de cada panel). G: La viabilidad de las células expuestas a AR 1-42 libre de semilla (25 pM) con los
siguientes anticuerpos: 1gG2b no especifica (cuadrado relleno); 4G8 (triangulo sin relleno); 1A9 (cuadrado sin
relleno); y 2C3 (circulo relleno).

La Fig. 3 presenta fotografias y un grafico que muestra el tamafio y las caracteristicas morfologicas de los montajes
de AP téxicos dirigidos por 1A9 y 2C3. A: El sobrenadante de 540.000 x g de AR 1-42 (25 uM) se sometié a un
proceso de tamizado molecular continio usando membranas de ultrafiltracién que tenian un valor de corte de peso
molecular de 3, 10, 30 y 100 kDa (Microcon). Los cuatro tipos de filtrados asi fraccionados se denominaron como
sigue: fraccién 1 (< 3 kDa), fraccion 2 (3 a 10 kDa), fraccién 3 (10 a 30 kDa), fraccién 4 (30 a 100 kDa); y la fraccion
5 (> 100 kDa) que finalmente fue retenida. La presencia de AR 1-42 en cada una de las fracciones antes
mencionadas se detectd mediante inmunotransferencia 4G8. B: Imagenes representativas de células PC12 tratadas
con NGF (PC12N) tratadas con las cinco fracciones a 37°C durante 48 horas. La toxicidad de cada fraccion se
evalué como se ha descrito anteriormente para la Fig. 2. C: La viabilidad de células tratadas con el sobrenadante de
540.000 x g de AB 1-42 y las cinco fracciones (fracciones 1 a 5). Resultados similares se obtuvieron a partir de dos
experimentos independientes. Los valores se presentan en porcentaje (media = DE) con respecto al control. D:
Analisis de transferencia de puntos (dot blot) de las cinco fracciones (fracciones 1 a 5). Las transferencias se
hicieron reaccionar con All, 1A9, 2C3 y 4G8. E: Imagenes de AFM de las cinco fracciones. En la fraccion 5 (Fr. 5)
gue tenia la toxicidad mas fuerte, se observaron estructuras en forma de anillo y en forma de perlas ademas de
moléculas granulares.

La Fig. 4 presenta fotografias y graficos que muestran la actividad de 1A9 y 2C3 para suprimir la formacién de
fibrillas amiloides AB. A: Se controld la formacién de fibrillas amiloides AR 1-42 a diversas concentraciones (10) uM
(cuadrado sin relleno), 25 puM (diamante relleno) y 50 uM (circulo sin relleno) mediante un ensayo ThT a 37°C
durante hasta 72 horas. B: Se observd la inhibicion coexistente dependiente de la dosis de anticuerpo de la
formacion de fibrillas amiloides AR 1-42 para 2C3 (circulo sin relleno). Por el contrario, los anticuerpos 1A9
(cuadrado sin relleno), 4G8 (triangulo relleno) e IgG no especificos (cuadrado relleno) no inhibieron el montaje
formador de fibrillas de AB 1-42 libres de semillas (sobrenadante de 540.000 x g negativo para ThT). C: Se observé
la inhibicidon coexistente dependiente de la dosis del anticuerpo del montaje formador de fibrillas de AR 1-42 para
2C3 (circulo sin relleno), y se observé también inhibicion casi completa para 1A9 (cuadrado sin relleno) a 3 uM. D:
Ninguno de los anticuerpos de ensayo afiadidos después de una preincubacion de 24 horas para la formacion de
fibrillas de amiloide AR 1-42 podria disolver o desensambilar las fibrillas de amiloide AB 1-42. E hasta G: Imagenes
de EM de AB 1-42 en ausencia (Panel E) y presencia de 2C3 (Panel F) y 1A9 (Panel G).

La Fig. 5 presenta fotografias y graficos sobre oligdmeros de AB 1-42 relacionados con la toxicidad. A: Ensayo de
transferencia de puntos (mitad superior del Panel A): Se incubaron mondémeros de AR 1-42 (25 puM) durante un
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tiempo especificado (0 a 72 horas) a 37°C, y se inmovilizaron sobre una membrana de nitrocelulosa, y se sometieron
a un ensayo de transferencia de puntos que usa All, 1A9, 2C3 o0 4G8. Se analizé la apariciéon de estructuras
positivas a la inmunorreactividad para cada anticuerpo. Analisis de intensidad de inmunorreactividad (mitad inferior
del Panel A): Los resultados del ensayo de transferencia de puntos se analizaron semicuantitativamente usando el
software Multi Gauge version 3.0 (Fuji Film, Tokio). Para correlacionar la formacion de oligomeros y la formacién de
fibrillas amiloides, el valor de fluorescencia ThT (el eje Y derecho) se superpuso en el mismo eje de tiempo. B: El
montaje AR 1-42 después de 0, 2, 4 y 24 horas de incubacién a 37°C, y el cambio en el montaje de AB1-42 después
de una incubacién adicional de 48 horas. El montaje de AR 1-42 se detectdé por inmunotransferencia 4G8. C: La
actividad téxica de los diversos montajes de AB1-42 mencionados anteriormente. La viabilidad de las células
nerviosas se determind mediante el ensayo LIVE/DEAD como se describe en la Fig. 2. D: La actividad
antineurotoxica de 1A9 y 2C3 se evalud usando diversos montajes de AR (los montajes de AR 1-42 formados a 37°C
durante 0 y 2 horas ("0 h"y "2 h") y el sobrenadante positivo para ThT recogido después de la ultracentrifugacion a
540.000 x g durante dos horas ("sobrenadante de 2 h")). Las imagenes representativas de células PC12N expuestas
a diversos montajes de AB 1-42 en ausencia o presencia de los anticuerpos se muestran en la mitad izquierda del
Panel D (a: "0 h"; b: "2 h"; c: "sobrenadante de 2 h"; D: "sobrenadante de 2 h" + IgG2b; e: "sobrenadante de 2 h" +
1A9; f: "sobrenadante de 2 h" + 2C3). La viabilidad de las células expuestas a diversos montajes de AR 1-42 en
ausencia o presencia de los anticuerpos se presenta en porcentaje (media £ DE) con respecto al control, y esto se
muestra en la mitad derecha del Panel D. Comparado con el montaje de AR 1-42 de "0 h", el montaje de AR 1-42 de
"2 h" disminuy6 la neurotoxicidad. El "sobrenadante de 2 h" recuperé la neurotoxicidad en un grado similar al del
montaje de AB 1-42 de "0 h". La IgG2b no especifica no pudo bloquear la induccién de neurotoxicidad del montaje
de AB 1-42 de "sobrenadante de 2 h". El anticuerpo 1A9 monoclonal inhibi6 completamente la neurotoxicidad
inducida por el "sobrenadante de 2 h", mientras que la capacidad de 2C3 para inhibir la toxicidad fue ligeramente
inferior. En los experimentos usando los dos anticuerpos monoclonales (mAb), se observo la actividad antitéxica de
los mAb a una relacién molar mAb:AB de 1:<25 a 50. Esto sugiere que existen montajes oligoméricos reconocidos
por 1A9 y 2C3 estructuralmente diferentes a una concentracion relativamente baja.

La Fig. 6 presenta fotografias y graficos que muestran que existen oligdbmeros solubles reconocidos por 1A9 y 2C3
en el cerebro humano. Los anticuerpos contra oligdbmeros de AR pueden detectar placas seniles y amiloides
vasculares en el cerebro con EA sélo después del pretratamiento con proteasa K. A: tincion con 1A9; B: tincién con
2C3; y C: tincién con All. D: inmunotransferencia de 4G8 de AR inmunoprecipitado con 1A9 o 2C3 en cerebro con
EA soluble en amortiguador (carriles 1, 2, 4 y 5) y cerebro de control sano (carriles 3 y 6). Los resultados
representativos para 1A9 y 2C3 se muestran en la mitad izquierda y derecha del panel, respectivamente. E y F:
Andlisis semicuantitativo (con control de actina) de 12 mer inmunorreactivo a 1A9 soluble (Panel E) y 12 mer
inmunorreactivo a 2C3 soluble (Panel F) en la corteza entorrinal humana obtenido de 50 casos de autopsia de una
poblacién de ancianos sanos (NFT de Braak Etapa | o IIl: n = 35, NFT de Braak Etapa lll o IV: n = 13 y NFT de Braak
Etapa > IV, casos de EA: n = 2).

La Fig. 7-1 presentan graficos que muestran que los oligémeros reconocidos por 1A9 y 2C3 solubles existen en CSF
humano. Se sometieron a cromatografia de exclusién por tamafio (CET) liquido cefalorraquideo (LCR) entero
combinado (EA =10, y CN = 10) (Paneles Ay B) y LCR combinado sin lipoproteina (EA = 10 y CN = 10) (Paneles C
y D). En los paneles A y B, se analizaron las fracciones recogidas para la distribucion de los monémeros de ABR40 y
AB42 mediante los ELISA BNT77-BA27 y BNT77-BCO05. Los paneles C y D muestran la presencia de oligémeros de
AB 40 y AB 42 capturados por anticuerpos mixtos 1A9/2C3.

La Fig. 7-2 es la continuacion de la Fig. 7-1. Se midieron la cantidad de montaje oligomérico reconocido por 1A9
(ELISA 1A9-BCO5 y 1A9-BA27) y la cantidad de montaje reconocido por 2C3 (ELISA 2C3-BCO05 y 2C3-BA27) para
12 casos con EA (circulo sin relleno) y 13 casos de CN (circulo relleno) (Paneles E y G). La relacion
oligdbmero/monémero se muestra en los Paneles F (1A9) y H (2C3).

La Fig. 8 presenta graficos que muestran que la aparicion de deterioro de la memoria en ratones Tg2576 se puede
prevenir mediante el tratamiento de inmunizacion pasiva. Los ratones Tg2576 de 13 meses de edad se dividieron en
los siguientes tres grupos para realizar ensayos de aprendizaje/comportamiento: grupo que recibié PBS: n = 10;
grupo que recibié 1A9: n = 13; y grupo que recibié 2C3: n = 11. Todos los valores medidos se indicaron como media
+ EE. (A) prueba de laberinto en Y. El comportamiento de la alteracion espontanea se controlé en cada grupo
durante una sesion de ocho minutos de la labor en el laberinto en Y. Los resultados del ANOVA unidireccional fueron
los siguientes: F (1, 52) = 3,09, p < 0,05; * p <0,05 en la comparacion con ratones Tg2576 que recibieron PBS. (B)
Prueba de reconocimiento de objetos nuevos. La sesion de retencion se realizd 24 horas después del
entrenamiento. En cada grupo se determiné la preferencia exploratoria en una sesion de diez minutos en la prueba
de reconocimiento de objetos nuevos. Los resultados del ANOVA bidireccional fueron los siguientes:
entrenamiento/retencion, F (1, 64) = 31,53, p < 0,01; grupo de animales, F (2, 64) ~ 7,49, p < 0,01;
entrenamiento/retencién repetido por el grupo de animales, F (2, 64) = 10,12, p < 0,01; ** p < 0,01 en la comparacion
con los ratones correspondientes no entrenados, ## p < 0,01 en la comparacion con ratones Tg2576 que recibieron
PBS. (C) Se midid la longitud de la trayectoria de natacion durante una sesion de 60 segundos de prueba de
laberinto en agua para cada grupo. Los resultados del ANOVA bidireccional fueron los siguientes: ensayo, F (9, 320)
= 20,46, p < 0,01; grupo de animales, F (2, 320) = 12,59, p < 0,01; ensayo repetido por el grupo de animales, F (18,
320) = 1,78, p < 0,05; p <0,05, ** p < 0,01 en la comparacién con ratones Tg2576 que recibieron PBS. Ensayo de
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aprendizaje condicionado al miedo: Se determinaron los tiempos de bloqueo (E) dependientes del contexto (D) y
dependientes de las pistas. Los resultados del ANOVA bidireccional fueron los siguientes: prueba dependiente del
contexto, F (2, 32) = 5,94, p < 0,01; prueba dependiente de las pistas, F (2, 32) = 7,33, p<0,01; *p <0,05y ** p <
0,01 en la comparacion con ratones Tg2576 que recibieron PBS.

La Fig. 9 presenta graficas y una fotografia que muestra que la acumulacion de AR en Tg2576 puede prevenirse
mediante inmunoterapia pasiva. Se extrajeron el hipocampo y la corteza cerebral de tres grupos de ratones Tg2576
de 13 meses de edad (grupo que recibié PBS, n = 10, grupo que recibié 1A9, n = 13 y grupo que recibié 2C3, n = 11)
en tres etapas continuas para preparar las fracciones solubles en amortiguador, solubles en SDS y extraibles en
acido féormico (FA). Cada una de las fracciones se sometid a pruebas ELISA especificas para AB (kit WAKO: BNT77-
BA27 para AB x-40; BNTT7-BCO05 para AB x-42). Se encontrd que la acumulacion de AB 40 (SDS y FA) y AB 42
(SDS) se suprimio6 significativamente solamente en el grupo tratado con 1A9. El efecto de supresion de acumulacion
para el oligébmero positivo para A11 (4 mer) se confirmé en las fracciones de la corteza cerebral solubles en SDS de
los dos grupos tratados con anticuerpos.

La Fig. 10 presenta fotografias y graficos de oligémeros de AB en el plasma y el cerebro de Tg2576. A y B: Como
resultado del andlisis de ELISA, no se observo diferencia significativa en la cantidad de AR x-40 y AB x-42 en el
plasma entre el grupo que recibié PBS y el grupo de inmunoterapia. C: De manera similar, no se observo diferencia
en la relacién de AB 40/AB 42 entre los tres grupos ensayados. D: Como resultado del analisis de transferencia de
puntos utilizando homogeneizados de cerebro combinados, no se observo diferencia en la cantidad de oligomero
positivo para A1l soluble en solucién fisiolégica entre los tres grupos ensayados. Hipocampo (panel izquierdo) y
corteza cerebral (panel derecho). Grupo que recibié PBS, n = 10; grupo que recibié 1A9, n = 13; y el grupo que
recibié 2C3, n = 11. E: De acuerdo con el andlisis de inmunotransferencia utilizando el anticuerpo antioligbmero Al1,
la inmunorreactividad del tetramero de AP en la fraccion de corteza cerebral extraida con SDS (panel derecho)
disminuyé en los grupos que recibieron 1A9 y 2C3 en comparacion con el grupo que recibié PBS. Por otro lado, esto
no se observo en el hipocampo (panel izquierdo). F: Se combind sangre de cada uno de los grupos (plasma sin
albumina, parte superior del Panel F, plasma sin albumina/lipoproteina, parte inferior del Panel F) y se someti6 a
analisis por transferencia de puntos con All. Como resultado, se encontré que la inmunorreactividad de All
aumentaba en los grupos que recibieron 1A9 y 2C3 en comparaciéon con el grupo que recibié6 PBS (Panel F). La
proporcion de la forma unida a lipoproteina de oligémeros reconocidos por 2C3 fue mayor que la de los oligdbmeros
reconocidos por 1A9 (parte inferior del Panel F). Ademas, la inmunotransferencia de A1l también mostré sefales
positivas a aproximadamente 200 kDa, y la inmunorreactividad aument6 claramente en los grupos que recibieron
1A9 y 2C3 en comparacion con el grupo que recibié PBS (Panel G). A partir de estos resultados, se puede concebir
que el efecto terapéutico selectivo sélo para las moléculas de oligdmero de AR objetivo se obtuvo en los grupos que
recibieron anticuerpo sin afectar a las moléculas fisiol6gicas.

La Fig. 11 presenta fotografias y graficos que muestran que la formacién de amiloide de placa senil (A: tincion de
anticuerpo especifico de AB P y B: analisis positivo para tioflavina S) y la formacién de neurita distréfica hinchada (C:
andlisis positivo para sinaptofisina) fueron suprimidas en el cerebro de ratén Tg2576 por tratamiento de inmunizacion
pasiva.

La Fig. 12 presenta fotografias que muestran la supresion de la degeneracion sinaptica mediante el tratamiento de
inmunizacién pasiva con 1A9 y 2C3. Inmunotincién de sinaptofisina (paneles de la izquierda) y drebrina (paneles de
la derecha) en las células periféricas similares a puntos presinapticos y postsinapticos. Parte superior:
administracion de PBS; parte central: administracion de 1A9; y parte inferior: administracion de 2C3.

La Fig. 13 presenta fotografias que muestran la transferencia cerebral de los anticuerpos por tratamiento de
inmunizacién pasiva. Se muestra la distribucion de anticuerpos administrados en el cerebro de raton Tg2576. Tincion
con anticuerpos anti-AB (paneles de la izquierda) e IgG (paneles centrales). Administracion de 1A9 (A),
administracion de 2C3 (B) y administracion de PBS (C).

La Fig. 14 presenta fotografias que muestran, mediante analisis por transferencia de puntos, que los anticuerpos
monoclonales 5A5, 5A9, 4F7, 4H5, 6E4 y 6H4 son especificos para los oligémeros de AB (3 a 96 horas), pero no
reconocen los mondmeros de AR (0 horas).

La Fig. 15 presenta graficas que muestran la capacidad de union selectiva a oligdmeros de AR de los seis tipos de
anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4). El eje vertical indica la absorbancia a una longitud de onda de 450 nm
y el eje horizontal indica la concentracién de oligémero de AR o monémero de AB utilizados como inhibidor. En cada
gréfico, la linea discontinua indica la actividad de union al anticuerpo cuando se usé el oligémero de AR como
inhibidor, y la linea continua indica la actividad de unién al anticuerpo cuando se us6 el monémero de AB como
inhibidor.

La Fig. 16 presenta graficas que muestran la actividad neutralizante de los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5,
5A9, 6E4 y 6H4) contra la neurotoxicidad inducida por AB. El eje horizontal indica la cantidad de anticuerpo afiadido,
y el eje vertical muestra la citotoxicidad relativa a aquella bajo la condicion libre de anticuerpo como patrén (véase la
ecuacion en la Figura). Se utilizo IgG de control (3F1), que es un anticuerpo que no se une a AR 42, para
comparacion.
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La Fig. 17 presenta graficas que muestran la actividad supresora de los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5,
5A9, 6E4 y 6H4) contra la formacion de fibrillas de AR amiloide. Los anticuerpos se afiadieron a tres concentraciones
diferentes a una solucion de AR 1-42 (12,5 uM). Después de la incubacion a 37°C durante 24 horas, se midio el nivel
de formacion de fibrillas amiloides AR mediante el método de intensidad de fluorescencia ThT. El eje horizontal
indica la cantidad de anticuerpo afiadido y el eje vertical muestra el nivel de formacién de fibrillas amiloides mediante
la adicion de anticuerpo que es relativa al nivel de formacion de fibrillas amiloides sin adiciéon de anticuerpo como
estandar.

Modo para llevar a cabo la invencién
La presente invencién se describird mas especificamente a continuacion.

Como se describié anteriormente, los presentes inventores tuvieron éxito en la obtencién de anticuerpos que se
unen especificamente a oligémeros de AR pero no a monoémeros de AB. Es decir, la presente invencién proporciona
anticuerpos que se unen a oligdbmeros de AB pero no a monémeros de AB. Los anticuerpos estan preferiblemente
aislados o purificados.

Los términos "aislados" y "purificados" utilizados para sustancias (anticuerpos y similares) de la presente invencién
indican que las sustancias no incluyen sustancialmente al menos una sustancia que puede estar contenida en la
fuente natural. Por lo tanto, "anticuerpos aislados" y "anticuerpos purificados" se refieren a anticuerpos que no
incluyen sustancialmente materiales celulares tales como hidrocarburos, lipidos u otras proteinas contaminantes de
la célula o fuente de tejido a partir de la cual se derivan los anticuerpos (proteinas). Cuando los anticuerpos se
sintetizan quimicamente, los términos se refieren a anticuerpos que no incluyen sustancialmente sustancias
precursoras quimicas u otras sustancias quimicas. En una realizacion preferida, los anticuerpos de la presente
invencion se aislan o se purifican.

"Anticuerpos" se refiere a glicoproteinas que tienen las mismas caracteristicas estructurales. Los anticuerpos
muestran una especificidad de unién frente a antigenos especificos. En el presente documento, "antigenos" se
refiere a proteinas que tienen la capacidad de unirse a los anticuerpos correspondientes, e inducen reacciones
antigeno-anticuerpo in vivo.

Las proteinas AR, que son los constituyentes principales de los amiloides, son péptidos que consisten en 40 a 42
aminoacidos y se sabe que se producen a partir de proteinas precursoras llamadas proteinas precursoras amiloides
(APP) por accion de proteasas. Ademas de las fibrillas amiloides recogidas en la fraccion de sedimento
ultracentrifugado, las moléculas amiloides producidas a partir de APP incluyen montajes oligoméricos no fibrosos
ademas de mondmeros solubles. Los "oligobmeros de AB" como se describe en la presente invencion se refieren a
montajes no fibrosos. Los "oligémeros de AB" como se describe en la presente invencién incluyen, por ejemplo,
oligémeros de AB40 (AR 1-40) y oligdbmeros de ABR42 (AB 1-42). Por ejemplo, los "oligdbmeros de ABR42" como se
escribe en la presente invencién son moléculas que muestran un peso molecular de 45 a 160 kDa en SDS-PAGE y
de 22,5 a 1.035 kDa en PAGE Blue Native. Utilizando tamices moleculares, las moléculas se recogen principalmente
en la solucion de retenciéon > 100 kDa. Cuando se observan bajo microscopio de fuerza atémica, las moléculas
muestran morfologias mixtas de moléculas granulares, en forma de perlas y en forma de anillo que tienen una altura
de 1,5 a 3,1 nm. Mediante el método de filtracion en gel, se eluyeron las moléculas en la fraccién 8 de volumen vacio
con un peso molecular de 680 kDa 0 mas y en la fraccién 15 con un peso molecular de 17 a 44 kDa.

No hay limitacién en el origen y la forma de los anticuerpos utilizados en la presente invencién, siempre que se unan
a oligébmeros de AB pero no a mondmeros de AB.

Los "anticuerpos" de la presente invencion son anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos de la presente invencion
también incluyen cualquier tipo de anticuerpos tales como anticuerpos de animales no humanos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanos, los minicuerpos descritos mas adelante, anticuerpos
modificados en la secuencia de aminoéacidos, anticuerpos modificados conjugados con otras moléculas (por ejemplo,
polimeros tales como polietilenglicol), y anticuerpos modificados con cadena de azUcar.

En la presente memoria, el término "anticuerpos monoclonales" se refiere a anticuerpos que se obtienen a partir de
una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos. Es decir, los anticuerpos individuales que constituyen la
poblacién son idénticos con la excepcién de posibles mutantes naturales que pueden estar presentes en una
cantidad traza. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos y reconocen un Unico sitio antigénico. Cada
uno de los anticuerpos monoclonales reconoce un solo determinante del antigeno, en contraste con las
preparaciones de anticuerpos convencionales (policlonales) que tipicamente contienen diferentes anticuerpos contra
diferentes determinantes antigénicos (epitopos).

Ademas de la especificidad mencionada anteriormente, los anticuerpos monoclonales tienen la ventaja de que
pueden ser sintetizados a partir de un cultivo de hibridoma que no esta contaminado con otras inmunoglobulinas.
Por lo tanto, "monoclonal” indica las caracteristicas de los anticuerpos que se pueden obtener de una poblacion de
anticuerpos sustancialmente homogénea. Este término no indica el requisito de ningin método especifico para la
produccién de anticuerpos.
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Basicamente, los anticuerpos monoclonales se pueden producir usando técnicas conocidas. Por ejemplo, pueden
producirse mediante el método de hibridoma descrito en primer lugar por Kohler y Milstein (Nature 256: 495-7,
1975), o por el método de ADN recombinante (Cabilly y colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 81 : 3273-7,
1984), pero los métodos no estan limitados a los mismos. Por ejemplo, cuando se usa el método de hibridoma, se
usa un oligomero de AB (por ejemplo, el tetrdmero de AB descrito en los Ejemplos) como un antigeno de
sensibilizacion, y la inmunizacién se lleva a cabo de acuerdo con un método de inmunizacién convencional. Las
células inmunitarias obtenidas se fusionan con células progenitoras conocidas mediante un método de fusién celular
convencional, y las células productoras de anticuerpos monoclonales se pueden cribar y aislar usando un método de
cribado convencional.

Los anticuerpos monoclonales de la presente invencion se pueden producir de la siguiente manera. Se disuelve el
AB 1-42 sintético (Peptide Institute, Inc., Osaka) en agua desionizada destilada o una solucién amortiguadora de
fosfato 10 mM, y ésta se incuba a 37°C durante 18 horas. Después, los péptidos se separan por SDS-PAGE al 4-
12% y se visualizan mediante tincion con CBB, y la porcion del tetramero de AB 1-42 solo que no esta contaminada
con el monémero de AB 1-42 se corta y se usa como un antigeno. Por otra parte, se prepara una preparacion que
contiene una gran cantidad del oligomero de AB 1-40 mezclando (i) un AR 1-40 modificado preparado uniendo
quimicamente 6-carboxitertrametilrodamina (6-TAMRA) (SIGMA) al extremo terminal N de un péptido A 1-40
sintético usando un método convencional con (ii) AR 1-40 sintético (Peptide Institute, Inc., Osaka) en una proporcion
de 5:100, 10:100, 20: 100, 30:100, 40:100, 50:100, 60:100, 70:100 o 80:100, preferiblemente 90:100, 0 mas
preferiblemente 100:100, y llevando a cabo la reaccion de polimerizacion durante tres horas, preferiblemente seis
horas o mas preferiblemente 20 horas. A continuacién, se inmunizan los ratones Balb-c con 2,5 pg ya sea del
tetramero de AR 1-42 o el oligdmero de AB 1-40 emulsionado usando adyuvante de Freund completo inyectando el
antigeno en sus patas. Posteriormente, se llevan a cabo inmunizaciones de refuerzo seis veces. Los hibridomas se
producen a partir del ganglio linfatico inguinal por fusién con células Sp2/0-Agl14 usando polietilenglicol 1500.

Los animales inmunizados con antigenos sensibilizadores no estan particularmente limitados, pero se seleccionan
preferiblemente teniendo en cuenta la compatibilidad con las células parentales utilizadas para la fusion celular.
Generalmente, se utilizan roedores, Lagomorfos o primates. Los roedores incluyen, por ejemplo, ratones, ratas y
hamsteres. Los Lagomorfos incluyen, por ejemplo, conejos. Los primates incluyen, por ejemplo, monos Catarrhini
(viejo mundo) tales como Macaca fascicularis, Macaca mulatta, Hamadryas y chimpancés.

Los animales se inmunizan con antigenos sensibilizantes de acuerdo con métodos conocidos. Por ejemplo, como
método estandar, la inmunizacion se realiza por inyeccion intraperitoneal o subcutanea de un antigeno sensibilizante
en mamiferos.

Un ejemplo de las células progenitoras fusionadas con los inmunocitos mencionados anteriormente es la célula
Sp2/0-Agl4, que se describira a continuacion en los Ejemplos. Sin embargo, pueden usarse otras diversas lineas
celulares conocidas.

La fusién celular entre el inmunocito mencionado anteriormente y una célula de mieloma puede llevarse a cabo
basicamente de acuerdo con métodos conocidos que incluyen el método de Kohler y Milstein (Kohler G. y Milstein
C., Methods Enzymol. (1981) 73, 3-46).

Los hibridomas obtenidos de esta manera se seleccionan cultivandolos en un medio de cultivo de seleccién
convencional tal como un medio de cultivo HAT, que contiene hipoxantina, aminopterina y timidina. El cultivo en el
medio de cultivo HAT antes mencionado se continla generalmente durante varios dias a varias semanas durante un
tiempo adecuado para matar células distintas de los hibridomas deseados (células no fusionadas). A continuacion,
se lleva a cabo un método de dilucién limitante convencional para el cribado y la clonacién individual de un
hibridoma que produce el anticuerpo deseado.

A continuacion, el hibridoma obtenido se trasplanta a la cavidad abdominal de un ratén y se extrae el fluido ascitico
que contiene los anticuerpos monoclonales deseados. Por ejemplo, los anticuerpos pueden purificarse a partir del
fluido ascitico por métodos convencionales de separacion y/o purificacion de proteinas tales como una combinacién
seleccionada de cromatografia en columna incluyendo, pero sin limitarse a, cromatografia de afinidad, filtracion,
ultrafiltracion, precipitacion con sal, didlisis, electroforesis en gel de poliacrilamida SDS enfoque isoeléctrico
(Antibodies: A Laboratory manual, Harlow y David, Lane (edit.), Cold Spring Harbor Laboratory, 1988).

Las columnas de proteina A y las columnas de proteina G se pueden usar para columnas de afinidad. Ejemplos de
las columnas de Proteina A utilizadas incluyen Hyper D, POROS y Sefarosa F.F. (Pharmacia).

La cromatografia (excluyendo la cromatografia de afinidad) incluye cromatografia de intercambio idnico,
cromatografia hidréfoba, filtracién en gel, cromatografia en fase inversa y cromatografia de adsorcion ("Strategies for
Protein Purification and Characterization: A Laboratory Course Manual“, Daniel R Marshak y colaboradores Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1996). Cuando se lleva a cabo la cromatografia, se pueden usar métodos de
cromatografia en fase liquida tales como HPLC y FPLC.

Los hibridomas productores de anticuerpos monoclonales preparados de esta manera pueden subcultivarse en un
medio de cultivo convencional, y pueden almacenarse durante mucho tiempo en nitrégeno liquido.
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Cualquier mamifero puede ser inmunizado usando un inmundgeno para la produccién de anticuerpos. Sin embargo,
cuando se preparan anticuerpos monoclonales mediante la produccién de hibridomas, se considera preferiblemente
la compatibilidad con las células parentales utilizadas en la fusion celular para la produccion de hibridomas.

Generalmente, se usan para la inmunizacién roedores, lagomorfos o primates. Los roedores incluyen, por ejemplo,
ratones, ratas y hamsteres. Los Lagomorfos incluyen, por ejemplo, conejos. Los primates incluyen, por ejemplo,
monos Catarrhini (viejo mundo) tales como Macaca fascicularis, Macaca mulatta, Hamadryas y chimpancés.

El uso de animales transgénicos que tienen un repertorio de genes de anticuerpos humanos es conocido en la
técnica (Ishida I, y colaboradores, Cloning and Stem Cells 4: 91-102, 2002). Como con otros animales, para obtener
anticuerpos monoclonales humanos, se inmunizan los animales transgénicos, luego se recogen células productoras
de anticuerpos de los animales y se fusionan con células de mieloma para producir hibridomas, y se pueden
preparar anticuerpos anti-proteina humana a partir de estos hibridomas (véanse las publicaciones internacionales
Nos. W092/03918, W094/ 02602, W094/25585, W096/33735, y W0O96/34096).

Alternativamente, se pueden usar linfocitos inmortalizados con oncogenes para la produccion de anticuerpos
monoclonales. Por ejemplo, los linfocitos humanos infectados con virus EB o similares se inmunizan in vitro con
inmunogenos. A continuacion, se fusionan los linfocitos inmunizados con células de mieloma derivadas de humanos
(U266, etc.) capaces de division ilimitada, y por lo tanto se obtienen hibridomas que producen los anticuerpos
humanos deseados (publicacién de la solicitud de patente japonesa de Kokai No. (JP-A) S63-17688 (solicitud de
patente japonesa publicada no examinada)).

Una vez que se pueden obtener anticuerpos monoclonales mediante cualquiera de los métodos antes mencionados,
los anticuerpos pueden prepararse también usando métodos de ingenieria genética (véase, por ejemplo, Borrebaeck
CAK y Larrirk JW, Therapeutic Monoclonal Antibodies, MacMillan Publishers, RU, 1990). Por ejemplo, se pueden
preparar anticuerpos recombinantes mediante clonacién de los ADN que codifican los anticuerpos deseados a partir
de células productoras de antigeno tales como hibridomas o linfocitos inmunizados que producen los anticuerpos,
insertando a continuacion los ADN clonados en vectores apropiados y transfectando los vectores en células huésped
adecuadas. Tales anticuerpos recombinantes también se incluyen en la presente invencion.

Ejemplos de los anticuerpos monoclonales de la presente invencion incluyen el anticuerpo monoclonal 6E4.
Preferiblemente, los anticuerpos monoclonales de la invencion incluyen un anticuerpo que se une a un oligémero de
AB pero no a un monémero de AB, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal y es un anticuerpo que
comprende una cadena H (cadena pesada) que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 81 y una
cadena L (cadena ligera) que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 83.

En una realizacion, los anticuerpos de la presente invencién incluyen minicuerpos. Un minicuerpo contiene un
fragmento de anticuerpo que carece de una porcién de un anticuerpo completo, y no esta particularmente limitado,
siempre y cuando tenga la capacidad de unirse a un antigeno. Ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen Fab,
Fab', F(ab")2 y Fv. Ejemplos de minicuerpos incluyen Fab, Fab', F(ab")2, Fv, scFv (Fv de cadena sencilla), diacuerpo
y sc(Fv)2 ((Fv)2 de cadena sencilla).

Para obtener los anticuerpos policlonales descritos contra las proteinas, se retira sangre de un mamifero
sensibilizado con un antigeno después de que se confirma que el nivel en suero del anticuerpo deseado aumenta. El
suero se separa de la sangre mediante un método conocido. Cuando se utiliza un anticuerpo policlonal, se puede
utilizar suero que contiene el anticuerpo policlonal. Alternativamente, si es necesario, se puede aislar una fraccion
que contiene el anticuerpo policlonal del suero y después utilizarse. Por ejemplo, se puede preparar inmunoglobulina
G o M mediante la obtencién de una fraccidon que reconoce especificamente una proteina descrita en la presente
memoria utilizando una columna de afinidad acoplada con la proteina y luego purificando esta fracciéon usando una
columna de Proteina A o Proteina G.

Se da a conocer un anticuerpo que se une a un oligémero de AR que es un anticuerpo que se une a un oligébmero de
AB que se une a 1A9, 2C3, 5A5, 5A9, 4F7, 4H5, 6E4 o 6H4. Lo que se divulga es que el anticuerpo es cualquiera de
los anticuerpos de (A) hasta (F) a continuacion:

(A) un anticuerpo que se une a un oligdmero de AB que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 1 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 3;

(B) un anticuerpo que se une a un oligbmero de AB que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H de la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID NO: 21 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 23;

(C) un anticuerpo que se une a un oligbmero de AR que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que

tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 41 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 43;
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(D) un anticuerpo que se une a un oligémero de AB que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 61 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 63;

(E) un anticuerpo que se une a un oligdmero de AB que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 81 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 83;

(F) un anticuerpo que se une a un oligémero de AB que se une a un anticuerpo que comprende una cadena H que
tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 101 y una cadena L (cadena ligera) que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 103.

Ademas, se divulgan los oligdbmeros de AR a los que se unen los anticuerpos de la presente invencion.
Preferiblemente, los anticuerpos incluyen, por ejemplo, el anticuerpo monoclonal 6E4. Tales oligdmeros de AR se
pueden usar como antigenos para preparar anticuerpos o vacunas.

Lo que se divulga es, por ejemplo, el anticuerpo de cualquiera de (1) a (38) a continuacion:

(1) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 11 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 13 como CDRS;

(2) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 19 como CDRS3;

(3) un anticuerpo que comprende la cadena H de (1) y la cadena L de (2);

(4) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 como
VH;

(5) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 como
VL;

(6) un anticuerpo que comprende la cadena H de (4) y la cadena L de (5);

(7) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 29 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 31 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 33 como CDR3;

(8) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 35 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 37 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 39 como CDR3;

(9) un anticuerpo que comprende la cadena H de (7) y la cadena L de (8);

(10) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25 como
VH,;

(11) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 27 como
VL;

(12) un anticuerpo que comprende la cadena H de (10) y la cadena L de (11);

(13) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 49 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 51 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 53 como CDRS;

(14) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 55 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 57 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 59 como CDR3;

(15) un anticuerpo que comprende la cadena H de (13) y la cadena L de (14);

(16) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45 como
VH,;

(17) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 47 como
VL;
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(18) un anticuerpo que comprende la cadena H de (16) y la cadena L de (17);

(19) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 69 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 71 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 73 como CDR3;

(20) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 75 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 77 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 79 como CDRS;

(21) un anticuerpo que comprende la cadena H de (19) y la cadena L de (20);

(22) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 65 como
VH,;

(23) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 67 como
VL;

(24) un anticuerpo que comprende la cadena H de (22) y la cadena L de (23);

(25) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 89 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 91 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 93 como CDRS;

(26) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 95 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 97 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 99 como CDR3;

(27) un anticuerpo que comprende la cadena H de (25) y la cadena L de (26);

(28) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 85 como
VH;

(29) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 87 como
VL;

(30) un anticuerpo que comprende la cadena H de (28) y la cadena L de (29);

(31) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 109
como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 111 como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 113 como CDR3;

(32) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 115
como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 117 como CDR2 y la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 119 como CDR3;

(33) un anticuerpo que comprende la cadena H de (31) y la cadena L de (32);

(34) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 105
como VH;

(35) un anticuerpo que comprende una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 107
como VL;

(36) un anticuerpo que comprende la cadena H de (34) y la cadena L de (35);

(37) un anticuerpo que comprende una 0 mas sustituciones, supresiones, adiciones y/o inserciones de aminoacidos
en el anticuerpo de cualquiera de (1) a (36), que tiene actividad equivalente al anticuerpo de cualquiera de (1) a

(36);y
(38) un anticuerpo que se une al epitopo unido por el anticuerpo de cualquiera de (1) a (36).

La presente invencidén proporciona un anticuerpo que se une especificamente a un oligémero de AB pero no a un
mondémero de AR, en donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal y se selecciona del grupo que consiste en:

(1) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 89 como
CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 91 como CDR2 y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID
NO: 93 como CDR3 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 95 como CDR1, la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 97 como CDR2 y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 99
como CDR3;
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(2) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 85 como
VH y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 87 como VL; y

(3) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 81 y una
cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 83.

Un ejemplo de la VH en la “cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 (secuencia de la
CDR1 de cadena H del anticuerpo 5A5) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11 (secuencia
de la CDR2 de cadena H del anticuerpo 5A5) como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 13
(secuencia de la CDR3 de cadena H del anticuerpo 5A5) como CDR3" mencionadas anteriormente de (1) es un VH
gue tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5 (secuencia de VH del anticuerpo 5A5).

Un ejemplo de la VL en la "cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 15 (secuencia de la
CDR1 de cadena L del anticuerpo 5A5) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 17 (secuencia
de la CDR2 de cadena L del anticuerpo 5A5) como CDRZ2, y la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 19
(secuencia de la CDR3 de cadena L del anticuerpo 5A5) como CDR3" mencionadas anteriormente de (2) es una VL
gue tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 (secuencia de la VL del anticuerpo 5A5).

Un ejemplo de la VH en la “cadena H antes mencionada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
29 (secuencia de la CDR1 de cadena H del anticuerpo 5A9) como CDR1, la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID
NO: 31 (secuencia de la CDR2 de cadena H del anticuerpo 5A9) como CDR2, y la secuencia de aminoéacidos de la
SEQ ID NO: 33 (secuencia de CDR3 de cadena H del anticuerpo 5A9) como CDR3" mencionadas anteriormente de
(7) es un VH que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25 (secuencia de la VH del anticuerpo 5A9).

Un ejemplo de la VL en la "cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 35 (secuencia de la
CDR1 de cadena L del anticuerpo 5A9) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 37 (secuencia
de la CDR2 de cadena L del anticuerpo 5A9) como CDRZ2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 39
(secuencia de la CDR3 de cadena L del anticuerpo 5A9) como CDR3" anteriormente mencionadas de (8) es una VL
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 27 (secuencia de la VL del anticuerpo 5A9).

Un ejemplo de la VH en la “cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 49 (secuencia de la
CDR1 de cadena H del anticuerpo 4F7) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 51 (secuencia
de la CDR2 de cadena H del anticuerpo 4F7) como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 53
(secuencia de CDR3 de cadena H del anticuerpo 4F7) como CDR3" mencionadas anteriormente de (13) es un VH
gue tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 45 (secuencia de la VH del anticuerpo 4F7).

Un ejemplo de la VL en la "cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 55 (secuencia de la
CDR1 de cadena L del anticuerpo 4F7) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 57 (secuencia
de la CDR2 de cadena L del anticuerpo 4F7) como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 59
(secuencia de CDR3 de cadena L del anticuerpo 4F7) como CDR3" mencionadas anteriormente de (14) es una VL
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 47 (secuencia de la VL del anticuerpo 4F7).

Un ejemplo de la VH en la "cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 69 (secuencia de la
CDR1 de cadena H del anticuerpo 4H5) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 71 (secuencia
de la CDR2 de cadena H del anticuerpo 4H5) como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 73
(secuencia de la CDR3 de cadena H del anticuerpo 4H5) como CDR3" mencionadas anteriormente de (19) es un VH
gue tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 65 (secuencia de la VH del anticuerpo 4H5).

Un ejemplo de la VL en la "cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 75 (secuencia de la
CDR1 de cadena L del anticuerpo 4H5) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 77 (secuencia
de la CDR2 de cadena L del anticuerpo 4H5) como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 79
(secuencia de la CDR3 de cadena L del anticuerpo 4H5) como CDR3" mencionadas anteriormente de (20) es una
VL que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 67 (secuencia de la VH del anticuerpo 4H5).

Un ejemplo de la VH en la “cadena H que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 89 (secuencia de la
CDR1 de cadena H del anticuerpo 6E4) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 91 (secuencia
de la CDR2 de cadena H del anticuerpo 6E4) como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 93
(secuencia de la CDR3 de cadena H del anticuerpo 6E4) como CDR3" mencionadas anteriormente de (25) es un VH
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 85 (secuencia de la VH del anticuerpo 6E4).

Un ejemplo de la VL en la "cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 95 (secuencia de la
CDR1 de cadena L del anticuerpo 6E4) como CDR1, la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 97 (secuencia
de la CDR2 de cadena L del anticuerpo 6FA) como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 99
(secuencia de la CDR3 de cadena L del anticuerpo 6E4) como CDR3" mencionadas anteriormente de (26) es una
VL que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 87 (secuencia de la VL del anticuerpo 6E4).

Un ejemplo de la VH en la “cadena H antes mencionada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:
109 (secuencia de la CDR1 de cadena H del anticuerpo 6H4) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ
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ID NO: 111 (secuencia de la CDR2 de cadena H del anticuerpo 6H4) como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 113 (secuencia de la CDR3 de cadena H del anticuerpo 6H4) como CDR3" mencionadas
anteriormente de (31) es un VH que tiene secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 105 (secuencia de la VH del
anticuerpo 6H4).

Un ejemplo de la VL en la "cadena L que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 115 (secuencia de la
CDR1 de cadena L del anticuerpo 6H4) como CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 117 (secuencia
de la CDR2 de cadena L del anticuerpo 6H4) como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 119
(secuencia de la CDR3 de cadena L del anticuerpo 6H4) como CDR3" mencionadas anteriormente de (32) es una
VL que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 107 (secuencia de la VL del anticuerpo 6H4).

Para el anticuerpo 5A5, la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la cadena H de longitud
completa se muestran en la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 2, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucledtidos de la cadena L de longitud completa se muestran en la SEQ ID NO: 3y la SEQ ID NO: 4,
respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la regién variable de cadena H (VH)
se muestran en la SEQ ID NO: 5y la SEQ ID NO: 6, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia
de nucleétidos de la region variable de cadena L (VL) se muestran en la SEQ ID NO: 7 y la SEQ ID NO: 8,
respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR1 de cadena H se muestran
en la SEQ ID NO: 9 y la SEQ ID NO: 10, respectivamente; la secuencia de aminoéacidos y la secuencia de
nucleétidos de la CDR2 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 11 y la SEQ ID NO: 12, respectivamente; la
secuencia de aminodacidos y la secuencia de nucledtidos de la CDR3 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 13
y la SEQ ID NO: 14, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucledtidos de la CDR1 de
cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 15 y la SEQ ID NO: 16, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucledtidos de la CDR2 de cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 17 y la SEQ ID NO: 18,
respectivamente; y la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR3 de cadena L se muestran
enla SEQ ID NO: 19y la SEQ ID NO: 20, respectivamente.

Para el anticuerpo 5A9, la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la cadena H de longitud
completa se muestran en la SEQ ID NO: 21y la SEQ ID NO: 22, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos de la cadena L de longitud completa se muestran en la SEQ ID NO: 23 y la SEQ ID NO:
24, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena H
(VH) se muestran en la SEQ ID NO: 25 y la SEQ ID NO: 26, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena L (VL) se muestran en la SEQ ID NO: 27 y la SEQ ID NO:
28, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR1 de cadena H se
muestran en la SEQ ID NO: 29 y la SEQ ID NO: 30, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia
de nucleétidos de la CDR2 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 31 y la SEQ ID NO: 32, respectivamente; la
secuencia de aminodacidos y la secuencia de nucledtidos de la CDR3 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 33
y la SEQ ID NO: 34, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR1 de
cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 35 y la SEQ ID NO: 36, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucledtidos de la CDR2 de cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 37 y la SEQ ID NO: 38,
respectivamente; y la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR3 de cadena L se muestran
en la SEQ ID NO: 39y la SEQ ID NO: 40, respectivamente.

Para el anticuerpo 4F7, la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la cadena H de longitud
completa se muestran en la SEQ ID NO: 41y la SEQ ID NO: 42, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos de la cadena L de longitud completa se muestran en la SEQ ID NO: 43 y la SEQ ID NO:
44, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la regién variable de cadena H
(VH) se muestran en la SEQ ID NO: 45 y la SEQ ID NO: 46, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena L (VL) se muestran en la SEQ ID NO: 47 y la SEQ ID NO:
48, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nuclettidos de la CDR1 de cadena H se
muestran en la SEQ ID NO: 49 y la SEQ ID NO: 50, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia
de nucleétidos de la CDR2 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 51 y la SEQ ID NO: 52, respectivamente; la
secuencia de aminodacidos y la secuencia de nucledtidos de la CDR3 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 53
y la SEQ ID NO: 54, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR1 de
cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 55 y la SEQ ID NO: 56, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos de la CDR2 de cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 57 y la SEQ ID NO: 58,
respectivamente; y la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR3 de cadena L se muestran
enla SEQ ID NO: 59y la SEQ ID NO: 60, respectivamente.

Para el anticuerpo 4H5, la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la cadena H de longitud
completa se muestran en la SEQ ID NO: 61 y la SEQ ID NO: 62, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos de la cadena L de longitud completa se muestran en la SEQ ID NO: 63 y la SEQ ID NO:
64, respectivamente; la secuencia de aminoéacidos y la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena H
(VH) se muestran en la SEQ ID NO: 65 y la SEQ ID NO: 66, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena L (VL) se muestran en la SEQ ID NO: 67 y la SEQ ID NO:
68, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR1 de cadena H se
muestran en la SEQ ID NO: 69 y la SEQ ID NO: 70, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia
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de nucleétidos de la CDR2 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 71 y la SEQ ID NO: 72, respectivamente; la
secuencia de aminodcidos y la secuencia de nucledtidos de la CDR3 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 73
y la SEQ ID NO: 74, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucledtidos de la CDR1 de
cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 75 y la SEQ ID NO: 76, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucledtidos de la CDR2 de cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 77 y la SEQ ID NO: 78,
respectivamente; y la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR3 de cadena L se muestran
enla SEQ ID NO: 79y la SEQ ID NO: 80, respectivamente.

Para el anticuerpo 6E4, la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la cadena H de longitud
completa se muestran en la SEQ ID NO: 81y la SEQ ID NO: 82, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos de la cadena L de longitud completa se muestran en la SEQ ID NO: 83 y la SEQ ID NO:
84, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena H
(VH) se muestran en la SEQ ID NO: 85 y la SEQ ID NO: 86, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucleétidos de la region variable de cadena L (VL) se muestran en la SEQ ID NO: 87 y la SEQ ID NO:
88, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR1 de cadena H se
muestran en la SEQ ID NO: 89 y la SEQ ID NO: 90, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia
de nucleétidos de la CDR2 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 91 y la SEQ ID NO: 92, respectivamente; la
secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR3 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 93
y la SEQ ID NO: 94, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR1 de
cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 95 y la SEQ ID NO: 96, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la
secuencia de nucledtidos de la CDR2 de cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 97 y la SEQ ID NO: 98,
respectivamente; y la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR3 de cadena L se muestran
enla SEQ ID NO: 99y la SEQ ID NO: 100, respectivamente.

Para el anticuerpo 6H4, la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la cadena H de longitud
completa se muestran en la SEQ ID NO: 101 y la SEQ ID NO: 102, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y
la secuencia de nucleétidos de la cadena L de longitud completa se muestran en la SEQ ID NO: 103 y la SEQ ID
NO: 104, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la region variable de
cadena H (VH) se muestran en las SEQ ID NO: 105 y la SEQ ID NO: 106, respectivamente; la secuencia de
aminoacidos y la secuencia de nucledtidos de la region variable de la cadena L (VL) se muestran en las SEQ ID NO:
107 y la SEQ ID NO: 108, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR1
de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 109 y la SEQ ID NO: 110, respectivamente; la secuencia de
aminoacidos y la secuencia de nucledtidos de la CDR2 de cadena H se muestran en la SEQ ID NO: 111 y la SEQ ID
NO: 112, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR3 de cadena H se
muestran en la SEQ ID NO: 113 y la SEQ ID NO: 114, respectivamente; la secuencia de aminoacidos y la secuencia
de nucledtidos de la CDR1 de cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 115 y la SEQ ID NO: 116, respectivamente;
la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nucleétidos de la CDR2 de cadena L se muestran en la SEQ ID NO:
117 y la SEQ ID NO: 118, respectivamente; y la secuencia de aminoacidos y la secuencia de nuclettidos de la
CDR3 de cadena L se muestran en la SEQ ID NO: 119 y la SEQ ID NO: 120, respectivamente.

Los anticuerpos mencionados anteriormente de (1) a (38) incluyen no solo anticuerpos monovalentes sino también
anticuerpos multivalentes con dos o mas valencias. Los anticuerpos de la presente invencién incluyen no solamente
anticuerpos monovalentes sino también anticuerpos multivalentes cuyos sitios de unién al antigeno son todos
iguales y los anticuerpos multivalentes cuyos sitios de unién al antigeno son parcial o completamente diferentes.

Preferiblemente, el anticuerpo de (37) mencionado anteriormente es un anticuerpo sin CDR modificadas. Por
ejemplo, el "anticuerpo que comprende una 0 mas sustituciones, supresiones, adiciones y/o inserciones de
aminoacidos en el anticuerpo de (1), que tiene actividad equivalente a la del anticuerpo de (1)" del anticuerpo de (37)
anteriormente mencionado es preferiblemente "un anticuerpo que tiene actividad equivalente a la del anticuerpo de
(1), y comprende una o mas sustituciones, supresiones, adiciones y/o inserciones de aminoacidos en el anticuerpo
de (1), y comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9 como CDR1, la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 11 como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 13
como CDR3". Otro anticuerpo del anticuerpo (37) mencionado anteriormente puede expresarse de una manera
similar.

En la presente memoria, "actividad equivalente" significa que el anticuerpo de interés tiene actividad bioldgica o
bioquimica similar a la de un anticuerpo de la presente invencién. Ejemplos de la "actividad" como se describe en la
presente invencion incluyen la actividad para unirse especificamente a oligémeros de AB, pero no a monémeros de
AB, actividad anti-neurotdxica, actividad para suprimir la formacién de fibrillas amiloides AB, actividad contra la
toxicidad sinaptica y actividad contra el deterioro de memoria.

Los métodos para preparar un polipéptido que tiene actividad equivalente a la de un cierto polipéptido que son bien
conocidos por los expertos en la técnica incluyen métodos para introducir mutaciones en un polipéptido. Por
ejemplo, un experto en la técnica puede preparar un anticuerpo que tiene actividad equivalente a la de un anticuerpo
de la presente invencién mediante la introduccién de mutaciones apropiadas en el anticuerpo usando mutagénesis
dirigida al sitio (Hashimoto-Gotoh, T. y colaboradores (1995) Gene 152, 271-275; Zoller, MJ, y Smith, M. (1983)
Methods Enzymol, 100, 468-500, Kramer, W. y colaboradores (1984) Nucleic Acids Res. 12, 9441-9446, Kramer W,
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y Fritz HJ (1987) Methods Enzymol., 154, 350-367, Kunkel, TA (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 82, 488-492,
Kunkel (1988) Methods Enzymol., 85, 2763-2766 ) y otros. Las mutaciones de aminoacidos también pueden ocurrir
de forma natural. Los anticuerpos de la presente invencion también incluyen un anticuerpo que comprende una
secuencia de aminoacidos con una o mas mutaciones de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de un
anticuerpo de la presente invencion y que tiene una actividad equivalente a la del anticuerpo de la presente
invencion. El nimero de aminoacidos mutados en tales mutantes puede ser generalmente de 50 aminoacidos o
menos, preferiblemente 30 aminoacidos 0 menos, y mas preferiblemente diez aminoacidos o menos (por ejemplo,
cinco aminoacidos 0 menos).

Los residuos de aminoacidos se mutan preferiblemente en otros aminoacidos que conservan las propiedades de las
cadenas laterales de aminoacidos. Por ejemplo, los aminoacidos se clasifican como sigue dependiendo de las
propiedades de la cadena lateral: aminoacidos hidréfobos (A, I, L, M, F, P, W, Y y V), aminoéacidos hidrofilicos (R, D,
N, C, E, Q, G, H, K, Sy T), aminoacidos con cadenas laterales alifaticas (G, A, V, L, | y P), aminoéacidos con cadenas
laterales que contienen grupos hidroxilo (S, T y Y), aminoacidos con cadenas laterales que contienen atomos de
azufre (C y M), aminoacidos con cadenas laterales que contienen acido carboxilico y amida (D, N, E y Q),
aminoacidos con cadenas laterales basicas (R, K y H), y aminoacidos con cadenas laterales que contienen anillos
aromaticos (H, F, Y y W) (los aminoacidos estan representados por cédigos de una letra entre paréntesis).

Se sabe que un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos, en la que uno o mas residuos de aminoacidos
estan modificados (suprimidos, afiadidos y/o sustituidos con otros aminoacidos) en una cierta secuencia de
aminoacidos, conserva su actividad bioldgica original (funcion).

Ademas de las modificaciones mencionadas anteriormente, los anticuerpos de la presente invencién pueden
conjugarse con otras sustancias, siempre que se mantenga la actividad. Ejemplos de las sustancias incluyen
péptidos, lipidos, azlcares y cadenas de azlcar, grupos acetilo y polimeros naturales y sintéticos. Estas
modificaciones pueden realizarse para conferir funciones adicionales a los anticuerpos, o para estabilizar los
anticuerpos.

Los anticuerpos en los que se han afiadido varios residuos de aminoéacidos a la secuencia de aminoacidos de un
anticuerpo de la presente invencién incluyen proteinas de fusion que contienen el anticuerpo. En las proteinas de
fusion, el anticuerpo se fusiona con otro péptido o proteina. Los métodos para producir una proteina de fusién
pueden llevarse a cabo ligando un polinucleétido que codifica un anticuerpo de la presente invencién en marco con
un polinucleétido que codifica otro péptido o polipéptido e insertandolo en un vector de expresion y expresando el
constructo de fusién en un huésped. Para este fin se pueden utilizar técnicas conocidas por los expertos en la
técnica. Los péptidos o polipéptidos fusionados con un anticuerpo de la presente invencién incluyen, por ejemplo,
péptidos conocidos tales como FLAG (Hopp, TP y colaboradores, BioTechnology (1988) 6, 1204-1210), 6x His
consistente en seis residuos de histidina (His), 10x His, hemaglutinina de influenza (HA), fragmentos de c-myc
humanos, fragmentos de VSV-GP, fragmentos de p18HIV, etiqueta de T7, etiqueta de HSV, etiqueta E, fragmentos
de antigeno SV40T, etiqueta Ick, fragmentos de a-tubulina, etiqueta B, y fragmentos de Proteina C; glutationa-S
transferasa (GST); regiones constantes de inmunoglobulina; B-galactosidasa; y la proteina de unién a la maltosa
(MBP), etc. Los polinucledtidos comercialmente disponibles que codifican estos péptidos o polipéptidos pueden
fusionarse con polinucleétidos que codifican los anticuerpos de la presente invencion y los polipéptidos de fusién
pueden producirse expresando los polinucleétidos de fusidn asi preparados.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden diferir en la secuencia de aminoacidos, peso molecular, presencia
0 ausencia de cadenas de azucar, estructura y similares, dependiendo de la célula o huésped que produce los
anticuerpos o del método de purificacion.

Los anticuerpos que se unen a un epitopo al que se une un anticuerpo de cualquiera de los (1) a (36) anteriores
pueden obtenerse por métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden
obtener (i) determinando el epitopo unido por el anticuerpo de cualquiera de (1) a (36) usando un método
convencional, y produciendo los anticuerpos usando un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
incluida en el epitopo como un inmundgeno; o (ii) determinar los epitopos de anticuerpos producidos por un método
convencional, y seleccionar anticuerpos cuyo epitopo es el mismo que el del anticuerpo de uno cualquiera de (1) a
(36).

Los anticuerpos mencionados anteriormente de (1) a (38) también incluyen cualquier tipo de anticuerpos tales como
los minicuerpos anteriormente descritos, anticuerpos con secuencias de aminoacidos modificadas tales como
anticuerpos humanizados y anticuerpos quiméricos, anticuerpos animales no humanos, anticuerpos humanos,
anticuerpos modificados conjugados con otras moléculas (por ejemplo, polimeros tales como polietilenglicol) y
anticuerpos modificados en la cadena de azlcar.

En una realizacion preferida, los anticuerpos de la presente invencién son anticuerpos modificados tales como
anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados. Ejemplos de anticuerpos preferidos incluyen (i) un anticuerpo
quimérico cuya region variable se deriva del anticuerpo 6E4 y cuya region constante se deriva de una
inmunoglobulina humana; y (ii) un anticuerpo humanizado cuya CDR se deriva del anticuerpo 6E4, y cuyo FR se
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deriva de una inmunoglobulina humana y cuya regién constante se deriva de una inmunoglobulina humana. Estos
anticuerpos modificados se pueden producir utilizando métodos conocidos.

Dado que se reduce la antigenicidad de un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado en el cuerpo humano,
dicho anticuerpo es util para la administraciéon a seres humanos con fines terapéuticos o similares.

Los anticuerpos quiméricos se producen combinando secuencias derivadas de diferentes animales. Ejemplos de
anticuerpos quiméricos incluyen anticuerpos que comprenden las regiones variables de cadena pesada y cadena
ligera de un anticuerpo de raton y las regiones constantes de cadena pesada y cadena ligera de un anticuerpo
humano. La produccion de anticuerpos quiméricos puede llevarse a cabo utilizando métodos conocidos (véase, por
ejemplo, Jones y colaboradores, Nature 321: 522-5, 1986; Riechmann y colaboradores, Nature 332: 323-7, 1988; y
Presta, Curr. Opin. Struct. Biol. 2: 593-6, 1992). Por ejemplo, primero, se preparan genes que codifican las regiones
variables o las CDR del anticuerpo de interés a partir de los ARN de células productoras de anticuerpos por reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) o similares (véase, por ejemplo, Larrick y colaboradores, "Methods: a Comparison
to Methods in Enzymology", Vol. 2, 106, 1991. Courtenay-Luck, "Genetic Manipulation of Monoclonal Antibodies" en
Monoclonal Antibodies: Production, Engineering and Clinical Application; Ritter y colaboradores (eds.), pagina 166,
Cambridge University Press, 1995, y Ward y colaboradores, "Genetic Manipulation and Expression of Antibodies" en
Monoclonal Antibodies: Principles and Applications; y Birch y colaboradores (eds.), pagina 137, Wiley-Liss, Inc.,
1995). Los genes preparados que codifican las regiones variables estan enlazados a genes que codifican las
regiones constantes o las regiones marco. Los genes que codifican las regiones constantes o las regiones marco
pueden determinarse de una manera similar a la de los genes que codifican la CDR o, alternativamente, pueden
prepararse con base en la informacién de secuencia de anticuerpos conocidos. Las secuencias de ADN que
codifican productos quiméricos y productos injertados en la CDR pueden sintetizarse total o parcialmente usando
técnicas de sintesis de oligonucledtidos. Por ejemplo, puede realizarse la sintesis de oligonucleétidos descrita por
Jones y colaboradores (Nature 321: 522-5, 1986). Ademas, en algunos casos, pueden utilizarse adecuadamente
técnicas mutagénesis dirigida al sitio y de reaccidon en cadena de la polimerasa. Pueden utilizarse técnicas para
mutagénesis especifica de oligonuclettidos de regiones variables conocidas descritas por Verhoeyen vy
colaboradores (Science 239: 1534-6, 1988) y Riechmann y colaboradores (Nature 332: 323-7, 1988) para modificar
las secuencias de regiones variables, por ejemplo, para mejorar la capacidad de unién de anticuerpos quiméricos.
Ademas, si es necesario, puede realizarse el relleno enzimatico de oligonucleétidos con huecos mediante la
utilizacién de ADN polimerasa T4, por ejemplo, como se describe por Queen y colaboradores (Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 86: 10029-33, 1989 y WO 90/07861).

Por ejemplo, las técnicas de injerto en la CDR son conocidas en la técnica ("Immunoglobulin genes", Academic
Press (Londres), paginas 260-74, 198899; y Michael A y colaboradores, Proc. Natl. Acad. EE.UU. 91: 969-73, 1994).
Utilizando las técnicas, se reemplazan las CDR de un determinado anticuerpo por las CDR de otro anticuerpo.
Mediante dicho reemplazo, se cambia la especificidad de unién del anticuerpo anterior por aquella del dltimo
anticuerpo. Entre estos anticuerpos quiméricos, aquellos en los que los aminoacidos marco se derivan de un
anticuerpo humano se denominan "anticuerpos humanizados (anticuerpos injertados en la CDR)". Cuando se usan
anticuerpos para tratar seres humanos, se utilizan preferentemente anticuerpos humanos o anticuerpos
humanizados.

Generalmente, los anticuerpos quiméricos comprenden las regiones variables de un anticuerpo derivado de
mamifero no humano y las regiones constantes derivadas de un anticuerpo humano. Por otra parte, los anticuerpos
humanizados comprenden las regiones determinantes de la complementariedad de un anticuerpo derivado de
mamifero no humano y las regiones marco y las regiones constantes derivadas de un anticuerpo humano.

Después de producir los anticuerpos quiméricos o anticuerpos humanizados, se pueden sustituir los aminoacidos en
las regiones variables (por ejemplo, las FR) o en las regiones constantes con otros aminoacidos.

El origen de las regiones variables de los anticuerpos quiméricos o las CDR de los anticuerpos humanizados no esta
particularmente limitado.

Se usan regiones C derivadas de anticuerpo humano para las regiones C de los anticuerpos quiméricos y
anticuerpos humanizados. Por ejemplo, se pueden utilizar Cyl, Cy2, Cy3, Cy4, Cy, Cd, Cal, Ca2 y Ce para las
regiones C de cadena H y se pueden utilizar Ck y CA para las regiones C de cadena L. Sus secuencias son
conocidas. Ademas, las regiones C del anticuerpo humano pueden modificarse para mejorar la estabilidad de los
anticuerpos o su produccién.

La actividad de union de los anticuerpos de la presente invencién a los antigenos (oligdmeros de AB) se puede
medir usando, por ejemplo, un método de medicion de absorbancia, un método de ensayo de inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), un método de inmunoensayo enzimatico (EIA), un método de radioinmunoensayo (RIA)
y/o un método de inmunoandlisis con flldor. En ELISA, se inmoviliza un anticuerpo en una placa, y se afiade un
antigeno para el anticuerpo a la placa, después se afiade una muestra que contiene el anticuerpo deseado, tal como
el sobrenadante de cultivo de células productoras de anticuerpos o un anticuerpo purificado. A continuacién, se
afiade a la placa un anticuerpo secundario que reconoce el anticuerpo primario y estd marcado con una enzima tal
como fosfatasa alcalina, y se incuba previamente. Después del lavado, se afiade a la placa un sustrato enzimatico
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tal como fosfato de p-nitrofenilo y se mide la absorbancia para evaluar la capacidad de unién al antigeno de la
muestra de interés. La evaluacién se puede realizar utilizando BlIAcore (Pharmacia).

Ademas, la presente invencion proporciona composiciones que comprenden el anticuerpo antes mencionado de la
presente invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Tal como se describe mas adelante, la presente invencion sugiere fuertemente que los anticuerpos monoclonales
1A9 y 2C3 son candidatos prometedores para anticuerpos terapéuticos para prevenir fenotipos similares al
Alzheimer. Se ha demostrado que el deterioro de la memoria esta relacionado con la disfuncién sinaptica causada
por oligdbmeros de AR solubles (Klein WL, 2001, Trends Neurosci; y Selkoe DJ, 2002, Science). La acumulacion
excesiva y deposicion de oligobmeros de AR pueden desencadenar las complicadas cascadas que conducen a la
enfermedad de Alzheimer. Si este es el caso, la intervencion terapéutica utilizando una composiciéon que comprende
un anticuerpo de la presente invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable podria ser eficaz para bloquear
las cascadas patoldgicas y, por lo tanto, esto podria permitir el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

El "tratamiento" de la presente invenciéon no tiene necesariamente efectos terapéuticos o preventivos completos
contra organos o tejidos que presentan sintomas de trastornos o enfermedades, pero pueden tener efectos
parciales.

"Tratamiento de la enfermedad de Alzheimer" en la presente invencién significa la mejora de al menos un sintoma
que puede ser causado por la enfermedad de Alzheimer, y los ejemplos inducen la mejora o la supresion del
deterioro cognitivo, la mejora o la supresion de la formacion de placa senil, la mejora o la supresion de la disfuncion
sindptica y la reduccién o supresion de la acumulacion de AR en los tejidos cerebrales, sangre o similares. En la
presente memoria, "deterioro cognitivo" incluye, por ejemplo, deterioro de la memoria incluyendo deterioro de la
memoria a largo/corto plazo, deterioro de la memoria del reconocimiento de objetos, deterioro de la memoria
espacial y deterioro de la memoria asociativa y emocional.

La presente invencidn proporciona composiciones farmacéuticas o agentes farmacéuticos que comprenden como
ingrediente activo la composicién anteriormente descrita que comprende un anticuerpo de la presente invencion y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En la presente invencién, la frase "que comprende como ingrediente activo la composicion anteriormente descrita
que comprende un anticuerpo de la presente invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable” significa que
comprende la composicion anteriormente descrita que comprende un anticuerpo de la presente invencién y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable como ingrediente principal, pero no limita su tasa de contenido.

Ejemplos de las composiciones farmacéuticas mencionadas anteriormente incluyen agentes contra el deterioro
cognitivo, agentes de la enfermedad de Alzheimer, agentes para suprimir la progresion de la enfermedad de
Alzheimer, agentes para suprimir la formacion de placa senil, agentes para suprimir la acumulaciéon de AB, agentes
anti-neurotéxicos (agentes para neutralizar la neurotoxicidad), agentes para inhibir la formaciéon de fibrillas de
amiloide AB, y agentes contra la toxicidad sinaptica (agentes para neutralizar la toxicidad sinaptica).

La composicién farmacéutica mencionada anteriormente de la presente invencion puede usarse, por ejemplo, en
métodos para suprimir la enfermedad de Alzheimer que comprenden la etapa de administrar a un sujeto (individuo)
la composicién anteriormente descrita que comprende un anticuerpo de la presente invencién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Otros ejemplos de una composicion farmacéutica de la presente invenciéon para uso
incluyen el uso en métodos para suprimir el deterioro cognitivo, métodos para suprimir la progresion de la
enfermedad de Alzheimer, métodos para suprimir la formacién de placa senil, métodos para suprimir la acumulacion
de AR, métodos para neutralizar (suprimir) la actividad neurotéxica, métodos para inhibir la formacion de fibrillas
amiloides AB, y métodos para neutralizar (suprimir) la toxicidad sinaptica. Otros ejemplos de una composicion
farmacéutica de la presente invencion incluyen el uso en métodos para prevenir y/o tratar el deterioro cognitivo, y
métodos para prevenir y/o tratar la enfermedad de Alzheimer.

La presente invencion también proporciona el uso de una composicién que comprende el anticuerpo anteriormente
descrito de la presente invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable en la produccion de la composicion
farmacéutica mencionada anteriormente.

Ademas, la presente invencion se refiere a las siguientes composiciones.

- Una composicion que comprende el anticuerpo anteriormente descrito de la presente invencion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para su uso en la prevencion y/o el tratamiento del deterioro cognitivo.

— Una composicion que comprende el anticuerpo anteriormente descrito de la presente invencién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para su uso en la prevencién y/o el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

— Una composicion que comprende el anticuerpo anteriormente descrito de la presente invencién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para su uso en la supresion de la progresion de la enfermedad de Alzheimer.
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- Una composicion que comprende el anticuerpo anteriormente descrito de la presente invencion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para uso en la supresion de la formacion de placa senil.

- Una composicion que comprende el anticuerpo anteriormente descrito de la presente invencion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para su uso en la supresion de la acumulacion de AB.

— Una composicion que comprende el anticuerpo anteriormente descrito de la presente invencién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para uso en la actividad neurotoxica de neutralizacion (supresion).

— Una composicion que comprende el anticuerpo anteriormente descrito de la presente invencién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para uso en la inhibicion de la formacion de fibrillas amiloides AR.

- Una composicion que comprende el anticuerpo anteriormente descrito de la presente invencion y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable para uso en la neutralizacion (supresion) de la toxicidad sinaptica.

Los agentes farmacéuticos anteriormente mencionados de la presente invencidon se pueden administrar a seres
humanos u otros animales. En la presente invencion, los animales no humanos a los que se administran los agentes
farmacéuticos incluyen ratones, ratas, cobayas, conejos, pollos, gatos, perros, ovejas, cerdos, ganado, monos,
babuinos y chimpancés. Estos animales presentan preferiblemente al menos un sintoma seleccionado de, por
ejemplo, deterioro cognitivo, formacion de placa senil, disfuncién sinaptica, acumulacién de AR en tejidos cerebrales
0 sangre, etc.

Los anticuerpos contenidos en las composiciones farmacéuticas de la presente invencion no estan particularmente
limitados siempre que estén incluidos en los anticuerpos antes mencionados de la presente invencién, y los
ejemplos incluyen los anticuerpos descritos en la presente memoria.

Cuando se usan los anticuerpos antes mencionados de la presente invencién para composiciones farmacéuticas,
pueden formularse por métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, seguin sea necesario, se
pueden preparar en forma de soluciones 0 suspensiones inyectables estériles usando agua u otro liquido
farmacéuticamente aceptable, y se pueden administrar por via parenteral. Por ejemplo, los anticuerpos a incluir en
las composiciones farmacéuticas pueden combinarse con vehiculos o medios aceptables, especificamente, agua
estéril, solucién salina fisioldgica, aceites vegetales, emulsionantes, suspensiones, surfactantes, estabilizantes,
agentes saborizantes, excipientes, disolventes, conservantes, aglutinantes, o similares, y se mezclan en una forma
de dosis unitaria requerida para la practica farmacéutica generalmente aceptada. La frase "farmacéuticamente
aceptable" indica que la sustancia es inactiva, y contiene sustancias convencionales usadas como diluyentes o
vehiculos para productos farmacéuticos. Los excipientes adecuados y sus formulaciones se describen, por ejemplo,
en Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 ed. (1980) Mack Publishing Co., ed. Oslo y colaboradores.

Se pueden usar soluciones salinas fisioldgicas y otras soluciones isoténicas que contienen glucosa o adyuvantes
(por ejemplo, D-sorbitol, D-manosa, D-manitol y cloruro sédico) como soluciones acuosas para inyeccion. Pueden
usarse junto con solubilizantes apropiados tales como alcoholes, mas especificamente, etanol y polialcoholes
(propilenglicol, polietilenglicol y similares), y surfactantes no iénicos (Polisorbato 80M?, HCO-50, etc.).

El aceite de sésamo o el aceite de soja pueden usarse como un liquido oleaginoso, y el benzoato de bencilo o el
alcohol bencilico pueden usarse en combinacién como solubilizante. Para las formulaciones se pueden usar
amortiguadores (por ejemplo, amortiguador de fosfato y amortiguador de acetato sédico), agentes calmantes (por
ejemplo, clorhidrato de procaina), estabilizadores (por ejemplo, alcohol bencilico y fenol) y antioxidantes. Las
soluciones inyectables preparadas se pueden llenar en ampollas apropiadas.

La administracién es preferiblemente administracion parenteral, y ejemplos especificos incluyen administracion por
inyeccion, administracion transnasal, administracion transpulmonar y administracion transdérmica. Ejemplos de
administracion por inyeccion incluyen administracion sistémica y local por inyeccion intravenosa, inyeccion
intramuscular, inyeccion intraperitoneal, inyeccién subcutanea, y similares.

Las composiciones farmacéuticas contienen una cantidad farmacéuticamente eficaz del componente activo (el
anticuerpo antes mencionado de la presente invencion). "Cantidad farmacéuticamente eficaz (de un compuesto)" se
refiere a una cantidad suficiente para tratar y/o prevenir trastornos en los que los antigenos para los anticuerpos
antes mencionados de la presente invencion juegan un papel importante. Por ejemplo, "una cantidad
farmacéuticamente aceptable" puede ser una cantidad requerida para reducir la acumulaciéon de A, neutralizar la
toxicidad inducida por A, reducir la formacion de fibrillas de AB, etc., tratando o previniendo por lo tanto condiciones
causadas por la enfermedad de Alzheimer, cuando el compuesto se administra a individuos (pacientes). La
reduccion o neutralizacion puede ser, por ejemplo, una reduccion o neutralizacién de al menos aproximadamente el
5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 75%, 80%, 90%, 95%, 99% , o el 100%.

La evaluacion para determinar dicha cantidad farmacéuticamente eficaz de los anticuerpos antes mencionados de la

presente invencion puede llevarse a cabo usando un protocolo clinico estandar incluyendo diagnéstico
histopatoldgico.
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Se puede seleccionar un método de administracion adecuado dependiendo de la edad y los sintomas del paciente.
La dosis de una composicidn farmacéutica que contiene anticuerpos puede seleccionarse, por ejemplo, dentro del
intervalo de 0,0001 mg a 1.000 mg por kilogramo de peso corporal para cada administracion. Alternativamente, por
ejemplo, la dosificacién para cada paciente puede seleccionarse dentro del intervalo de 0,001 a 100.000 mg/kg de
peso corporal; sin embargo, la dosificacibn no esta necesariamente limitada a estos intervalos. Aunque la
dosificacién y los métodos de administracion varian dependiendo del peso corporal del paciente, edad, sintomas, y
similares, un experto en la técnica puede seleccionarlos apropiadamente. En los experimentos con animales
descritos mas adelante, la dosificacion se seleccioné con base en la terapia intravenosa de inmunoglobulina de
dosis alta (400 mg/kg) cubierta por el seguro de salud para seres humanos.

Ademas, la presente invencidon proporciona métodos para detectar oligomeros de AB (los ejemplos incluyen
oligbmeros de AB40 (AR 1-40) y AB42 (AR 1-42)) en muestras. Ejemplos de "muestras" como se describe en la
presente invencién incluyen muestras recogidas de sujetos. Especificamente, los presentes métodos incluyen la
etapa de detectar oligbmeros de AR contenidos en una muestra recogida de un sujeto usando un anticuerpo de la
presente invencion. Los oligomeros de AR en una muestra se pueden detectar usando, por ejemplo, métodos de
inmunoensayo enzimatico de fase solida tipo sandwich que wusan quimioluminiscencia (ELISA de
quimioluminiscencia), métodos de inmunoprecipitacion que utilizan los anticuerpos obtenidos, inmunotransferencia,
citometria de flujo, espectrometria de masas y andlisis inmunohistoquimico.

Cuando se detectan oligdmeros de AB en una muestra recogida de un sujeto por los métodos de medicién antes
mencionados, el sujeto puede ser un paciente con enfermedad de Alzheimer. Por ejemplo, cuando la cantidad de
oligbmeros de AB en una muestra recogida de un sujeto se compara con la de un individuo sano y si la cantidad de
oligbmeros de AB es mayor en el sujeto que en el individuo sano, se determina que el sujeto es un posible paciente
de la enfermedad de Alzheimer. El hecho de que un sujeto sea o no un posible paciente con enfermedad de
Alzheimer es diagnosticado generalmente por médicos (incluyendo individuos bajo las instrucciones de los médicos;
igual para lo que sigue a continuacion). Los datos sobre la cantidad de oligémeros de AR en muestras recogidas de
un sujeto y un individuo sano, que se obtienen mediante los métodos actuales de diagnéstico, seran utiles para el
diagnostico por los médicos. Por lo tanto, los métodos actuales de diagndéstico pueden expresarse como métodos de
recoleccién y presentacion de datos Utiles para el diagnéstico por los médicos.

Especificamente, la presente invencion proporciona métodos para diagnosticar si un sujeto es o no un posible
paciente con enfermedad de Alzheimer, en donde los métodos comprenden detectar oligbmeros de AR en una
muestra recogida del sujeto usando un anticuerpo de la presente invencion.

Ademas, la presente invencion proporciona métodos para diagnosticar si un sujeto es o no un posible paciente con
enfermedad de Alzheimer, que comprenden las etapas de:

(a) poner en contacto una muestra recogida de un sujeto con un anticuerpo de la presente invencion y un anticuerpo
gue se une a un monémero de AB; y

(b) medir la relacion del oligémero de AB con respecto al monémero de AB en la muestra,

en donde se determina que el sujeto es un posible paciente con enfermedad de Alzheimer, si la proporcion medida
en la etapa (b) es mayor que la de un individuo sano.

En primer lugar, en los presentes métodos, una muestra recogida de un sujeto se pone en contacto con un
anticuerpo de la presente invencién y un anticuerpo que se une a un monomero de AB. Aqui, el "contacto” se puede
llevar a cabo, por ejemplo, afiadiendo cada uno de los anticuerpos antes mencionados a una muestra recogida de
un sujeto, que se coloca en un tubo de ensayo. En este caso, el anticuerpo se afiade adecuadamente en forma de
una solucién, un sélido obtenido por liofilizacion o similar. Cuando se afiade el anticuerpo como una solucion
acuosa, la soluciéon puede contener Gnicamente el anticuerpo solo, o puede contener, por ejemplo, surfactantes,
excipientes, agentes colorantes, sabores, conservantes, estabilizadores, amortiguadores, agentes de suspension,
agentes de tonicidad, agentes aglutinantes, desintegrantes, lubricantes, promotores de fluidez, o correctores. La
concentracién a la que se afiade el anticuerpo no esta particularmente limitada. Por ejemplo, como con las
formulaciones de inmunoglobulina humana, pueden usarse adecuadamente formulaciones liofilizadas de 500 mg,
1.000 mg y 2.500 mg.

A continuacién, se mide la relacién de oligdbmero de AB con respecto a monémero de AB (en la presente memoria,
también se denomina "indice O/M") en la muestra antes mencionada. Para medir esta relacion, se utiliza
adecuadamente el siguiente método. Por ejemplo, como se describe a continuacién en los Ejemplos, la medicion
puede llevarse a cabo usando un método de comparacién de los valores de oligdmero y monémero por ELISA
obtenidos de la misma muestra.

A continuacion, se compara esta relacion con la relacion para un individuo sano. Cuando la relacion es mayor en el
sujeto que en el individuo sano, se determina que el sujeto es un posible paciente con enfermedad de Alzheimer.

Los métodos de diagnostico de la presente invencion se pueden llevar a cabo tanto in vitro como in vivo, pero se
realizan preferiblemente in vitro.
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Preferiblemente, la "muestra” como se describe en la presente invencion no esta particularmente limitada, siempre y
cuando sea un tejido derivado de un sujeto. Los ejemplos incluyen el cerebro (parénquima cerebral y otros), 6rganos
y fluidos corporales (sangre, liquido cefalorraquideo y otros) de un sujeto. Preferiblemente, la muestra es sangre
(mas preferiblemente plasma) o liquido cefalorraquideo.

Ademas, la presente invenciéon proporciona agentes farmacéuticos para uso en los métodos anteriormente
mencionados de medicién de oligdbmeros de AR en una muestra, 0 métodos para diagnosticar si un sujeto es o no un
posible paciente con enfermedad de Alzheimer.

En la presente invencion, las composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo pueden incluirse en
productos y kits que contienen materiales Utiles para tratar estados patol6égicos de un sujeto. Los productos pueden
comprender cualquier recipiente marcado para un compuesto. Los recipientes adecuados incluyen botellas, viales y
tubos de ensayo. Los recipientes pueden estar formados a partir de una variedad de materiales tales como vidrio y
plastico. La etiqueta en la superficie del recipiente debe indicar que la composiciéon se usa para tratar o presentar
una o mas condiciones de la enfermedad. La etiqueta también puede indicar descripciones para la administracion,
etc.

Ademas del recipiente mencionado anteriormente, un kit que contiene una composicion farmacéutica que
comprende un anticuerpo puede incluir opcionalmente un segundo recipiente que almacena un diluyente
farmacéuticamente aceptable. El kit puede incluir ademas otros materiales deseables desde el punto de vista
comercial y del usuario, incluyendo otros amortiguadores, diluyentes, filtros, agujas, jeringas e insertos de envases
con descripciones para su uso.

Si es necesario, las composiciones farmacéuticas se pueden proporcionar en un envase o dispositivo dispensador
gue puede contener una o mas formas de dosificacion unitarias que comprenden un ingrediente activo. El envase
puede comprender papel metalico o plastico y, por ejemplo, es un envase blister. El envase o dispositivo
dispensador puede ir acompafado de instrucciones para la administracion.

En los agentes y kits farmacéuticos mencionados anteriormente, ademas del anticuerpo de la presente invencion
que es un ingrediente activo, pueden mezclarse segun sea necesario agua estéril, solucion salina fisiologica, aceites
vegetales, surfactantes, lipidos, agentes solubilizantes, amortiguadores, estabilizadores de proteina (BSA, gelatina,
etc.), conservantes, soluciones de bloqueo, soluciones de reaccién, solucién de detencion de la reaccion, reactivos
para tratamiento de las muestras, y similares.

Los presentes inventores demostraron que los anticuerpos de la presente invencién son eficaces para prevenir la
enfermedad de Alzheimer. Es decir, la presente invencion proporciona métodos para suprimir la progresion de la
enfermedad de Alzheimer, en donde los métodos comprenden la etapa de administrar a un individuo afectado con
enfermedad de Alzheimer, una composicién que comprende el anticuerpo de la presente invencidén mencionado
anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Ejemplos
Métodos
Preparacion de antigenos (1A9 y 2C3)

Se disolvid el AR 1-42 sintético (Peptide Institute, Inc., Osaka) en agua destilada o amortiguador de fosfato 10 mM, y
se incubd a 37°C durante 18 horas. A continuacion, se separaron los péptidos mediante SDS-PAGE (gel de Tris-
Glicina NUPAGE al 4-12%) y después de la visualizacion mediante tincién con CBB, sélo se extrajo el tetramero de
AB 1-42 sin contaminacién del mondmero de AR 1-42.

Preparacion de antigenos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4)

Un colorante fluorescente, 6-carboxitetrametilrhodamina (6-TAMRA) (SIGMA) se unié quimicamente al extremo
terminal N de un péptido sintético AR 1-40 (Peptide Institute, Inc.) para producir un Ap modificado. Se prepar6 una
muestra rica en oligémeros (oligdbmero de AR 1-40) copolimerizando el AR modificado y el péptido sintético AB 1-40.
Es preferible ajustar las condiciones para que la intensidad de la fluorescencia determinada por el ensayo ThT, que
se describe mas adelante, sea un cuarto o menos la intensidad de fluorescencia en ausencia de AR modificado. Mas
especificamente, se prefiere que se mezclen 100 uM de cada uno del péptido AR modificado y el péptido sintético AR
1-40, y se polimerizan durante 20 horas.

Preparacion de hibridomas productores de anticuerpos

Se inmunizaron ratones Balb/c inyectando el antigeno preparado por el método descrito anteriormente en sus patas.
A continuacion, se realiz6 la inmunizacion de refuerzo seis veces. Los hibridomas se prepararon a partir de ganglios
linfaticos inguinales por fusion con células Sp2/0O-Ag14 usando polietilenglicol 1500.

Isotipificacion de anticuerpos
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La isotipificacion de inmunoglobulinas purificadas se llevd a cabo utilizando un kit de isotipificacién del anticuerpo
monoclonal de ratén Serotec (Oxford, RU).

El analisis por transferencia de puntos (cribado primario)

El cribado inicial se llevd a cabo mediante analisis de transferencia de puntos usando una membrana de
nitrocelulosa sobre la cual se inmovilizaron 2,5 ul de AR 1-42 (2,5 pg/punto) incubada previamente durante 18 horas.
Se bloquearon los sitios de unién no especificos de la membrana con un amortiguador de fosfato que contenia leche
con bajo contenido de grasa al 5%, BSA al 1% y Tween-20 al 0,05%, y después se incubd la membrana con un
sobrenadante de cultivo. Los anticuerpos de unién al oligdmero de AB en el sobrenadante de cultivo se detectaron
mediante F(ab'); de cabra antirratdn marcado con peroxidasa de rabano picante (1:3000; Amersham) y se
visualizaron usando un kit de quimioluminiscencia (ECL) mejorado y LAS3000 mini (Fujitsu, Tokio, Japén). Entre 400
clones, 16 clones positivos en la transferencia de puntos, incluyendo 1A9 y 2C3, se sometieron al cribado
secundario descrito a continuacion.

Inmunoprecipitacion y andlisis de inmunotransferencia (cribado secundario)

Se llevaron a cabo experimentos de inmunoprecipitacion (Ghiso J, y colaboradores, Biochem J, 1993) utilizando una
fraccion amiloide rica en oligdmeros de AB (Matsubara E, y colaboradores, Neurobiol Aging, 2004) para el cribado
secundario para evaluar si los 16 clones seleccionados en el cribado primario pueden capturar oligdmeros de AB en
el cerebro con EA. Se incubé una fraccién soluble en acido férmico insoluble en amortiguador preparada a partir de
cerebro con EA con un sobrenadante de cultivo y Proteina G-Sefarosa. Los oligdmeros de AB inmunoprecipitados se
separaron usando un gel de Bis-Tris-Glicina NUPAGE al 4-12% y se transfirieron sobre una membrana de
nitrocelulosa o Immobilon P (Millipore) usando acido 3-ciclohexilamino-1-propanosulfénico 10 mM (pH 11) que
contenia metanol al 10% a 400 mA durante una hora. Los sitios de unién no especificos en la membrana se
bloquearon con un amortiguador de fosfato que contenia leche baja en grasa al 5%, BSA al 1% y Tween-20 al
0,05% a temperatura ambiente durante tres horas. Los oligémeros de AB inmunoprecipitados se detectaron por
inmunotransferencia utilizando el anticuerpo monoclonal 4G8 (1:1000) o 6E10 (1:1000) como se ha descrito
anteriormente. Se seleccionaron dos clones, 1A9 y 2C3, de los 16 clones como candidatos para anticuerpos
terapéuticos para la enfermedad de Alzheimer.

Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales 6E10 y 4G8 (Covance Immuno-Technologies, Dedham, MA) reconocen los epitopos
en las posiciones de los aminoacidos 1-16 y 17-24 de la secuencia de AR humana, respectivamente. A1l policlonal
gue especificamente reconoce oligdmeros de AR se adquirid a través de Biosource (Camarillo, CA). Se adquirieron
anticuerpos de cabra anti-lgG de raton conjugados con Alex Fluor (AF) 488 o 594 y de cabra anti-lgG de rata
conjugada con Alex Fluor (AF) 488 de Molecular Probes (Eugene, OR). Se adquirié anti-lgG2b de ratén a través de
Sigma (St. Louis, MO). Se adquirié un anticuerpo anti-sinaptofisina a través de Santa Cruz (Santa Cruz, CA), y se
adquirié un anticuerpo anti-drebrina a través de MBL (Nagoya, Japén).

Cromatografia de exclusién por tamafio (CET)

Se llevo a cabo una CET para evaluar 1A9 y 2C3 por su especificidad de tamafio. Como se ha reportado
anteriormente (Matsubara E., y colaboradores, Neurobiol Aging, 25: 833-841, 2004), este método puede separar
selectivamente monémeros de AB y oligémeros de AB, o AB unido a lipoproteina y AR libre de lipoproteina. Los
presentes inventores concentraron el sobrenadante de cultivo de células HEK293 que sobreexpresan APP/PS1
aproximadamente diez veces usando un filtro de corte de peso molecular de 3 kDa Microcon (Millipore Corp.). A
continuacién, se fraccioné este concentrado en 28 fracciones de un mililitro utilizando una columna de exclusion por
tamafio Superose 12 (1 cm x 30 cm, Pharmacia Biotech., Uppsala, Suecia, velocidad de flujo de 0,5 ml/min)
previamente equilibrada con un amortiguador de fosfato. La mitad de cada fraccién se sometié a inmunoprecipitacion
usando 1A9 o 2C3. El AB contenido en los inmunoprecipitados resultantes se detectd por inmunotransferencia
utilizando 4G8.

El liquido cefalorraquideo (LCR) combinado a partir de diez casos de pacientes con enfermedad de Alzheimer o
individuos sanos coincidentes en edad, y el LCR exento de lipoproteinas de las combinaciones también se
fraccionaron en las mismas condiciones descritas anteriormente. Se detectd AB en las fracciones recogidas
mediante analisis ELISA. Para detectar el lipido, se cuantific6 enzimaticamente el colesterol total utilizando un kit
estandar (Wako, Osaka, Japon). Bajo las condiciones experimentales de los presentes inventores, se eluyeron las
lipoproteinas del LCR en las fracciones 7 a 14, mientras que las fracciones 15 a 28 contenian proteinas libres de
colesterol.

Preparacion de una solucion de AB sin semilla

Se disolvié AR 1-42 sintético hasta 250 uM en agua amoniacal al 0,02%. A continuacion, para preparar una solucion
de AR libre de semilla, se precipitaron péptidos insolubles, que pueden funcionar como semillas, por
ultracentrifugacion usando una ultracentrifuga Optima TL (Beckman, EE.UU.) a 540.000 x g durante tres horas. Se
recogié el sobrenadante resultante, se dividié en alicuotas y se almacend a -80°C hasta su uso. Las muestras se
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prepararon descongelando las soluciones madre de AB inmediatamente antes de su uso y diluyéndolas diez veces
con solucion salina amortiguada con Tris (TBS, NaCl 150 mM y Tris-HCI 10 mM (pH 7,4)). Las soluciones 25 uM
resultantes se usaron en los experimentos descritos a continuacion. Se prepar6 AR 1-40 sintético (forma HCI,
Peptide Institute, Inc., Osaka) a una concentracion de 2x.

Incubacion de AB y ensayo de ThT (Yamamoto N, y colaboradores, J Biol Chem, 282: 2646-2655, 2007)

Se incubd una solucién AB (25 puM) en presencia de una concentracion predeterminada de un anticuerpo a 37°C
durante dos o 24 horas. La intensidad de fluorescencia ThT de la mezcla de incubaciéon se determind usando un
espectrofotometro de fluorescencia (RF-5300PC, Shimadzu Co., Kyoto, Japon). Se determind la intensidad de
fluorescencia 6ptima para las fibrillas amiloides AB a las longitudes de onda de excitacién y emisién de 446 y 490
nm, respectivamente, utilizando 1,0 ml de una mezcla de reaccion que contenia 5 yM de ThT y 50 mM de glicina-
NaOH (pH 8,5). La intensidad de fluorescencia se determind inmediatamente después de la preparacion de la
mezcla.

Ademas, se evalud la actividad de los anticuerpos 4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4 para suprimir la formacion de
fibrillas de amiloide AR mediante el siguiente procedimiento. Se incubd una solucion de AR 1-42 diluida a 12,5 pM
con medio de cultivo celular en presencia o ausencia de cada anticuerpo a 37°C durante 24 horas. La cantidad de
fibrillas amiloides formadas se determiné mediante el método de ensayo de intensidad de fluorescencia ThT descrito
anteriormente.

Ensayo de neurotoxicidad inducida por AB (Yamamoto N, y colaboradores, J Biol Chem, 282: 2646-2655, 2007)

Se cultivaron células PC12 de feocromocitoma de rata en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Invitrogen,
Carlsbad, CA) que contenian suero de caballo al 10% inactivado por calor (Invitrogen) y suero fetal bovino al 5%
(FBS) (Invitrogen). Para inducir la diferenciacién en células nerviosas, se sembraron células PC12 a una densidad
de 20.000 células/cm® en placas de cultivo recubiertas con poli-L-lisina (10 mg/mL) y se cultivaron durante seis dias
en DMEM suplementado con 100 ng/mL de factor de crecimiento nervioso (NGF, Alornone Labs, Jerusalén, Israel)
(PC12N). Se expuso PC12N a AB 1-42 libre de semillas 25 uM o AB 1-42 incubado previamente en presencia o
ausencia de anticuerpo a 4°C durante 48 horas. Se evalud neurotoxicidad inducida por AR 1-42 mediante un ensayo
de fluorescencia de doble color de Live/Dead de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Molecular Probes,
Eugene, Oregon).

Ademas, se evalud la actividad de los anticuerpos 4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4 para neutralizar la neurotoxicidad
inducida por AB mediante el método descrito a continuacion. En primer lugar, se cultivaron células de neuroblastoma
humano (SH-SY5Y) durante 24 horas en DMEM que contenia FBS al 10%, a una densidad de 150.000 células/pozo
en placas de 24 pozos. A continuacion, se reemplazé el medio con medio de cultivo libre de suero que contenia AB
1-42 (12,5 uM) en presencia o en ausencia de anticuerpo, y se cultivaron las células durante otras 24 horas. Para
determinar la citotoxicidad inducida por AR 1-42, se midi6 el nivel de LDH derivada de células muertas liberado en el
medio mediante un kit CytoTox96 (Promega).

Ultrafiltracién y tamiz molecular

Con el fin de determinar las caracteristicas dependientes del tamafio de los oligdmeros de AB neurotdxicos, se
prepararon los cuatro tipos de filtrados (<3 kDa, 3 a 10 kDa, 10 a 30 kDa, 30 a 100 kDa) y la solucién de retencién (>
100 kDa ) a partir de una solucion de oligdmero de AB 25 uM por ultrafiltracion secuencial usando membranas de
corte Microcon de 3 kDa, 10 kDa, 30 kDa y 100 kDa. Se sometieron cada una de las fracciones al ensayo de
neurotoxicidad inducida por AB descrito anteriormente. Se expuso PC12N a cada fraccién para identificar la fraccion
téxica como se describié anteriormente. Se identificd también la distribucion de las estructuras tridimensionales
reconocidas por All, 1A9, 2C3 y 4G8 mediante el andlisis de transferencia de puntos descrito anteriormente. La
caracterizacion morfolégica de los oligdbmeros neurotdxicos se realizd examinando cada fraccion utilizando un
microscopio de fuerza atémica.

Microscopia electronica (ME) y microscopia de fuerza atomica (MFA)

Se diluyeron las muestras con agua destilada y se rociaron sobre rejillas recubiertas de carbono para llevar a cabo la
microscopia electronica. Las rejillas se tifieron negativamente con acido fosfotingstico al 1% y se observaron bajo
un microscopio electrénico Hitachi H-7000 (Tokio, Japdn) con un voltaje de aceleracion de 77 kV. La evaluacion por
MFA se llevé a cabo segln se inform6 recientemente. Las gotas de las muestras se colocaron sobre mica recién
escindida. La mica se dejo reposar durante 30 minutos y después se lavé con agua y las muestras liquidas se
analizaron usando Nanoscope llla (Digital Instruments, Santa Barbara, CA, EE.UU.) ajustado en modo de pulsacion
(Tero, R, y colaboradores, Langmuir 20, 7526-7531, 2004). El voladizo usado fue OMCL-TR400PSA (Olympus,
Japon).

Tejidos y extraccion de material

El presente estudio se realiz6 a partir de casos de autopsia (n = 50, 26 casos masculinos y 24 casos femeninos) del
Banco Metropolitano de Cerebros de Tokio para Investigacion del Envejecimiento del Instituto Metropolitano de
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Gerontologia de Tokio (Itabashi, Tokio, Japon). Este proyecto de investigacién fue aprobado por los comités éticos
institucionales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Tokio; el Hospital Geriatrico Metropolitano de Tokio
del Instituto Metropolitano de Gerontologia de Tokio; y el Centro Nacional de Geriatria y Gerontologia. Se han
descrito detalles de los sujetos y la recoleccion de muestras (Katsuno T, Neurology, 64: 687-692, 2005). Sin
embargo, este estudio analiz6 fracciones cerebrales insolubles, mientras que en este proyecto de investigacion
(Katsuno T, Neurology, 64: 687-692, 2005), los presentes inventores analizaron fracciones solubles de cerebro, que
no se caracterizaron en estudios previos. Se homogeneizaron muestras de tejido congelado (la porcion anterior de la
corteza entorrinal) en nueve volumenes de solucion salina amortiguada con Tris (TS) que contenia un coctel
inhibidor de proteasa. Los homogeneizados se ultracentrifugaron a 265.000 x g durante 20 minutos. Se sometieron
un tercio de las alicuotas (0,5 mL) de los sobrenadantes resultantes a analisis de inmunotransferencia.

Inmunohistoquimica

Los hemisferios del cerebro izquierdo de ratones Tg2576 se cortaron en secciones sagitales de 30 um de espesor
utilizando un cri6tomo (RM 2145; Leica, Wetzlar, Alemania) y se tifieron con tioflavina S como se describié
anteriormente (Wyss-Coray y colaboradores, 2001). Se observo la formacion de neuritas distréficas hinchadas
utilizando un anticuerpo antisinaptofisina (Chemicon, Temecula, CA). Se conté el nimero de placas positivas para
tioflavina S y neuritas distréficas hinchadas positivas para sinaptofisina observando cuatro o cinco secciones del
hemisferio cerebral izquierdo de cada ratén con una ampliacion de 40 veces. Para observar la deposicién de AR, se
tifleron secciones en serie brevemente pretratadas con acido formico o Proteasa K usando un kit de inmunotincién
de AB (Sigma, St. Louis, MO), y se visualizaron sefiales inmunopositivas usando un kit ABC elite (Vector
Laboratories). Se registraron las imagenes de la corteza cerebral y el hipocampo utilizando una camara digital
conectada con un microscopio y se analizaron utilizando un software PCI simple (Compix Imaging System, Lake
Oswego, OR). La translocacién cerebral de los anticuerpos se observé usando un microscopio confocal laser (Carl
Zeiss LSM510). El nimero de placas positivas para tioflavina S y neuritas distréficas hinchadas positivas para
sinaptofisina se determin6 de una manera doblemente ciega.

Inmunoterapia pasiva y analisis conductual

Ratones no transgénicos (no Tg) hembra de tres meses de edad, y ratones Tg2576 que tienen y que sobreexpresan
el gen de APP humana mutante tipo sueco con mutaciones duales (K670N y M671L) derivadas de EA familiar, se
adquirieron a través de Taconics (Germantown, NY, EE.UU.). Estos ratones se criaron hasta los 13 meses de edad
en la instalacion animal de los presentes inventores. Para determinar si el fenotipo de tipo Alzheimer se previene
mediante inmunoterapia pasiva, se administré 1A9 o 2C3 (0,4 mg/kg/semana) o PBS en la vena caudal de Tg2576
de cuatro meses y se continud la administracion hasta los 13 meses. La funcién de memoria se evalué en el mes 13
como se describié anteriormente (Mouri A, FASEB J, 21: 2135-2148, 2007), basado en los siguientes cuatro
paradigmas de comportamiento:

(1) prueba de laberinto Y para la memoria a corto plazo;
(2) prueba de reconocimiento de objetos nuevos;

(3) prueba del laberinto de agua de Morris; y

(4) prueba de condicionamiento contextual del miedo.

Tres dias después de las pruebas de comportamiento, los ratones fueron sacrificados para evaluaciones
bioquimicas e histologicas. Los resultados experimentales se analizaron por ANOVA unidireccional y ANOVA
bidireccional. El analisis post-hoc se realiz6 mediante la prueba de Fisher.

Separacion y eliminacion de la lipoproteina

Se recogi6é LCR de 12 pacientes con EA y 13 individuos de CN. Después, se removieron 600 ul de lipoproteinas de
cada uno del LCR mediante ultracentrifugacion preparativa de gradiente de densidad continua de acuerdo con el
protocolo informado previamente (Matsubara E, y colaboradores, Ann Neurol, 45: 537-541, 1999). Se ajust6 la
densidad de LCR a 1,25 g/mL con KBr. El LCR se ultracentrifugé a 100.000 rpm y 16°C durante ocho horas usando
una centrifuga Hitachi RP100AT. Se sometieron a ultrafiltracion las lipoproteinas flotantes a una densidad de 1,25
g/mLy LCR exento de lipoproteinas (LCR-ELP) usando una membrana de corte 3 kDa. (Microcon 3, Amicon, Inc), y
luego se congelaron y se almacenaron, o se almacenaron a 4°C, hasta su uso.

También se eliminaron las lipoproteinas por cromatografia de afinidad utilizando PHML-LIPOSORB (Calbiochem, La
Jolla, CA). Se combin6 cada una de las muestras (plasma o cerebro) y PHML-LIPOSORB (Calbiochem, La Jolla,
CA) en una relacién de 1,5:1, y se mezclaron durante 60 segundos. A continuacion, la mezcla se centrifugd a 3.000
rpm durante diez minutos. Los sobrenadantes resultantes (muestras libres de lipoproteinas) se sometieron a ELISA
utilizando 6E10 para los oligémeros. Las muestras unidas a las lipoproteinas se eluyeron de PHML-LIPOSORB
usando desoxicolato de sodio 20 mM. La eliminacién de lipoproteinas especificas se confirmé mediante
electroforesis de agarosa utilizando gel al 1% (Beckman), seguido por tincién con FAST-RED 7B (Wako, Osaka,
Japon).
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Cuantificacién de Ap humana

Se cuantificaron especificamente el plasma entero y la especie AR de LPDP mediante ELISA tipo sandwich como se
describié previamente (Matsubara E y colaboradores, Ann Neurol, 537-541, 1999; Matsubara E, y colaboradores,
Neurobiol Aging, 25: 833-841, 2004). Para analizar la especie AR de cerebro, se someti6 directamente la especie AR
soluble en 100 yL de amortiguador a ELISA, mientras que las muestras de AR insolubles extraidas con acido formico
al 70% fueron neutralizadas con Tris-HCI 1 M (pH 8,0) y se diluyeron 1000 veces antes de ELISA. Los valores
obtenidos por el ensayo fueron normalizados usando el peso himedo del cerebro, y finalmente se presentaron en
pmol/g. La normalizacion entre las placas se realizd6 mediante la inclusion de las tres muestras de plasma estandar
en las tres placas.

ELISA especifico para oligémero de AR

Se us6 un inmunoensayo enzimatico de fase sélida tipo sandwich con base en quimioluminiscencia (ELISA
qguimioluminiscente) para detectar especificamente A oligomérico pero no AR monomérico. Las microplacas se
recubrieron con 1A9 monoclonal (isotipo 1gG2b) o 2C3 (isotipo IgG2b), o una mezcla de 1A9 y 2C3. Se afiadieron
100 yL de una muestra (cerebro o liquido cefalorraquideo) y se incubé continuamente durante 24 horas a 4°C. A
continuacion, el fragmento Fab' de BA27 conjugado con peroxidasa de rabano picante (anti-AB 1-40 especifico para
AB 40; producto quimico puro de Wako, Osaka, Japon) o un fragmento Fab' BCO5 conjugado con peroxidasa de
rabano picante (anti-AB35-43 especifico para AB42, producto quimico puro de Wako Osaka, Japdn) y se incubo a
4°C durante 24 horas. Se cuantificé la quimioluminiscencia generada utilizando un sustrato quimioluminiscente
SuperSignal ELISA Pico (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) mediante un lumindmetro de Microplacas Veritas (Promega).

Para evaluar la eficacia in vivo de la administracion periférica de 1A9 y 2C3 monoclonales, se recogieron muestras
de plasma y 6rgano de ratones receptores y se analizaron para los oligomeros de AR mediante ELISA usando 6E10
marcado con HRP (Senetek PLC, Napa, CA, EE.UU.), especifico para los oligdmeros humanos. La deteccién de alta
sensibilidad se logré utilizando el sistema quimioluminiscente descrito anteriormente. Para evitar la interferencia por
mondémeros de AP unidos a lipoproteina, los presentes inventores trataron previamente muestras de plasma y
6rganos usando PHML-LIPOSORB de la misma manera que se describioé anteriormente. Para el ensayo se utilizaron
las muestras resultantes sin lipoproteina.

ELISA de inhibicion

Los oligdbmeros de A utilizados en este ensayo se prepararon diluyendo AR 1-40 sintético (forma de HCI) hasta una
concentracién de 0,1 mg/ml con PBS e incubando esto a 37°C durante una hora. Mientras tanto, se prepararon
monomeros de AB diluyendo AB 1-40 sintético (forma TFA) a una concentracion de 0,1 mg/ml con PBS. Los
oligbmeros de AR se inmovilizaron en placas inmunolégicas de 96 pozos a razén de 400 ng/pocillo, y después se
bloquearon las placas con BSA. A continuacion, se hicieron reaccionar los monémeros u oligdbmeros de A diluidos
paso a paso en el intervalo de 100 pg/ml a 100 ug/ml con los anticuerpos 4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 o 6H4, o los
anticuerpos anti-Af de control (4G8 y 6E10). Después de la incubacién durante dos horas, se afiadieron las mezclas
a las inmunoplacas de 96 pozos descritas anteriormente, y se incubaron a temperatura ambiente durante diez
minutos. La unién de oligdmeros de AP inmovilizados a cada uno de los anticuerpos se detectdé midiendo la
absorbancia a 450 nm en la reaccion de desarrollo de color usando un anticuerpo anti-lgG de raton marcado con
HRP y una solucién de TMB.

Ejemplo 1
Preparacion de anticuerpos monoclonales especificos de oligémeros de AB (1A9 y 2C3)

Los oligdbmeros y mondmeros de AR coexisten en una solucién. Por lo tanto, es esencial eliminar los monémeros de
AB para la preparacion de antigenos para producir anticuerpos especificos de oligdmero de AB. Como se muestra en
la Fig. 1A, los presentes inventores lograron aislar tetrameros de AR estables en SDS sin contaminacién de
mondémeros de AB por SDS-PAGE. Después de la inmunizacion in vivo con los tetrdmeros de AR aislados, se
seleccionaron los clones de hibridoma positivos mediante cribado en dos etapas usando andlisis de transferencia de
puntos seguido por inmunoprecipitacion. Entre 400 clones sometidos a analisis por transferencia de puntos, se
determiné que 16 clones eran positivos (tasa de positividad = 4%). Para evaluar la especificidad de los clones
positivos aislados por los oligbmeros, se analizé6 una fraccion de amiloide insoluble en amortiguador de fosfato y
soluble en acido féormico (AF) derivada de cerebro con EA (Matsubara E y colaboradores, Neurobiol Aging, 25: 833-
841, 2004) por inmunoprecipitacién usando los sobrenadantes de cultivo celular de los hibridomas positivos (Figura
1B). se detectaron el dimero de AR, una menor cantidad del trimero, y una caracteristica del frotis de alto peso
molecular para las especies moleculares agregadas de AR mediante andlisis de inmunotransferencias usando 4G8
monoclonal anti-AB. También se detectd una cantidad muy pequefia de monémeros de AB disociados en presencia
de SDS. Para confirmar adicionalmente la existencia de estructuras tridimensionales reconocidas por los 1A9 y 2C3
nativos (es decir, oligbmeros), los presentes inventores detectaron los oligdmeros en medio acondicionado (MA) de
células 293 de rifiébn embrionario humano (HEK) transfectadas con ADNc de PS1 mutante (Nakaya Y y
colaboradores, J Biol Chem, 280: 19070-19077, 2005). Los presentes inventores fraccionaron MA de HEK293 por
CET, y luego identificaron los oligémeros. Como se reporté anteriormente (Matsubara E y colaboradores, Neurobiol
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Aging, 25: 833-841, 2004; Yamamoto N, y colaboradores, J Biol Chem, 282, 2646-2655, 2007), este método puede
separar eficazmente los oligdmeros (fracciones 8 a 13) a partir de mondmeros (fracciones 14 a 20). Cuando se
inmunoprecipitaron con 1A9 monoclonales, se precipitaron dimeros de AR estables en SDS secretados en MA en la
fraccion 8 (> 680 kDa); se precipitaron los dimeros y trimeros de AR estables en SDS en la fraccion 13 (17 a 44
kDa); y se precipitdé una cantidad muy pequefia de los dimeros en la fraccién 16 (Figura 1C). Se obtuvieron
resultados similares cuando se llevo a cabo la inmunoprecipitacién usando 2C3 (datos no mostrados). Estos datos
demuestran que 1A9 y 2C3 monoclonales son exactamente especificos para los oligémeros de AB pero no
reconocen los monémeros de ARB.

Ejemplo 2
La actividad anti-neurotéxica de 1A9 y 2C3 monoclonales

Para evaluar si 1A9 y 2C3 monoclonales pueden prevenir la neurotoxicidad inducida por AB, se incubaron células
PC12 diferenciadas con el FCN (PC12N) con AB 1-42 libre de semillas 25 pM (sobrenadante de 540.000 x g
negativo para ThT) en presencia o ausencia de los anticuerpos monoclonales (mAb) a 37°C durante 48 horas. Se
determind la viabilidad de las células nerviosas mediante el ensayo LIVE/DEAD (Figura 2). Se detectd la muerte de
células nerviosas a un nivel significativamente mayor (50%) en presencia de AR 1-42 (Figuras 2B y 2G), en
comparacion con el ensayo de control (Figura 2A). IgG2b no especifica (Figuras 2C y 2G) no pudo inhibir la
neurotoxicidad inducida por AB1-42 en las mismas condiciones. El anticuerpo monoclonal 4G8 especifico de AR
comercialmente disponible (isotipo 1gG2b, Figuras 2D y 2G) tenia una tendencia a aumentar la toxicidad. 2C3
monoclonal (isétopo 1gG2b, Figuras 2F y 2G) neutraliz6 la neurotoxicidad de AB 1-42 casi completamente de una
forma dependiente de la concentracion. De este modo, se especuld que la estructura tridimensional neurotoxica
formada de nuevo reconocida por 2C3 adoptaba una forma oligdmera. Mientras tanto, la actividad anti-neurotoxica
de 1A9 (isotipo IgG2b, Figuras 2E y 2G) se encuentra entre la actividad anti-neurotéxica de 2C3 y la 1gG2b no
especifica. Esto sugiere que la estructura tridimensional reconocida por 1A9 es estructuralmente diferente de los
oligébmeros reconocidos por 2C3.

Ejemplo 3

Actualmente, la determinacion del tamafio preciso y la conformacion de los oligémeros de AR 1-42 neurotoxicos es
una de las cuestiones mas urgentes y esta sometida a una intensa competencia. Los presentes inventores lograron
aislar especies moleculares de AB 1-42 neurotdxicas solubles y fraccionar la especie en las siguientes cinco
fracciones por ultrafiltracion y tamizado molecular (UC/MS) (Figura 3A):

fraccion 1, filtrado de <3 kDa (carril 1);

fraccion 2, filtrado de 3 a 10 kDa (carril 2);

fraccion 3, filtrado de 10 a 30 kDa (carril 3);

fraccion 4, filtrado de 30 a 100 kDa (carril 4); y

fraccion 5, solucién de retencion de > 100 kDa, (carril 5).

El andlisis de inmunotransferencia utilizando 4G8 monoclonal (Figura 3A) revel6 que:
la fraccion 1 no contiene A (carril 1);

la fraccion 2 contiene monémeros de A (carril 2);

el carril 3 contiene monémeros de AB y una pequefia cantidad de dimeros de A;

la fraccion 4 contiene desde monémeros hasta pentameros de AB (carril 4); y

la fraccion 5 contiene desde mondmeros hasta pentameros de AR y moléculas de 45 a 160 kDa (carril 5).

Estos datos sugieren que el SDS al 2% despolimeriza oligémeros de AR de alto peso molecular (APM) en
mondémeros de AB y oligdmeros de AB de bajo peso molecular (BPM). Para evaluar la distribucion por tamafio de AB
1-42 toxico, los presentes inventores midieron la actividad biol6gica de cada fraccion incubada con PC12N a 37°C
durante 48 horas. Como se muestra en las Figs. 3B y 3C, se demostro que: la fracciéon 1 no era toxica, y la fraccion 2
tenia una toxicidad muy débil, lo que sugiere que es poco probable que los monémeros y los dimeros de AB sean
toxicos. Las fracciones 3 a 5 eran significativamente toxicas (ANOVA unidireccional, p <0,0001), lo que sugiere que
el tamafio de los oligémeros neurotéxicos corresponde tedricamente al tamafio de los trimeros o de los polimeros de
peso molecular mas alto. El andlisis de transferencia de puntos utilizando el anticuerpo A1l especifico del oligdmero
demostré que las tres fracciones neurotdxicas mencionadas anteriormente (3 a 5) eran positivas para All, lo que
soporta la evidencia de que las moléculas neurotéxicas son oligoméricas (Figura 3D). Los oligdmeros reconocidos
por 2C3 se detectaron en las fracciones 4 y 5 (Figura 3D). De este modo, se demostré6 que 2C3 reaccionaba
realmente con oligdmeros de AB neurotoxicos (> 30 kDa). Ademas, la mayoria de los oligdbmeros reconocidos por

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2617604 T3

2C3 se detecto en la fraccion 5 (> 100 kDa) que era la mas toxica, y por lo tanto los oligdmeros reconocidos por 2C3
que tenian un peso molecular superior a 100 kDa se considerd que mostraban una fuerte neurotoxicidad (Fig. 3D).
Mientras tanto, s6lo una cantidad extremadamente pequefia de los oligdmeros reconocidos por 1A9 se distribuy6 en
la fraccion 5 que era la mas toxica. Esto es consistente con el resultado de que la neutralizacion de la neurotoxicidad
por 1A9 fue insuficiente (Figuras 2E y 2G). Por el contrario, el 4G8 monoclonal que no tiene actividad anti-
neurotoxica detecto la especie AR distribuida en todas las fracciones (Figura 3D). Esto sugiere la posibilidad de que
coexistan oligdmeros no toxicos y toxicos del mismo tamafio.

Para evaluar adicionalmente la correlacion toxicidad-estructura, cada fraccién fue sometida a microscopia de fuerza
atomica (MFA). La presencia de morfologia de particula globular consistente con el tamafio de la fraccién se detecto
en las tres fracciones neurotéxicas. La Fig. 3E muestra las imagenes microscopicas de la fuerza atdmica de la
fraccion no toxica 2 (Fr. 2), las fracciones téxicas 3 (Fr. 3) y 4 (Fr. 4), y la fracciébn mas téxica 5 (Fr. 5). La formacion
de muchas moléculas poliméricas granulares se observé claramente en las fracciones téxicas. En particular, se
revel6 que la fraccion 5 contenia moléculas téxicas heterogéneas que incluian moléculas en forma de perlas y en
forma de anillo ademas de varias moléculas granulares grandes y pequefias.

Ejemplo 4
La actividad de 1A9 y 2C3 para suprimir la formacién de fibrillas amiloides AR

A continuacién, los presentes inventores evaluaron la actividad de 1A9 y 2C3 para suprimir la formacién de fibrillas
amiloides AB. La formacion de fibrillas amiloides AB 1-42 (a 0, 10, 25 y 50 uM) se evalué midiendo la fluorescencia
de ThT durante 72 horas a 37°C. En las condiciones usadas por los presentes inventores, se polimerizé AR 1-42
libre de semillas (fraccion de sobrenadante negativo para ThT obtenida por ultracentrifugacién a 540.000 x g) en
fibrillas amiloides por polimerizacion dependiente de nucleacion (Figura 4A). Para evaluar la actividad de 1A9 y 2C3
para suprimir la formacion de fibrillas amiloides AB, los presentes inventores incubaron a AR 1-42 libre de semillas 25
UM en presencia o en ausencia de los anticuerpos a 37°C durante 48 horas. Como se muestra en la Fig. 4B, se
alter6 la intensidad de la fluorescencia ThT en una forma dependiente de la concentracion de 2C3, mientras que
ninguno de 1A9 y 4G8 monoclonales y 1IgG2b no especifico alteraron la intensidad de la florescencia. Mientras tanto,
cuando A se polimeriz6 por incubacién durante dos horas, 1A9, asi como 2C3, mostraron la actividad para suprimir
casi completamente la formacion de fibrillas (Figura 4C). Dado que se detectd la actividad para suprimir la formacion
de fibrillas amiloides A incluso cuando la relacién molar de 2C3 a AR era baja, se dedujo que 2C3 tenia la actividad
para inhibir el nucleo de polimerizacion formado de nuevo o la funciéon de semilla en una etapa temprana de la
formacion de fibrillas amiloides AR 1-42. Se obtuvieron resultados similares mediante observacién morfolégica.
Como se muestra en la Fig. 4E (solamente AB 42) y en la Fig. 4F (AB 42 + 2C3, 25:3), la microscopia electronica
(EM) demostré que la formacion de fibrillas amiloides AB se inhibié parcialmente en presencia de 2C3 monoclonal,
mientras que sélo se produjo un efecto inhibidor débil en presencia de 1A9 (Fig. 4G). Mientras tanto, ninguno de los
anticuerpos de prueba exhibié el efecto de lisis o despolimerizacion de las fibrillas amiloides AR 1-42 que se
formaron por incubacion durante 24 horas (Figura 4D).

Ejemplo 5
Oligémeros relacionados con toxicidad dirigidos por 1A9 y 2C3

Para elucidar la conexién estructural y cinética entre la oligomerizacion de AR 1-42 y la formacion de fibrillas
amiloides, se analizé la polimerizacion en el transcurso del tiempo mediante transferencia de puntos utilizando A11,
1A9, 2C3 y 4G8. Como se muestra en la Fig. 5A, la mayoria de los oligdmeros reactivos al anticuerpo A1l se formé
durante la fase del tiempo de retraso de polimerizacion (0 a 8 horas), y la intensidad de fluorescencia de ThT era
relativamente débil. Durante la siguiente fase de extensidon de fibrillas (8 a 24 horas), el nivel de oligdmeros
inmunorreactivos a A11 alcanz6 una meseta, y luego fue constante (aproximadamente 20% del nivel maximo) hasta
72 horas (fase de meseta). Se ha demostrado que, dado que el anticuerpo antioligdmero A1l no reconoce las
fibrillas amiloides, la formacion de oligdmero de AR se puede observar especificamente usando el anticuerpo (Kayed
R, y colaboradores, Science 300, 486-489, 2003). Por lo tanto, los presentes resultados sugieren que la formacién
de oligomeros de AR precede a la formacion de fibrillas amiloides, y hay un estado de oligomerizacién que no entra
directamente en la ruta de formacion de fibrillas amiloides. Los oligdmeros reconocidos por 2C3 eran cinéticamente
similares a los oligdbmeros reconocidos por All, pero no los oligbmeros reconocidos por 1A9. Los oligdbmeros
reconocidos por 1A9 se detectaron so6lo después de cuatro horas, y después la inmunorreactividad a 1A9 se duplic
con el tiempo. Esto sugiere que los oligdbmeros reconocidos por 1A9 se forman lentamente. Entre tanto, se revelo
que los oligébmeros reconocidos por 2C3 se incrementan transitoriamente durante la fase de tiempo de retraso (0 a 8
horas) y luego salen en un nivel muy bajo (menor del 5%) en un estado oligomerizado de 8 a 72 horas. Los datos
anteriormente descritos obtenidos por los presentes inventores sugieren la posibilidad de que los oligémeros
reconocidos por Al1l, 1A9 y 2C3 tengan conformaciones o estabilidad estructural e inmunolégicamente diferentes y
los oligémeros reconocidos por 2C3 sean relativamente inestables en comparacion con los oligémeros reconocidos
por 1A9.

Para caracterizar el estado de polimerizacion nuevamente toxico, se expusieron PC12N a 37°C durante 48 horas a
AB 1-42 libre de semillas (0 horas), o A 1-42 incubada previamente durante dos, cuatro o 24 horas (Figura 5B), y se
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ensay0 la actividad neurotéxica. Como se muestra en la Fig. 5B, el andlisis de inmunotransferencia usando 4G8
reveld que los mondémeros, dimeros y trimeros existen incluso en el punto de tiempo 0 horas. La incubacion previa
de dos o cuatro horas dio como resultado un patrén de frotis de alto peso molecular (APM) de 45 a 160 kDa, ademas
de los mondémeros hasta los pentameros. En el punto de tiempo de 24 horas, el frotis de APM se redujo
drasticamente, y hubo dos tipos de componentes principales: una especie de alto peso molecular que no podia
entrar en el gel y por lo tanto permanecié en el pozo, y una pequefia cantidad de los monémeros. El frotis de APM
desaparecié después de una incubacién adicional a 37°C durante 48 horas. Como se muestra en las Figs. 3A 'y 5C,
el experimento de tamiz molecular revelé que la AR 1-42 libre de semillas se convierte en una especie molecular de
100 kDa o mas y exhibe la toxicidad mas fuerte. Mediante SDS-PAGE, se demostr6 que las moléculas toxicas
incluyen especies moleculares que muestran un patrén de frotis de alto peso molecular (APM) de 45 a 160 kDa,
ademas de la especie monémero hasta pentamero y los polimeros toxicos pueden despolimerizarse facilmente en
especies de bajo peso molecular en presencia de SDS. Sin embargo, cuando la AB 1-42 libre de semillas se incuba
previamente durante dos, cuatro y 24 horas, la actividad neurotéxica de los oligdmeros de AB formados nuevamente
se redujo en aproximadamente 12,5% y 26%, respectivamente (Figura 5C). Este resultado sugiere que el nivel de
oligbmeros de AR formados nuevamente en el periodo inicial de polimerizacién de AB es un factor determinante para
la neurotoxicidad y que la formacion alcanza un maximo en el periodo de cero a dos horas y luego el nivel de
oligémeros de AB formados se reduce con el tiempo. Alternativamente, existe la posibilidad de que los ndcleos para
la nueva polimerizacién de las fibrillas amiloideas AB, o las mismas fibrillas amiloides, tengan la actividad
neutralizadora de la neurotoxicidad. Los presentes inventores incubaron AR 1-42 durante dos horas, y después
eliminaron los nucleos de polimerizacién de AR insolubles y las fibrillas amiloides por ultracentrifugacién durante tres
horas a 540.000 x g. El sobrenadante y el sedimento obtenidos por ultracentrifugacion a 540.000 x g presentaron
niveles similares de sefiales de tioflavina T, lo que sugiere que el sobrenadante de 540.000 x g contiene polimeros
AR solubles positivos para ThT (la unién de ThT indica cambios estructurales para formar una estructura rica en
lamina B, pero no formacion de fibrilla). Se restaur6 y mejoré la neurotoxicidad cuando se expuso PC12N a los
polimeros solubles (Figura 5D). Esto sugiere que el mismo AR 1-42 insoluble tiene actividad antitoxica. Bajo las
condiciones descritas anteriormente, el 1A9 monoclonal neutraliz6 completamente la neurotoxicidad inducida por
oligébmeros de AR solubles enriquecidos en estructuras de lamina 3, y esta actividad de neutralizaciéon fue mayor que
la de 2C3. Mientras tanto, la IgG2b no especifica no tiene efecto sobre la viabilidad de PC12N cultivadas. Por
consiguiente, se especula que los polimeros neurotéxicos reconocidos por 1A9 son basicamente oligdmeros téxicos
solubles que se han estabilizado ligeramente debido a cierto cambio estructural, mientras que los polimeros
neurotoxicos reconocidos por 2C3 son basicamente intermediarios oligoméricos de corta duracion que son muy
inestables debido a cambios estructurales drasticos durante la etapa temprana del proceso de polimerizacion.

Ejemplo 6
1A9 y 2C3 monoclonales reconocen oligémeros de AB en el parénquima cerebral

Los presentes inventores demostraron la especificidad y la actividad biolégica de 1A9 y 2C3. Ademas, los inventores
detectaron polimeros 1A9 y 2C3 en el cerebro mediante inmunohistoguimica. Los presentes inventores realizaron
métodos de inmunohistoquimica convencionales para potenciar la reacciébn inmune mediante fijaciébn con
formaldehido, y acido férmico, SDS o tratamiento por microondas de secciones cerebrales. Los dos anticuerpos no
mostraron inmunorreactividad con un cerebro con EA por ninguno de los métodos de mejora. Por lo tanto, los
presentes inventores trataron previamente las secciones con Proteasa K, que se sabe que mejora la inmunotincion
(Wrzolek MA, y colaboradores, Am J Pathol, 141: 343-355, 1992). Como resultado, muchas placas seniles se tifieron
con 1A9 (Figura 6A), 2C3 (Figura 6B) y A1l (Figura 6C). Junto con el hallazgo de los experimentos in vitro de los
presentes inventores de que las fibrillas amiloideas AP neutralizan la neurotoxicidad inducida por el oligémero de A,
el resultado descrito anteriormente sugiere que una placa senil sirve como un depésito defensivo para aislar y
almacenar oligémeros de AB y, y por lo tanto el interior del depésito es dificilmente accesible para los anticuerpos.
De hecho, la inmunoprecipitacion usando 1A9 y 2C3 demostré que las fracciones amiloides compuestas de placas
seniles contienen oligdbmeros de AR reconocidos por los dos anticuerpos. Por lo tanto, se demostré que la hipotesis
de los presentes inventores era consistente con el hallazgo in vivo (véase la Figura 1B).

Para evaluar adicionalmente la existencia de polimeros "solubles" reconocidos por 1A9 y 2C3 en el cerebro, los
presentes inventores llevaron a cabo experimentos de inmunoprecipitacion usando los dos anticuerpos. Se
prepararon homogeneizados de cerebro usando solucidon salina amortiguada con Tris (TBS) para evitar la
modificacién quimica durante la extraccién de oligdmeros solubles. Los oligdbmeros que tienen un peso molecular de
4mer, 5mer, 8mer y 12mer se inmunoprecipitaron con 1A9 a partir de muestras de TBS de la corteza cerebral del
cerebro con EA (Figura 6D, carril 2), mientras que el nivel de los oligémeros en el cerebro sano de control estaba por
debajo del limite de deteccién (carril 3). Mientras que la intensidad de 4mer, 5mer y 8mer era comparable entre 1A9
(carril 2) y la mezcla monoclonal 4G8/6E10 (carril 1), 1A9 parecia recuperar una mayor cantidad de 12mer que
4G8/6E10. La inmunoprecipitacion con 2C3 mostro un resultado comparable (Fig. 6, carriles 4 a 6). A continuacion,
los presentes inventores identificaron las moléculas responsables de la neurotoxicidad in vivo en la corteza entorrinal
humana. Es bien sabido que la marafia neurofibrilar (NFT) y la pérdida de células nerviosas preceden a la formacion
de placas seniles en lesiones en poblaciones generales de ancianos. Los presentes inventores plantearon la
hipétesis que la falta de depositos funcionales tales como placas seniles para los polimeros reconocidos por 1A9 y
2C3 es perjudicial para las neuronas de la corteza entorrinal y es una posible causa de alteracién de la memoria. Se
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determiné el nivel de 12mer en las fracciones solubles en amortiguador de los 50 casos de autopsias reportados
previamente por inmunotransferencia utilizando 1A9 y 2C3 monoclonales. Los 50 casos incluyen dos casos de EA,
35 casos en las etapas | a Il de NFT de Braak y 13 casos en las etapas lll a IV de NFT (Katsuno y colaboradores,
Neurology, 64: 687-692, 2005). Como se muestra en las Figs. 6E (1A9) y 6F (2C3), la actividad inmunoldgica de
12mer inmunorreactivas a 1A9 o 2C3 en relacién con la actina fue significativamente mayor en los pacientes con EA
en comparacion con el grupo de control sano (etapas | a Il de NFT de Braak) y el grupo de deterioro cognitivo
moderado (etapas Il a IV de Braak). Curiosamente, el 12mer se acumulé en la corteza entorrinal del grupo de
control sano (etapas | a Il de NFT de Braak) y el grupo de deterioro cognitivo moderado (etapas Ill a IV de Braak) a
un nivel de aproximadamente 40% y 60% (el nivel de casos con EA es del 100%), respectivamente (Figuras 6E y
6F). Este resultado indica que la acumulacién de 12mer precede al inicio del deterioro cognitivo, y se incrementa a
medida que avanza la etapa de NFT de Braak, lo que sugiere que los 12 mer imunorreactivos a 1A9 y 2C3 son
polimeros responsables de la neurotoxicidad in vivo.

Ejemplo 7
1A9 y 2C3 monoclonales reconocen los oligdmeros de AB en el liquido cefalorraquideo

Los polimeros AB (12 mer solubles inmunorreactivos a 1A9 y 2C3) responsables de la neurotoxicidad in vivo se
encontraban en el parénquima cerebral. Por lo tanto, los presentes inventores especularon que LCR también
contiene los polimeros. Para verificar esto, los presentes inventores fraccionaron los LCR combinados de diez
pacientes con EA y diez individuos sanos de la misma edad como un control por CET, y ensayaron las fracciones
mediante ELISA tipo sandwich especifica para oligémeros de AR usando BCO5 o BA27 monoclonales en los
sistemas de captura y deteccion. El ELISA del oligdmero BC0O5/BCO5 detectdé AB 1-42 soluble en la fraccién 13,
mientras que el ELISA de BA27/BA27 detectd AR 1-40 soluble en las fracciones 7 a 14 (datos no mostrados). Sin
embargo, en cada ELISA, la absorbancia (DO a 450 nm) era baja para una deteccion sensible de una cantidad
pequefia de oligomeros de AB en LCR. La deteccion de monémeros de AB en las mismas fracciones por ELISA de
BNT77 mostré que los mondémeros de AB unidos a lipoproteinas (fracciones 7 a 14) y monémeros de AB libres de
lipoproteinas (fracciones 15 a 17) coexisten con oligémeros de AB en las fracciones (Figuras 7-1 Ay 7-1 B)
(Matsubara E, y colaboradores, Neurobiol Aging, 25: 833-841, 2004). El nivel de monémero de AR unido a la
lipoproteina en EA fue comparable al del control sano, mientras que el nivel de monémero de AB40 libre de
lipoproteina (Figura 7-1A) y el monémero de AB42 (Figura 7-1 B) en EA fue mas bajo en comparacion con el control
sano de la misma edad. Los presentes inventores también encontraron que se pueden detectar monémeros de AR
unidos a lipoproteinas, ademas de los oligdmeros, cuando se disefia ELISA para usar BCO5 o BA27 marcados con
HRP como anticuerpo de captura. Este problema permanecié desapercibido en el documento de la técnica anterior
(Lee EB, y colaboradores, J Biol Chem, 281: 4292-4299, 2006), que describe métodos de ensayo (por ejemplo,
ELISA de 6E10/6E10) que son similares a los métodos descritos en la presente memoria. Dado que los oligdmeros y
los monémeros de AB unidos a las lipoproteinas se eluyen a un tiempo de retencion comparable en CET, es
imposible distinguirlos por ELISA de oligdmeros usando el mismo anticuerpo en la captura y deteccion. Por lo tanto,
se reveld que el LCR que contiene lipoproetinas no es adecuado para una muestra de ensayo cuando se analizan
oligbmeros de AB usando anticuerpos no selectivos de oligdbmeros de AB.

Para superar las debilidades de los métodos de la técnica anterior, los presentes inventores mejoraron los
anticuerpos de deteccion y las muestras utilizadas en ELISA. Se eliminaron previamente las lipoproteinas del LCR, y
se usO el LCR resultante sin lipoproteinas (LPD-LCR) como muestra de ensayo. Se usaron 1A9 y 2C3 especificos
para oligbmeros de AB como anticuerpos de deteccion para ELISA. Ademas, se desarroll6 un ELISA de
quimioluminiscencia para mejorar la sensibilidad. Se fraccioné LPD-LCR combinado (Figs. 7-1C a D) mediante CET
y se analiz6 cada fraccion para la distribucion de oligémeros de AR mediante ELISA de luminiscencia usando 1A9 o
2C3 como anticuerpos de detecciéon. Como se muestra en las Figs. 7-1C a D se detectaron oligémeros de AB en las
fracciones 12 a 15 de CET (AP relativamente grande con un peso molecular que oscila entre 18 y 108 kDa, lo que
corresponde al tamafio de 4mer a 24 mer). El nivel de oligdbmeros reconocidos por 1A9 y 2C3 se elevé en todas las
fracciones derivadas de pacientes con EA en las que los oligdmeros eran detectables. Para evaluar la utilidad de los
oligbmeros de AP como marcadores terapéuticos, se comparé el nivel de oligdmeros de AB en LPD-LCR de
pacientes con EA con aquel del control sano de la misma edad, aunque se analizaron un ndmero limitado de casos.
Como se muestra en la Fig. 7-2G, los oligdmeros reconocidos por 2C3 compuestos de AP x-42 aumentaron
significativamente en el grupo de pacientes con EA comparado con el grupo de control normal (analisis no
paramétrico, p = 0,0103). Por el contrario, para los oligdmeros reconocidos por 2C3 compuestos de AB x-42, no
hubo diferencias significativas entre los dos grupos. Mientras tanto, el nivel de oligdmeros reconocidos por 1A9
compuestos de AB x-42 fue mayor en EA que en el control, aunque la diferencia no fue estadisticamente
significativa. Para los oligomeros reconocidos por 1A9 compuestos de AB x-40, no hubo diferencia significativa entre
los dos grupos (Figura 7-2E). El cambio estructural de monémero a oligomero de AR se produce en el periodo mas
temprano del proceso de polimerizacién de AB. La relacion entre el oligdmero y mondémero de AB (indice O/M) se
puede utilizar como indicador clinico que refleja las condiciones patolégicas de la EA. Como se muestra en las Figs.
7-2F y 7-2H, los indices O/M para AB42 y AB40 aumentaron significativamente en el grupo de pacientes con EA
comparado con el grupo de control sano (1A9, P = 0,0137 para AB42 y P = 0,0429 para AB40; 2C3, P = 0,0012 para
AB42 y P = 0,0051 para AB40). Los resultados descritos anteriormente muestran que las estructuras
tridimensionales positivas para 1A9 y 2C3 estan presentes como oligdmeros de AR en LPD-LCR, y aumentan en
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pacientes con EA. Ademas, los resultados obtenidos por los presentes inventores demostraron que la conversion
estructural de AR soluble libre de lipoproteina en los compuestos intermedios oligoméricos se produce en el LCR de
pacientes con EA y se pueden detectar los oligbmeros como marcadores bioldgicos Utiles para el diagndstico de EA
esporadico.

Ejemplo 8
Inmunoterapia pasiva usando 1A9 y 2C3 monoclonales previene la aparicion de trastornos de la memoria en Tg2576

Para evaluar el efecto preventivo/terapéutico in vivo de la inmunoterapia pasiva basada en la administracion de 1A9
(n = 13) 0 2C3 (n = 11), los presentes inventores administraron 1A9 o 2C3 (0,4 mg/kg/semana) O PBS a ratones
Tg2576 a través de la vena caudal durante el periodo de 4 a 13 meses. La funcién de la memoria se evalué a los 13
meses de edad en términos de los siguientes cuatro tipos de paradigmas de aprendizaje/comportamiento:

(1) memoria de corto plazo en la prueba de laberinto Y (Fig. 8A);

(2) memoria de reconocimiento de objetos en una nueva prueba de reconocimiento de objetos (Figura 8B);
(3) memoria espacial en la prueba de laberinto de agua (Fig. 8C); y

(4) memoria emocional asociativa en la prueba contextual de condicionamiento del miedo (Fig. 8D).

En comparacion con ratones Tg2576 que recibieron 1A9 y 2C3, los ratones Tg2576 que recibieron PBS mostraron
deterioros significativos en el aprendizaje y el comportamiento (Figuras 8A a 8D). A diferencia de la funcion de
memoria de ratones Tg2576 que recibieron PBS (n = 10), la funcién de memoria de ratones Tg2576 que recibieron
1A9 y 2C3 fue indistinguible de aquella de ratones de cohortes de tipo silvestre de la misma edad que no recibieron
tratamiento, que se determind previamente. Por lo tanto, se demostré que los ratones Tg2576 que recibieron 1A9 y
2C3 conservaron la memoria tanto de corto como de largo plazo, que se deterioré en el grupo que recibié PBS. Es
decir, los presentes inventores obtuvieron evidencia que apoya la opinion de que el inicio de la alteracion de la
memoria, en particular la EA, puede prevenirse llevando a cabo una inmunoterapia pasiva dirigida a los oligdmeros
de AB antes del inicio. Ademas, el resultado descrito anteriormente presenta la primera evidencia in vivo que indica
directamente que los oligdmeros de AB son responsables del inicio de la alteracion de la memoria.

Ejemplo 9
1A9 monoclonal previene la acumulacion de AR en el cerebro de Tg2576

Se diseccionaron ratones Tg2576 que recibieron PBS (n = 10) y ratones Tg2576 tratados con inmunoterapia pasiva
durante el periodo de 4 a 13 meses (grupo que recibié 1A9, n = 13, grupo que recibié 2C3, n = 11) después de los
experimentos de aprendizaje/conductuales. La cantidad de AR acumulada en el cerebro (corteza cerebral vs.
hipocampo) se determind en las tres fracciones siguientes (150 mg/extracto) preparadas por extraccion en serie:
fraccion soluble en amortiguador Tris que contenia inhibidores de proteasa; fraccion amiloide soluble en SDS al 2%;
y fraccién amiloide insoluble en SDS al 2% y soluble en acido formico al 70%. Se considera que las moléculas AR
fisiolégicas no acumulativas estan contenidas en la fraccion de amortiguador Tris, mientras que AR soluble en SDS
al 2% incluye AR en placas seniles difusas antes de la formacién de fibrillas amiloides, AR inmunocitoquimicamente
indetectable y AB oligomérico soluble acumulativo conformacionalmente alterado. Se cuantificé selectivamente AR
mediante ELISA especifico para AB40 y AB42 finales (BNT77/BA27 especifico para AR40, BNT77/BCO05 especifico
para AB42, kit WAKO). No hubo diferencia marcada entre los tres grupos en la concentracion de A en la fraccion de
amortiguador Tris, donde los componentes principales eran moléculas fisioldgicas AR no acumulativas (Figuras 9A 'y
9C, AB x 40; Figuras 9B y 9D, AB x-42). Con relacién AR soluble acumulado en el cerebro (fraccién SDS), se
observé un efecto supresor significativo en la acumulacion de AB x-40 y AB x-42 en la corteza cerebral Gnicamente
en el grupo que recibié 1A9 (Figura 9E, AB x-40; Fig. 9F, AB x-42). No se observé efecto de acumulacién-supresion
en el hipocampo (Fig. 9G, AB x-40; Fig. 9H, AB x-42). Mientras tanto, con respecto al AB insoluble acumulado en el
cerebro (fraccién FA), se observé un efecto supresor significativo sobre la acumulacién de AB x-40 en la corteza
cerebral Gnicamente en el grupo que recibié 1A9 (Figura 91, AB x-40; Figura 9J, AB x-42). No se observé efecto de
acumulacion-supresion en el hipocampo (Fig. 9K, AB x-40; Fig. 9L, AB x-42). El andlisis de inmunotransferencia de
A1l de las fracciones solubles en SDS mostrd un efecto supresor sobre la acumulacién de oligbmero positivo para
Al1 (4mer) en la corteza cerebral en los dos grupos de tratamiento con anticuerpos (Figura 9M).

Ejemplo 10
Los oligdmeros AB en plasma aumentan por inmunoterapia pasiva con 1A9 y 2C3

No hubo diferencia significativa en la concentracién de AB en plasma entre los tres grupos siguientes: ratones
Tg2576 que recibieron PBS (n = 10) y ratones Tg2576 tratados con inmunoterapia pasiva durante el periodo de 4 a
13 meses (grupo que recibié 1A9, n = 13; grupo que recibié 2C3, n = 11) (Figura 10A, AB x-40; Fig. 10B, AB x-42).
Tampoco hubo diferencia significativa en la relacion AB40/42 (Figura 10C).
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Con el fin de elucidar el mecanismo subyacente del efecto preventivo de la inmunoterapia pasiva con 1A9 y 2C3
(IVIlg) contra el fenotipo similar a EA en ratones Tg2576, los presentes inventores evaluaron el nivel de oligdmeros
de AB solubles e insoluble en solucién salina fisiologia en homogeneizados de cerebro combinados, y el nivel de
oligbmeros de AB en sangre y plasma periféricos. No hubo diferencia en la cantidad de oligomeros de A solubles
en solucion salina fisiolégica en los homogeneizados de cerebro combinados entre los grupos de tratamiento (Figura
10D). Mientras tanto, se demostr6 que la cantidad de oligdmeros de AR insolubles se redujo en los grupos de
tratamiento con 1A9 y 2C3 (Figura 10E). Ademas, se analizé el plasma combinado de cada grupo (plasma sin
albumina, parte superior del panel F, plasma sin albamina/lipoproteina, parte inferior del panel F) para oligémeros de
AB mediante transferencia de puntos de All. El resultado muestra que los oligémeros estaban presentes en el
plasma de ratones Tg2576 que recibieron PBS (Figura 10F). Los oligébmeros positivos para All en plasma
aumentaron claramente en los grupos de inmunoterapia pasiva en comparacion con el grupo que recibi6 PBS
(Figura 10F). La proporcion de oligomeros reconocidos por 2C3 en una forma unida a lipoproteina fue mayor que
aquella de oligémeros reconocidos por 1A9 (parte inferior del Panel F). Ademas, los oligémeros de AB en plasma
fueron detectaron por inmunoprecipitacion de All. El resultado muestra que los oligbmeros de aproximadamente
200 kDa aumentaron en ratones Tg2576 tratados con inmunoterapia pasiva en comparacion con el grupo que recibio
PBS (Figura 10G). El aumento de oligdbmeros de AB en plasma en los grupos de inmunoterapia pasiva puede
considerarse que refleja directamente una depuracién cerebral mejorada. Por lo tanto, los presentes inventores
obtuvieron evidencia de que las moléculas objetivo directas para inmunoterapia pasiva intravenosa también estan
presentes en sangre ademas del cerebro y que la depuracion cerebral selectiva de oligdmeros puede ser mejorada a
través de sitios periféricos de accién. Es decir, los presentes inventores mostraron la utilidad clinica de la
inmunoterapia pasiva intravenosa.

Ejemplo 11

La formacion de placas amiloides seniles y neuritas distréficas hinchadas puede ser suprimida mediante
inmunoterapia pasiva usando 1A9 y 2C3

Se suprimié la deposicién inmunohistoquimica de AB en los grupos de inmunoterapia pasiva (Figura 11A). La
formacion de placas amiloide seniles positivas para tioflavina S se suprimié significativamente tanto en la corteza
cerebral como en el hipocampo (Figura 11B, parte superior), y también se demostr6é claramente la reducciéon de
neuritas por histoquimica (Figura 11B, parte inferior). La formacién de neuritas distréficas hinchadas positivas para
sinaptofisina también se suprimio significativamente en los grupos de inmunoterapia pasiva (Figura 11C).

Ejemplo 12

Analisis de inmunotincioén utilizando anticuerpos anti-sinaptofisina y anti-drebrina

1A9 y 2C3 suprimieron la degeneracion presinaptica y postsinaptica en el neocértex cerebral (Fig. 12).
Ejemplo 13

Los anticuerpos se trasladan al cerebro

La existencia/localizacion de AR depositado y de IgG cerebral de ratén se evalud utilizando un microscopio confocal
laser. El resultado muestra que 1gG de ratén se localiza casi independientemente del AR depositado dentro de las
areas que contienen placas seniles difusas. La IgG de raton se observé so6lo en los grupos de inmunoterapia pasiva
(1A9, Fig. 13?; 2C3, Fig. 13B), pero no en el grupo que recibié PBS (Figura 13C). Por lo tanto, se consideré que una
fraccion de los anticuerpos administrados en sangre se trasladd al cerebro. Este resultado demuestra que el efecto
preventivo sobre la perturbacion de la memoria se produjo no sélo a través de la neutralizacion directa de la
toxicidad de los polimeros AB solubles por los anticuerpos trasladados al cerebro, sino también a través de la
eliminacion de polimeros AB solubles en la forma de un complejo con los anticuerpos en la sangre. Por lo tanto, se
considerd que el efecto terapéutico se basa en mecanismos de accion multiple.

Ejemplo 14

Preparacién de anticuerpos monoclonales especificos de oligdmero de AR (5A5, 5A9, 4F7, 4H5, 6E4 y 6H4) y
andlisis de transferencia de puntos

Se evaluaron 33 clones preparados por el método descrito anteriormente que utiliza el oligomero de AB 1-40 como
antigeno mediante analisis por transferencia de puntos. El resultado mostré que los seis tipos de anticuerpos
monoclonales reconocen especificamente los oligdmeros de AB. Como se muestra a continuacion, se determind el
isotipo de los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4):

4F7: k para la cadena L, e IgG2a para la cadena H;
4H5: k para la cadena L, e IgG2a para la cadena H;

5A5: k para la cadena L, e IgG2b para la cadena H;
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5A9: k para la cadena L, e IgG2b para la cadena H;
6E4: k para la cadena L, e IgG1 para la cadena H; y
6H4: k para la cadena L, e 1IgG2b para la cadena H.

Ademas, el andlisis por inmunotransferencia de puntos mostré6 que, como con 2C3 descrito anteriormente, los
anticuerpos 4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4 se unen especificamente a oligdmeros de A pero no reconocen los
monomeros de AR (véase la Figura 14).

Ejemplo 15
ELISA de inhibicion

Para evaluar la actividad de unidn selectiva al oligdbmero de AB de los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9,
6E4 y 6H4), se mezcld cada anticuerpo con oligémeros o mondémeros de A diluidos paso a paso (“inhibidores"), y
se afiadieron soluciones previamente mezcladas a inmunoplacas de 96 pozos inmovilizadas con oligomero de AB, y
luego se incubaron (véase la seccién "Métodos"). Los anticuerpos 4G8 y 6E10 comercialmente disponibles se
usaron como anticuerpos de control que se unen no selectivamente a oligémeros y monémeros de AB. Cuando un
anticuerpo se une selectivamente a oligomeros de AR, el anticuerpo mezclado previamente con monémeros de AR
no se une a los monémeros de AB en la solucién y, por lo tanto, se puede unir a oligémeros de AB inmovilizados. Por
otra parte, el anticuerpo previamente mezclado con oligémeros de AB se une a los oligdbmeros de AR en la solucion
y, por lo tanto, la cantidad de anticuerpo unida a los oligdbmeros de AR inmovilizados se reduce con el aumento en la
concentracion del inhibidor. Los resultados para los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4)
mostraron una reduccién dependiente de la concentracion en la cantidad de anticuerpo unido cuando se usaron
oligbmeros de AB. Por el contrario, no se detect6 dicha reduccion fuerte en la unién cuando se usaron monémeros
de AB (véase la Figura 15). Mientras tanto, para 4G8 y 6E10, se observd una reduccion dependiente de la
concentracion en la cantidad de anticuerpo unido cuando se usaron monémeros y oligémeros de AR (véase la Figura
15). Estos resultados sugieren que los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4) se unen
selectivamente a oligdmeros de AB.

Ejemplo 16

La actividad de los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4, y 6H4) para neutralizar la neurotoxicidad
inducida por AR

Para evaluar si los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4) tienen una actividad de neutralizacién
de neurotoxicidad inducida por AB, se cultivaron células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) en un medio que
contenia AR 1-42 (12,5 yM) en presencia o en ausencia de los anticuerpos durante 24 horas, y se control6 el cambio
en la citotoxicidad inducida por AR 1-42. Como resultado, se mejoré la citotoxicidad mediante la adicion de 1gG de
control (3F1). Aunque también aumentd la citotoxicidad por la adicién de los anticuerpos 4F7 y 4H5, el aumento fue
menor que el observado para 3F1 (véase la Figura 16). Se encontré que los cuatro tipos restantes de anticuerpos
(5A5, 5A9,6E4 y 6H4) redujeron notablemente la citotoxicidad (véase la Fig. 16). Los resultados descritos
anteriormente demuestran que los cuatro tipos de anticuerpos (5A5, 5A9, 6E4 y 6H4) tienen una fuerte actividad de
neutralizacion de la neurotoxicidad inducida por AB. Puesto que 4F7 y 4H5 disminuyeron la citotoxicidad en
comparacion con la IgG de control, se deduce también que estos anticuerpos tienen una actividad de neutralizacion
de la neurotoxicidad inducida por AB.

Ejemplo 17

La actividad de los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4) para suprimir la formacion de fibrillas
amiloides AR

Para evaluar si los seis tipos de anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5, 5A9, 6E4 y 6H4) tienen actividad de supresion de la
formacion de fibrillas amiloides AB, se detect6 la formacion de fibrillas amiloideas Ap mediante el método de ensayo
de intensidad de la fluorescencia de ThT en una solucién (medio) cuya composicion era la misma que la utilizada en
el experimento para la neurotoxicidad inducida por AB (véase la seccion de "Métodos"). Se encontr6 que 6E4 y 6H4
suprimen la formacién de fibrillas en una forma dependiente de la concentracion de anticuerpos (véase la Fig. 17).
También se dedujo que los otros cuatro anticuerpos (4F7, 4H5, 5A5 y 5A9) tienen una actividad de supresién de la
formacion de fibrillas, ya que los anticuerpos exhibian la tendencia a suprimir la formacion de fibrillas en
comparacion con IgG control.

Discusion

Los datos obtenidos por los presentes inventores muestran que 1A9 y 2C3 monoclonales reconocen
especificamente al "epitopo neurotéxico” y al "epitopo de polimerizaciéon" de polimeros AB solubles que son
responsables de la actividad toxica y la actividad de formacion de fibrillas de antigeno. Dado que los 1A9 y 2C3
monoclonales no reaccionan con monoémeros de AR solubles, que son moléculas fisioldgicas, se puede concluir que
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una estructura tridimensional que tiene el epitopo que es reconocido por 1A9 o 2C3 es especifica para polimeros
oligoméricos solubles. Los experimentos usando ultrafiltracién y tamiz molecular revelaron que el tamafio de
oligbmeros inmunorreactivos para 1A9 y 2C3 es mayor a 100 kDa (> 20 mer). El resultado de la observacion
morfolégica mediante MFA demostr6é que los polimeros tdxicos son morfolégicamente heterogéneos (granulares, en
forma de perlas y en forma de anillos).

Para demostrar que los polimeros téxicos son realmente moléculas bioactivas que exhiben toxicidad sinaptica in
vivo, los presentes inventores iniciaron un tratamiento de ratones Tg2576 jévenes antes del inicio de la alteracion de
la memoria con inmunoterapia pasiva con anti-oligémeros de A dirigida a polimeros toxicos reconocidos por 1A9 y
2C3. Por primera vez, los presentes inventores presentaron pruebas que apoyan que el deterioro de la memoria
dependiente de la edad que se desarrolla naturalmente en ratones Tg2576 se puede prevenir mediante
inmunoterapia pasiva usando anticuerpos anti-oligobmeros de AR especificos (1A9 y 2C3). En este sentido, la
perturbacién de la memoria a corto plazo evaluada por la prueba del laberinto en Y es similar a la perturbacion de la
memoria asociada a la acumulacion de AR observada en el deterioro cognitivo moderado (MCI) y en la EA temprana.
La prueba del laberinto en Y mostr6 resultados excelentes y casi normales en ratones Tg2576 que recibieron 1A9 y
2C3, respectivamente. Cuando se evalué mediante la tarea de reconocimiento de nuevos objetos, el laberinto de
agua de Morris y la tarea de condicionamiento del miedo contextual, la memoria a largo plazo se mantuvo casi
normal mediante los anticuerpos anti- oligdmeros de AR.

Se observd un aumento selectivo de los oligdmeros positivos para A11 en sangre en los grupos de ratones tratados
con anticuerpos en comparacion con el grupo de tratamiento con PBS, lo cual es consistente con la capacidad de los
anticuerpos para prevenir el inicio de la alteracién de la memoria (capacidad de mantenimiento de la memoria). El
tratamiento con anticuerpo 1A9 también mostro el efecto de suprimir la acumulacién de AP en el cerebro. El
tratamiento con anticuerpo 2C3 demostr6 un nivel mas alto en sangre de oligbmeros positivos para All en
comparacioén con el tratamiento con anticuerpo 1A9. Sin embargo, el efecto de supresion de acumulacién de AB en
el cerebro del tratamiento con el anticuerpo 2C3 no fue claro. Por consiguiente, se consideré que los oligdbmeros
reconocidos por 1A9 tenian mayor contribucion a la acumulacion de AR en el cerebro que los oligdmeros
reconocidos por 2C3. La implicacion de los polimeros en la acumulacién de AB en el cerebro puede explicarse con
base en la siguiente presuncion: los polimeros neurotéxicos 1A9 son oligdmeros téxicos solubles que son algo
conformacionales, mientras que los polimeros 2C3 neurotdxicos son compuestos intermedios oligdmeros de corta
vida y muy inestables que aparecen en la etapa temprana del proceso de polimerizacién, cuya conformacion es
facilmente cambiada.

Los presentes inventores describen aqui el efecto preventivo in vivo de anticuerpos anti-oligdmero en la enfermedad
de Alzheimer, y esta es la primera evidencia que demuestra directamente que los oligémeros toxicos de AR
formados in vivo pueden inhibir las funciones de las células nerviosas, induciendo por lo tanto los sintomas de la
enfermedad de Alzheimer.

Los datos obtenidos por los presentes inventores son también la primera evidencia que soporta la opinién de que AR
exhibe neurotoxicidad in vivo en el cerebro humano. Es bien sabido que la corteza entorrinal humana es un area que
se afecta facilmente con la EA. En esta area, la formacion de NFT y la pérdida de células nerviosas preceden a la
formacion de placas seniles. Por lo tanto, la corteza entorrinal es un area excepcional a la que no se puede aplicar la
hipétesis de la cascada amiloide cominmente aceptada. Sin embargo, esta inconsistencia ha sido abandonada y no
se ha estudiado durante mucho tiempo.

Los presentes inventores propusieron y examinaron la hipotesis de que oligémeros de AR invisibles previamente no
identificables son nocivos para las células nerviosas en la corteza entorrinal y causan alteraciéon de la memoria. Para
examinar esta hipotesis, los presentes inventores realizaron un analisis semicuantitativo de 12 mer inmunorreactivo
a 1A9 y 2C3 en la corteza entorrinal de individuos ancianos que estaban en su mayor parte en las etapas | a lll de
NFT de Braak. Los 12 mer inmunorreactivo a 1A9 y 2C3 ya estaban presentes en la corteza entorrinal de individuos
sanos en las etapas | a Il de NFT de Braak, y aumentaron con el avance de la etapa de NFT de Braak. Se encontro
que el 12 mer era significativamente mayor en EA. Por lo tanto, se demostré que la aparicion de 12 mer
inmunorreactivo a 1A9 y 2C3 precede a la aparicion de deterioro cognitivo en el cerebro humano. Por otro lado,
mediante técnicas bioquimicas e inmunohistoquimicas, se demostrd que las placas seniles contienen oligdmeros de
AB inmunorreactivos a 1A9 y 2C3. Ademas, se reveld que las propias fibrillas amiloides insolubilizadas tienen una
actividad de neutralizacion de la neurotoxicidad. Estos hallazgos sugieren que, bajo condiciones en las que los
oligbmeros de AR estan presentes sin formacion de placa senil, los oligdmeros de A ejercen toxicidad in vivo y por
lo tanto pueden ser una causa de alteracion de la memoria.

Como se describié anteriormente, los datos de los presentes inventores muestran por primera vez pruebas que
demuestran directamente in vivo la perturbacién de la memoria resultante de la disfunciéon sinaptica causada por
oligbmeros de AR enddgenos. Aunque se ha utilizado anteriormente inmunoterapia activa (Janus D, 2000, Nature,
Morgan D, 2000, Nature) e inmunoterapia pasiva (Bard F, 2222, Nat med; DeMattos RB, PNAS, 2001), el
mecanismo mediante el cual la discapacidad de aprendizaje y la perturbacion de memoria puede ser prevenido
sigue siendo materia de conjetura. Una posibilidad ampliamente propuesta es que los anticuerpos llegan al cerebro a
través de la barrera hematoencefélica y neutralizan directamente in vivo los oligdmeros solubles de AB que causan
deterioro de la memoria. La segunda posibilidad, la "teoria del sumidero”, es que los anticuerpos actian
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periféricamente para agotar la combinacion de AB en sangre periférica y por lo tanto la eliminacién de AB activo del
cerebro. DeMattos y colaboradores han informado que un anticuerpo anti-AB administrado periféricamente
transporta rapidamente no sélo monémeros de AR al cerebro sino también dimeros AR en plasma, y también AR al
cerebro en LCR (DeMattos RB y colaboradores, PNAS, 98; 8850-8855, 2001). Los presentes inventores también
revelaron que los oligdbmeros de AR estan presentes en el LCR humano y aumentaron en pacientes con EA. Por lo
tanto, los presentes inventores demostraron que los oligbmeros de AR pueden ser usados como marcadores de
diagnostico para EA. Ademas, los presentes inventores presentaron la primera evidencia que soporta la opinion de
que los oligébmeros de AB estan presentes en el plasma de ratones Tg2576 y, en inmunoterapia pasiva mediante la
cual oligdbmeros de AR son especificamente capturados y neutralizados mediante inyeccién intravenosa, no se
requiere suministro de anticuerpo intracerebrales y se puede mejorar la eliminacién de oligdbmeros de AR del cerebro
a la sangre en los sitios periféricos de accion, es decir, los vasos sanguineos. En adicion, los presentes inventores
presentaron la primera evidencia de que la inmunoterapia pasiva puede suprimir la formacion de placa amiloide senil
e indirectamente suprimir el dafio de las células nerviosas (formacion de neuritas distréficas hinchadas) a través de
la supresion de placa amiloide senil. Estos resultados confirman que el oligémero de AR es la base molecular para el
inicio de la enfermedad de Alzheimer y el control selectivo utilizando anticuerpos especificos de oligdmeros permite
el control de la enfermedad de Alzheimer desde un punto de vista profilactico ademas de un punto de vista
terapéutico. Ademas, se probd que una fraccion de los anticuerpos administrados se traslada al cerebro. Esto
sugiere que el efecto de suprimir la perturbacién de la memoria se ejerce mediante una combinacién de multiples
acciones tales como la neutralizaciéon directa de los oligdmeros de AB solubles en el cerebro, el transporte de los
complejos inmunes anticuerpo-oligdmero de AB en sangre mediante el receptor neonatal Fc (Deane R, J Neurosci),
y la accién de "sumidero” descrita anteriormente,

El establecimiento de un diagndstico preciso previo al inicio para identificar casos con alto riesgo de desarrollo de EA
es esencial para disefiar estrategias preventivas/terapéuticas. Se espera que el aumento significativo en la relacion
de O/M en LCR en la EA, que se reporta en el presente documento, sea uno de los principales candidatos para los
marcadores diagnosticos previos al inicio.

Aplicabilidad Industrial

Los anticuerpos proporcionados por la presente invencion pueden ser usados, por ejemplo, en inmunoterapia pasiva
preventiva basada en inyeccion intravenosa para la enfermedad de Alzheimer, y como marcadores biolégicos para el
diagndstico previo al inicio, control de la enfermedad, control/evaluacion de la eficacia del farmaco para la
enfermedad, etc.

Ademas, se espera que los anticuerpos de la presente invencion contribuyan en gran medida al establecimiento de
métodos preventivos/terapéuticos para la enfermedad de Alzheimer que sean selectivos a las moléculas
responsables de evocar las condiciones patolégicas de la enfermedad y al establecimiento de marcadores
diagnosticos tempranos. Los presentes inventores obtuvieron evidencias que apoyan que las terapias de
anticuerpos, incluso cuando se dirigen a condiciones patoldgicas intracerebrales, pueden ser logradas satisfactorias
mediante la administracion intravenosa periférica, sin necesidad de considerar la transferencia intracerebral de los
anticuerpos. Ademas, los presentes inventores obtuvieron evidencia que demuestra que una fraccion de los
anticuerpos administrados se trasladan al cerebro y producen un efecto directo incluso en la terapia de
administracion intravenosa periférica, de nuevo sin necesidad de considerar transferencia intracerebral de los
anticuerpos. Por lo tanto, se espera que la presente invencidon acelere rapidamente el avance de los agentes
terapéuticos de anticuerpos para la enfermedad de Alzheimer.
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ES 2617604 T3

Tyr
Ser
Met
val
Lys
215
Cys
Ser
Leu
Pro
Ala
295
val
Phe
Thr
Leu
Cys
375
Ser
Asp

Ser

Gly

Phe Pro

Ser val

Ser Sser
185

Thr Cys
200

Leu Glu

Lys Glu

val Phe

Thr Pro
265

Asp val
280

Gln Thr
Ser Thr
Lys Cys
Ile Ser

345

Pro Pro
360

Leu val
Asn Gly
Ser Asp
Lys Trp

425

Leu Lys
440

47

Glu
His
170
Sser
Ser
Pro
Cys
Ile
250
Lys
Gln
Gln
Leu
Lys
330
Lys
Pro
val
His
Gly
410

Glu

Asn

Ser
155
Thr
val
val
Ser
His
235
Phe
val
Ile
Thr
Pro
315
val
Ile
Ala
Gly
Thr
395
Ser

Lys

Tyr

Thr
Ala
Gly
220
Lys
Pro
Thr
Ser
His
300
Ile
Asn
Lys
Glu
Phe
380
Glu
Tyr

Thr

Tyr

val
His
205
Pro
Cys
Pro
Cys
Trp
285
Arg

Gln

Ash

Gln
365
Asn
Glu
Phe

Asp

Leu
445

val
Ala
Pro
190
Pro
Ile
Pro
Asnh
val
270
Phe
Glu
His
Lys
Leu
350
Leu
Pro
Asnh
Ile
Ser

430

Lys

Thr
Leu
175
Ser
Ala
Ser
Ala
Ile
255
val
val
Asp
Gln
Asp
335
val
Ser
Gly
Tyr
Tyr
4715

Phe

Lys

Trp
160
Leu
Ser
Ser
Thr
Pro
240
Lys
val
Ash
Tyr
Asp
320
Leu
Arg
Arg
Asp
Lys
400
Ser

Ser

Thr
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<210> 22
<211> 1368

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 22

caggttactc
acttgttctt
cagccttcaa
tataacccat
ttcctcaaga
ggactgggag
aaaacaacac
tccgtgactc
aactctggat
tacactatga
tgcagcgttg
cccatttcaa
aacctcgagg
atctccctga
gtccagatca
agagaggatt
tggatgagtg
gagagaacca
ccaccagcag
aaccctggag
gacaccgcac
aaaacaagca

aaaaattact
<210> 23
<211> 219

<212> PRT

tgaaagagtc
tctctggatt
gaaagggtct
ccctgaagag
tcaccagtgt
gtgctatgga
ccccatcagt
tgggatgcct
ccctgtccag
gcagctcagt
ctcacccagc
caatcaaccc
gtggaccatc
cacccaaggt
gctggtttgt
acaacagtac
gcaaggagtt
tctcaaaaat
agcagttgtc
acatcagtgt
cagtcctgga
agtgggagaa

acctgaagaa

<213> Mus musculus

<400> 23

ES 2617604 T3

tggccctggg
ttcactgacc
ggagtggctg
ccggctcaca
ggacactgca
ctactggggt
Ctatccactg
ggtcaagggc
cagtgtgcac
gactgtcccc
cagcagcacc
ctgtcctcca
cgtcttcatc
cacgtgtgtg
gaacaacgtg
tatccgggtyg
caaatgcaag
taaagggcta
caggaaagat
ggagtggacc
ctctgacggt
aacagattcc

gaccatctcc

atattgcagc
acttctgcta
gcacacattt
atctccaagg
gatactgcca
caaggaacct
gcccctgggt
tacttccctg
accttcccag
tccagcacct
acggtggaca
tgcaaggagt
ttccctccaa
gtggtggatg
gaagtacaca
gtcagcaccc
gtcaacaaca
gtcagagctc
gtcagtctca
agcaatgggc
tcttacttca
ttctcatgca

cggtctccgg

48

cctcccagac

tgggtgtgag
actgggatga
atacctccag
catactactg
cagtcaccgt
gtggagatac
agtcagtgac
ctctcctgea
ggccaagtca
aaaaacttga
gtcacaaatg
atatcaagga
tgagcgagga
cagctcagac
tccccatcca
aagacctccc
cacaagtata
cttgcctggt
atacagagga
tatatagcaa
acgtgagaca

gtaaatga

cctcagtctg
ctgggttcgt
tgacaagcgc
caaccaggta
tgctcgaaag
ctcctcagcec
aactggttcc
tgtgacttgg
gtctggactc
gaccgtcacc
gcccagcgygg
cccagctcct
tgtactcatg
tgacccagac
acaaacccat
gcaccaggac
atcacccatc
catcttgccg
cgtgggcttc
gaactacaag

gctcaatatg

cgagggtctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1368



Asp val val

Asp Gln Ala

Asn
35

Asn Gly

Pro Lys Leu

50
Asp Phe
65

Arg

Ser Arg val

Thr His val

Arg Ala Asp

115

Gln Leu Thr

130
Tyr Pro
145

Lys

Gln Asn Gly

Thr Tyr Ser

Asn
195

Arg His

Ile val

210
<210> 24

Pro

<211> 660
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 24

Met
Ser
20

Thr
Leu
Ser
Glu
Pro
100
Ala
Ser
Asp
val
Met
180

Ser

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Leu
Ala
Gly
Ile
Leu
165
Ser

Tyr

Ser

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser

70
Glu

Thr
Pro
Gly
Asnh
150
Asn
Ser

Thr

Phe

ES 2617604 T3

Thr
Cys
His
Lys
55

Gly
Asp
Phe
Thr
Ala
135
val
Ser
Thr

Cys

Asnh
215

Pro Leu Ser
10

Arg Ser Ser
25

Trp Tyr Leu
40

val Ser Asn
Ser Gly Thr

Leu Gly val
90

Gly Ala Gly

105
val Ser Ile
120

Ser val val

Lys Trp Lys

Trp Thr Asp

170

Leu Thr
185

Leu

Glu Ala Thr
200

Arg Asn Glu

49

Leu

Gln

Gln

Arg

Pro
Ser
Lys
Phe

60

Phe

val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Cys
Ile
155
Gln
Thr
His

cys

Phe
140
Asp
Asp

Lys

Lys

Gly

Ser

Asp

Thr
205

Ser
Leu
30

Gly
Gly
Leu

Ser

Glu
110
Ser
Asn
Ser
Lys
Glu

190

Ser

Leu
15

His
Gln
val
Lys
Gln
95

Leu
Ser
Asnh
Glu
Asp
175

Tyr

Thr

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Ser
Lys
Glu
Phe
Arg
160
Ser

Glu

Ser



10

gatgttgtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
ctcacgttcg
tccatcttcc
ttgaacaact
caaaatggcg
agcagtaccc
gccactcaca
<210> 25

<211> 119

<212> PRT

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggceca
cagacaggtt
aggctgagga
gtgctgggac
caccatccag
tctaccccaa
tcctgaacag
tcacgttgac

agacatcaac

<213> Mus musculus

<400> 25

Gln val Thr

1

Thr Leu

Ala Met

Ser

Gly

Leu Lys
5

Leu Thr

20

val Ser

35

Leu

50

Trp

Leu
65

Lys
Phe Leu
Cys Ala

Thr ser

Ala

Ser

Lys

Arg

val

His Ile

Arg Leu

Thr
85

Ile

Lys Gly

100

Thr val

115

<210> 26

<211> 357

ES 2617604 T3

tccgctctec
gagccttcta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt
caagctggag
tgagcagtta
agacatcaat
ttggactgat
caaggacgag

ttcacccatt

Glu Sser

Cys Ser

Trp val

Tyr Trp

35

Thr Ile

70

Ser val

Leu Gly

Ser Ser

ctgcctgtca
cacagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttctgct
ctgaaacggg
acatctggag
gtcaagtgga
caggacagca
tatgaacgac

gtcaagagct

Gly Pro Gly
10

Phe Ser Gly

25

Arg Gln Pro

40

Asp Asp Asp

Ser Lys Asp

Asp Thr Ala
90

Gly Ala Met

105

50

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac
ctcaaagtac
ctgatgctgc
gtgcctcagt
agattgatgg
aagacagcac
ataacagcta

tcaacaggaa

Ile Leu

Phe Ser

Ser
Asp Thr

Asp Tyr

tcaagcctcc
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc
acatgttccg
accaactgta
cgtgtgcttc
cagtgaacga
ctacagcatg
tacctgtgag

tgagtgttag

Gln Ser

15

Pro

Leu Thr Thr

Gly Leu

Asn Pro

Asn Gln

Ala Thr Tyr

95
Gln

Trp Gly

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

Gln

Ser

Glu

Ser

val
80

Tyr

Gly



10

15

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 26

caggttactc
acttgttctt
cagccttcaa
tataacccat

ttcctcaaga

ggactgggag
<210> 27
<211>112
<212> PRT

tgaaagagtc
tctctggatt
gaaagggtct
ccctgaagag
tcaccagtgt

gtgctatgga

<213> Mus musculus

<400> 27

Asp val val
1

Asp Gln

Asn Gly

Ala

Asnh

Met Thr

Ser Ile

20

Thr Tyr

35

Pro Lys

50

Asp
65

Arg

Ser Arg

Thr His

<210> 28
<211> 336

<212> ADN

Leu

Phe

val

val

Leu Ile

Ser Gly

Ala
85

Glu

Pro Leu

100

<213> Mus musculus

<400> 28

ES 2617604 T3

tggcectggg
ttcactgacc
ggagtggctg
ccggctcaca
ggacactgca

ctactggggt

Gln Thr

Ser Cys

Leu His

Tyr Lys

55

ser
70

Gly
Glu Asp

Thr Phe

atattgcagc
acttctgcta
gcacacattt
atctccaagg
gatactgcca

caaggaacct

Pro
Arg
Trp
40

val
Ser

Leu

Gly

Leu
Ser
25

Tyr
Ser
Gly

Gly

Ala
105

Ser

10

Ser

Leu

AsSn

Thr

val

90

Gly

cctcccagac
tgggtgtgag
actgggatga
atacctccag
catactactg

cagtcaccgt

Leu Pro

Gln Ser

Gln Lys

Arg Phe

Asp Phe

75

Tyr Phe

Thr Lys

cctcagtctg
ctgggttcgt
tgacaagcgc
caaccaggta
tgctcgaaag

ctcctca

val
Leu
Pro
45

Ser
Thr

Cys

Leu

Ser

Leu

Gly

Gly

Leu

ser

Glu
110

Leu
15

His
Gln
val
Lys
Gln

95

Leu

gatgttgtga tgacccaaac tccgctctcc ctgectgtca gtcttggaga tcaagcctcc

atctcttgca gatctagtca gagccttcta cacagtaatg gaaacaccta tttacattgg

51

60
120
180
240
300
357

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Ser

Lys

60
120



10

15

20

25

30

ES 2617604 T3

tacctgcaga agccaggcca gtctccaaag ctcctgatct acaaagtttc caaccgattt
tctggggtcce cagacaggtt cagtggcagt ggatcaggga cagatttcac actcaagatc
agcagagtgg aggctgagga tctgggagtt tatttctgct ctcaaagtac acatgttccg
ctcacgttcg gtgctgggac caagctggag ctgaaa

<210> 29

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 29
Thr Ser Ala Met Gly val Ser
1 5

<210> 30

<211>21

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 30

acttctgcta tgggtgtgag c 21
<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 31

His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg
1 5

<210> 32

<211> 27

<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 32

cacatttact gggatgatga caagcgc 27
<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 33

Lys Gly Leu Gly Gly Ala Met Asp Tyr
1 5

52

180
240
300
336



10

15

20

25

30

35

ES 2617604 T3

<210> 34

<211> 27

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 34

aagggactgg gaggtgctat ggactac 27
<210> 35

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 35
Arg Ser Ser Glh Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15
<210> 36
<211> 48
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 36

agatctagtc agagcctict acacagtaat ggaaacacct atttacat 48
<210> 37

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 37

Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 38

<211>21

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 38

aaagtttcca accgattttc t 21
<210> 39

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 39

53
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<210> 40

<211> 27

<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 40

tctcaaagta cacatgttcc gctcacg
<210> 41

<211> 447

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 41

1

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu

20

Gly Met Gly val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Lys
35 40 45

Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr

Ser Gln Ser Thr His val Pro Leu Thr

1

ES 2617604 T3

27

5

54

Gln val Thr Leu Lys Asp Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln
5 10

25

Pro Ser
15

Ser Thr
30

Gly Leu

Asn Pro

Gln

Ser

Glu

Ser



Leu

65

Phe

Cys

val

Ala

Leu

145

Gly

Asp

Pro

Lys

Pro

225

Phe

Pro

val

Thr

Ala

305

Cys

50

Lys

Leu

ser

Thr

Pro

130

val

ser

Leu

ser

val

210

Pro

Gln

Gln

290

Leu

Lys

Ser

Lys

Thr

val

115

val

Lys

Leu

Tyr

Gln

195

Asp

Cys

Phe

val

Ile

275

Thr

Pro

val

Arg

Met

100

ser

Cys

Gly

ser

Thr

180

ser

Lys

Lys

Pro

Thr

260

ser

His

Ile

Asn

Leu

Thr

85

Ile

Ala

Gly

Tyr

Ser

165

Leu

Ile

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Arg

Gln

Asn
325

ES 2617604 T3

Thr

70

ser

Thr

Ala

Asp

Phe

150

Gly

ser

Thr

Pro
230

Lys

val

Phe

His
310

Lys

Ile

val

Gly

Lys

Thr

135

Pro

val

ser

Cys

Glu

215

Ala

Ile

val

val

Asp

295

Gln

Asp

Ser

Asp

Phe

Thr

120

Thr

His

Ser

Asn

200

Pro

Pro

Lys

val

Asn

280

Tyr

Asp

Leu

Lys

Thr

val

105

Thr

Gly

Pro

Thr

val

185

val

Arg

Asn

Asp

Asp

265

Asn

Asn

Trp

Pro

55

Asp

Ala

90

Tyr

Ala

sSer

val

Phe

170

Thr

Ala

Gly

Leu

val

250

val

val

sSer

Met

Ala
330

Thr

75

Asp

Trp

Pro

ser

Thr

155

Pro

val

His

Pro

Leu

235

Leu

Ser

Thr

Ser
315

Pro

Ser

ser

Gly

ser

val

140

Leu

Ala

Thr

Pro

Thr

220

Gly

Met

Glu

val

Leu

300

Gly

Ile

Ser

Ala

Gln

val

125

Ala

Thr

val

Ser

Ala
205

Asp

His

285

Arg

Lys

Asnh

Thr

Gly

Tyr

Leu

Trp

Leu

ser

190

ser

Lys

Pro

ser

Asp

270

Thr

val

Glu

Arg

Gln

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Thr

ser

Pro

ser

Leu

255

Pro

Ala

val

Phe

Thr
335

val

80

Tyr

Leu

Leu

Cys

ser

160

ser

Trp

Thr

Cys

val

240

ser

Asp

Gln

ser

Lys

Ile



Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Lys

Pro

Thr

370

Lys

Gly

val

Asnh

<210> 42

<211> 1344

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 42

Pro

Glu

355

Asp

Thr

ser

Glu

His
435

Lys

Glu

Phe

Glu

Tyr

Gly

Glu

Met

Leu

Phe

405

ASh

Ser

Met

Pro

ASh

390

Met

Ser

Thr

ES 2617604 T3

val

Thr

Glu

375

Tyr

Tyr

Tyr

Lys

Arg Ala Pro

Lys

360

Asp

Lys

ser

Ser

Ser
440

56

345

Lys

Ile

Asnh

Lys

Gln

Tyr

Thr

Leu

410

Ser

Ser

val

val

Glu

395

Arg

val

Arg

Thr

Glu

380

Pro

val

val

Thr

Leu

365

Trp

val

Glu

His

Pro
445

val

350

Thr

Thr

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Leu

Cys

Asnh

Asp

Lys

Pro

Met

Ash

Ser

400

Asnh

Leu



caggttactc
acttgttctt
cagccttcag
tataacccat
ttcctcaaga
attacggggt
acagccccat
gctctaggat
ggatccctgt
ctcagcagct
gtggcccacc
atcaagccct
ttcatcttcc
totgtggtgg
aacgtggaag
cgggtggtca
tgcaaggtca

gggtcagtaa
aaacaggtca
tggaccaaca
gatggttctt
aatagctact

ttctcccgga
<210> 43
<211> 219

<212> PRT

tgaaagactc
tctctgagtt
gaaagggtct
ccctgaagag
tcaccagtgt
ttgtttactg
cggtctatcc
gcctggtcaa
ccagtggtgt
cagtgactgt
cggcaagcag
gtcctccatg
ctccaaagat
tggatgtgag
tacacacagc
gtgccctccc

daCaacCaaaga

gagctccaca
ctctgacctyg
acgggaaaac
acttcatgta
cctgttcagt

ctccgggtaa

<213> Mus musculus

<400> 43

ES 2617604 T3

tggcectggg
ttcactgagc
ggagtggctg
ccggctcaca
ggacactgca
gggccaaggg
cctggeccect
gggttatttc
gcacaccttc
aacctcgagc
caccaaggtg
caaatgccca
caaggatgta
cgaggatgac
tcagacacaa
catccagcac

cctcccagceg

ggtatatgtc
catggtcaca
agagctaaac
cagcaagctg
ggtccacgag

atga

atattgcagc
acttctggta
gcacacattt
atctccaagg
gattctgcca
actctggtca
gtgtgtggag
cctgagccag
ccagctgtcc
acctggccca
gacaagaaaa
gcacctaacc
ctcatgatct
ccagatgtcc
acccatagag
caggactgga

cccatcgaga

ttgcctccac
gacttcatgc
tacaagaaca
agagtggaaa

ggtctgcaca

57

cctcccagac
tgggtgtgag
actgggatga
atacctccag
catactactg
ctgtctctgc
atacaactgg
tgaccttgac
tgcagtctga
gccagtccat
ttgagcccag
tcttgggtgg
ccctgagecc
agatcagctg
aggattacaa
tgagtggcaa

gaaccatctc

cctcagtctg
ctggattcgt
tgacaagcgc
caaccaggta
ttccactatg
agccaaaaca
ctcctcggtg
ctggaactct
cctctacacc
cacctgcaat
agggcccaca
accatccgtc
catagtcaca
gtttgtgaac
cagtactctc
ggagttcaaa

ddaacCcCCaaa

cagaagaaga
ctgaagacat
ctgaaccagt
agaagaactg

atcaccacac

gatgactaag
ttacgtggag
cctggactct
ggtggaaaga

gactaagagc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
1140
1200
1260
1320
1344



Asp

Asp

AsSn

Pro

Asp

65

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

Gln

Thr

Arg

Pro

val

Gln

Gly

Arg

His

Ala

Leu

130

Pro

Ash

Tyr

His

Ile
210

<210> 44

Leu

Ala

ASh

Leu

Phe

val

val

Lys

Gly

Ser

Asn
195

val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

ser

Asp

val

Met
180

Ser

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Leu

Ala

Gly

Ile

Leu

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Gly

ASh

150

AsSh

Ser

Thr

Phe

ES 2617604 T3

Thr

Cys

Glu

Lys

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

135

val

ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro Leu

Arg Ser
25

Trp Tyr
40

val Ser

Ser Gly

Leu Gly

Gly Ala

105

val Ser

120

Ser val

Lys Trp

Trp Thr

Leu Thr
185

Glu Ala Thr

200

Arg Asn

58

Ser

10

Ser

Leu

ASh

Thr

val

90

Gly

Ile

val

Lys

Asp

Leu

Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

TYyr

Thr

Phe

Cys

Ile

155

Gln

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Phe

140

Asp

Asp

val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Gly

ser

Ser

val

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu

110

Ser

Asnh

Ser

Lys

Glu
190

Ser

Leu

15

His

Gln

val

Lys

Gln

95

Leu

Ser

Asnh

Glu

Asp

Tyr

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Arg

sSer

Glu

Ser



10

<211> 660
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 44

gatgttttga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agtagagtgg
ctcacgttcg
tccatcttcc
ttgaacaact
caaaatggcg
agcagtaccc

gccactcaca
<210> 45
<211> 117

<212> PRT

tgacccaaac
gatctagtca
aaccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gtgctgggac
caccatccag
tctaccccaa
tcctgaacag
tcacgttgac

agacatcaac

<213> Mus musculus

<400> 45

ES 2617604 T3

tccactctcc
gagcattgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt
caagctggag
tgagcagtta
agacatcaat
ttggactgat
caaggacgag

ttcacccatt

ctgcctgtca
catagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tattactgct
ctgaaacggg
acatctggag
gtcaagtgga
caggacagca
tatgaacgac

gtcaagagct

59

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac
ttcaaggttc
ctgatgctgc
gtgcctcagt
agattgatgg
aagacagcac
ataacagcta

tcaacaggaa

tcaagcctcc
tttagaatgg
caaccgattt
actcaagatc
acatgttccg
accaactgta
cgtgtgcttc
cagtgaacga
ctacagcatg
tacctgtgag

tgagtgttag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



ES 2617604 T3

10

Gln val Thr Leu Lys Asp Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30
Gly Met Gly val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Ser Asn Gln val
65 70 75 80
Phe Leu Lys Ile Thr Ser val Asp Thr Ala Asp Ser Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ser Thr Met Ile Thr Gly Phe val Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
val Thr val Ser Ala
115
<210> 46
<211> 351
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 46
caggttactc tgaaagactc tggccctggg atattgcagc cctcccagac cctcagtctg 60
acttgttctt tctctgggtt ttcactgagc acttctggta tgggtgtgag ctggattcgt 120
cagccttcag gaaagggtct ggagtggctg gcacacattt actgggatga tgacaagcgc 180
tataacccat ccctgaagag ccggctcaca atctccaagg atacctccag caaccaggta 240
ttcctcaaga tcaccagtgt ggacactgca gattctgcca catactactg ttccactatg 300
attacggggt ttgtttactg gggccaaggg actctggtca ctgtctctgc a 351
<210> 47
<211> 112
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 47

60



10

Asp val
1

Gln

Asp

Asn Gly

Leu

Ala

Asnh

Met Thr

Ser Ile

20

Thr Tyr

35

Pro Lys

50

Asp Arg

Ser Arg

Ser His

<210> 48
<211> 336

<212> ADN

Leu

Phe

val

val

Leu Ile

Gly

Ser

Ala
85

Glu

Pro Leu

100

<213> Mus musculus

<400> 48

gatgttttga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agtagagtgg
ctcacgttcyg
<210> 49

<211>7
<212> PRT

tgacccaaac
gatctagtca
aaccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gtgctgggac

<213> Mus musculus

<400> 49

ES 2617604 T3

Gln Thr

Ser

Cys

Leu Glu

Pro

Arg

Trp

Leu
10

Ser
25

Tyr

40

Tyr Lys

ser Gly

70

Glu Asp

Thr Phe

tccactctcc
gagcattgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt
caagctggag

val

Ser

Leu

Gly

Ser

Gly

Gly
90

Ala
105

ctgcctgtca
catagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tattactgct

ctgaaa

Ser

Ser

Leu

AsSn

Thr

val

Gly

Leu Pro

Gln Ser

Gln Lys

Arg Phe

Asp Phe

75

Tyr Tyr

Thr Lys

gtcttggaga

gaaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac

ttcaaggttc

Thr Ser Gly Met Gly val Ser
1 5

61

val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Leu

15

His

Gln

val

Lys

Gln

95

Leu

tcaagcctcc
tttagaatgg
caaccgattt
actcaagatc

acatgttccg

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys

60
120
180
240
300
336



10

15

20

25

30

35

<210>50

<211>21

<212> ADN

<213> Mus musculus
<400> 50

acttctggta tgggtgtgag ¢
<210> 51

<211>9

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 51

<210> 52

<211> 27

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 52

1

cacatttact gggatgatga caagcgc 27

<210> 53

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 53

<210> 54

<211>21

<212> ADN

<213> Mus musculus
<400> 54

atgattacgg gotttgttta c
<210> 55

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 55

21

21

ES 2617604 T3

His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg
5

Met Ile Thr Gly Phe val Tyr
1 5

62



10

15

20

25

30

35

ES 2617604 T3

Arg Ser Ser GIn Ser Ile val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 56

<211> 48

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 56

agatctagtc agagcattgt acatagtaat ggaaacacct atttagaa 48
<210> 57

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 57

Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 58

<211>21

<212> ADN

<213> Mus musculus
<400> 58

aaagtttcca accgattttc t 21
<210> 59

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 59

Phe GIn Gly Ser His val Pro Leu Thr
1 5

<210> 60

<211> 27

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 60

tttcaaggtt cacatgttcc gctcacg 27
<210>61

<211> 445

<212> PRT

63



ES 2617604 T3

<213> Mus musculus

<400> 61

64



Asp
1

Ser
Gly
Ala
Lys
Leu
Ala
val

val

Tyr
Gln
Asp
Cys
Phe
val

Ile

val

Arg

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Gly

ser

Cys

130

Gly

ser

Thr

ser

Lys

Lys

Pro

Thr

ser

Gln

Lys

His

35

Ile

Arg

Met

Thr

Ala

115

Gly

Tyr

ser

Leu

Ile

195

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

Leu

Leu

20

Trp

ser

Phe

Thr

Gly

Ala

Asp

Phe

Gly

ser

180

Thr

Ile

Pro

Lys

val

260

Phe

val

ser

val

ser

Thr

ser

85

Thr

Lys

Thr

Pro

val

165

ser

Cys

Glu

Ala

Ile

245

val

val

ES 2617604 T3

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Arg

Thr

Thr

Glu

150

His

Ser

Asn

Pro

Pro

230

Lys

val

Asn

ser

Ala

Gln

ser

55

ser

Arg

Ala

Thr

Gly

Pro

Thr

val

val

Arg

Asn

Asp

Asp

Asn

G1"yv -G"'I-y Gl y' Leu
10

Ala

Ala

40

ser

Arg

ser

Tyr

Ala

120

ser

val

Phe

Thr

Ala

200

Gly

Leu

val

val

val

ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Trp

Pro

ser

Thr

Pro

val

185

His

Pro

Leu

Leu

Ser

265

Glu

65

Gly

Glu

Ile

Asn

Asp

90

Gly

ser

val

Leu

Ala

170

Thr

Pro

Thr

Gly

Met

250

Glu

val

Phe

Lys

Tyr

Pro

75

Thr

Gln

val

Ala

Thr

155

val

ser

Ala

Ile

Gly

Ile

Asp

His

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Tyr

Leu

140

Trp

Leu

ser

ser

ser

Asp

Thr

Leu

45

Ala

Asn

Met

Thr

Pro

125

Gly

Asn

Gln

Thr

ser

205

Pro

ser

Leu

Pro

Ala

Pro

ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu

110

Leu

Cys

ser

ser

Trp

Thr

Cys

val

ser

Asp

270

Gln

Gly

15

ser

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

val

Ala

Leu

Gly

Asp

175

Pro

Lys

Pro

Phe

Pro

255

val

Thr

Gly

Phe

val

val

Phe

80

Cys

Thr

Pro

val

Ser

160

Leu

ser

val

Pro

Ile

240

Ile

Gln

Gln



Thr

Pro

305

val

Pro

Glu

Asp

Thr

385

Ser

Glu

His

His

290

Ile

Asnh

Lys

Glu

Phe

370

Glu

Tyr

Arg

His

<210> 62

<211>1338

<212> ADN

275

Arg

Gln

Asnh

Gly

Glu

355

Met

Leu

Phe

Asnh

Thr
435

<213> Mus musculus

<400> 62

Glu

His

Lys

Ser

340

Met

Pro

AsSh

Met

Ser

420

Thr

Asp

Gln

Thr

Glu

Tyr

Tyr

405

Tyr

Lys

Tyr

ASp

Leu

Arg

Lys

ASp

Lys

Ser

Ser

Ser

ES 2617604 T3

ASh

295

Trp

Pro

Ala

Lys

Ile

375

ASh

Lys

Cys

Phe

280

Ser

Met

Ala

Pro

Gln

360

Tyr

Thr

Leu

Ser

Ser
440

66

Thr

Ser

Pro

Gln

345

val

val

Glu

Arg

val

425

Arg

Leu

Gly

Ile

330

val

Thr

Glu

Pro

val

410

val

Thr

Lys

Glu

TYyr

Leu

Trp

val

395

Glu

His

Pro

val

300

Glu

Arg

val

Thr

Thr

380

Leu

Lys

Glu

Gly

Phe

Thr

Leu

Asp

Lys

Gly

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Met

Asnh

Ser

Asnh

Leu
430

Ala

Cys

Ser

335

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Leu

Lys

Lys

Pro

Thr

Lys

Gly

val

Asn



gatgtgcagc
tcctgtgcag
ccagagaagg
gcagacacag
ctgcaaatga
acgagagctt
ccatcggtct
ggatgcctgg
ctgtccagtg

agctcagtga

cacccggcaa
ccctgtectc
ttccctccaa
gtggtggatg
gaagtacaca
gtcagtgccc
gtcaacaaca
gtaagagctc
gtcactctga
aacaacggga
tcttacttca
tactcctgtt

cggactccgg
<210> 63
<211> 219

<212> PRT

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
ccagtctaag
actggggcca
atcccctggce
tcaagggtta
gtgtgcacac

ctgtaacctc

gcagcaccaa
catgcaaatg
agatcaagga
tgagcgagga
cagctcagac
tccccatcca
aagacctccc
cacaggtata
cctgcatggt
aaacagagct
tgtacagcaa
cagtggtcca

gtaaatga

<213> Mus musculus

<400> 63

ES 2617604 T3

tgggggaggc
cactttcagt

ggtcgcatac
attcaccatc
gtctgaggac
agggactctg
ccctgtgtgt
tttcectgag
cttcccagcet

gagcacctgg

ggtggacaag
Cccagcacct
tgtactcatg
tgacccagat
acaaacccat
gcaccaggac
agcgcccatc
tgtcttgcct
cacagacttc
aaactacaag
gctgagagtg
cgagggtctg

ttagtgcagc
agctttggaa
attagtagtg
tccagagaca
acggccatgt
gtcactgtct
ggagatacaa
ccagtgacct
gtcctgcagt

cccagcecagt

aaaatfgagc
aacctcttgg
atctccctga
gtccagatca
agagaggatt
tggatgagtg
gagagaacca
ccaccagaag
atgcctgaag
aacactgaac
gaaaagaaga

cacaatcacc

67

ctggagggtc
tgcactgggt
gcagtagtac
atcccaagaa
attactgtgc
ctgcagccaa
ctggctcctc
tgacctggaa
ctgacctcta

ccatcacctyg

ccagagggcc
gtggaccatc
gccccatagt
gctggtttgt
acaacagtac
gcaaggagtt
tctcaaaacc
aagagatgac
acatttacgt
cagtcctgga

actgggtgga

acacgactaa

ccggaaactc
tcgtcaggct
catctactat
caccctgttc
cgggactggg
aacaacagcc
ggtggctcta
ctctggatcc
caccctcagce

caatgtggcc

cacaatcaag
cgtcttcatc
cacatgtgtg
gaacaacgtg
tctccgggtg
caaatgcaag
caaagggtca
taagaaacag
ggagtggacc
ctctgatggt
aagaaatagc

gagcttctcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1338



Asp

Asp

Asnh

Pro

Asp

65

Ser

ser

Arg

Gln

Tyr

145

Gln

Thr

Arg

Pro

val

Gln

Gly

Arg

Arg

His

Ala

Leu
130

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
210

Leu

Ala

Asnh

35

Leu

Phe

val

val

Lys

Gly

Ser

Asnh

195

val

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Asp

val

Met

180

Ser

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Pro

Ala

Gly

Ile

Leu

165

Ser

TYyr

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

150

Asn

Ser

Thr

Phe

ES 2617604 T3

Thr

Cys

Glu

Lys

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala
135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro Leu Ser
10

Arg Ser Ser
25

Trp Tyr Leu
40

val Ser Asn
Ser Gly Thr

Leu Gly val
90

Gly Gly Gly
105

val Ser Ile
120

Ser val val

Lys Trp Lys

Trp Thr Asp
170

Leu Thr Leu
185

Glu Ala Thr
200

Arg Asn Glu

68

Leu

Gln

Gln

Arg

ASp

75

Tyr

Thr

Phe

Pro

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

val

Ile

Pro

45

ser

Thr

Cys

Leu

Pro
125

Thr

His

Cys

Lys

Lys

Ser

Asp

Thr
205

ser

val
30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu

110

Ser

Asnh

Ser

Lys

Glu

190

ser

Leu

15

His

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Asnh

Glu

Asp

TYyr

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys

Glu

Phe

Arg

Ser

Glu

Ser



10

<210> 64
<211> 660

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 64

gatgttttga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
ccgacgttcyg
tccatcttcc
ttgaacaact
caaaatggcg
agcagtaccc

gccactcaca
<210> 65
<211>115
<212> PRT

tgacccaaac
gatctagtca
aaccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gtggaggcac
caccatccag
tctaccccaa
tcctgaacag
tcacgttgac

agacatcaac

<213> Mus musculus

<400> 65

Asp val GIn Leu val Glu Sser Gly Gly G
1 1

5

ES 2617604 T3

tccactctcc
gagcattgta
gtctcctaag
cagtggcagt
tctgggagtt
caagctggaa
tgagcagtta
agacatcaat
ttggactgat
caaggacgag

ttcacccatt

ctgcctgtca
catagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tattactgct
atcaaacggg
acatctggag
gtcaagtgga
caggacagca
tatgaacgac

gtcaagagct

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac
ttcaaggttc
ctgatgctgc
gtgcctcagt
agattgatgg
aagacagcac
ataacagcta

tcaacaggaa

1y Leu val
0

Ser Arg Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr
20

25

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly
35

40

69

tcaagcctcc
tttagaatgg
caaccgattt
actcaagatc
acatgttcct
accaactgta
cgtgtgcttc
cagtgaacga
ctacagcatg
tacctgtgag

tgagtgttag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

Gln Pro Gly Gly
15

Phe Ser Ser Phe

30

Leu Glu Trp Vval

45



10

ES 2617604 T3

Ala Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr_iiE'Tyr Tyr Ala Asp Thr
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Pro Lys Asn Thr Leu
65 70 75
Leu Gln Met Thr Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr
85 90 95
Ala Gly Thr Gly Thr Arg Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val
100 105 110
val Ser Ala
115
<210> 66
<211> 345
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 66

gatgtgcagc
tcctgtgcag
ccagagaagg
gcagacacag
ctgcaaatga
acgagagctt
<210> 67

<211> 112

<212> PRT

tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
ccagtctaag

actggggcca

<213> Mus musculus

<400> 67

tgggggaggc
cactttcagt

ggtcgcatac
attcaccatc
gtctgaggac
agggactctg

ttagtgcagc
agctttggaa
attagtagtg
tccagagaca
acggccatgt

gtcactgtct

70

ctggagggtc ccggaaactc
tgcactgggt tcgtcaggct
gcagtagtac catctactat
atcccaagaa caccctgttc
attactgtgc cgggactggg

ctgca

val

Phe
80

Cys

Thr

60
120
180
240
300
345



ES 2617604 T3

10

15

Asp val Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Ile val His Ser
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Vval 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 Leu Gly val Tyr Tyr Cys Phe Gln Gly
85 90 95
Ser His val Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 68
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 68
gatgttttga tgacccaaac tccactctcc ctgcctgtca gtcttggaga tcaagcctcc 60
atctcttgca gatctagtca gagcattgta catagtaatg gaaacaccta tttagaatgg 120
tacctgcaga aaccaggcca gtctcctaag ctcctgatct acaaagtttc caaccgattt 180
tctggggtcc cagacaggtt cagtggcagt ggatcaggga cagatttcac actcaagatc 240
agcagagtgg aggctgagga tctgggagtt tattactgct ttcaaggttc acatgttcct 300
ccgacgttcg gtggaggcac caagctggaa atcaaa 336
<210> 69
<211>5
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 69

<210> 70

1

Ser Phe Gly Met His
5

71



10

15

20

25

30

35

ES 2617604 T3

<211> 15

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 70

agctttggaa tgcac 15
<210>71

<211>10

<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 71

Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Ile Tyr
1 5 10

<210> 72

<211> 30

<212> ADN

<213> Mus musculus
<400> 72

tacattagta gtggcagtag taccatctac 30
<210> 73

<211>6

<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 73

Thr Gly Thr Arg Ala Tyr
1 5

<210> 74

<211>18

<212> ADN

<213> Mus musculus
<400> 74
actgggacga gagcttac 18
<210> 75

<211> 16

<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 75

Arg Ser Ser Gln Ser Ile val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5

72
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35
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<210> 76

<211> 48

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 76

agatctagtc agagcattgt acatagtaat ggaaacacct atttagaa
<210> 77

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 77

Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210>78

<211>21

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 78

aaagtttcca accgattttc t 21
<210>79

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 79

Phe GIn Gly Ser His val Pro Pro Thr
1 5

<210> 80

<211> 27

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 80

tttcaaggtt cacatgttcc tccgacg 27
<210> 81

<211> 442

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 81

48



Gln

Ser

Trp

Gly

Thr

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

Trp

Thr

val

val

Met

Glu

50

Arg

Gln

Arg

val

Ala

130

Leu

Gly

Asp

Pro

Lys

Gln

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

Asp

Thr

115

Pro

val

Ser

Leu

Ser

195

val

Leu

Leu

20

Trp

AsSh

Ala

Ser

Gly

val

Gly

Lys

Leu

Tyr

180

Glu

Asp

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

AsSh

Ser

Ser

Gly

Ser

165

Thr

Thr

Lys

Gln

Cys

Lys

Arg

Leu

70

Leu

Tyr

Ala

Ala

Tyr

150

Ser

Leu

val

Lys

ES 2617604 T3

Pro

Lys

Leu

ASh

55

Thr

Thr

Asp

Ala

Ala

135

Phe

Gly

Ser

Thr

Ile
215

Gly

Ala

Arg

40

Gly

val

Ser

Pro

Lys

Gln

Pro

val

Ser

74

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Phe

105

Thr

Thr

Glu

His

Ser

185

ASh

Pro

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Ala

Thr

ASh

Pro

Thr

170

val

val

Arg

Leu

Tyr

Gln

ASnh

Ser

75

Ser

Tyr

Pro

Ser

val

155

Phe

Thr

Ala

Asp

val
Thr
Gly
Asn
60

Ser
Ala
Trp
Pro
Met
140
Thr
Pro
val
His

Cys
2

Lys

Phe

Phe

45

Asnh

Ser

val

Gly

ser

125

val

val

Ala

Pro

Pro

205

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gln

110

val

Thr

Thr

val

Ser

190

Ala

Cys

Gly

15

Ser

Trp

Ash

Ala

Tyr

95

Gly

Tyr

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Ser

Lys

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Thr

Ser

Pro



Cys

Lys

val

Phe

Glu

His

305

Ala

Arg

Met

Pro

AsSn

385

val

Thr

Glu

Ile

Pro

val

val

Gln

290

Gln

Ala

Pro

Ala

Glu

370

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Cys

Lys

val

Asp

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

Thr

Ser
435

Thr

Asp

Asp

ASh

Trp

Pro

Ala

340

Asp

Ile

ASh

Lys

Cys

Leu

val

val

245

Ile

val

Ser

Leu

Ala

325

Pro

Lys

Thr

Thr

Leu

405

Ser

Ser

Pro

230

Leu

Ser

Glu

Thr

ASh

310

Pro

Gln

val

val

Gln

390

ASh

val

Leu

ES 2617604 T3

Glu

Thr

Lys

val

Phe

295

Gly

Ile

val

Ser

Glu

375

Pro

val

Leu

Ser

val Ser Seﬁ

Ile

Asp

His

280

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

360

Trp

Ile

Gln

His

Pro
440

75

Thr

Asp

Thr

Ser

Glu

Lys

Thr

345

Thr

Gln

Met

Lys

Glu

Gly

Leu

250

Pro

Ala

val

Phe

Thr

330

Ile

Cys

Trp

Asp

Ser

410

Gly

Lys

Glu

Gln

Ser

Lys

Ile

Pro

Met

ASh

Thr

395

ASnh

Leu

Pro

val

Thr

Glu

300

Cys

Ser

Pro

Ile

Gly

Asp

Trp

Leu

Gln

Gln

285

Leu

Arg

Lys

Pro

Thr

365

Gln

Gly

Glu

Asnh

Phe

val

Phe

270

Pro

Pro

val

Thr

Lys

Asp

Pro

Ser

Ala

Leu
430

Pro

Thr

255

Ser

Arg

Ile

Asnh

Lys

Glu

Phe

Ala

Tyr

Pro

240

Cys

Trp

Glu

Met

Ser

320

Gly

Gln

Phe

Glu

Phe

400

Asnh

Thr



10

<210> 82
<211> 1329

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 82
caggtccaac

tcctgcaagg
cctggacaag

aatgagaact

atgcaactca
aactacgacc
acgacacccc
gtgaccctgg
tctggatccc
actctgagca
aacgttgccc
ggttgtaagc
aagcccaagg
atcagcaagg
acagctcaga
cttcccatca
gcagctttcc
ccacaggtgt
acctgcatga
cagccagcegg
gtttacagca
tctgtgttac

ggtaaatga
<210> 83
<211> 220

<212> PRT

tccagcagcec
cttctggcta
gctttgagtg

tcaagagaaa

gcagcctgac
cctttgctta
catctgtcta
gatgcctggt
tgtccagcgg
gctcagtgac
acccggccag
cttgcatatg
atgtgctcac
atgatcccga
cgcaaccccg
tgcaccagga
ctgcccccat
acaccattcc
taacagactt
agaactacaa
agctcaatgt

atgagggcct

<213> Mus musculus

ES 2617604 T3

tggggctgaa
caccttcacc
gattggagag

ggccacactg

atctgaggac
ctggggccaa
tccactggcec
caagggctat
tgtgcacacc
tgtcccctcc
cagcaccaag
tacagtccca
cattactctg
ggtccagttc
ggaggagcag
ctggctcaat
cgagaaaacc
acctcccaag
cttccctgaa
gaacactcag
gcagaagagc

gctcaacctc

ctggtgaagc
agctactgga
attaatccta

actgtagaca

tctgcggtct
gggactctgg
cctggatctg
ttccctgagce
ttcccagctg
agcacctggc
gtggacaaga
gaagtatcat
actcctaagg
agctggtttg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccaaaa
gagcagatgg
gacattactg
cccatcatgg

aactgggagg

catactgaga

76

ctggggcttc
tgcactgggt

gaaatggtgg

aatcctccag

attactgtac
tcactgtctc
ctgcccaaac
cagtgacagt
tcctgcagtc
ccagcgagac
aaattgtgcc
ctgtcttcat
tcacgtgtgt
tagatgatgt
ctttccgctc
tcaaatgcag
ccaaaggcag
ccaaggataa
tggagtggca
acacagatgg
caggaaatac

agagcctctc

agtgaagttg
gaagctgagg
tactaacaac

cacagcctac

aagagatggt
tgcagccaaa
taactccatg
gacctggaac
tgacctctac
cgtcacctgc
cagggattgt
cttcccccca
tgtggtagac
ggaggtgcac
agtcagtgaa
ggtcaacagt
accgaaggct
agtcagtctg
gtggaatggg
ctcttacttc
tttcacctgce

cctctctcct

60
120
180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1329



<400> 83

Asp

1

Asp

Asnh

Pro

Asp

Ser

val

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

val

Met

Ser

20

Thr

Leu

sSer

Glu

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Gln

Ser

Leu

Tyr

ser

70

Glu

ES 2617604 T3

Thr

Cys

His

Lys

Gly

Asp

Pro

Arg

Trp

40

val

ser

Leu

77

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

ser

10

Ser

Leu

ASh

Thr

val
90

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Pro

Ser

Lys

Phe

Phe

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

ser

val

30

Gly

Leu

Ser

Leu

15

His

Gln

val

Lys

Gln
95

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Ser



Thr His val

Lys Arg Ala
115

Glu Gln Leu
130

Phe Tyr Pro
145

Arg Gln Asn

Ser Thr Tyr

Glu Arg His
195

Ser Pro Ile
210

<210> 84

<211> 663

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 84

Pro

100

Asp

Thr

Lys

Gly

ser

180

Asnh

val

Pro

Ala

Ser

Asp

val

165

Met

Ser

Lys

Tyr

Ala

Gly

Ile

150

Leu

ser

Tyr

Ser

ES 2617604 T3

Thr

Pro

Gly

Asnh

AsSnh

ser

Thr

Phe
215

Phe Gly Gly

Thr

120

Ala

val

Ser

Thr

78

105

val

Ser

Lys

Trp

Leu

185

Glu

Arg

Ser

val

Trp

Thr

170

Thr

Ala

Asn

Ile

val

Asp

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

Ile

Gln

Thr

His

Ccys

Pro

125

Phe

Asp

Asp

Lys

Leu

110

Pro

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr

Glu

ser

Asnh

ser

Lys

Glu

ser

Ile

Ser

Ash

Glu

160

Asp

Tyr

Thr



gatgttgtga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
ccgtacacgt
gtatccatct
ttcttgaaca
cgacaaaatg
atgagcagta
gaggccactc
tag

<210> 85

<211>118

<212> PRT

tgacccaaac
gatctagtca
agccaggceca
cagacaggtt
aggctgagga
tcggaggggg
tcccaccatc
acttctaccc
gcgtcctgaa
ccctcacgtt

acaagacatc

<213> Mus musculus

<400> 85

ES 2617604 T3

tccactctcc
gagccttgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt
gaccaagctg
cagtgagcag
caaagacatc
cagttggact
gaccaaggac

aacttcaccc

ctgcctgtca
cacagtaatg
ctcctgatct
ggatcaggga
tatttctgct
gaaataaaac
ttaacatctg
aatgtcaagt
gatcaggaca
gagtatgaac

attgtcaaga

79

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagtttc
cagatttcac
ctcaaagtac
gggctgatgc
gaggtgcctc
ggaagattga
gcaaagacag
gacataacag

gcttcaacag

tcaagcctcc
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc
acatgttcct
tgcaccaact
agtcgtgtgc
tggcagtgaa
cacctacagc
ctatacctgt

gaatgagtgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
663



10

Gln val

val

Ser

Trp Met

Gln

Lys

His

Leu Gln

Leu Ser

20

Trp val

35

Glu
50

Gly

Arg

Gln

Thr

Arg

Leu val

Ile

Lys

Leu

Asp

Thr

Ash Pro

Thr

Ala

sSer
85

Ser
Gly

Ash

val Ser

115

<210> 86
<211> 354

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 86

caggtccaac
tcctgcaagg
cctggacaag
aatgagaact
atgcaactca

aactacgacc
<210> 87
<211>113

<212> PRT

tccagcagec
cttctggcta
gctttgagtg
tcaagagaaa
gcagcctgac

cctttgctta

<213> Mus musculus

ES 2617604 T3

Gln Pro

Cys Lys
Leu

Lys

Asn
55

Arg

Leu Thr

70

Leu Thr

Tyr Asp

Ala

tggggctgaa
caccttcacc
gattggagag
ggccacactg
atctgaggac

ctggggccaa

Ala

Arg

val

Gly Ala

Ser
25

Pro
40

Gly Gly
Asp
Glu

Ser

Phe
105

Pro

ctggtgaagc
agctactgga
attaatccta
actgtagaca
tctgcggtcet
gggactctgg

80

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Ala

Leu val

Tyr Thr
Gln Gly

Asn
60

AsSh

Ser Ser

75

Ser Ala

Tyr Trp

ctggggcttc
tgcactgggt
gaaatggtgg
aatcctccag
attactgtac

tcactgtctc

Lys Pro

Phe Thr

Phe Glu

45

Asn Glu

Ser Thr
val

Tyr

Gln
110

Gly

agtgaagttg
gaagctgagg
tactaacaac
cacagcctac
aagagatggt

tgca

Gly

15

Ser

Trp

Asnh

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr
80

Cys

Thr

60
120
180
240
300
354



ES 2617604 T3

10

15

<400> 87
Asp val val Met Thr GIn Thr Pro Leu Ser Leu Pro Vval Ser Leu Gly
1 5 10 15
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu val His Ser
20 25 30
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Tr]ov-TS/-r_'Lézl- G_'I'n_vl_vy'sv Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Lys 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 Leu Gly val Tyr Phe Cys Ser Gln Ser
85 90 95
Thr His val Pro Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100 105 110
Lys
<210> 88
<211> 339
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 88
gatgttgtga tgacccaaac tccactctcc ctgcctgtca gtcttggaga tcaagcctcc 60
atctcttgca gatctagtca gagccttgta cacagtaatg gaaacaccta tttacattgg 120
tacctgcaga agccaggcca gtctccaaag ctcctgatct acaaagtttc caaccgattt 180
tctggggtcc cagacaggtt cagtggcagt ggatcaggga cagatttcac actcaagatc 240
agcagagtgg aggctgagga tctgggagtt tatttctgct ctcaaagtac acatgttcct 300
ccgtacacgt tcggadggdd gaccaagctg gaaataaaa 339
<210> 89
<211>5
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 89

81



10

15

20

25

30

35

ES 2617604 T3

Ser Tyr Trp Met His
1 5

<210> 90

<211> 15

<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 90

agctactgga tgcac 15
<210>91

<211>10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 91

Glu Ile Asn Pro Arg Asn Gly Gly Thr Asn
1 5 10

<210> 92

<211> 30

<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 92

gagattaatc ctagaaatgg tggtactaac 30
<210> 93

<211>9

<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 93

Asp Gly Asn Tyr Asp Pro Phe Ala Tyr
1 5

<210> 94

<211> 27

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 94

gatggtaact acgacccctt tgcttac 27
<210> 95

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

82



10

15

20

25

30

35

ES 2617604 T3

<400> 95

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

<210> 96

<211> 48

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 96

agatctagtc agagccttgt acacagtaat ggaaacacct atttacat
<210> 97

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 97

Lys val Ser Asn Arg Phe Ser

1
<210> 98
<211>21
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 98
aaagtttcca accgattttc t 21
<210> 99
<211>10
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 99

Ser Gln Ser Thr His val Pro Pro Tyr Thr

1 5
<210> 100
<211> 30
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 100
tctcaaagta cacatgttcc tccgtacacg 30
<210> 101
<211> 453

<212> PRT

83

48

5



<213> Mus musculus

<400> 101

Gln val Thr

1

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

val

Ala

Leu

Leu

Met

Leu

50

Lys

Leu

Gly

Thr

Pro

130

val

Ser

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Arg

val

115

Gly

Lys

Leu

Leu

20

val

His

Arg

Ile

Tyr

100

Ser

Cys

Gly

Lys
5
Thr
Ser
Ile
Leu
Thr
85
Arg
Ala

Gly

Tyr

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Tyr

Ala

Asp

Phe

ES 2617604 T3

Ser

Ser

Ile

Trp

Ile

val

Gly

Lys

Thr

135

Pro

Gly

Phe

Arg

40

Asp

Ser

Asp

Phe

Thr

120

Thr

Glu

84

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Ala

105

Thr

Gly

Ser

Gly

10

Gly

Pro

Asp

Asp

Ala

90

TYr

Pro

Ser

val

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Trp

Pro

Ser

Thr

Leu

Ser

Gly

Arg

Ser

Thr

Gly

Ser

val

140

val

Gln

Leu

Glu

45

Tyr

Arg

Ala

Gln

val

125

Thr

Thr

Pro

Ser

30

Gly

Asnh

Asnh

Thr

Gly

Tyr

Leu

Trp

Ser

15

Thr

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

Glu

Ser

val

80

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser



145

Gly

Gly

Pro

Thr

Pro

225

Glu

Leu

ser

Glu

Thr

305

ser

Pro

Gln

val

val

385

Ala

Asn

Ser

Leu

ser

val

210

Cys

Gly

Met

Glu

val

290

Ile

Gly

Ile

val

ser

370

Glu

Pro

Met

Leu

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Gly

Ile

275

His

Arg

Lys

Glu

Tyr

355

Leu

Trp

val

Lys

Ser

Thr

180

Thr

Lys

Pro

Pro

ser

260

Asp

Thr

val

Glu

Arg

Ile

Thr

Thr

Leu

Thr
420

Ser

165

Met

val

Lys

Cys

Ser

245

Leu

Pro

Ala

val

Phe

325

Thr

Leu

Cys

ser

ES 2617604 T3

150

Ser

ser

Thr

Leu

Thr

Asp

Gln

ser

310

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

390

ser

Lys

val

ser

Cys

Glu

215

Glu

Phe

Pro

val

Thr

295

Thr

Cys

ser

Pro

val

375

Gly

Asp

Trp

His

Ser

Ser

200

Pro

Cys

Ile

Lys

Gln

280

Gln

Leu

Lys

Lys

Pro

360

val

His

Gly

Glu

val
185

val

ser

Phe

val

265

Ile

Thr

Pro

val

Ile

345

Ala

Gly

Thr

ser

Lys
425

85

Phe

170

Thr

Ala

Gly

Lys

Pro

250

Thr

sSer

His

Ile

Asn

330

Lys

Glu

Phe

Glu

Tyr

410

Thr

val

His

Pro

Cys

235

Pro

Cys

Trp

Arg

Gln

315

Asn

Gly

Gln

Asn

Glu

395

Phe

Asp

Pro

Pro

Ile

220

Pro

Asn

val

Phe

Glu

300

His

Lys

Leu

Leu

Pro

380

Asn

Ile

ser

Leu

Ser

Ala

205

Ser

Ala

Ile

val

val

285

Asp

Gln

Asp

val

Ser

365

Gly

Tyr

Tyr

Phe

Leu

ser

190

ser

Thr

Pro

Lys

val

270

Asn

Tyr

Asp

Leu

Arg

Arg

Asp

Lys

ser

ser
430

Gln
175

Thr

ser

Asn

Asp

Asp

Asn

Asn

Trp

Pro

335

Ala

Lys

Ile

Asp

Lys

Cys

160

Ser

Trp

Thr

Asn

Leu

240

val

val

val

ser

Met

320

ser

Pro

Asp

ser

Thr

400

Leu

Asn



val Arg His Glu Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu Lys Lys Thr Ile Ser
440

435

ES 2617604 T3

Arg Ser Pro Gly Lys

450

<210> 102
<211> 1362

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 102

caggttactc
acttgttctt
cagccttcag
tataacccat
ttcctcaaga
aggtacggct
acacccccat
actctgggat
ggatccctgt
atgagcagct
gttgctcacc
tcaacaatca
gagggtggac
ctgacaccca
atcagctggt
gattacaaca
agtggcaagg
accatctcaa
gcagagcagt
ggagacatca
gcaccagtcc
agcaagtggg

tactacctga

tgaaagagtc
tctctgggtt
gagagggtct
ccctgaagag
tcaccagtgt
ttgcttactg
cagtctatcc
gcctggtcaa
ccagcagtgt
cagtgactgt
cagccagcag
acccctgtcc
catccgtctt
aggtcacgtg
ttgtgaacaa
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catcttccct
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caaggtcaac
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agatgtcagt
gaccagcaat
cggttcttac
ttccttctca

ctccecggtct

atattgcagc
acttctggta
gcacacattt
atctccaagg
gatactgcca
actctggtca
gggtgtggag
cctgagtcag
ccagctctcc
acctggccaa
gacaaaaaac
gagtgtcaca
ccaaatatca
gatgtgagcg
cacacagctc
accctcccca
aacaaagacc
gctccacaag
ctcacttgcc
gggcatacag
ttcatatata
tgcaacgtga
ccgggtaaat
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cctcccagac
tgggtgtgag
actgggatga
atacctccag
catactactg
ctgtctctgc
atacaactgg
tgactgtgac
tgcagtctgg
gtcagaccgt
ttgagcccag
aatgcccagc
aggatgtact
aggatgaccc
agacacaaac
tccagcacca
tcccatcacc
tatacatctt
tggtcgtggy
aggagaacta
gcaagctcaa
gacacgaggg
ga

cctcagtctyg
ctggattcgt
tgacaagcgc
aaaccaggta
tggtcgatat
agccaaaaca
ttcctecgty
ttggaactct
actctacact
cacctgcagc
cgggcccatt
tcctaacctc
catgatctcc
agacgtccag
ccatagagag
ggactggatg
catcgagaga
gccgcecacca
cttcaaccct
caaggacacc
tatgaaaaca

tctgaaaaat
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360
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720
780
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900
960

1020
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1140
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1260
1320
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<210> 103
<211> 219
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 103
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<210> 104
<211> 660

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 104
gatgttttga

atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
ctcacgttcg
tccatcttcce
ttgaacaact
caaaatggcg
agcagtaccc

gccactcaca
<210> 105
<211>116
<212> PRT

tgacccaaac
gatctagtca
aaccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gtgctgggac
caccatccag
tctaccccaa
tcctgaacag
tcacgttgac

agacatcaac

<213> Mus musculus

<400> 105
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tccactctcc
gagcattgta
gtctccaaag
cagtggcagt
tctgggagtt
caagctggag
tgagcagtta
agacatcaat
ttggactgat
caaggacgag

ttcacccatt

ctgcctgtca
catagtaatg

ctcctgatct
ggatcaggga
tattactgct
ctgaaacggg
acatctggag
gtcaagtgga
caggacagca

tatgaacgac

gtcaagagct

89

gtcttggaga
gaaacaccta

acaaagtttc

cagatttcac
ttcaaggttc
ctgatgctgc
gtgcctcagt
agattgatgg
aagacagcac
ataacagcta

tcaacaggaa

tcaagcctcc
tttagaatgg
caaccgattt
actcaagatc
acatgttccg
accaactgta
cgtgtgcttc
cagtgaacga
ctacagcatg
tacctgtgag

tgagtgttag
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Gln val Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser
20 25 30
Gly Met Gly val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Ser Gly Glu Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Leu Ala His Ile Tyr Trp Asp Asp Asp Lys Arg Tyr Asn Pro Ser
50 55 60
Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Arg Asn Gln val
65 70 75 80
Phe Leu Lys Ile Thr Ser val Asp Thr Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95
Cys Gly Arg Tyr Arg Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
val Thr val Ser
115
<210> 106
<211> 348
<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 106
caggttactc tgaaagagtc tggccctggg atattgcagc cctcccagac cctcagtctg 60
acttgttctt tctctgggtt ttcactgagc acttctggta tgggtgtgag ctggattcgt 120
cagccttcag gagagggtct ggagtggctg gcacacattt actgggatga tgacaagcgc 180
tataacccat ccctgaagag ccggcetcaca atctccaagg atacctccag aaaccaggta 240
ttcctcaaga tcaccagtgt ggacactgca gatactgcca catactactg tggtcgatat 300
aggtacggct ttgcttactg gggccaaggg actctggtca ctgtctct 348
<210> 107
<211> 112
<212> PRT

<213> Mus musculus
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85

Glu

Pro Leu

100

<213> Mus musculus

<400> 108
gatgttttga
atctcttgca
tacctgcaga
tctggggtcc
agcagagtgg
ctcacgttcg

<210> 109
<211>7

<212> PRT

tgacccaaac
gatctagtca
aaccaggcca
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aggctgagga
gtgctgggac

<213> Mus musculus

<400> 109
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<210> 110

<211>21

<212> ADN

<213> Mus musculus
<400> 110

acttctggta tgggtgtgag ¢
<210> 111

<211>9

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 111

<210> 112

<211> 27

<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 112

cacatttact gggatgatga caagcgc
<210> 113

<211>7

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 113

<210> 114

<211>21

<212> ADN
<213> Mus musculus
<400> 114

tataggtacg gctttgctta c
<210> 115

<211> 16

<212> PRT
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Thr ser Gly Met Gly val Ser
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<213> Mus musculus

<400> 115

Arg Ser Ser Gln Ser Ile val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu
1 5 10 15

<210> 116

<211> 48

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 116
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agatctagtc agagcattgt acatagtaat ggaaacacct atttagaa 48

<210> 117

<211>7

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 117

<210> 118

<211>21

<212> ADN
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<400> 118
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<210> 119

<211>9

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 119

<210> 120

<211> 27

<212> ADN

<213> Mus musculus
<400> 120

tttcaaggtt cacatgttcc gctcacy

Lys val Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

21

Phe Gln Gly Ser His val Pro Leu Thr
1 5

27
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo que se une a un oligdbmero de AR pero no a un monémero de AR,
en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal y se selecciona del grupo que consiste en:

(1) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 89 como
CDR1, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 91 como CDRZ2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 93 como CDR3 y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 95 como CDR1, la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 97 como CDR2, y la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 99
como CDRS3;

(2) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 85 como
VH y una cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 87 como VL; y

(3) un anticuerpo que comprende una cadena H que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 81 y una
cadena L que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 83.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico o un anticuerpo
humanizado.

3. Una composicién que comprende el anticuerpo de la reivindicacion 1 o 2 y un portador farmacéuticamente
aceptable.

4. Un agente para uso en el tratamiento del deterioro cognitivo, que comprende al anticuerpo de la reivindicacion 1 o
2 o la composicién de la reivindicaciéon 3 como ingrediente activo.

5. Un agente terapéutico para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, que comprende el anticuerpo de
la reivindicacién 1 o 2 o la composicion de la reivindicacion 3 como ingrediente activo.

6. Un agente para uso en la supresién de la progresion de la enfermedad de Alzheimer, que comprende al
anticuerpo de la reivindicaciéon 1 o 2 o la composicion de la reivindicacion 3 como ingrediente activo.

7. Un agente para uso en la supresion de la formacion de placa senil, que comprende al anticuerpo de la
reivindicacion 1 o 2 o la composicion de la reivindicacion 3 como ingrediente activo.

8. Un agente para uso en la supresién de la acumulacién de AB, que comprende al anticuerpo de la reivindicacién 1
0 2 o la composicion de la reivindicacion 3 como ingrediente activo.

9. Un agente para uso en neutralizacion de neurotoxicidad, que comprende al anticuerpo de la reivindicacién 1 0 2 o
la composicion de la reivindicacion 3 como ingrediente activo.

10. Un agente para uso en la inhibicién de la formacién de fibrillas amiloides A, que comprende al anticuerpo de la
reivindicacion 1 o 2 o la composicion de la reivindicacion 3 como ingrediente activo.

11. Un agente para uso en la neutralizacion de la toxicidad sinaptica, que comprende al anticuerpo de la
reivindicacion 1 o0 2 o la composicion de la reivindicacion 3 como ingrediente activo.

12. Un método para detecciéon de un oligémero de AR, que comprende la etapa de detectar un oligémero de AR
contenido en una muestra recogida de un sujeto utilizando el anticuerpo de la reivindicacién 1 o 2.

13. Un método para diagnosticar si un sujeto es o no un posible paciente de la enfermedad de Alzheimer, que
comprende la etapa de (a0) siguiente:

(a0) usando el anticuerpo de la reivindicacién 1 o 2 para detectar un oligbmero de A en una muestra recogida de un
sujeto; o

las etapas de (al) a (cl) siguientes:

(al) poner en contacto una muestra recogida de un sujeto con el anticuerpo de la reivindicacién 1 o 2;

(b1) medir la cantidad de oligdbmero de AB en la muestra; y

(cl) determinar que el sujeto es un posible paciente de la enfermedad de Alzheimer, cuando la cantidad medida en
la etapa (b1) es mayor que aquella de un individuo sano; o

las etapas de (a2) a (c2) siguientes:
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(a2) poner en contacto una muestra recogida de un sujeto con el anticuerpo de la reivindicacién 1 o0 2 y un
anticuerpo que se une a un monémero de AB;

(b2) medir la relacion del oligbmero de AR con respecto al monémero de AB en la muestra; y

(c2) determinar que el sujeto es un posible paciente de la enfermedad de Alzheimer, cuando la relacion medida en la
etapa (b2) es mayor que aquella de un individuo sano.

14. El método de la reivindicaciéon 12 o 13, en el que la muestra es sangre o liquido cefalorraquideo.

15. Un agente farmacéutico para uso en el diagndstico de si un sujeto es 0 no un posible paciente de la enfermedad
de Alzheimer, que comprende al anticuerpo de la reivindicacion 1 o 2.
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